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“Ndo pretendemos que as coisas mudem se sempre fazemos o mesmo. A crise é a melhor
bengdo que pode ocorrer com as pessoas e paises, porque a crise traz progressos. A
criatividade nasce da angustia, como o dia nasce da noite escura. E na crise que nascem as
invencdes, os descobrimentos e as grandes estratégias. Quem supera a crise, supera a Si
mesmo sem ficar ‘superado’. Quem atribui a crise seus fracassos e penurias, violenta seu
proprio talento e respeita mais os problemas do que as soluc¢des. A verdadeira crise é a crise
da incompeténcia. Sem crise ndo ha desafios; sem desafios, a vida é uma rotina, uma lenta

agonia. Sem crise nao ha mérito. E na crise que se aflora o melhor de cada um.”

Baseado no livro “The World as | See 1t” de Albert Einstein (1949)

Missdo dada, missdo cumprida!






RESUMO

O acucar de cana (sacarose) ¢ uma matéria-prima produzida em abundancia no
Brasil, sendo atrativa a producao de derivados com maior valor agregado. O acido glucénico
(AG) pode ser obtido através da conversdo multienziméatica da sacarose, utilizando como
biocatalisadores as enzimas invertase, glicose oxidase (GOD) e catalase (CAT), responsaveis
respectivamente pela inversdo da sacarose, oxidacdo da glicose e decomposi¢do de perdxido
de hidrogénio (H,0O;). No processo multienzimatico obtém-se como subproduto a frutose,
também de grande interesse para as inddstrias alimenticia, farmacéutica e quimica. No
presente trabalho foi avaliada a producdo de AG a partir de sacarose em reator airlift. As
enzimas invertase, GOD e CAT soluveis foram caracterizadas quanto & temperatura e ao pH
de maxima atividade, bem como quanto a estabilidade térmica na auséncia de substrato. A
atividade enzimaética da invertase foi quantificada pela acdo da invertase sobre uma solucdo de
sacarose 200 mM a 30°C, pH 4,8, acompanhando-se a formacéo de aclcares redutores totais.
As atividades enzimaticas da GOD e da CAT foram determinadas monitorando
respectivamente a formacao de H,O; a partir de uma solucéo de glicose 1 g/l, 25°C, pH 5,0 e a
decomposicéo de H,O, a partir de uma solu¢do de H,O, 35 mM, 25°C, pH 7,5. Invertase
apresentou maxima atividade a 45°C e pH 5,0; GOD a 55°C e pH 6,0 e CAT a 25°C e pH 8,0,
respectivamente. A partir dos perfis de atividade em funcdo da temperatura e do pH, as
condicdes operacionais de 50, 45 e 40°C em pHs 5,0 e 6,0 foram pré-selecionadas para a
bioconversdo multienzimética de sacarose a AG. Verificou-se que os melhores tempos de
meias-vidas das enzimas invertase, GOD e CAT soluveis ocorreram na condi¢cdo de 40°C e
pH 6,0, respectivamente 137, 105 e 98 h. Um estudo cinético foi realizado a 40°C e pH 6,0. A
cinética da enzima invertase apresentou comportamento previsto pelo modelo de inibicdo pelo
substrato. O modelo de Michaelis-Menten (MM) foi ajustado aos dados experimentais da
GOD e o0 modelo de inibicdo pelo substrato foi o que melhor se ajustou a cinética da CAT. Os
modelos cinéticos propostos serviram para a estimativa das relagdes enzima/substrato (m.m™)
empregadas na producdo de &cido gluconico em biorreatores agitado e aerado e airlift. Os
ensaios em batelada em biorreator airlift apresentaram eficiéncias real e global em AG de
respectivamente 80,40 £ 5,70 % e 103,20 + 13,96 % e conversdo de sacarose de 98,86 + 0,97
%; obtidas apds 5 h. Um novo ajuste dos parametros cinéticos incluindo o coeficiente
volumétrico de transferéncia de oxigénio (k,a) foi realizado com base nos dados
experimentais dos ensaios em biorreator airlift. Este mostrou que os modelos Bi-Bi Ping-Pong
com ou sem inibicdo pelo produto responderam de forma satisfatoria a tendéncia dos dados
experimentais.

PALAVRAS-CHAVE: Sacarose, frutose, acido gluconico, invertase, glicose oxidase,
catalase, airlift.



ABSTRACT

The sugarcane sugar (sucrose) is a raw material produced in abundance in Brazil,
being attractive to produce high added-value by-products. The gluconic acid (GA) can be
obtained by multienzymatic conversion of sucrose, using three enzymes. Invertase,
responsible for the inversion of sucrose to glucose and fructose, glucose oxidase (GOD)
responsible for the glucose oxidation and catalase (CAT) responsible for decomposition of
hydrogen peroxide. In multienzymatic process fructose is obtained as a byproduct, also of
great interest to the food, pharmaceutical and chemical industries. In this study, the
production of GA from sucrose in airlift reactor is evaluated. Temperature and pH of
maximum activity were determined for the enzymes invertase, GOD and CAT , as well as the
thermal stability in the absence of substrate. Invertase enzymatic activity was quantified by
formation of reducing sugars on a 200 mM sucrose solution at 30 ° C, and pH 4.8. The
enzymatic activity of GOD and the CAT were determined by monitoring respectively the
formation of H,O, from a solution of glucose 1 g/L, 25°C, pH 5.0 and the decomposition of
H,0, from a solution of H,O, 35 mM, 25°C, pH 7.5. Invertase showed maximum activity at
45 °C and pH 5.0; GOD at 55°C and pH 6.0 and CAT at 25 ° C and pH 8.0, respectively.
From the activity profiles as a function of temperature and pH, the operational conditions of
50, 45 and 40°C at pH 5.0 and 6.0 were pre-selected for the multienzymatic process. It was
found that the best half-lives times of the soluble enzymes, invertase, GOD and CAT,
occurred in the condition of 40°C and pH 6.0, respectively 137, 105 and 98 h. A kinetic study
was carried out at 40°C and pH 6.0. The kinetics of the enzyme invertase showed a behavior
best predicted by the model of substrate inhibition. Michaelis-Menten model (MM) was fitted
to experimental data of GOD and substrate inhibition model best predicted the Kinetics
behavior of CAT. The proposed kinetic models were used to estimate enzyme/substrate ratio
(w/w) used in the production of GA in agitated and aerated and airlift bioreactors. On the
other hand, in the batch assays conducted in airlift bioreactor were obtained AG real yields of
80.38 + 5.69% and global yields of 103.20 + 13.96% and conversion of sucrose of 98.86 +
0.97%; obtained after 5 h. A new set of kinetic parameters including volumetric oxygen
transfer coefficient (k a) was based on the experimental data from tests in airlift bioreactor.
These showed that Bi-Bi Ping-Pong model both with or without product inhibition correspond
satisfactorily to the tendency of the experimental data.

KEYWORDS: Sucrose, fructose, gluconic acid, invertase, glucose oxidase, catalase, airlift.
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INTRODUCAO

O é&cido glucénico (AG) é um acido organico resultante da oxidagdo da glicose.
Possui baixa capacidade corrosiva e a boa complexacdo com ions metalicos, que permite sua
aplicacdo na industria alimentar, farmacéutica e téxtii (PURANE et al., 2011;
RAMACHANDRAN et al., 2006). O AG pode ser produzido por métodos quimicos,
eletroquimicos e bioquimicos (rota enzimatica ou fermentativa). Os meétodos quimicos e
eletroquimicos apresentam desvantagens do ponto de vista comercial e ambiental, pois
exigem altas temperaturas e/ou altas pressdes de operacao e, muitas vezes, apresentam baixos
rendimentos por formacdo de subprodutos. A via fermentativa se apresenta como uma técnica
atraente para a producgéo de AG, reduzindo a producdo de interferentes (SINGH & KUMAR,
2007). Contudo, a biotransformacéo da glicose em AG por fermentagdo apresenta uma alta
demanda de oxigenacdo do meio e baixo indice de produtividade, além disso, é necessaria a

purificacdo para a separacdo do AG do mostro, encarecendo o custo de processo.

A aplicacdo biotecnoldgica de enzimas proporciona vantagens expressivas em
relacdo aos processos que fazem uso de reacdes quimicas tradicionais. As reacdes enzimaticas
ocorrem em condi¢des amenas, sdo altamente especificas e apresentam altas taxas de
conversdo. As enzimas também contribuem para o desenvolvimento sustentavel por serem
isoladas a partir de microrganismos, recursos renovaveis e biodegradaveis. A oxidacdo da
glicose usando como biocatalisadores as enzimas glicose oxidase e catalase tem se mostrado
um método muito vidvel (GODJEVARGOVA, DAYAL & MARINOV, 2003; BANKAR et
al., 2011). Como comprovaram Silva, Tomotani e Vitolo (2011), a hidrolise enzimatica da
sacarose, produzindo glicose e frutose, com sequencial oxidacdo enzimatica da glicose a AG,
pode apresentar conversdes de 100%. O processo multienzimatico oferece a possibilidade da
obtencdo de maiores produtividades comparado ao processo de producdo de AG via
fermentacdo, com menor necessidade de aeracdo e de substrato, uma vez que ndo ha
respiracdo ou crescimento celular. Como se pode notar, a partir de sacarose é possivel obter
dois produtos de alto valor agregado, 0 AG e a frutose, insumos amplamente importados pelo
pais.

Segundo Ferreira, Rocha e Silva (2009), as principais fontes naturais da
sacarose sdo a beterraba e a cana-de-agucar, sendo esta ultima responsavel por 70% da
producdo mundial. Segundo o IBGE (Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica) e na

avaliacdo do Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA), estima-se que na
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safra de 2012/2013 serd moido cerca de 595 milhdes de toneladas de cana-de-aglcar, um
aumento proximo a 5% em relacdo a safra anterior (2011/2012). A previséo atual de producéo
de acucar na safra 2012/13 é de 37,66 milhdes de toneladas, 4,72% a mais que na safra
anterior. A Unido da Induastria de Cana-de-acucar (UNICA) afirma que o Brasil responde por
um terco da producdo mundial de agUcar. Isso se deve ao clima favoravel do pais, ao avango
das pesquisas nos ambitos tecnologico, industrial e agricola, além da pratica de precos mais
competitivos de mercado, motivos estes que justificam o interesse pela producédo de derivados

com maior valor agregado.

A frutose ou acucar da fruta € um monossacarideo que apresenta poder
adocante 70% maior que a sacarose (CRUZ et al., 1998), atribuindo ao produto com frutose
menor poder caldrico. Além disso, 0 processo metabdlico de absor¢do da frutose ndo requer o
uso de insulina, hormdnio restrito em diabéticos, que tem por funcéo auxiliar no metabolismo
da glicose (fonte de energia). Possui atributos fisico-quimicos funcionais e atrativos para as
industrias alimenticia e farmacéutica, como o poder umectante, o baixo ponto de solidificacéo
e estabilidade osmdtica, atribuindo ao produto industrializado baixa atividade de agua,
evitando possiveis contaminagbes microbiolégicas (HANOVER & WHITE, 1993;
SUGUNAN & SANJAY, 2005). A maior parte de frutose consumida pelo Brasil é importada,
sendo obtida a partir da extracdo da batata da “alcachofra de Jerusalém” (CRESTANI, 2012).

Neste contexto, o0 presente trabalho visa estudar a bioconversdo
multienzimatica da sacarose para a producdo de compostos de maior valor agregado, no caso

acido glucdnico e xarope de frutose, em biorreator airlift operado em batelada.
Na realizacdo deste trabalho foi proposta uma organizacdo em capitulos.

No capitulo 1, “REVISAO BIBLIOGRAFICA”, conceituou-se as enzimas,
descrevendo a cinética enzimatica e fatores que a afetam, assim como os mecanismos de
catalise enzimatica. Em seguida, definiram-se fatores de importancia para a escolha do
biorreator adequado a cada processo, e conceituaram-se 0s biorreatores pneumaticos e a

transferéncia de oxigénio que ocorre em meios aerados.

Nos capitulos 2 e 3 que relatam os experimentos e discussdao dos mesmos
prop0s-se a estrutura de um artigo, sendo este dividido em introdugdo, materiais e métodos,
resultados e discussdo, conclusdes, agradecimentos e referéncias bibliograficas.

No capitulo 2, “ESTUDO CINETICO DAS ENZIMAS INVERTASE DE

Saccharomyces cerevisae, GLICOSE OXIDASE DE Aspergillus niger e CATALASE DE
FIGADO BOVINO”, conceituou-se 0 processo multienzimatico de producdo de &cido
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glucdnico e os mecanismos de catalise das enzimas invertase, glicose oxidase e catalase. Na
sequéncia as enzimas envolvidas na multiconversdo (invertase, glicose oxidase e catalase)
foram caracterizadas em relacdo as condicGes de temperatura e pH, que definem maxima
atividade, bem como avaliadas suas estabilidades térmicas. A influéncia da concentracédo de
substrato na velocidade inicial da reacdo tambem foi investigada, possibilitando o ajuste de

modelos cinéticos aos dados experimentais.

No capitulo 3, “PRODUCAO DE ACIDO GLUCONICO”, abordaram-se as
principais caracteristicas fisico-quimicas do &cido glucénico, assim como os relatos da
literatura acerca de diferentes vias de producdo do acido glucénico. Em seguida, propds-se a
otimizacdo das concentragdes minimas de biocatalisadores no processo multienzimatico
utilizando software Scilab®. Posteriormente as producdes de AG em airlift foi realizado um
novo ajuste dos pardmetros cinéticos, incluindo no modelo a etapa de transferéncia de
oxigénio, em software EMSO®.

Na Gltima parte do texto, “CONSIDERACOES FINAIS E PROPOSTAS

FUTURAS?”, concluiram-se 0s principais resultados obtidos por este trabalho e descreveram-

se algumas sugestdes para continuidade da pesquisa acerca da producéo de acido gluconico.
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CAPITULO 1 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

A primeira parte deste capitulo é uma revisdo da literatura acerca das
propriedades fundamentais das enzimas como: classificacdo, estrutura, cinética e inibicdo. A
segunda parte deste capitulo € uma revisdo da literatura sobre biorreatores em geral,

biorreatores pneumaticos e aspectos gerais da transferéncia de oxigénio em meios aerados.

1 ENZIMAS

1.1 PROPRIEDADES FUNDAMENTAIS DAS ENZIMAS

As enzimas sdo catalisadores bioldgicos, geralmente de estrutura proteica, que
participam de diversas reacdes quimicas. Possuem aplicagdes em indudstrias de alimentos,
produtos de limpeza, cosméticos (VILLELA, BACILA & TASTALDI, 1976). O grande
interesse no uso das enzimas pode ser explicado por fatores como a variedade de substratos
sob os quais atuam, e as reacGes complexas que as enzimas sdo capazes de catalisar, em rotas
onde a geracao de residuos e subprodutos € reduzida. As enzimas também tém a capacidade
de atuar como catalisadoras a altas velocidades em condicdes de baixa necessidade energética
(AEHLE, 2004).

Segundo Tischer e Wedekind (1999), as enzimas sdo proteinas compostas por
cadeias de aminoacidos unidos por ligacdes peptidicas. Os aminoacidos apresentam em sua
férmula quimica um grupo carboxilico (-COOH), um grupo amino (-NH,) e um radical (R) ou
cadeia lateral como também pode ser chamado, que por sua vez pode ter caracteristicas
diversas como ter cadeia polar, alifatica, aromatica, &cida ou béasica, conforme mostra a
Tabela 1.1 (ROTHENBERG, 2008). O sitio ativo é a regido da enzima onde ocorre a catalise
enzimatica, formando o complexo enzima-subtrato, liberando o produto e deixando a enzima
pronta para uma nova catalise. A ligacdo do substrato ao sitio ativo se da através de ligagdes
ndo-covalentes (interacOes eletrostaticas, ligaces de hidrogénio, interacbes de van der Waals
e interaces hidrofobicas). Os grupos que participam das ligacGes sdo a carboxila do acido
glutdmico ou do acido aspartico, o grupo amino da lisina, o imidazol da histidina, a hidroxila

da serina e assim sucessivamente.
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Tabela 1.1 — Abreviages e estruturas dos residuos de 20 (L) aminoacidos.

—CH-:CHE:IJ

. . H g -

Nome Abreylagao Abreviacao N Classificacio

com trés letras com uma letra H,N” ~COoOl

Alanina Ala A —CH, Alifatico
Arginina Arg R . Bésico

= [CHals—N NHz
'_
Asparagina Asn N CH.CONH. Polar

Acido Asp D CH.COOH Acido
aspartico )

Cisteina Cys C _CH.SH Polar
Glutamato Glu E  CH.CH.COOH Acido
Glutamina Gln Q —CH.CH.CONH- Polar

Glicina Gly G _H Pequeno
Histidina His H Basico

fyil 81

—:IE:—{;I
Isoleucina lle I o Alifético
Leucina Leu L CCHACHICH . Alifatico
Lisina Lys K —CH.CH,CH.NH. Basico

Metionina Met M —CH,CH,SCHs Alifético
Fenilalanina Phe F Aromaético

Prolina Pro P Alifatico

h COOH
Serina Ser S  CHLOH Polar
Treonina Thr T on Polar
CH,
Triptofano Trp W Aromatico
i ;
Tirosina Tyr Y Aromatico
—EIEE—Q—[]H
Valina Val \/ Alifatico

Fonte: ROTHENBERG, 2008.
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As estruturas tridimensionais das enzimas permitem um encaixe perfeito do
substrato, caracterizando a alta especificidade. Alguns modelos s&o propostos para explicar a
especificidade enzimatica. Emil Fischer em 1894 prop6s que as enzimas e seus substratos se
ajustavam como o modelo “chave e fechadura”, enfatizando que o substrato se encaixava
perfeitamente no centro ativo da enzima. Contudo, o modelo afirmava que a enzima possuia
uma estrutura rigida, o que ndo permitia explicar a acdo de certas enzimas sobre substratos de
elevadas dimensdes moleculares e em outros casos a ndo atuacdo enzimatica sob substratos
semelhantes e de menores dimensdes moleculares, além de ndo explicar o porqué de certas
enzimas catalisarem a conversdo ndo s6 dos substratos naturais, como também de outros
compostos (NELSON & COX, 2011).

Figura 1.1 — Representacéo da interac&o tripontual do substrato com o sitio ativo da enzima.

— Residuos

Sitio ativo
da
enzima

Fonte: Acervo proprio.

Outro modelo foi entdo desenvolvido por Koshland Jr. (1958), no qual afirma
gue ha um ajuste induzido na conformacédo do sitio ativo (Induced-Fit). O modelo proposto
considera que estruturas enzimaticas sao relativamente flexiveis e que durante a formacéo do
complexo enzima-substrato (ES) a conformagdo da enzima altera-se sob a influéncia da
estrutura do substrato de modo a engloba-lo. Entretanto, este modelo n&o explica porque em
muitos casos sd0 necessarias certas caracteristicas estruturais no substrato para que ocorra
reacdo. Outra teoria fora pensada por Dewar (1986), a teoria da solvatacédo, segundo a qual
propde que o substrato ao entrar no sitio ativo desloca todas as moléculas de agua de
solvatacdo do mesmo. Entretanto, substratos menores ndo poderiam fazer esta remocéo, e ndo
poderiam ser catalisados. A teoria mais aceita é a regra da acoplagem tripontual (3-point

attachment rule), proposta por Ogston (Figura 1.1). Esta teoria é usada para explicar a
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enantioseletividade, ou seja, a capacidade que a enzima tem de diferenciar estereoisdmeros
(ROTHENBERG, 2008).

1.1.1 Classificacdo das enzimas

A classificacdo das enzimas foi organizada pela Comissao de Enzima da Unido
Internacional de Bioquimica (IUBMB), dividindo as enzimas em seis grandes grupos, de
acordo com o tipo de reacdo quimica que as mesmas catalisam, como mostra a Tabela 1.2. A
cada enzima foi atribuido dois nomes e um nimero de classificacdo de quatro digitos que
identificam as classes, as subclasses e as sub-subclasses (AEHLE, 2004). O primeiro himero
designa a qual das seis classes a enzima pertence; o segundo numero indica em que tipo de
ligacdo a enzima atua; o terceiro numero é uma subclassificacéo do tipo de ligagdo; e o quarto
namero € apenas um namero de série (NELSON & COX, 2011).

Tabela 1.2 — Classificacdo das enzimas.

Numerode  Classe da enzima Tipo de reacéo catalisada Exemplos
classe
1 Oxidoredutases Catalisa reacdes de oxido- Desidrogenases
reducdo em que pode haver a e oxidases

transferéncia de &tomos de H,
O ou elétrons.

2 Transferases Catalisa a transferéncia de um Quinases e
grupo funcional para outra
molécula, como: grupos
amina, fosfato, acil, carboxil,
etc.

transaminases

3 Hidrolases Catalisa reacGes de hidrdlise, Peptidases
a quebra de ligagdes por
adicdo de agua no meio.
4 Liases Catalisa a remocao de grupos  Dehidratases e

funcionais a fim da formacdo  descarboxilases
de duplas ligagdes.

5 Isomerases Catalisa rearranjos estruturais Epimerases
de moléculas.
6 Ligases Catalisa a formacéo de novas Sintetases

ligacGes, com quebra de ATP.

Fonte: MOSIER & LADISCH, 2008; NELSON & COX, 2011.
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1.1.2 Grupos prostéticos

Algumas enzimas exercem sua atividade catalitica somente em associa¢do com
moléculas organicas ou inorganicas de menor conformidade, chamados grupos prostéticos.
Estes atuam como transportadores de &tomos ou grupos funcionais retirados do substrato em

uma dada reacdo e podem ser coenzimas ou cofatores metélicos.

As coenzimas sdo moléculas organicas derivadas de vitaminas que, podem ser
encontradas covalentemente ligadas a enzima (formando uma holoenzima) e em outros casos,

a coenzima (livre) une-se a enzima apenas no momento da catalise (NELSON & COX, 2011).

Os metais sdo classificados em dois grupos: metais de transicdo (Fe®*, Zn*" e
Cu?") e metais alcalinos e alcalinos terrosos (Na*, K*, Mg?* e Ca?*). Os metais de transicéo
estdo frequentemente envolvidos na catalise devido a sua estrutura eletrdnica e os ions
metalicos por apresentarem um grande numero de cargas positivas na ligacdo de pequenas
moléculas (NELSON & COX, 2011). Os metais de transi¢do atuam como acido de Lewis, ou
seja, sdo atraidos por pares de elétrons. Os ions metélicos possuem valéncias que permitem a
interacdo com dois ou mais ligantes, estes cofatores metalicos participam na orientacdo do
substrato ideal para a reacdo. A fracdo proteica de uma enzima, na auséncia do seu cofator, é
chamada de apoenzima, e a enzima ligada ao seu cofator é chamada holoenzima
(ROTHENBERG, 2008).

1.1.3 Estrutura das enzimas

A atividade catalitica das enzimas depende da interacdo dos residuos dos
aminoéacidos entre si e eventualmente entre 0s grupos prostéticos que podem existir ou no;
permitindo a formacdo de uma cavidade ou fenda de ligacdo situada na superficie da enzima e
denominada de sitio ativo (DIXON & WEBB, 1979; MANAHAN, 2003).

Os residuos de aminoacidos que formam o sitio ativo ficam em regides
distantes da sequéncia dos aminoacidos (estrutura primaria), conferindo a caracteristica do

enovelamento da cadeia polipeptidica (estrutura terciaria e quaternaria) (AEHLE, 2004).

Denomina-se estrutura primaria (Figura 1.2 - A) a sequéncia linear dos
aminoéacidos constituintes da cadeia ou das cadeias polipeptidicas de uma proteina, formada
entre o grupo a-carboxila de um aminoacido ¢ o grupo a-amino do aminoécido subsequente,
evidentemente para cada proteina tem-se uma sequéncia unica de aminoacidos (MANAHAN,
2003; MOSIER & LADISCH, 2008).



32

Segundo Dixon e Webb (1979), algumas ligacdes peptidicas e ligacbes do
grupo amina conjuntamente com a formacao das ligac6es de hidrogénio na estrutura proteica
tendem a se estabilizar segundo dois modelos estruturais: a a-hélice e a folha B-pregueada,
chamados estrutura secundaria (Figura 1.2 - B). A a-hélice é formada quando as rotacdes da
estrutura proteica acontecem no mesmo sentido; a folha B-pregueada, quando as rotagdes tém,

alternadamente, sinal contrario. Existem também regides onde a conformag&o € irregular.

Figura 1.2 — Esquema das estruturas (A) primaria, (B) secundaria o-hélice e B-pregueada e (C)
terciaria e (D) quaternaria.

(A) Estrutura Primaria

Amino acidos

iy bets-pregueads alfa-hélice

T (B} Estrutura Secundaria
(C) Estrutura Terciaria

(D) Estrutura Quaternaria
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A estrutura tercidria € uma conformacdo tridimensional (Figura 1.2 - C),
formada a partir de ligagdes que se estabelecem entre as cadeias laterais dos residuos e da
interacdo dessas cadeias com 0 meio aquoso (MANAHAN, 2003). Essas interacbes podem

Ser.

e LigacGes de hidrogénio: caso as cadeias laterais possuirem grupos amino ou
hidroxil;

e LigagBes ionicas: cadeias laterais &cidas ou basicas podem transferir
prétons, fazendo o ion carboxilato, negativo, e 0 amoénio quaternério, positivo;

e InteracGes hidrofébicas: caso haja residuos com grupos apolares;

o Ligacdes covalentes (bissulfureto): caso existam grupos de cadeias laterais

com atomos de enxofre ligados entre si, como a cisteina.

A estrutura quaterndria é composta de diversos blocos proteicos
conglomerados (Figura 1.2 - D). As forgas que mantém os monomeros unidos séo: interagdes

hidrofobicas, ligaces de hidrogénio e ligacdes idnicas (MANAHAN, 2003).
1.2 CINETICA ENZIMATICA

Para que uma reacdo ocorra é necessaria certa quantidade de energia,
denominada energia de ativacdo. As enzimas tém a capacidade de reduzir a energia de
ativacdo (Figura 1.3), requerendo menos energia para converter cada substrato em produto.

Portanto, a reacdo catalisada por uma enzima é mais rapida.

A cinética enzimatica estuda como a velocidade da reacdo enzimatica é afetada
por condi¢Bes fisicas e quimicas, fornecendo os parametros que caracterizam as enzimas
como a velocidade maxima e a concentracdo de substrato ideal. As condi¢cdes que podem
influenciar a velocidade da catalise sdo: temperatura, pH, concentracdo da enzima,
concentracdo de substrato e presenga de quaisquer ativadores ou inibidores (DIXON &
WEBB, 1979; MOSIER & LADISCH, 2009).

A atividade é uma medida relativa da capacidade de uma enzima catalisar uma
reacdo sob um determinado conjunto de condi¢des. Uma unidade de atividade (U) é a
quantidade de enzima que catalisa a formacgdo de 1 umol de produto por minuto. A atividade
especifica é expressa em atividade por miligrama de proteina (U/mg) (VILLELA, BACILA &
TASTALDI, 1976).
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Figura 1.3 — Representacéo do caminho da reagéo catalisada por enzima e ndo catalisada em funcéo

do nivel de energia.

E:

r"‘.u"' \-‘-.\ Sam &E?:_{Ei -E:}
enzima AE==(E:z -EJ)

Nivelde energia (E)

Nivel de energia

dos reagentes Nivel de energia dos produtos

Caminhodareacao

Fonte: Acervo proprio.

Em 1913, os bioquimicos Leonor Michaelis e Maud Leonola Menten, com
base no trabalho do quimico francés Victor Henri, propuseram um mecanismo para explicar a
dependéncia da velocidade de reacdo catalisada por enzimas em relacdo a concentracdo de
substrato (DIXON & WEBB, 1979). Este mecanismo preconiza que em uma primeira etapa o
substrato (em excesso) e a enzima reagem reversivelmente para formar o complexo enzima-
substrato (ES) e na segunda etapa ocorre o rompimento do complexo formando o produto (P)

e aenzima livre (E), de acordo com a Equacéo 1.1:

(1.1)

k1 k2

k-1

>P+E

E+S«< ES

Onde: ki, k.1 e ko, representam as constantes de velocidades e a seta dupla na

primeira etapa denota a reversibilidade da formacdo do complexo (ES). k. representa o
nimero de turnover que determina o nimero maximo de moléculas de substrato convertido
em produto por molécula de enzima por unidade de tempo (VILLELA, BACILA &

TASTALDI, 1976; DIXON & WEBB, 1979).

Michaelis e Menten (1913) consideraram que a concentracdo de substrato é
muito maior que a concentracdo de enzima, portanto, a constante (kp) de dissociacdo do

complexo (ES) é muito pequena em comparagdo a ki e a redissociacdo k.;. Também



35

consideraram que a concentracdo total de enzima era constante durante a catalise e igual a

soma da concentragcdo do complexo enzima-substrato e da concentracdo de enzima livre.

Figura 1.4 — Representacdo da curva de Michaelis-Menten.

masx

Velocidadede reacao

K [S]

m

Fonte: Acervo préprio.

O trabalho de Michaelis e Menten foi ampliado por Bridgs e Haldane que
propuseram a hip6tese do equilibrio (1925), afirmando que a velocidade mais baixa pode ser
medida quando se toma o estado estacionario para a formacao e decomposic¢do do complexo
(ES), tal como € demonstrado abaixo (DIXON & WEBB, 1979; DUTTA, 2008):

Tl = u [E]S] — ke < [ES] — ke [ES] = 0 12)

Assume-se que a concentracdo do complexo (ES) é relativamente pequena e

constante, ou seja, que as velocidades de consumo e produgéo do complexo sdo iguais, logo:

1= kq[E][S]
T kgt ks

[ES

(1.3)
Sabe-se que a concentracdo total de enzima no meio é dada pelo balanco de
massa:

[E]o = [E] + [ES] (1.4)

Substituindo a Equagédo 1.3 na Equacéo 1.4, temos as equagdes 1.5 e 1.6:
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[E]o = [E] + P (1.5)
_ k-1t ko+kq[S]
(£, = [£]- (F22e) (L6)
entao,
k_1+k
E] = k1-(m)-[5]o-[5] w7

(k1+k2)

A velocidade de formacdo do produto é proporcional a k, e a concentracdo do

complexo (ES), tal como é demonstrado a seguir:

v =k,.[ES] (1.8)

_ kyko[E]o.[S]

T k_q+ko+ky.[S] (1.9)
k2.[E]o.[S]

v = —2zlElolST 1.10

(k_ljéikz)_i_[s] ( )

A constante de Michaelis-Menten (Ky,) indica a concentracdo de substrato que
define uma velocidade igual & metade da velocidade méxima (V) € é dada pela Equacao
1.11, quando k.3 >> ka:

_ katk—y _ [E][S]
K, = TG (1.11)

Assim a Equacdo de Michaelis-Menten é dada por:

_ Vimax [S ]

= (1.12)

Uma enzima tem por principal finalidade aumentar a velocidade de reacédo e
para isso os biocatalisadores diminuem a energia de ativacdo da mesma (DUTTA, 2008). No
entanto, com 0 aumento da energia interna (temperatura) a reacdo estd mais suscetivel a
alcancar o estado energético necessario para que a reacdo prossiga, favorecendo as reacgoes
endotérmicas (AEHLE, 2004). Com isso, a relacdo de atividade enzimatica e aumento de
temperatura seria parecida como em qualquer outra reacdo, obedecendo a relagdo de

Arrhenius:
“Ea
k=Ae" (1.13)

Contudo, sabe-se que é limitada a capacidade da enzima de aumentar sua

atividade em fungéo do gradiente de temperatura, por causa de um processo conhecido como
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inativacdo térmica. Este processo pode ser reversivel, com a enzima voltando a atividade
catalitica nas condicGes ideais de operagdo, ou irreversivel (DUTTA, 2008). Normalmente a
inativacdo reversivel é resultado da desnaturacdo parcial da enzima, enquanto a inativacao
irreversivel acontece em decorréncia da agregacdo ou precipitacdo da mesma. Constata-se que
tanto ha um incremento da velocidade de reacdo com o aumento da temperatura quanto a
perda de atividade devido a inativacdo térmica (Figura 1.5), existindo assim, a necessidade de

equilibrar estas condi¢des para o uso do biocatalisador (AEHLE, 2004).

Figura 1.5 — Curva de temperatura em funcéo da atividade enzimatica.

Atividade enzimatica

Temperatura
otima

Fonte: Acervo préprio.

As enzimas geralmente possuem uma temperatura 6tima bastante similar a
temperatura de seu ambiente natural. Assim, enzimas provenientes de mamiferos tendem a ter
uma temperatura 6tima de aproximadamente 37°C, isto é, a temperatura corporal (AEHLE,
2004). Contudo, todas as enzimas tém um tempo de meia-vida, tempo em que sua atividade
decai pela metade da inicial, mesmo em sua condi¢do 6tima. Logo, é importante conhecer as

condigdes Otimas do biocatalisador a ser utilizado, assim como seu tempo de meia-vida, para
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garantir que a atividade enzimética estd se mantendo alta ao longo do tempo necessério para a

conversao.

Figura 1.6 — Curva de pH versos atividade enzimatica.

Atividadeenzimatica

pH otimo

Fonte: Acervo proprio.

Outra condicdo que pode afetar a velocidade de uma reacdo enzimatica é o
estado de ionizacdo do meio reacional. As interagdes ibnicas ajudam a estabelecer a
conformacdo da enzima, assim como de seu sitio ativo. Portanto, o estado de ionizacdo dos
grupos laterais sera afetado em diferentes condi¢Ges de pHs, podendo levar a interrupcao
dessas forgcas e modificando e/ou desnaturando a estrutura proteica. Em outros casos, a forga
ibnica do meio afeta a ligacdo entre apoenzima e coenzima, assim como pode modificar o
estado de ionizacdo do substrato (AEHLE, 2004). Como resultado, todas as enzimas tém um

pH em que operam com maxima atividade, chamado pH 6timo (Figura 1.6).
1.3 REACOES DE MULTI-SUBSTRATO

A maioria das rea¢des bioquimicas ndo envolve um Gnico substrato e sim dois
ou trés substratos que normalmente geram multiplos produtos. A Equacdo de Michaelis-

Menten continua valida para reacdes maultiplas, porém a complexidade aumenta. Quando a



39

enzima se liga a dois ou mais substratos, a ordem em que isso se realiza determina o
mecanismo da reagéo (DIXON & WEBB, 1979; MOSIER & LADISCH, 2009).

Segundo Mosier e Ladisch (2009), quando a liberagdo do(s) produto(s) ocorre
somente ap6s ambos os subtratos estarem ligados ao sitio ativo da enzima, o mecanismo é
dito Bi-Bi sequencial. Existem casos em que a formacdo do(s) produto(s) acontece
indeterminadamente e em qualquer ordem de substratos; esse mecanismo reacional é chamado
Bi-Bi aleatorio (ILLANES, 2008). Em outros casos quando a enzima carrega parte do
substrato ap0s a catalise 0 mecanismo é conhecido como Bi-Bi Ping-Pong.

1.3.1 Mecanismo Bi-Bi sequencial

Neste mecanismo, um substrato (A) deve se ligar primeiro a enzima e sé depois
um segundo substrato (B) se liga (ILLANES, 2008).

Figura 1.7 — Mecanismo cinético Bi-Bi sequencial.

P Q
A, B
& F !

EAB—=EPQ
E EA EQ E

Fonte: Acervo proprio.

Na Figura 1.7 esta representado o mecanismo Bi-Bi sequencial, onde complexo
enzima-substrato e enzima livre estdo mostrados pelas linhas horizontais e adi¢des sucessivas
de substratos e de libertacdo dos produtos sdo indicados por verticais. Este mecanismo é
frequentemente observado em reacOGes desidrogenase, catalisada pela enzima lactato
desidrogenase, quando o NAD" age como o segundo substrato (DIXON & WEBB, 1979).

1.3.2 Mecanismo Bi-Bi aleatorio

Basicamente este mecanismo assume que os substratos se ligam a enzima

aleatoriamente, podendo ser o substrato A ou B por primeiro, e a geracdo de produtos também
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é independente (Figura 1.8). A fosforilagdo da glicose pelo ATP, catalisada pela hexoquinase,
é um exemplo de um mecanismo aleatorio (DIXON & WEBB, 1979).

Figura 1.8 — Mecanismo cinético Bi-Bi aleatorio.

A B P 0
F 3 '
EA EQL
EAB — EPQO
E E
EB EP
F
B A ¥ ¥
] P

Fonte: Acervo prdprio.

1.3.2 Mecanismo Bi-Bi Ping-Pong

Neste mecanismo a enzima (E) se liga ao substrato (A), liberando o produto (P)
e formando um intermediario da enzima (E*), que transporta um fragmento de substrato (A).
Para a regeneracao da enzima é necessario que a enzima (E*) se ligue a um segundo substrato

(B), liberando o produto (Q), conforme demonstra a Figura 1.9.
Figura 1.9 — Mecanismo cinético Bi-Bi Ping-Pong.
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» O

P
&

E EA E* E*B E

Fonte: Acervo proprio.
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Aminotransferases usam este mecanismo. Por exemplo, a aspartato
aminotransferase catalisa a transferéncia de um grupo amino do aspartato para 2-oxoglutarato
para formar oxaloacetato e glutamato (DIXON & WEBB, 1979; ILLANES, 2008).

1.4 INIBICAO ENZIMATICA

Segundo Nelson & Cox (2011), a inibi¢do enzimatica € acdo de interferentes
(inibidores) na formacdo de produtos levando a diminuicdo ou interrupcdo da catalise
enzimatica. O inibidor (I) pode se ligar ao sitio catalitico da enzima (E) ou ao complexo

enzima-substrato (ES). A inibicdo pode ser reversivel ou irreversivel.

Figura 1.10 — Mecanismo de inibicéo reversivel competitiva (A), ndo competitiva (B) e incompetitiva

().

o/® = ® e
a

s

9o

_—

Ik

Fonte: NELSON & COX, 2011.
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Inibicdo irreversivel acontece quando o inibidor (substancia téxica) se liga
covalentemente ao sitio ativo da enzima, bloqueando o local e inativando a enzima
permanentemente. A cinética de Michaelis-Menten ndo pode ser aplicada a inibicao
irreversivel, pois ndo ha formacdo do produto (NELSON & COX, 2011). Em contraste, a
inibicdo reversivel envolve a ligacdo nédo-covalente do inibidor na enzima, reduzindo
temporariamente a atividade enzimatica (Figura 1.10). Existem trés mecanismos pelos quais
0s inibidores diminuem a velocidade de formacéo do produto; competitivo, ndo competitivo e
incompetitivo (DIXON & WEBB, 1979; DUTTA, 2008).

A Figura 1.11 resume os efeitos causados sobre Km e vnax para cada tipo de

inibicdo competitiva, ndo competitiva e incompetitiva.

Figura 1.11 — Gréfico comparativo de Michaelis-Menten classico sem e com inibigéo (A)
competitiva, (B) ndo competitiva e (C) incompetitiva.
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/> [] = Km (1+[1)/k)
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1/2Vmaéx |
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51

Fonte: Acervo prdprio.
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1.4.1 Inibic&o reversivel competitiva

Para a inibicdo reversivel competitiva, tanto o substrato (S) quanto o inibidor
() competem pelo sitio catalitico. A molécula inibidora apresenta estrutura semelhante ao
substrato da enzima, por isso, pode se ligar ao sitio ativo. No mecanismo competitivo (Figura
1.12) existe a formacéo do complexo enzima-inibidor (EI), contudo a catalise ndo € realizada
com o inibidor (MOSIER & LADISCH, 2009).

Figura 1.12 — Mecanismo de inibicao reversivel competitiva.

k ko
E + S — ES 25 P 4+ E
—1
_l_
|
dl
El

Fonte: Acervo proprio.

Conforme demonstrado por Dutta (2008), o efeito da inibicdo modifica a
constante de Michelis-Menten (Kr,), como demonstra o grafico da Figura 1.11- A, porém a
velocidade maxima ndo € alterada, tal qual é demonstrado pelo equacionamento a seguir:

[E]o = [E] + [ES] + [EI] (1.14)

dpP
v =— = ky. [ES] (1.15)

Dividindo a Equacéo 1.15 pela Equacéo 1.14 tem-se a Equacao 1.16:

v kz[ES]

[Elo  [EI+[ESI+[EI] (1.16)
Substituindo as equagdes 1.17, 1.18 e 1.19 na Equacéo 1.16:

_ [ELIS]
Km = 5 (1.17)
K.comp _ [E].[1] (L18)
l - .

[ET]

Umax = ka- [E]o (1.19)
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Vinax-[ES]

v = (1.20)
[E][S], _[EL[]
[E]+ - +Kicomp

Ajustando a Equacéo 1.20:

Vimax-[ES]

v = 1.21
Em que K,*" ¢é a constante de Michaelis-Menten aparente:
app _ 7]
km = Km. (1 + KLCW) (1.22)
Ajustando a Equacédo 1.22:
Vmax-[ES]

1.4.2 Inibic&o reversivel ndo competitiva

Segundo Mosier & Ladisch (2009), um inibidor reversivel ndo-competitivo

pode se ligar ao sitio catalitico da enzima ou ao complexo enzima-substrato, formando

respectivamente os complexos inativos enzima-inibidor e enzima-subtrato-inibidor, o que

torna o processo catalitico ineficiente (Figura 1.13).

Figura 1.13 — Mecanismo de inibicao reversivel ndo competitiva.

k ko
E—I—Sk\:‘“ES%E—I—P

El + 8§ —— ESI

Fonte: Acervo préprio.

O inibidor ndo-competitivo inibe a formacdo do complexo (ES) devido a

formacdo dos complexos El e ESI. Este efeito modifica a velocidade méxima da reacgdo e néo

a constante de Michaelis-Menten, como mostra o grafico da Figura 1.11 — B e segue 0

equacionamento abaixo demonstrado por Dutta (2008):

[E]o = [E] + [ES] + [EI] + [ESI] (1.24)
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_ar _
v =20 =k, [ES] (1.25)

Dividindo a Equacéo 1.25 pela Equacéo 1.24 tem-se a Equacao 1.26:

v o _ k,.[ES]
[Elo _ [EI+[ESI+[ET+[ESI] (1.26)

Substituindo as equages 1.27, 1.28, 1.29 e 1.30 na Equagéo 1.26:

K, = ['[25[?] (1.27)
friomeomn = M1 (1.28)
Kmomeom! = % (1.29)
Vmax = K2-[E]o (1.30)
V= (131)

T - T -
Kl_nao comp Kl_nao comp,

Supondo que haja a mesma afinidade do inibidor tanto para o complexo ES

quanto para a E, ou seja, K;"°~°°™? jgual a K;"*°~°™P ¢, ajustando a Equagdo 1.31, temos:

v = ’;Z“‘x'[“] (1.32)
<1+Kinionp>(Km+[S])

Em que Vms™ ¢ a velocidade méaxima aparente é dada:

app __ Umax
Vpay = T ) (1.33)
1+Kl_n§o—comp

Ajustando a Equacdo 1.32:

Vimax *PP.[ES] (1 34)

VT ot 8]

1.4.3 Inibicé&o reversivel incompetitiva

Segundo Dutta (2008), um inibidor incompetitivo ndo se liga a enzima livre,
nem interfere na ligagdo entre enzima e substrato; o inibidor se liga exclusivamente ao

complexo enzima-substrato (Figura 1.14).
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Figura 1.14 — Mecanismo de inibicéao reversivel incompetitivo.
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Fonte: Acervo prdprio.

O inibidor incompetitivo inibe a formagdo do complexo (ES) formando o

complexo (ESI), modificando a velocidade maxima da reacdo e a constante de Michaelis-

Menten, como demonstra o grafico da Figura 1.11 — C, e demonstrado por Dutta (2008) segue

0 equacionamento a seguir:

1.41:

[E]o = [E] + [ES] + [ESI] (1.35)

dpP
v === ky.[ES] (1.36)

Dividindo a Equagéo 1.26 pela Equacéo 1.25 tem-se a Equacéo 1.37:

ﬁ - #ﬂm (1.37)
Km = [25] (1.38)
e = % (1.39)
Vmax = k2. [E]o (1.40)

Substituindo as equacgdes 1.38, 1.39 e 1.40 na Equacdo 1.37, temos a Equacao

Vmax-[S] (1.41)

- [7].[S]
Km+[s]+Kiincomp

Ajustando a Equacédo 1.41:

V= Vmax:[S] (1.42)
Km+(1+ 1] >.[s]
K incomp
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Em que Vma™ € a velocidade méaxima aparente é dada por:

app __ Umax
Vi = 7 (1.43)
1+Kiincomp

E a que K,*" ¢é a constante de Michaelis-Menten aparente:

K;'llpp — Km (1.44)
(s+ttoms)
—
Kimcomp

Ajustando a Equacéo 1.42:

_ Vimax *PP.[S]
v = (1.45)

1.4.4 Inibicao reversivel incompetitiva pelo substrato

A atividade enziméatica também pode ser regulada por seus substratos e/ou
produtos. A inibigdo pelo substrato é conhecida como uma inibicdo por excesso de substrato,
guando um segundo substrato se liga ao complexo (ES), formando o complexo (ESS); este
mecanismo € 0 mesmo que para a inibicdo incompetitiva, porém o inibidor é a segunda
molécula de substrato (Figura 1.15), conforme mostra o equacionamento a seguir (MOSIER
& LADISCH, 2009).

Figura 1.15 — Mecanismo de inibicéo pelo substrato.

k ko
E+ 8 <=—=E — E+ P
—1
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ESS
Fonte: Acervo préprio.
[E]o = [E] + [ES] + [ESS] (1.46)
v =2 = k. [ES] (1.47)

Dividindo a Equacéo 1.47 pela Equacéo 1.46 tem-se a Equacao 1.48:
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1.52:

v kp[ES]
(Elo ~ [E]+[ES]+[ESS] (1.48)
_ [ELLS]
K = T (1.49)
subst _ [ES][S]
Ki = T[ESS] (1.50)
Umax = k2. [E]o (1.51)

Substituindo as equacgdes 1.49, 1.50 e 1.51 na Equacdo 1.48, temos a Equacao

_ Vmax:[S] (152)

- SIS
Km+[S]+ [S]u[b]st
K

Ajustando a Equacédo 1.52:

p = —YmixlSl__ (153)

S 2
Km+[s]+—[511b o
Kj

2 CONFIGURACOES DE BIORREATORES

Biorreatores ou reatores bioquimicos sdo equipamentos nos quais ocorrem

reagBes quimicas intermediadas por biocatalisadores: enzimas ou células (CHISTI & MOO-

YOUNG, 1989). A escolha do biorreator pode ter um impacto significativo no desempenho

global do processo, por isso alguns objetivos devem ser definidos previamente (OKAFOR,

2007). A selecdo do tipo do biorreator enzimatico depende de uma analise criteriosa de fatores
como (NAJAFPOUR, 2007):

(@) Forma da enzima — soltvel ou imobilizada;

(b) Natureza do substrato — solugéo, solidos em suspenséo ou coloidal;

(c) Requisitos operacionais da reagdo — controle de pH ou temperatura;

(d) Cinética da reacdo — inibicdo por substrato, produto ou ambos;

(e) Superficie catalitica por unidade de volume de reator, no caso de
catalisador insolubilizado;

(f) Caracteristicas de transferéncia de massa;

(9) Necessidade de aeragéo e/ou agitacao;

(h) Facilidade e necessidade de substituicéo e regeneracdo do biocatalisador;

(i) Facilidade de construgao;

(j) Custo de fabricacéo.
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Os reatores enziméaticos podem operar nos modos descontinuo, continuo ou
semicontinuo (bateladas alimentadas) (OKAFOR, 2007). Os processos descontinuos com
enzimas sollveis possuem desvantagens, ja que as enzimas solUveis sdo instaveis e de dificil
recuperacdo, conduzindo a uma baixa produtividade. Dentre as muitas estratégias para a
estabilizacdo de enzimas, a imobiliza¢do é a mais relevante (NAJAFPOUR, 2007). Com 0 uso
de enzimas imobilizadas, o biocatalisador pode ser recuperado e reutilizado até a inativagéo.
Apesar das vantagens de processos continuos com enzimas imobilizadas, a industria tem
relutado para adota-los, pois a imobilizacdo de enzimas pode acarretar em reducdo da
atividade enzimatica e problemas com a limitagdo difusional (transferéncia de massa). Além
disso, 0 custo com o procedimento de imobilizagdo e com controle do processo deve ser
repassado ao produto final (GUISAN, 2006). A Tabela 1.3 apresenta importantes biorreacdes

industriais e o0s tipos de biorreatores empregados nesses processos.

Vérias configuracdes de reatores foram propostas para processos enzimaticos
(Figura 1.16). Operacbes com enzimas sollveis na maioria dos casos sdo realizadas em
batelada em reatores tipo tanque agitado em que se permite o controle de pH, temperatura,
homogeneizacéo e aeracdo (OKAFOR, 2007).

Para reacBes com enzimas imobilizadas em reatores de tanques agitados é
necessario incluir um dispositivo para a retencdo do biocatalisador. Normalmente é utilizada
uma tela de aco inoxidavel no fundo do reator ou sistemas de ultrafiltracdo (UF) in-situ ou ex-
situ (REHM & REED, 1993).

Existem também os reatores de recirculacdo, em que a enzima é empacotada
num leito no biorreator e 0 meio reacional é recirculado passando por um tanque anexo até o
ponto de maxima conversao. Este tipo de reator é aplicado para reacfes em que se exige 0
controle do pH, como na producdo de acidos organicos, uma vez que a mudanca de pH é
controlavel na camara de recirculacdo, a enzima ndo entra em contato direto com o acido ou
com a base (utilizados no controle do pH), contudo para produgdes de baixo tempo de

residéncia.

Para operacgdes continuas com enzimas imobilizadas os reatores mais utilizados
sdo os de leito fixo, em que a enzima imobilizada € fixada no interior do reator, enquanto a
corrente contendo o substrato passa através do reator (OKAFOR, 2007; NAJAFPOUR, 2007).
Outra opcéo é o reator de leito fluidizado, em que as particulas de enzimas sao retiradas do
equilibrio dindmico entre a forga da gravidade e as forcas de arraste promovidas pelo fluxo
ascendente do substrato (OKAFOR, 2007; NAJAFPOUR, 2007).
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Tabela 1.3 — Biocatalisadores e biorreatores aplicados na industria.

Reacao/biocatalisador Biorreator Finalidade
Hidrolise da lactose em Reator de fluxo axial- Retirada da lactose do leite ou do soro
glicose e B-galactose (B - anular do leite para consumo humano.

galactosidase)

Hidrolise de proteinas de alta

massa molecular no leite
(tripsina e quimotripsina)

Hidrolise da rafinose (a-
galactosidase e invertase)

Hidrolise do amido em
maltose (a -amilase, [} -
amilase, pullulanases)
Fermentacéo de agUcares
(leveduras)

Fermentacdo anaerdbica
(leveduras)

Hidrolise de pectinas
(pectinases)

Fermentacéo de lactobacillus

bulgaricus
Remocéo de limoneno e

naringina (p -ciclodextrina)

Hidrdlise da K-caseina
(endopeptidase)
Hidrolises de colagenos e
proteinas musculares
(proteases e papaina)
Conversdo de glicose em
acido glucénico (glicose
oxidase e catalase)
Hidrdlise de triglicerideos
em &cidos graxos e glicerol
(lipase)

Hidrolise de celulose em

celobiose e glicose (celulase

e B —glucosidase)

Hidrolise do acido malico em
acido lactico (Lactobacillus

0€enos)

Hidroélise do acido fumarico

em acido L-maélico
(fumerase)

Hidrolise de triglicerideos do

azeite de oliva (lipase)

Hidrolise do 6leo de soja
(lipase)

Hidrolise de glicerideos do
6leo de manteiga

Hidrolise da gordura do leite

(lipase)

Fibras ocas assimétricas
com enzimas gelificadas

Reator de fibra oca com
enzimas segregadas

Batelada com UF

Batelada com UF
Batelada com UF
Batelada com UF
Batelada com UF
Batelada com UF

Batelada com UF

Batelada com UF

Reator de leito fixo

Reator com membrana
capilar UF

Reator de fibra oca
assimétrico

Membrana capilar de UF
com células encapsuladas

Reator com membrana
capilar UF

Reator membrana com
placa hidrofdbica

Reator membrana com
fibras ocas hidrofilicas
Reator membrana com
placa plana hidrofilica

Reator membrana de
polipropileno em espiral

Producéo de alimento para criancas.

Producdo de aglicares monomericos.

Producdo de xaropes.

IndUstria cervejeira.
Producdo de alcool.

Producéo e clarificagdo de sucos de
frutas e vinho.
Producdo de acidos carboxilicos.

Producéo e clarificagdo de sucos de
frutas.

Coagulacao do leite para produtos
lacteos.
Amaciar carnes.

Prevencdo da descoloragédo; odor
desagradavel em produtos derivados
do ovo durante estocagem.

Producéo de alimentos, cosméticos e
emulsificantes.

Producéo de etanol e proteina.
Aperfeicoamento de teste em vinhos
brancos.

Producéo de aditivos alimenticios.

Tratamento de 6leos.

Tratamento de 6leos.

Tratamento de 6leos e produtos para
industria alimenticia.

Tratamento de 6leos e gorduras.

Fonte: KLEFENZ, 2002. Nota: UF (unidade de ultrafiltracdo).
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Figura 1.16 — Desenho esquematico dos biorreatores enzimaticos: (a) tanque agitado com enzimas
livres, (b) tangue agitado com enzimas livres acoplado com membranas de ultrafiltracdo, (c) leito fixo
com enzimas imobilizadas, (d) leito fluidizado, (e) tanque agitado com membrana, (f) leito fixo com
reciclo de alimentacéo, (g) tanque de membranas com reciclo de alimentacéo, (h) tanque agitado e
aerado com enzimas livres, (i) pneumatico com enzimas livres,(j) tanque agitado e aerado com
enzimas imobilizadas e (k) pneumatico com enzimas imobilizadas.

e
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Fonte: Acervo proprio.
Nota: Produto (P), substrato (S) e enzima (E).
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2.1 PROCESSOS DE OXIDACAO CATALISADOS POR ENZIMAS

Para alguns processos bioguimicos o fornecimento de oxigénio estd
intrinsecamente ligado a geracdo do produto desejado, participando do metabolismo da célula
ou diretamente na reacdo enzimatica. Como exemplifica as reacGes da Figura 1.17, para

algumas reagdes enziméticas o oxigénio € o segundo substrato da reacéo.

Figura 1.17 — (A) Reacdo de oxidacdo do colesterol pela enzima colesterol oxidase. (B) Reacédo de
oxidacdo da D-galactose pela acdo da enzima galactose oxidase. (C) Reagéo de oxidacédo da glicose
em &cido gluconico pela a¢do da enzima glicose oxidase.

A
w Oxidacdo w Isomerizagio
B ——
HO f ; o o
FAD FADH + H*
Colesterol 5,3 Colestenona 4,3 Colestenona
H,0, 0,
B OH 0
OH OH
Galactose oxidase H
AL _— o OH 4+ Hy0p
HO 0 HO
2
OH OH
D-galactose D-galactohexodialdose
OH
OH
H
OH H COOH
H OH H OH
Glicose Glucolactona Acido Glucénico
# Redugao™
GOD - FADH2 GOD - FAD
0, = H,0,

Fonte: (A, B) POLAINA & MAC CABE, 2007. (C) WITT et al., 2000.

Nota: Adaptado.
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A enzima colesterol oxidase (COX, EC 1.1.3.6) tem ampla aplicacdo para
andlises clinicas no diagndstico de colesterol no sangue e de doengas como tuberculose
(bacteriana), HIV e Alzheimer, e na producéo de esteroides (KUMARI & KANWAR, 2012).
A enzima galactose oxidase (GAO, EC 1.1.3.9) é usada em biossensores desenvolvidos para a
determinacéo da galactose ou di-hidroxicetona em processos fermentativos e para a dosagem
de lactose em amostras de alimentos (POLAINA & MAC CABE, 2007). A enzima glicose
oxidase (GOD, EC 1.1.3.4) é usada para analises clinicas no diagndéstico de glicose no sangue;
qguando associada a outras enzimas como a catalase (CAT, EC 1.11.1.6) ou a peroxidase (EC
1.11.1.7) pode ser usada na fabricagdo de biossensores de glicose e na producdo de &cido
gluconico, insumo muito importante para as industrias de alimentos e farmacos (WITT et al.,

2000). Esta reacdo de oxidacédo da glicose serd melhor explicada nos préximos capitulos.

Os processos aerados séo aqueles realizados com a absorcdo de oxigénio livre
na fase liquida, podendo ser de aeracdo natural ou forcada (quando o ar atmosférico é
borbulhado no meio reacional). Embora existam muitos modelos de biorreatores, para estes
processos em que a oxigenacdo é fator limitante, os mais frequentemente utilizados sdo os
biorreatores tipo tanque agitado e aerado e os pneumaticos coluna de bolhas e airlift (CHISTI,
1998).

2.2 BIORREATORES PNEUMATICOS

Os biorreatores pneumaticos sdo considerados de simples concepcao (Figura
1.18), sendo a injecdo de gas comprimido a Unica fonte de energia de entrada no reator. A
circulacdo do liquido deve-se, exclusivamente, pela aspersdo e dispersdo do gas. A Unica
variavel controlada em um biorreator pneumatico é a vazao de gas, que afeta a mistura do
meio reacional e a transferéncia de massa gas-liqguido (MORAVEJI et al, 2012; YUGUO,
ZHAO & XIAOLONG, 2000). Como nédo existem partes mecanicas moveis para a agitacéo,
ha reducdo do risco de contaminacdo, sendo que a limpeza e a esterilizagdo séo facilitadas.
Uma vez que a injecdo do ar tem o intuito de agitar e aerar, um biorreator pneumatico opera
com baixo consumo de energia e com alta transferéncia de massa e energia (SIEGEL &
ROBINSON, 1992).

Os reatores airlift sdo reatores pneumaticos ditos de circulacdo, apresentando
uma regido de subida do meio reacional (riser) onde ocorre a injecdo de géas e outra regido de
descida da dispersdo (downcomer), interligada no topo e na base do reator, sendo que as

diferengas entre as densidades das regides, devido as diferentes retengdes gasosas, resultam na
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circulacdo do meio reacional (CHISTI & MOO-YOUNG, 1989). Com base no tipo de
circulagdo, interna ou externa, tem-se uma subdivisdo dos modelos de reatores airlift
(SIEGEL & ROBINSON, 1992).

Figura 1.18 — Desenho esquematico de biorreatores pneumaticos : (A) coluna de bolhas, (B) airlift
tipo split, (C) airlift de cilindros concéntricos, (D) airlift de circulacdo externa.

Saida de gés Saida de gas

r
AN

——> Meio reacional ——> Meio reacional
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wy & A ’
Saida de gas Saida de gas

C ‘ D

—> Meio reacional

Tubos
concéntricos

A4 Entrada de gas

. Entrada de gas
p 2 :

Fonte: Acervo proprio.

2.2.1 Transferéncia de oxigénio

Devido a baixa solubilidade do oxigénio em relacdo a outros compostos
encontrados no meio reacional, é importante assegurar que o seu fornecimento esteja

adequado para a bioconversdo. Por isso, faz-se necessario quantificar a transferéncia de
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oxigénio da bolha de gas para 0 meio (BAILEY & OLLIS, 1986). A Figura 1.19 ilustra as
resisténcias associadas ao processo de transferéncia de oxigénio do seio da bolha de gés até

ser consumido numa reacdo catalisada por uma enzima.

Figura 1.19 — Resisténcias associadas a dissolu¢do e consumo de oxigénio por uma enzima (E).

Pelicula
estagnada A @

Bolhade ar

Interface
gas-liquido

Fonte: Acervo préprio.

Nota: Produto (P), substrato (S) e enzima (E).

Para quantificacdo do transporte de oxigénio da fase gasosa até o seu consumo
final, observa-se que o oxigénio na bolha de gas enfrenta varias resisténcias até reagir com a
enzima, livre no caso. Bailey e Ollis (1986) descreveram um caminho tipico para a
transferéncia de oxigénio da bolha de gas até uma célula num processo fermentativo.
Simplificando este modelo para uma enzima livre, temos apenas quatro resisténcias principais
associadas a transferéncia de oxigénio; (R;) difusdo através da pelicula estagnada de gas; (Ry)
difusdo pela interface gas-liquido; (Rs) difusdo atraves da pelicula estagnada de liquido; (Ry)
transporte de oxigénio atraves do meio reacional até a enzima livre, conforme demonstrado na
Figura 1.19.
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A soma das resisténcias individuais e suas respectivas magnitudes é a
resisténcia global da transferéncia de oxigénio, que depende da hidrodinadmica da bolha de gas
e da composicdo do meio reacional, que define suas propriedades reologicas. A resisténcia
(R4) relativa a difusdo do oxigénio através do meio reacional pode ser desprezada, uma vez

que as condigdes de agitacdo e/ou areagédo sdo adequadas.

Whitman (1923) propds uma teoria baseada na hipotese das duas peliculas
estagnadas. As resisténcias devido as difusdes pelas peliculas estagnadas de gés e de liquido
sdo inversamente proporcionais aos coeficientes convectivos de transferéncia de oxigénio da
fase gasosa (kg) e da fase liquida (k.), que dependem das difusividades do oxigénio e das
espessuras das peliculas. Para a fase gasosa, a transferéncia se da através do gradiente entre as
pressdes parciais de oxigénio no interior da bolha (pg) e na interface (p;), associadas a
constante de Henry (H) que é vélida uma vez que as concentracdes e as pressdes parciais sao
baixas. Para a fase liquida a transferéncia esta associada ao coeficiente convectivo (k) e ao
gradiente entre as concentracdes de oxigénio na interface (C;) e no meio liquido (C).

Admitindo um perfil no estado estacionario, podemos descrever o fluxo de oxigénio (n,,) da

bolha de ar até o seio do meio do liquido da seguinte forma:
N, = k. (C; — C) = ky.H.(py — pi) (1.54)
Onde:
n,,= fluxo de oxigénio (g Oo/m>h);
kg = coeficiente de transferéncia de massa da pelicula gasosa (m/h);
k. = coeficiente de transferéncia de massa da pelicula liquida (m/h);
pg = presséo parcial de O, no seio gasoso (Pa);
pi = pressdo parcial de O; na interfase (Pa);
H = constante de Henry (g O..m>.Pa™);
Ci = concentracio de O, dissolvido em equilibrio com pi (g O,/m®);
C = concentrago de O no seio liquido (g Oo/m®).

A velocidade de transferéncia de oxigénio para o meio, em termos dos

coeficientes globais de transferéncia de massa e dada por:
N,, =n,,.a=k;.a.(Cs—C) =kg.a.H. (pg — pl) (1.55)
Onde:

No2 = velocidade de transferéncia de oxigénio (g O-/m*.h);
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a = 4rea interfacial de troca de massa por volume total de liquido (m™);
k.a = coeficiente volumétrico de transferéncia de O, (h™);

pi = pressao parcial de O, em um gas que estaria em equilibrio com a

concentracdo de oxigénio (C) no liquido, segundo a lei de Henry (Pa);

Cs = concentracdo de O, dissolvido no liquido em equilibrio com pg, segundo a

lei de Henry (g O,/m®).

Na avaliacdo da transferéncia de oxigénio em biorreatores € preciso determinar
o valor do coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio (k,a) em funcdo das
condigdes operacionais, do tipo de fluido e da geometria do sistema. Portanto, o k_a depende
de certas varidveis do sistema que podem ser diferenciadas em trés categorias; (1)
propriedades fisicas do liquido (densidade, difusividade e tensdo superficial); (2) propriedades
dindmicas do liquido que compreendem os parametros reoldgicos; (3) intensidade de agitacédo
e vazdo de alimentacédo de gas (BAILEY & OLLIS, 1986).

Existem trés metodologias principais para a determinacdo do coeficiente
volumétrico de transferéncia de oxigénio (k.,a) em biorreatores na auséncia dos
biocatalisadores. O método da oxidagdo do sulfito de sddio resultando no sulfato de sédio, no
qual calculando-se a massa de sulfito reagido e o tempo reacional pode-se calcular a
guantidade de oxigénio transferido e, por consequéncia, o ki a. Existe também o método
dindmico em que todo o oxigénio do meio reacional é dessorvido, através do borbulhamento
de nitrogénio no meio, quando o zero na concentracdo de oxigénio é atingido. Entdo, o fluxo
de nitrogénio € cessado e o fluxo de oxigénio € iniciado. Conhecendo a curva de concentracao
de oxigénio dissolvido em funcdo do tempo é possivel obter o ki a. Outro método conhecido €
0 método do degrau de pressdo, onde a mudanca na concentracao de oxigénio € induzida pela
mudanga de pressdo no biorreator e de modo similar ao método dindmico para se obter o k.a
(BAILEY & OLLIS, 1986).

3 CONSIDERACOES FINAIS

A engenharia bioquimica envolve o planejamento e desenvolvimento de
bioprocessos, que requer o uso de biocatalisadores, quer seja uma célula ou uma enzima. Esta
ultima, por sua vez, pode estar suspensa em meio aquoso na forma livre ou insolubilizada. De
forma mais restritiva, uma reacdo catalisada enzimaticamente converte um Unico substrato

num dnico produto, sem desperdicio de energia.
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No projeto ou analise de um bioprocesso enzimatico, um estudo aprofundado
sobre as enzimas a serem envolvidas se faz necessario, visando o conhecimento das
propriedades dos biocatalisadores, tais como substrato ideal, temperatura e pHs o6timos,
ativadores e inibidores, assim como para selecdo de condicdes operacionais para emprego em
biorreatores. No desenvolvimento da metodologia ideal para a operacdo de biorreator
pneumatico faz-se também necessaria uma avaliacdo nas condic¢des 6timas de transferéncia de

oxigénio para o meio reacional.
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CAPITULO 2 - ESTUDO CINETICO DAS
ENZIMAS INVERTASE DE Saccharomyces
cerevisae, GLICOSE OXIDASE DE Aspergillus niger
E CATALASE DE FIGADO BOVINO

Neste capitulo sdo apresentados o estudo de revisdo bibliografica das enzimas
invertase, glicose oxidase e catalase, e a investigacdo da cinética das enzimas envolvidas no

processo multienzimatico para a producéo de acido glucénico.

Agnes Cristina Oliveira Mafra, Alberto Colli Badino Jr e Paulo Waldir Tardioli.

1 INTRODUCAO

Acido gluconico e xarope rico em frutose podem ser produzidos
concomitantemente pela conversdo multienzimatica (Figura 2.1) de sacarose (dissacarideo de
a-D-glicose e B-D-frutose ligadas por uma ligagdo B-1,2) em reatores pneumaticos como
coluna de bolhas e airlift. Numa primeira etapa sacarose é hidrolisada a glicose e frutose pela
enzima invertase; sequencialmente, glicose € oxidada a B-D-glucolactona (espontaneamente
hidrolisada a &cido glucénico) pela enzima glicose oxidase (GOD). Per6xido de hidrogénio,
subproduto da reagdo, é decomposto pela enzima catalase (CAT) (SILVA, 2010).

Invertase (beta-fructofuranosidase, EC 3.2.1.26) é uma hidrolase responsavel
pela hidrolise da sacarose em glicose e frutose (Figura 2.1 - A) em quantidades equimolares
(ALEKSANYAN & MARKOSYAN, 1986), uma vez que a molécula de sacarose é composta
de duas hexoses ligadas por uma ligagio [-1,2 (BOBBIO & BOBBIO, 1985;
ASHOKKUMAR, KAYALVIZHI & GUNASEKARAN, 2001). A hidrolise enzimética da
sacarose ¢ preferivel a hidrélise acida, uma vez que néo resulta na formacdo de impurezas e
de aromas indesejaveis (WISEMAN & WOODWARD, 1975).
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Figura 2.1 — Representacdo da conversdo multienzimatica sequencial de (A) sacarose em glicose e
frutose, (B) glicose em acido gluc6nico e (C) decomposi¢do de perdxido de hidrogénio.
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Fonte: Acervo prdprio.

Esta enzima de grande interesse industrial esta presente em invertebrados,
vertebrados, algas verdes, bactérias, vegetais e fungos, mas principalmente é encontrada na
levedura Saccharomyces cerevisiae (MARQUEZ et al., 2007). Identificam-se duas formas de
invertase na levedura Saccharomyces cerevisiae (KULP, 1975), a glicosilada (beta-
fructosidase) ou invertase acida que fica alojada no espaco periplasmatico entre a parede
celular e a membrana da levedura, com pH 6timo de atividade entre 4,5 e 5,5; e outra ndo
glicosilada (alfa-glucosidase) ou invertase alcalina situada no citoplasma celular, com pH
6timo de 8,0 (SHANKAR & KOTWAL, 2009; HUSSAIN et al., 2009).

O mecanismo catalitico da invertase (Figura 2.2) foi proposto por Bowski et al.
(1971) sugerindo um envolvimento de um &nion carboxilato e uma histidina residual na
atividade catalitica da enzima, fazendo com que o mecanismo de ligacdo entre a enzima e o

substrato (sacarose) seja altamente influenciada pelo pH do meio (BARBOSA, 2008).
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Figura 2.2 — Representacéo da influéncia do pH sob o sitio ativo da invertase e mecanismo da enzima
invertase.

CH,0H
H 0. CH,0H f; O I
H

i _ o+
B —_—
pH=3 .0

pH=E. 6

Fonte: BOWSKI et al., 1971.
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A glicose oxidase (B-D-glicose:oxigénio-1-redutase, GOD, EC 1.1.3.4) é uma
enzima classificada como uma oxidorredutase. Pode ser obtida a partir de diferentes fontes
microbianas, destacando-se o fungo Aspergillus niger (BANKAR et al., 2009; WITT et al.,
2000). A GOD ¢ enzima dimérica glicosilada (dissacarideos ligados covalentemente em sua
estrutura peptidica), formada por subunidades idénticas de massa molecular em torno de 80
kDa, ligadas por pontes dissulfeto (WONG, WONH & CHEN, 2008; BANKAR et al., 2009).
Cada subunidade do homodimero esté ligada ndo covalentemente a coenzima flavina adenina
dinucleotideo (FAD), entretanto, sua remocdo ndo causa desnaturacdo da enzima
(RAMACHANDRAN et al., 2006). O sitio ativo da GOD contém além da FAD, trés
aminoacidos envolvidos na catalise, a His516 (pka=6,9), o Glu412 (pka=3,4) e His559
(pka>8). Cada residuo de aminoacido tem forte influéncia sobre a cinética da enzima, fazendo
com que o pH ideal para a catalise seja na faixa de 4 a 7, com ponto isoelétrico em 4,2
(LESKOVAC et al., 2005; WONG, WONH & CHEN, 2008).

O mecanismo cinético Bi-Bi Ping-Pong da GOD foi descrito por Leskovac et
al. (2005). A GOD catalisa a reagdo de oxidacdo de PB-D-glicose a B-D-glucolactona,
utilizando oxigénio molecular como aceptor de elétrons e formacéo espontanea de peroxido
de hidrogénio (H,0O,). Hidrogénio é transferido para a coenzima FAD, formando FADH,, que
sequencialmente é regenerado para FAD. Em seguida, a glucolactona é espontaneamente

hidrolisada em acido glucénico (Figura 2.1 - B).

Peroxido de hidrogénio é um forte inibidor da GOD, portanto, faz-se necessaria
sua eliminacdo do meio reacional. A decomposi¢do do H,O, em &gua e oxigénio pode ser
catalisada pela enzima catalase (Figura 2.1 - C) (NAKAO et al., 1997). A catalase
(hidrogénio-perdxido: hidrogénio-peroxido oxidorredutase, CAT, EC 1.11.16) é uma
oxidorredutase tetramérica. Pode ser encontrada em varias formas de vida, incluindo animais,
plantas e microrganismos, sendo apenas ausente em organismos anaerobios (YORUK et al.,
2005). Desempenha um papel importante na remocdo de peroxido de hidrogénio (H.0,)
toxico na célula, pois este é um poderoso agente oxidante, o que é potencialmente prejudicial
para as células (ADANY! et al., 2007).

A catalase (CAT) normalmente é obtida a partir de figado bovino ou de fontes
microbianas. A catalase de figado bovino possui massa molecular de 250 kDa, com cada
subunidade possuindo massa molecular em torno de 65 kDa (KISELER, SPITZBERG &
VAINSTEIN, 1967). CAT é uma hemeproteina, contendo um anel de protoprofirina (Figura
2.3) com Fe** no centro como grupo prostético (FITA & ROSSMAN, 1985). Pode ser
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inativada pela luz solar em condigdes aerdbias e pelo proprio substrato (peroxido de
hidrogénio).

Figura 2.3 — Representacdo do grupo heme prostético.

CH, H  CH=CH,

CH, H CH,
| I
rrI:HE CH,
1
cog cog

Fonte: FITA & ROSSMAN, 1985.

O mecanismo de catdlise da CAT (mecanismo Bi-Bi Ping-Pong) ocorre em
duas etapas; na primeira etapa uma molécula de H,0O, oxida o fon Fe** do grupo prostético
(Figura 2.4 - A), havendo a condensacdo de uma molécula de agua. Na segunda etapa, uma
segunda molécula de H,0, reduz o grupo prostético oxidado (O-Fe*"), regenerando Fe** e
liberando H,O e O, (Figura 2.4 - B) (SCANDALIOS, GUAN & POLIDOROS, 1997;
SWITALA & LOEWEN, 2002; ADANY!I et al., 2007).

Figura 2.4 — Decomposicéo do perdxido de hidrogénio em dois estagios.

Fe'}(E) +H,0, > O=Fe™(E) + H,0 (A)
O=Fe"(E) + H,0; > Fe™(E)+H,0 + 0, (B)

Fonte: POLAINA & MAC CABE, 2007.

Neste contexto, 0 objetivo deste trabalho foi caracterizar as enzimas invertase,
GOD e CAT soluveis quanto as suas temperaturas e seus pHs de maxima atividade catalitica,
visando a selecdo de condicdes operacionais para uma futura conversdo de sacarose em acido
glucbnico e frutose em reator airlift. A partir das curvas de atividade em fungdo da

temperatura e do pH, selecionaram-se condic¢des de processo (temperatura e pH) e estudou-se
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a estabilidade das enzimas solUveis nestas condi¢fes. Na sequéncia foram realizados estudos
cinéticos das enzimas nas condi¢Ges de maior estabilidade, com o intuito de estimar as

relacGes enzimas/substrato para a batelada classica em biorreator airlift.
2 MATERIAIS E METODOS
2.1 MATERIAIS

Foram utilizadas como enzimas invertase (EC 3.2.1.26) de Saccharomyces
cerevisiae (Novozymes®), glicose oxidase (EC 1.1.3.4) de Aspergillus niger (Novozymes®) e
catalase (EC 1.11.16) de figado bovino (Sigma-Aldrich®). Os demais reagentes empregados

eram de grau analitico.
2.2 METODOS
2.2.1 Medida de atividade enzimatica em velocidades iniciais

A atividade enzimatica da invertase foi quantificada pela acdo da invertase
sobre uma solucdo de sacarose 200 mM a 30°C, pH 4,8 (tampéo acetato de sédio 50 mM),
acompanhando-se a formacdo de acgUcares redutores totais (ART) pelo método do &cido 3,5-
dinitrosalicilico — DNS (MILLER, 1959). Neste método, ao adicionar-se o reagente DNS a
amostra, 0s grupos aldeido ou ceténico da hexose oxidam-se a grupos carboxilicos, enquanto

0 DNS reduz-se a 4cido 3-amino-5-nitrosalicilico.

O procedimento experimental consistia em adicionar-se em um tubo de ensaio
2,3 mL de solucédo de sacarose 200 mM (preparada em tampao acetato 50 mM, pH 4,8) e 0,2
mL de solucdo enzimatica (para a amostra) ou agua destilada (para o branco). As solucdes
eram mantidas a 30°C por 5 min. Apo6s este periodo de tempo adicionava-se 1 mL de reagente
de DNS e fervia-se a amostra por 5 min, levando-as em seguida a um banho de gelo por 10
min. Finalmente, adiciona-se 7,5 mL de agua e fazia-se a leitura da absorbancia da amostra
em 540 nm. A concentracdo de ART é expressa como equivalentes de glicose a partir de uma
curva padrdo. Uma unidade de atividade da invertase foi definida como a quantidade

produzida de ART (em pumol) por minuto nas condi¢des do ensaio.

Preparo do Reagente de DNS: Dissolve-se 8g de hidroxido de sodio em 100
mL de &gua destilada, a seguir 5 g de acido 3,5-dinitrosalicilico, 150 g de tartarato de sodio e
potéssio e 250 mL de agua destilada sdo misturados a solucdo de hidroxido de sodio. Esta

solucdo € aquecida em banho-maria (40°C) até completa dissolugdo, perfazendo-se o volume
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para 500 mL.

As atividades enzimaticas da GOD (SILVA, 2010) e da CAT (NELSON &
KIESOW, 1972) foram determinadas por espectrofotometria (SPG 1A, ThermoFischer) a 240
nm, monitorando respectivamente a formacdo de H,O, a partir de uma solucéo de glicose 1
o/l, 25°C, pH 5,0 (tampé&o fosfato de sédio 100 mM) e a decomposicao de H,O, a partir de
uma solucédo de H,0, 35 mM, 25°C, pH 7,5 (tampéo fosfato de sodio 50mM. Uma unidade de
GOD (ou CAT) foi definida como a quantidade de enzima que catalisa a formacdo (ou

decomposi¢do) de 1umol de H,O, por min nas condi¢des do ensaio.

O procedimento experimental para medida de atividade enzimética da GOD
consistia em adicionar-se a uma cubeta de quartzo 1,8 mL de solugdo de glicose 1 g/L
(preparada em tampao fosfato 100 mM, pH 5,0) e 0,4 mL de solucdo enzimatica. A
absorvancia da solucdo era monitorada por 5 min a 240 nm, a fim de se determinar o
coeficiente angular do trecho linear da curva absorbancia versus tempo. A atividade
enziméatica era calculada pela Equacdo 2.1, em que a conversdo de absorvancia para
concentracdo foi realizada utilizando-se a absortividade molar do H,0, (52,6 M™*.cm™) e o

volume reacional (2,2 mL).

O procedimento experimental para medida de atividade enzimatica da CAT
consistia em adicionar-se a uma cubeta de quartzo 2,9 mL de solucdo de H,O, 35 mM
(preparada em tampdo fosfato 100 mM, pH 7,5) e 0,2 mL de solucdo enzimatica. A
absorbancia da solugdo era monitorada por 3 min a 240 nm, a fim de se determinar o
coeficiente angular do trecho linear da curva absorbancia versus tempo. A atividade
enzimatica era calculada pela Equacdo 2.1, em que a conversdo de absorvancia para
concentracdo foi realizada utilizando-se a absortividade molar do H,0, (52,6 M*.cm™) e o

volume reacional (3,1 mL).

1000.(A‘A‘f5).vr

52,6

Atividade (U) = (2.1)

AAbs

Onde: —— é o0 coeficiente angular obtido do grafico “absorvancia versus

tempo” e V,. € 0 volume reacional.
2.2.2 Dosagem de proteina

As concentracBes de proteinas das enzimas invertase, GOD e CAT comerciais
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foram determinadas pelo método de Follin-Ciocalteau-Lowry (LOWRY, 1951; CECCHlI,
2003; MIWA, 2008). O método consiste na adicdo de 2 ml da solucéo de Lowry a 200 uL da
solucdo de proteina, ocorrendo a reagdo de Biureto entre o &tomo de cobre e os residuos de
aminoacidos (tirosina, triptofano, cisteina, asparigina e histidina). Apés 10 min a temperatura
ambiente, acrescenta-se o reagente de Folin-Ciocalteau (Sigma-Aldrich®), é4cido fosfo-
molibdato fosfo-tungstico, que sofre reducdo quando reage com as proteinas na presenca do
cobre em solucéo alcalina. Apds 10 min de incubacdo a temperatura ambiente e na auséncia
de luz, forma-se um complexo de coloragdo azulada com absor¢do maxima em 750 nm, que
sera medida num espectrofotdmetro (previamente calibrado com solucdo preparada nas
mesmas condicOes descritas acima, exceto pela substituicdo da solucdo de proteina por agua

destilada) e comparada com uma curva padrdo de proteina conhecida.

Preparo do Reagente de Lowry: 30 mL de hidréxido de sodio (100 mM) e
carbonato de célcio (2% m/v), 0,3 mL de sulfato de cobre (1% m/v) e 0,3mL tartarato de

sodio (2% m/v).
2.2.3 Perfil eletroforético

Os perfis eletroforéticos das enzimas invertase, GOD e CAT comerciais foram
determinados por eletroforese SDS-PAGE em gel de poliacrilamida 14% (m/v), de acordo
com metodologia de Laemmli (1970). Amostras das solucbes de enzimas (20 uL) foram
fervidas por 5 min em tampdo de ruptura (Tris-HCI 75 mM, B-mercaptoetanol 5% (v/v),
glicerol 10% (v/v), azul de bromofenol 0,01% (v/v), pH 6,8) e aplicadas em pogos pré-
formados no gel de eletroforese. No primeiro poco foram aplicados 4uL do marcador de
massa molar BenchMark™ Protein Ladder 10-220 kDa (Life Technologies®). A corrida
eletroforética foi realizada durante 1,5 h (110 V para os 20 min iniciais e 140 V para 0 tempo
restante) em uma cuba de eletroforese vertical (Mini-PROTEAN® 3), equipada com fonte de
alimentacdo (Power PAC 1000 - BIORAD-USA) e contendo tampédo de corrida (TRIS 25
mM, glicina 190 mM, SDS 0,1% (m/v), pH 8,3). A revelacdo dos géis eletroforéticos foi
realizada com coomassie brilliant blue R-250 (coloragdo por 30min) e acido acético 7% (v/v)

(descoloragdo por 12h).
2.2.4 Efeitos do pH e da temperatura

A influéncia do pH na atividade enzimatica foi avaliada a 30°C (para invertase)

e 25°C (para GOD e CAT); o efeito da temperatura foi avaliado nos valores de pH de 5,0
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(para invertase e GOD) e 7,5 (para CAT). As atividades enziméaticas foram expressas como
porcentagens dos valores maximos obtidos e o procedimento foi realizado com as velocidades

iniciais das enzimas.
2.2.5 Estabilidade

As estabilidades das enzimas invertase, GOD e CAT foram avaliadas a 40, 45 e
50°C em pH 5,0 e a 40 e 45°C em pH 6 , ambas na auséncia de substrato, acompanhando-se as

atividades residuais ao longo do tempo, expressas como medidas relativas da atividade inicial.

O modelo de Sadana e Henley (1987) foi ajustado aos dados experimentais de
inativacdo térmica com o auxilio do Software OriginPro 7. Este modelo considera que existe
apenas uma etapa de inativacdo, admitindo um decaimento de 12 ordem, conforme as

equac0es abaixo:

Ay k—1> Aot (2.2)
ap = (1—ay).e Mt + (2.3)
Onde: Ay é a atividade enzimatica inicial; A é a atividade enzimatica durante o
periodo de desativacdo; o representa a atividade relativa (A/Ao); o1 € a razdo entre as
atividades enzimaticas - final e inicial (A/Ao); ki é a constante da taxa de desativacdo de

primeira ordem (tempo ™) que representa o nivel de desdobramento ou inativagdo da enzima e

t é o tempo de ensaio.
2.2.6 Estudo cinético

As cinéticas das reaces catalisadas pelas enzimas invertase, GOD e CAT
foram avaliadas pelo método das velocidades iniciais a 40°C em pH 6,0, medindo-se as
atividades enzimaticas sob diferentes concentracdes dos respectivos substratos, sacarose (na
faixa de 0 — 1,6 M), glicose ( na faixa de 0 — 0,6 M) e perdxido de hidrogénio (na faixa de 0 —

0,3M), conforme descrito no item 2.1.1.

Na avaliacdo dos parametros cinéticos ajustou-se o modelo de inibicdo de
substrato (Equagdo 2.3) para as cinéticas das enzimas invertase e CAT. Para a cinética da
enzima GOD ajustou-se 0 modelo de Michaelis-Menten cléssico (Equagéo 2.4). Em todos os
casos foi utilizado o Software OriginPro 7® para ajuste das equacBes e estimativa dos

parametros cinéticos.
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Vin[S
p=—mil (2.4)
Km+[5]+x_,
_ Vm[S]
v = Ko 151 (2.5)

Onde: v é a velocidade de reacdo de consumo de substrato ou geracdo de

produto (uM/min); V,, é a velocidade maxima de reacdo (uM/min); [S] é a concentragdo de

substrato (mM); K; é a constante de inibicdo de substrato (mM) e K,, é a constante de
Michaelis-Menten.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 PERFIL ELETROFORETICO

Os perfis eletroforéticos das enzimas em condi¢cdes desnaturantes estdo

ilustrados na Figura 2.5.

Figura 2.5 — Perfil eletroforérico em condicBes desnaturantes das enzimas comerciais invertase (1),
glicose oxidase (GOD) e catalase (CAT).
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Observa-se que para as enzimas comerciais invertase, GOD e CAT as massas
molares de 100, 110 e 55kDa, respectivamente, concordam com os valores relatados na
literatura (WILLIAMS et al.,, 1985; GUO et al., 2010; KISELER, SPITZBERG &
VAINSTEIN, 1967).

3.2 EFEITOS DO pH E DA TEMPERATURA NAS ATIVIDADES ENZIMATICAS DA
INVERTASE, GOD E CAT

A influéncia do pH (Figura 2.6 - A) e da temperatura (Figura 2.6 - B) na
atividade enzimatica de invertase comercial foi estudada a 30°C e pH no intervalo de 1,0 a 12
(perfil atividade-pH) e na faixa de 30 a 70°C, pH 5,0 (perfil atividade-temperatura). Invertase
comercial apresentou atividade maxima em torno de 45°C e pH 5,0. Entretanto, a enzima
apresenta mais de 80% da atividade maxima nos intervalos de pH 4 a 6 e temperatura de 40 a
50°C. Os resultados obtidos neste trabalho estdo de acordo com aqueles reportados por Arruda
e Vitolo (1999), Hsieh, Liu e Liao (2000), Said e Pietro (2004) e Santos (2010).

Figura 2.6 — Estudo do efeito do pH (A) e da temperatura (B) na atividade da enzima comercial
invertase de Saccharomyces cerevisiae. Barras referem-se a desvios padrfes de replicatas.
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A influéncia do pH (Figura 2.7 - A) e da temperatura (Figura 2.7 — B) na
atividade enzimatica da GOD comercial foi estudada a 25°C e pH no intervalo de 3,0 a 8,0
(perfil atividade-pH) e na faixa de 25 a 70°C, pH 5,0 (perfil atividade-temperatura). Observa-
se que 0 pH de maxima atividade da GOD comercial livre estd em torno de 6,0 (Figura 2.7 -
A). No intervalo de 4,0 a 7,0 a enzima apresenta mais de 50% da atividade maxima.
Entretanto, perde totalmente sua atividade no pH 8,0. Bankar et al. (2009) e Ramachandran et
al. (2006) verificaram que GOD apresentava atividade 6tima nas faixas de pH de 3,5a6,5 e

4,0 a 6,0, respectivamente. A temperatura de maxima atividade da GOD, na faixa de ensaio,



72

esta em torno de 55°C (Figura 2.7 - B), resultado esse de acordo com o relatado por Wong,

Wonh e Chen (2008). GOD apresentou mais de 50% da atividade méxima em todas as

temperaturas acima de 40°C.

Figura 2.7 — Estudo do efeito do pH (A) e da temperatura (B) na atividade da enzima comercial
glicose oxidase de Aspergillus niger. Barras referem-se a desvios padroes de replicatas.
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A influéncia da temperatura (Figura 2.8 - A) e do pH (Figura 2.8 - B) na

atividade enzimatica da CAT foi estudada a 25°C e pH no intervalo de 3,0 a 10,0 (perfil

atividade-pH) e na faixa de 20 a 55°C, pH 7,5 (perfil atividade-temperatura).

Figura 2.8 — Estudo do efeito da temperatura (A) e do pH (B) na atividade da CAT comercial de
figado bovino.
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Observa-se no estudo do efeito do pH, que o pH de maxima atividade catalitica

da CAT para a faixa do experimento, estd em torno de 8,0, sendo que em pH 7,0 a enzima

apresenta 92% de sua atividade maxima (Figura 2.8 - B). Estudos reportados na literatura
(BARTOSZEK & SULKOWSKI, 2006; CHANCE, 1951) mostram que a dosagem de
atividade de CAT ¢ dificultada em pHs bésicos e &cidos, devido & degradacdo esponténea do
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H,0,. Esse comportamento poderia explicar a queda brusca de atividade da CAT nos pHs 9,0
e 10,0. A inativacdo da enzima e a reducdo da concentracdo de substrato podem ter
contribuido para as baixas atividades medidas. Quanto a temperatura de méaxima atividade
(Figura 2.8 - A), CAT exibiu um valor maximo de atividade em torno de 25°C; entretanto,

preserva em torno de 80% da atividade méaxima no intervalo de 35 a 50°C.

3.3 ESTABILIDADE

A partir dos resultados de atividade em fungdo do pH e da temperatura para as
enzimas invertase, GOD e CAT selecionou-se como possiveis condi¢des de operacdo do
biorreator multienzimético: 50°C, 45°C e 40°C a pH 5,0 e a 45°C e 40°C a pH 6,0. Os perfis de
inativacdo ao longo do tempo sdo mostrados na Figura 2.9 e as meias-vidas das enzimas na
Tabela 2.1.

Buscaram-se nestas faixas de trabalho, condicdes em que invertase e GOD
apresentassem atividades mais proximas possiveis de seus maximos. Embora em pH 5,0 a
CAT exiba cerca de 30% de sua atividade maxima, contudo neste pH o H,O, é
espontaneamente degradado, contribuindo para a sua remocdo do meio reacional. Mesmo a
enzima GOD ndo estando na faixa de idealidade em temperaturas menores que 50 °C, nos pHs
50 e 6,0 a mesma apresenta mais de 80% da atividade maxima. Entretanto, a enzima
invertase nas faixas de 50 a 40 °C e pH 5 a 6 possui mais de 70% da atividade maxima, sendo
estas condi¢des as mais proximas das ideais. Com o abaixamento da temperatura, fixando-se 0
pH em 5 (condicdes A, B e C), os tempos de meias-vidas da GOD foram em média 2 vezes
maiores que as das outras enzimas, sugerindo que estas condi¢cdes ndo sdo adequadas para a
producdo do &acido glucénico. Quando o pH do meio é alterado para 6, comparando a
condicdo B (45°C, pH 5,0) com a condicdo D (45°C, pH 6,0) nota-se que a invertase é
estabilizada em quase 17 vezes e a CAT tem sua meia-vida aumentada em 39 vezes.
Objetivando a maior estabilidade da GOD, a temperatura foi reduzida da condi¢do D (45°C,
pH 6,0) para a condicéo E (40°C, pH 6,0); com isso, o tempo de meia-vida da GOD dobrou e
quando compara-se a relacdo entre as meias-vidas das condi¢des C (40°C, pH 5,0) e D (45°C,
pH 6,0), observam-se valores muito parecidos. Por fim a invertase, GOD e CAT apresentaram
maior estabilidade térmica a 40°C e pH 6,0, observando-se tempos de meias-vidas de 137, 105

e 98h, respectivamente.
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Figura 2.9 — Estabilidade da (o) invertase, (m) GOD ¢ (A) CAT nas condi¢des de (A) 50°C, pH 5,0;
(B) 45°C, pH 5,0; (C) 40°C, pH 5,0; (D) 45°C, pH 6,0; (E) 40°C, pH 6,0, na auséncia de substrato.
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Tabela 2.1 — Tempos de meias- -
vidas das enzimas Invertase, GOD e 1or 1
CAT. ool |
Tempos de meias-vidas (h) ol ]
Condicées | Invertase | GOD | CAT =
2 o7} 4
A 4 24 | 1 2
B 8 35 2 R ]
C 39 58 32 08 ]
D 132 61 78 04 ]
E 137 105 98 100

Nota: O modelo de Sadana e Henley foi
ajustado aos dados experimentais de
atividade residual em funcdo do tempo e
usado para estimar as meias-vidas (t;,) das
enzimas solUveis.
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As ordens de grandeza das meias-vidas obtidas neste trabalho concordam com
os relatados na literatura, embora em condicOes de pH e temperatura ligeiramente diferentes.
Hsieh, Liu e Liao (2000) verificaram que a meia-vida da invertase a 60°C, pH 4,5 era de 2,3 h;
Courjean e Mano (2011) verificaram que GOD a 50°C, pH 6,0 exibia uma meia-vida de 20 h;
Wang et al. (2008) obtiveram para CAT de Bacillus sp 43% de atividade residual quando
incubada a 50°C por 40 min e Yamaguchi et al. (2011) obtiveram para CAT de

Gluconobacter oxydans, 60% de atividade residual apos 1 h de incubacdo a 40°C, pH 3,0.
3.4 CINETICA

O modelo cinético de Michaelis-Menten (MM), com e sem inibicdo pelo
substrato, foi ajustado aos dados experimentais de velocidade inicial de reacdo versus
concentracdo de substrato a 40°C e pH 6,0 para as trés enzimas estudadas (Figura 2.10 —
2.12). A Tabela 2.2 lista os pardmetros cinéticos estimados e mostra que GOD seguiu 0
modelo classico de Michaelis-Menten, enquanto invertase e CAT apresentaram inibigdo pelo
substrato.

Tabela 2.2 — Pardmetros cinéticos e modelos de MM estimados para invertase, GOD e CAT a 40°C e

pH 6,0.
Parametros Invertase GOD CAT
Km (MM) 133+ 3 73+0,2 124 + 8
Vmax (0M/min) 1.285+ 12 80+4 230+ 11
K, (mM) 1.114 £ 22 - 137+ 10
Coefmegte d2e 0,99 0,95 0,97
correlagéo (rv)
V- [S] Vi [S]
— V..[S — e
Modelo ajustado v [ST2 v= VST v [S]2
Km+[5]+TI Km-l-[S] Km+[5]+TI

A enzima invertase apresentou inibicdo por seu substrato (Figura 2.10).
Segundo Bowski et al. (1971) esse tipo de inibicdo é tipico em altas concentracdes de
sacarose. Alguns trabalhos da literatura apontam alternativas para diminuir a inibigdo como a
imobilizacdo em variados suportes (VASILE, IOANA & DORIN, 2010; SANJAY &
SUGUNAN, 2006). Hsieh, Liu e Liao (2000) e Isik et al. (2003), ajustando os parametros
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cinéticos com o método de linearizagdo Lineweaver—Burk, obtiveram respectivamente um K,
aparente de 80 mM de sacarose a 55°C e pH 3 e 59 mM de sacarose a 25°C e pH 5,1;
entretanto os dados experimentais ndo compreendiam a faixa de alta concentracdo de

Sacarose.

Figura 2.10 — Ajuste do modelo cinético de Michaelis-Menten (inibi¢do pelo substrato) aos dados
experimentais de atividade da invertase em funcdo da concentracdo de sacarose, a 40°C e pH 6,0.
Barras referem-se a desvios padrdes de replicatas.
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Santana et al. (2008) realizaram um estudo da invertase livre ajustando 0s
dados experimentais ao modelo de inibicdo pelo substrato. Fazendo uma regressdo nao-linear
obtiveram 0s pardmetros cinéticos de Vy,, Kn e K;; em que K, foi de 45,6 mM e K, de 1,06
M, na temperatura de 30°C e pH 4,5. Santos (2010) encontrou para invertase comercial livre
um K., de 90,9 mM (pH 5,0 e 50°C), com faixas de concentracdo de sacarose abaixo da
inibicdo enzimatica.

Diante destes resultados relatados pela literatura, observa-se que os parametros
cinéticos estdo altamente ligados & variagdo de temperatura, pH e faixa de concentracdo de
substrato, demonstrado nas curvas de temperatura e pHs de méaxima atividade catalitica da
invertase, que para temperaturas abaixo de 40°C (pH 5) tem-se menos de 80% da méxima
atividade catalitica e a 30°C a atividade relativa é de aproximadamente 40% da maxima.
Embora haja divergéncia nos valores dos pardmetros, em funcdo de terem sido obtidos em
diferentes condigdes experimentais, 0s pardmetros cinéticos obtidos neste trabalho (Tabela

2.2) estdo na mesma ordem de grandeza daqueles reportados na literatura.
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Figura 2.11 — Ajuste do modelo cinético de Michaelis-Menten (classico) aos dados experimentais de
atividade da GOD em func¢éo da concentracdo de glicose, a 40°C e pH 6,0. Barras referem-se a desvios
padrdes de replicatas.

100 T T T T T T T T T T T
- t
80 [ R
(]
u
L]
60 b
£
£
ON 40 | .
I
=
3
20 -
0k -
1 . 1 . 1 . 1 . 1 . 1 .
0 100 200 300 400 500 600

[glicose] mM

Isik et al. (2003) tratando os dados experimentais de velocidades iniciais com o
modelo de linearizacdo de Lineweaver-Burk obteve a 25°C e pH 5,1, uma constante de
Michaelis-Menten (MM) igual a 18,5 mM. Segundo Kim, Fravel e Papavizas (1990) K, da
glicose oxidase de T. favus é 10,9 mM, enquanto para a glicose oxidase de P. amagasakiense
e P. funiculosum a constante de MM apresenta valores entre 3 e 6 mM (WITT, SINGH &
KALISZ, 1998; BANKAR et al., 2009). Blandino, Macias e Cantero (2001) utilizando a
regressdo nao-linear em MM cléssico, obtiveram um K, de 18 ( + 6) mM na temperatura de
35 °C e pH 5,1. Hsu et al. (2011) imobilizaram GOD em nanoparticulas de prata para a
construcdo de um biossensor e, no estudo cinético, obtiveram um K, de 7,5 mM. Gao,
Gorujean e Mano (2009) estudando a cinética da GOD (37°C e pH 7,4) obtiveram um K, de
11,9 mM. A partir desses resultados da literatura podemos afirmar que o estudo cinético da
GOD, ilustrado na Figura 2.11 e cujos parametros cinéticos sdo mostrados na Tabela 2.2,

apresentaram valores esperados.

Godjevargova, Dayal e Marinov (2003) comprovaram que quase ndo houve
perda de atividade quando as enzimas GOD e CAT foram armazenadas a temperatura de 4°C,
pH 5,8 por 60 dias, juntas e separadamente. Este trabalho também concluiu que a velocidade
de oxidacdo da glicose com o sistema GOD/CAT é aproximadamente 2 vezes maior em
comparacdo ao sistema apenas com a GOD, evidenciando a inibi¢cdo de GOD pelo subproduto
H,0,.
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Figura 2.12 — Ajuste do modelo cinético de Michaelis-Menten (inibi¢&o pelo substrato) aos dados

experimentais de atividade da CAT em func¢édo da concentracao de H,0,, a 40°C e pH 6,0. Barras
referem-se a desvios padrdes de replicatas.
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Segundo Chelikani, Fita e Loewen (2004) existem cerca de 16 tipos principais
de CAT, e todos esses tipos de enzimas ndo seguem a cinética classica de MM (com excecao
a concentracdes baixas de substrato). Também afirmam que aplicando o método de
linearizacdo de Lineweaver—Burk a cinética da CAT pode-se obter valores de Ky, na faixa de
38 a 599 mM. Switala e Loewen (2002), comparando diferentes CAT nas faixas de
concentracdo de peroxido de hidrogénio ndo-inibitéria, concluiram que a CAT de figado
bovino possui um K, de 93 mM, na temperatura de 37°C e pH 7 (obtido a partir da
linearizacdo da Equacdo de Michaelis-Menten). Com isso, conclui-se que apesar dos varios
tratamentos aos dados cinéticos e diferentes faixas de estudo, os parametros de Michaelis-
Menten (com inibicdo de substrato) obtidos neste trabalho apresentam o mesmo valor de

grandeza aos reportados na literatura (Tabela 2.2).
4 CONCLUSOES

A conversdo multienzimatica de sacarose em acido gluconico requer a acao
sinergética de trés enzimas, invertase, glicose oxidase e catalase. Para se obter um bom
desempenho de cada biocatalisador no biorreator, as condi¢cbes operacionais devem ser
adequadamente selecionadas, tendo-se em vista a otimizagdo das atividades enzimaéticas e

suas estabilidades operacionais.
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O estudo cinetico das enzimas invertase, GOD e CAT quanto a temperatura e
ao pH de méxima atividade catalitica mostraram que as atividades maximas das enzimas
ocorrem a 45°C, pH 5,0; 55°C, pH 6,0 e 25°C, pH 8,0; respectivamente. A partir dos perfis de
atividade em funcdo do pH e da temperatura, pré-selecionou-se neste trabalho condi¢cdes em
que as enzimas pudessem ser estabilizadas com alta atividade catalitica. Com o estudo de
estabilidade concluiu-se que a melhor condi¢do para a producdo do &cido glucénico é a de
40°C e pH 6,0; no qual constatou-se que invertase, a GOD e a CAT possuem meias-vidas

muito semelhantes, em torno de 100 h.

Na sequéncia, um estudo cinético foi proposto nas condicdes de 40°C e pH 6,0,
para o melhor entendimento dos modelos cinéticos com e sem inibi¢do das enzimas invertase,
GOD e CAT.

A cinética da enzima invertase seguiu 0 modelo de Michaelis-Menten com
inibicdo pelo substrato, com valores ajustados de K de 133,27 mM, V. de 1.285,11
uM/min e K; igual a 1.114,46 mM. Conhecendo as concentragdes de sacarose que a invertase
apresenta inibicdo, poderemos estimar com mais confiabilidade a razdo enzimas/substrato

para operacdo em regime de batelada em biorreator airlift.

O modelo classico de Michaelis-Menten (MM) foi ajustado aos dados
experimentais da GOD em que se observou Kn, de 7,26 mM e Vyax 80,23 uM/min. Segundo
Bao et al. (2003), a GOD é uma enzima inibida pelo produto, contudo, o parametro de
inibicdo s6 pode ser estimado em ensaios de longa duragdo. Entretanto, 0s ensaios cinéticos
da GOD foram realizados com suas velocidades iniciais em que a concentracdo de produto
ainda é baixa, justificando o modelo classico de MM. Ressalta-se que para a GOD, uma
enzima de mecanismo bissubstrato (glicose e oxigénio), avaliou-se nesta etapa do trabalho
apenas a influéncia da concentracdo de glicose, mantendo-se a concentragdo de oxigénio em
excesso e constante. Na proxima etapa de trabalho, tem-se a intencdo de avaliar a real

influéncia do oxigénio na catalise da GOD em bateladas classicas no reator airlift.

O modelo de inibicdo pelo substrato foi o que melhor se ajustou a cinética da
CAT (Km = 124,47 mM; Vax = 229,57 uM/min e K, = 136,61 mM). Ndo podemos afirmar se
realmente ocorre uma inibicdo de substrato, uma vez que o perdxido de hidrogénio tem alta
capacidade oxidante e este pode atacar a estrutura da CAT, inativando-a. Os modelos
cinéticos propostos servirdo para a estimativa futura das relagdes enzimas/substrato (m/m) a

serem empregadas na producédo de &cido glucbnico em biorreatores airlift.
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CAPITULO 3 - PRODUCAO DE ACIDO
GLUCONICO

Neste capitulo é apresentado um estudo de revisao bibliografica sobre o acido
glucénico e seus derivados e, sdo discutidas as vias de producdo do acido glucdnico. Na
sequéncia prop06s-se a otimizacao das concentra¢cbes minimas de enzimas para posteriormente,

realizar-se a producdo de acido gluconico (via multienzimatica).

Agnes Cristina Oliveira Mafra, Felipe Fernando Furlan, Alberto Colli Badino Jr
e Paulo Waldir Tardioli.

1 INTRODUCAO

Acido gluconico (AG) é um &cido organico fraco, caracterizado por ser um pé
branco, inodoro e cristalino. O anion gluconato é quelante dos fons Ca®*, Fe®*, AI**, K*e Na",
0 que d& origem a derivados como o0s gluconatos de célcio (anidro e mono-hidrato), sédio e
potéssio (anidro), mostrados na Figura 3.1 (BROOKES & NEVILLE, 2005).

Figura 3.1 — Principais derivados do acido gluconico: (A) gluconato de célcio, (B) gluconato de ferro,
(C) gluconato de cobre, (D) gluconato de zinco, (E) gluconato de manganés e (F) gluconato de sédio.
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Fonte: Acervo préprio.
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O AG e seus derivados podem ser encontrados naturalmente em produtos como
vinho e mel. Atualmente o &cido gluconico, o gluconato de sodio, de potéssio, de célcio e a
glucolactona sdo aprovados como aditivos alimentares pela comissdo europeia de regulacao
de farmacos e alimentos. Esta comissdo concluiu que ndo ha provas que demonstrem perigos
na ingestdo dos mesmos. A FDA (Food and Drug Administration) regulamentou o uso do
acido glucénico e seus derivados, atribuindo-lhes o selo de seguranca alimenticia GRAS
(Generally Recognized As Safe) (MAGNUSON & LASURE, 2004) permitindo assim seu uso
em processos de fabricacdo de produtos alimenticios como, vinhos, refrigerantes, vinagres,
carnes, sucos de fruta, produtos lacteos, arroz e mel (YU & SCOTT, 1997; SINGH &
KUMAR, 2007).

As principais aplicacdes do acido glucdnico (glucolactona hidrolisada) estéo
baseadas nas suas caracteristicas fisico-quimicas (Tabela 3.1). Por ser um &cido fraco e capaz
de dissolver o¢xidos, hidroxidos e carbonatos de cations polivalentes, podem formar
complexos sollveis e estaveis em agua sem atacar as superficies metélicas, caracteristicas

estas exploradas na fabricacdo de pecas de ferro e aluminio.

Tabela 3.1 — Propriedades do AG e seus principais derivados.

Gluconato de Gluconato Gluconato

Glucolactona AG

sodio de calcio de potassio
1 (0}
Densidade (20°C) 1,789 1,68 123 030,65 0,80
(g/cm?)
Solubilidade em 450 — 1000
agua 250C (/L) 590 590 1000 35 (20°C)
pKa 3,7 3,7 3,7 3,7 3,7

O gluconato de célcio € o principal sal de interesse industrial, sendo este obtido
a partir da cristalizagdo de uma solugdo concentrada de &cido glucénico previamente
neutralizada com carbonato de célcio (BAO et al., 2001a). O gluconato de sodio € o sal de
sodio do acido glucdnico, forma com facilidade quelatos estaveis com o ferro, aluminio,
zinco, calcio e outros metais pesados, por isso, possui uma boa atividade sequestraste em
banhos de limpeza, aplicados na inddstria téxtil, metalirgica e de papel. Além disso, o
gluconato de sddio é utilizado em adocantes artificiais ajudando no melhoramento do atraso
gustativo que o aspartame, a sacarina e o ciclamato possuem. Os gluconatos de sddio e célcio

sdo utilizados como suplementos nutritivos em produtos embutidos (salsicha e linguica), por
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possuirem propriedades de retencdo de &gua nesses produtos. O gluconato de potassio é muito
soluvel em agua, facilitando seu uso para farmacos liquidos. A glucolactona é utilizada
especialmente quando ha a necessidade de alteracdo gradual do pH, uma vez que ha a
reversibilidade entre o acido e a sua forma lactona (RAMACHANDRAN et al., 2006).

Tabela 3.2 — Principais patentes de producédo de acido glucénico.

Numero da Ano da Autor (es) Processo patenteado
patente patente

US4460686 1984 HARTMEIER, W.  Oxidacdo da glicose em AG atraveés de
enzimas imobilizadas (GOD/CAT), em
reator batelada.

EP0322723 1990 YOSHIO, |,; Producédo de AG e sorbitol por
YUTAKA, K; Zymomonasmobilis a partir de glicose e
NOBUO, K,; frutose.
NOBUHIRO, M.
EP649899 1995 KIYOSHI, A; Producédo de AG por fungos filamentosos.
YOSUO , M
BR9403981 1996 JONAS, R. H. H. H.; Producdo de gluconatos e etanol por
MOURA-DE- Zymomonassp. com precipitacdo seletiva
SILVEIRA M,; de gluconatos.
CASTILHO-LOPES-
DE-COSTA, J.P

W09635800 1995 VROEMEM, A.J.; Converséo de glicose, com concentragdes
BEVERINI, M maiores que 10% (m/v), em AG por meio
das enzimas GOD e CAT.

5962286 1999 ANASTASSIADIS, Produgdo de AG por Aureobasidium
S.; AIVASIDIS, A.;  ullulans.
WANDREY, C.

US005897995 1999 VROEMEN, A.J.;  Producdo de AG e gluconatos por
BEVERINI, M. processo multienziméatico (GOD/CAT).

EP0745677 2002 VROEMEN, A.J.;  Conversao de glicose, com concentracdes
BEVERINI, M. menores que 15% (m/v), em AG por
meio das enzimas GOD e CAT.

EP0870052 2005 LANTERO, O. J. Processo multienzimatico (GOD/CAT) de
producdo de AG, a partir de glicose (30%
m/m) e separagdo do AG por spray-dried.

EP2457990 2012 Sika Technology AG  Processo enzimatico (GOD/CAT) de
producdo de AG, a partir de glicose em
reator pneumatico.

Fonte: http://www.freepatentsonline.com (acesso 21/10/2012).



90

Industrialmente o AG é produzido a partir de fermentagdo, usando como
catalisador o fungo Aspergillus niger, que excreta 0 AG. Na primeira etapa a glicose oxidase
oxida a glucopiranose a glucolactona, que espontaneamente ou por acdo da enzima
gluconolactonase é hidrolisada a AG. Na segunda parte, a CAT decompde o H,O, em agua e
oxigénio molecular, etapa importante uma vez que o H,O, oxida os residuos de metionina da
GOD (SINGH, KAPUR & SINGH, 2005). A descoberta da CAT para o aumento na producao
do AG é refletido nas inumeras patentes desenvolvidas nas décadas de 80 e 90 e
posteriormente desenvolveram-se inUmeros processos para tornar a producdo de AG mais

rentavel, com o uso de reatores continuos e/ou imobilizagdo de células e enzimas (Tabela 3.2).

Entretanto, existem algumas desvantagens no processo fermentativo, pois as
culturas precisam de meios ricos em variados nutrientes (dificultando o controle da
fermentacdo), a bioconversdo pode levar dias, além dos inumeros subprodutos produzidos
concomitantemente, elevando os custos de producdo com vérias purificacdes necessarias
(NAKADO et al.,1997). Também pode ser produzido a partir da catalise quimica, utilizando-se
catalisadores como o paléddio, a platina ou o ouro e também pela catélise eletroquimica
(RAMACHANDRAN et al., 2006). A rota enzimatica tem sido considerada a mais viavel na
sua producdo, podendo-se obter até 100% de conversdao de glicose em &cido glucdnico
(WONG, WONH &CHEN, 2008) e ja comprovado por Silva (2010). Além disso, 0 processo
enzimatico € considerado mais favoravel do ponto de vista ambiental e econémico (BANKAR
et al., 2009; GODJEVARGOVA, DAYAL & TURMANOVA, 2004).

Neste contexto, 0 objetivo desta etapa do trabalho foi obter &cido glucénico a
partir de sacarose em batelada cl&ssica em reator airlift, por meio da catalise multienzimatica,
em que as enzimas invertase, glicose oxidase (GOD) e catalase (CAT) sdo responsaveis,
respectivamente, pela inversdo da sacarose, oxidacdo da glicose e decomposicdo do peroxido
de hidrogénio (H,0,). Para isso, propds-se uma estimativa das relagdes enzimas/substrato a
partir da simulacdo do processo batelada com base nas cinéticas enzimaticas propostas no
Capitulo 2 (Tabela 2.2). Na sequéncia, foram confrontados os dados obtidos
experimentalmente com os simulados, e assim, a partir de um ajuste das equagdes cinéticas da
invertase (Michaelis-Menten com inibi¢do de substrato), GOD (modelos de Bi-Bi Ping-Pong,
e Bi-Bi Ping-Pong com inibicdo de produtos — H,O, e AG) e CAT (Michaelis-Menten com
inibicdo de substrato), puderam ser estimados novos parametros cinéticos, bem como a

coeficiente de transferéncia de oxigénio (k_a).



91

2 MATERIAIS E METODOS
2.1 MATERIAIS

Foram utilizadas as enzimas invertase (EC 3.2.1.26) de Saccharomyces
cerevisiae (Novozymes®), glicose oxidase (EC 1.1.3.4) de Aspergillus niger (Novozymes®) e
catalase (EC 1.11.16) de figado bovino (Sigma-Aldrich®). Sacarose (99,9% de pureza, Sigma-
Aldrich®) e os demais reagentes empregados eram de grau analitico.

2.2 METODOS
2.2.1 Otimizacédo das condic¢des de operacao

O processo para a producdo de &cido glucénico a partir de sacarose foi
simulado no software Scilab® utilizando os modelos cinéticos obtidos para as enzimas
invertase, GOD e CAT (Tabela 2.2), com o intuito de estimar as concentracdes étimas de
enzimas num processo em batelada em reator aerado, no qual as reacbes de hidrélise da
sacarose, oxidagdo da glicose e decomposicdo do H,O, ocorrem simultaneamente. Neste
reator, oxigénio foi suprido continuamente e supds-se na simulacdo uma condicdo de alta
velocidade de transferéncia de oxigénio de forma que esse reagente estivesse em excesso no
reator. Na condicdo inicial do processo, considerou-se que o reator era carregado apenas com
solugédo de sacarose com concentracdo de 50 g/L. Desta forma, pode-se definir valores de
concentracdo de enzimas envolvidas nas reagdes para que 0 ensaio tivesse duracdo de 4 h.
Salienta-se que esta etapa do trabalho foi determinante, uma vez que ndo é possivel estipular
arbitrariamente as quantidades de enzimas (invertase, GOD e CAT) que em determinado
tempo irdo catalisar uma dada quantidade de substrato. Para isso, € necessario considerar as
informacdes sobre a cinética global do processo multienzimatico assim como os balangos de

massa para 0s componentes envolvidos.

O consumo de sacarose e as formacdes de glicose e frutose por acdo da enzima
invertase € descrita pela cinética de Michaelis-Menten (MM) com inibicéo pelo substrato, que

pode ser expressa pela Equacéo 3.1:

_ Kcat,i-Cinvertase-CSacarose
Tsacarose = 2 (3-1)
C Koo Csacarose
sacarosetKminvertasety,
Linvertase
Onde:

Tsacarose= Velocidade de consumo de sacarose (LM/min);
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K_q¢ ;= NUmero de Turnover da invertase (min™);
Cinvertase= CONcentracao da enzima invertase (uM);
Csacarose= CONcentrac@o de sacarose (mM);

K invertase= constante de MM da enzima invertase (mM);
K} invertase= constante de inibigdo pelo substrato (mM).

Conforme demonstram Bao et al. (2003), o consumo de glicose pela enzima

GOD na etapa dois, considerando 0 mecanismo cinético Bi-Bi Ping-Pong e o inibidor

competitivo (subproduto H,0O,), pode ser descrito pela Equacéo 3.2:

ro _ Kcat,cop-CcoD (3.2)
glicose 14 Km,glicose , Km,02 ( | Cproduto) )
T T . T
Cglicose Coz K1Gop

Onde:

Tylicose= Velocidade de consumo de glicose (uM/min);
K qt.gop= NUmero de Turnover da GOD (min™);
Ceop= concentragdo da GOD (uM);

C

glicose= concentracao de glicose (mMM);

Co,= concentracdo de oxigénio (mM);

C

produto= cONcentragdo de produto H,O, (MM);

Ko glicose= cOnstante de MM da GOD para o substrato glicose (mM);
Km,02= constante de MM da GOD para o substrato oxigénio (mM);
K; cop= constante de inibi¢do pelo produto H,O2(mM).

Para esta etapa do trabalho, consideramos a hip6tese de que a concentracdo de

oxigénio no meio reacional é alta em comparacdo a constante de saturacdo para 0 oxigénio

(Km,02), @ razdo Km o2/ Coz € muito menor que a razéo K giicose/ Cglicose. POrtanto, reescrevendo

a Equacdo 3.2, a reacdo da catalise da glicose a AG, utilizando oxigénio molecular como

aceptor de elétrons, pode ser descrita pelo modelo cinético classico de Michaelis-Menten:

Kcat-CGOD-Cglicose (3 3)

rglicose -

Cglicose+Km,glicose

Onde:

Tylicose= Velocidade de consumo de glicose (uM/min);

K.qt gop= NAmero de Turnover da GOD (min™);
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Csop= concentracdo da GOD (uM);

C

glicose= CONCeNtracao de glicose (MM);

Ko glicose= cOnstante de MM da GOD para o substrato glicose (mM).

Na terceira reacdo em que o H,O, é decomposto pela acdo da enzima CAT em
H.0 e O, como visto no Capitulo 2, a Equacdode Michaelis-Menten (MM) com inibicdo pelo

substrato (Equacdo 3.4) é adequada para explicar o mecanismo cinético da CAT.

_  KcatcarCcar-Chzo2
TH202 = Ch2022 (34)
C +K +-Hz202
H202+Km,car+ -
Onde:

Tu202 = Velocidade de consumo de H,Oz(uM/min);
K.q¢ car = NUMero de Turnover da CAT (min™);
Ccar = concentragio da CAT (uM);

Ch202 = concentragéo de H,O, (mM);

Ko car= constante de MM da CAT;

K; car = constante de inibicdo pelo substrato H,O,(mM).

Figura 3.2 — Processo multienzimético de sacarose a AG.

Invertase

(1) C12H22011 + HZO _— C61_11206 + C6H12O6
GOD
(2) C6H1206 + 02 + HzO — C6H1207 + H202
CAT
(3) H,0, — H,0+1/20,
As equacles que descrevem o modelo do processo multienziméatico (Figura

3.2) sdo baseadas nos balancos de massa para a sacarose, glicose, frutose, H,O,, AG e

oxigénio em termos molares, para o reator operador em batelada:

Tsacarose = Tglicosel = Tfrutoser = T1 (3.9)
Tglicose2 = Tag2 = T2 (3.6)
TH202 = T3 (3.7)
dcsa;(;rose — (3.8)
dCglicose _ =T, (3.9)

dt

dcfrutose _
—a r (310)
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dCac _

h 7, (3.11)

dc,
g = T2 (3.12)

A otimizacgdo do sistema foi realizada utilizando a funcdo “optmin_ga”, nativa
do Scilab®. Esta emprega algoritmos genéticos (EDGAR, HIMMELBLAU & LASDON,
2001) para encontrar o possivel 6timo global da funcéo objetivo. A funcéo objetivo escolhida
consistiu na minimizagédo da quantidade de enzimas utilizadas na batelada. Ao mesmo tempo,
0 sistema possui uma restricdo de igualdade referente a concentracdo de acido gluconico ao
final da batelada, o qual deve ser equivalente a 99% da conversdo maxima. A Tabela 3.3

apresenta os parametros inseridos na fung¢do “optmin_ga”.

Tabela 3.3 — Valores utilizados para os parametros da fungdo “optmin_ga”.

Numero de individuos (Popsize) 20
Numero de geracoes (Nbsize) 20
Probabilidade de mutacéo (Prob_mut) 0.1*
Probabilidade de crossover (Prob_cross) 0.7*
Limite inferior das variaveis de busca (Min) [0; 0; O]

Limite superior das variaveis de busca (Max) [2; 2;0.1]

Nota: Os valores marcados com * representam os valores padrdes.

A restricdo descrita anteriormente foi incorporada a funcdo objetivo
multiplicada por uma constante que determina o impacto da transgressao dessa restricdo no
valor da funcéo objetivo. Assim, varios valores foram testados, até que o desvio se mantivesse
constante. Como a funcgéo objetivo faz uso de valores de concentracOes ao final da batelada,
esta deve solucionar numericamente o conjunto de equagOes diferenciais ordinérias, que
modelam o sistema proposto, para cada valor de concentracdo de enzimas dado pelo
algoritmo de otimizacdo. Empregou-se a funcdo ode, nativa do Scilab, para solucionar o
sistema de equacdes diferenciais ordinarias. Os parametros de ajuste dessa funcdo foram
mantidos em seus valores padres, dado que o proprio algoritmo verifica se o sistema

envolvido é rigido e escolhe 0 método adequado para soluciona-lo.
2.2.2 Hidrodlise da sacarose em reator operado em batelada

A hidrolise da sacarose pela acdo da enzima invertase de Saccharomyces
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cerevisiae (Novozymes®) foi realizada em um reator com capacidade de 500 mL (Figura 3.3),
contendo 300 mL de solucéo de sacarose 50 g/L, preparada em tampdo fosfato de sédio 100
mM e pH 6, onde foi adicionada 91.786,92 U de invertase de Saccharomyces cerevisiae
(Novozymes®). O reator foi mantido agitado e aerado & temperatura de 40°C durante 2 h. A
cada intervalo de 10 min foi retirada uma aliquota de 10 uL para a dosagem de glicose
(formada) pelo método GOD-PAP (kit enzimatico glicose oxidase-peroxidase-aminoantipirina
da Doles®).

Figura 3.3 — Esquema representativo do processo de hidrélise da sacarose em batelada em reator
agitado e aerado.

_—— > Banho termostético

Entrada de AR

“lll

2.2.3 Oxidacéao da glicose em reator operado em batelada

Meio reacional

> Barra magnética

Agitador magnético

Fonte: Acervo proprio.

A oxidacdo da glicose utilizando glicose oxidase de Aspergillus niger
(Novozymes®) e catalase de figado bovino (Sigma-Aldrich®) foi realizada em um reator com
capacidade de 500 mL (Figura 3.4), contendo 300 mL de solucdo de glicose e frutose nas
concentracdes de 26,32 g/L, preparada em tampao fosfato de sédio 100 mM e pH 6, onde foi
adicionada 412,13 U GOD de Aspergillus niger (Novozymes®) e 8924 U de CAT de figado
bovino (Sigma-Aldrich®). O reator foi mantido agitado e aerado & temperatura de 40°C



96

durante 4 h. O pH do meio reacional era mantido em 6,0 pela adicdo de NaOH 1M,
controlado automaticamente por um pH-stat (Metrohm - 718 Titrino). A cada intervalo de 1 h
foi retirada uma aliquotal0 pL para a dosagem de glicose (consumida) pelo método GOD-

PAP (Kkit enzimatico glicose oxidase-peroxidase-aminoantipirina da Doles®).

Figura 3.4 — Esquema representativo do processo de oxidagdo da glicose em batelada em reator
agitado e aerado com controle de pH.

_ — Banhotermostatico

Entradade AR [—e pHstato

NaOH
1 Molar

— Meioreacional

Barra magnética

Agitador magnético

Fonte: Acervo proprio.

2.2.4 Conversao de sacarose em AG em reator operado em batelada

A conversao de sacarose a acido glucénico catalisada pelas enzimas invertase
de Saccharomyces cerevisiae (Novozymes®), glicose oxidase de Aspergillus niger
(Novozymes®) e catalase de figado bovino (Sigma-Aldrich®) foi realizada em um reator com
capacidade de 500 mL (Figura 3.4), contendo 300 mL de solucdo de sacarose 50 g/L,
preparada em tampé&o fosfato de sédio 100 mM e pH 6, onde foi adicionada 91.786,92 U de
invertase de Saccharomyces cerevisiae (Novozymes®), 412,13 U GOD de Aspergillus niger
(Novozymes®) e 8.924 U de catalase de figado bovino (Sigma-Aldrich®). O reator foi
mantido agitado e aerado a temperatura de 40°C durante 4 h. O pH do meio reacional era
mantido em 6,0 pela adicdo de NaOH 1M, controlado automaticamente por um pH-stat
(Metrohm - 718 Titrino). A cada intervalo de 1 h foi retirada uma aliquota 100 uL para a
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dosagem de ART, sacarose e AG conforme os métodos descritos nos itens 2.2.7, 2.2.8 € 2.2.9,

respectivamente.

Os coeficientes de rendimento de substrato (sacarose) a produto (AG),
Y ac/sacarose t€OricO (estequiométrico), global e real, a eficiéncia (real e global) do processo em
termos de AG (n) e a conversdo global de sacarose (Xsacarose) S0 calculados pelas equagdes
(3.13) - (3.18):

(YAG/Sacarose)teérico =1 (3.13)

namerodemolsformados de AG

(YAG/Sacarose)global = (3.14)

numero de mols de sacarose reagidos*

namerodemolsformados de AG

(YAG/Sacarose)real = (3.15)

namero de mols de sacarose inicial

ngloba](%) — 100 (YAG/Sacarose)global (316)

(YAG/Sacarose)teérico

T]rea](%) — 100 (YAG/Sacarose)real (317)

(YAG/Sacarose)teérico

namerodemolsdesacarosereagidos

XSacarose (%) = 100.

(3.18)

namerodemolsdesacaroseinicial

Nota: *O numero de mols de sacarose reagidos corresponde ao nimero de mols efetivamente
covertidos em AG. Para esse calculo levou-se em consideracdo o nimero de mols residuais de sacarose e glicose

no meio reacional.
2.2.5 Conversao de sacarose em AG em reator airlift operado em batelada

A batelada para a produgdo de AG foi conduzida em um biorreator airlift de
tubos concéntricos (Figura 3.5) de 2,5L de volume atil, com alimentacdo de ar de 25L/min,
controlada por um fluxémetro de massa (AALBORG, modelo GFC37). A concentracdo
inicial de sacarose foi de 50 g/L e as quantidades de enzimas obtidas conforme o item 2.2.1,
quais sejam, 76.9968,67 U de invertase de Saccharomyces cerevisiae (Novozymes®),
3.434,41 U glicose oxidase de Aspergillus niger (Novozymes®) e 75.885,04 U de catalase
figado bovino (Sigma-Aldrich®). A temperatura do biorreator foi controlada & 40°C e do
condensador a 15°C através de circulacdo de dgua proveniente de banho ultratermostatico (SL
152, SOLAB). O pH=6 foi mantido através de adicdo da solu¢cdo de NaOH (1 M), sendo
inicialmente mantido pela solucdo tampé&o fosfato de sédio 100 mM. A cada intervalo de 30
min foi retirada uma aliquota 200 pL para a dosagem de ART, sacarose e AG conforme 0s

métodos descritos nos itens 2.2.7, 2.2.8 e 2.2.9, respectivamente.

Os coeficientes de rendimento de substrato (sacarose) a produto (AG),

Y ac/sacarose t€Orico (estequiomeétrico), global e real, a eficiéncia (real e global) do processo em
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termos de AG (n) e a converséo global de sacarose (Xsacarose) Sa0 calculados pelas equacgdes

(3.13) - (3.18).

Figura 3.5 — Esquema representativo do sistema experimental utilizado para a produgéo de &cido
glucdnico em reator airlift.

s> Sensor de
oxigénio

Entrada de ar

“~—| 25 L/min

|

Fluxdmetro

* Condensador

- Saidadear

pHmetro

NaOH
1 Molar

Fonte: Acervo proprio.

2.2.6 Quantificacdo da concentracéo de glicose

A dosagem da glicose foi feita pelo método enziméatico da glicose oxidase
(GOD)-peroxidase (POD)-Aminoantipirina (AAP), usando o Kit GOD-PAP da Doles®.

Ao adicionar-se glicose em uma solugdo tamponada contendo p-
hidroxibenzoato, 4-Aminoantipirina (4-AAP), Glicose Oxidase e Peroxidase processam-se as
seguintes reacoes:

GoD
(1) Glicose + 0, — Acido Gluconico + H,0,

POD
(2) 2H,0, + 4AAP — 4 — Antipirilquinonimina + 4H,0

O produto formado pela oxidacdo de 4-Aminoantipirina  (4-
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Antipirilquinonimina) é de coloracdo avermelhada e sua intensidade é diretamente
proporcional & concentracdo de glicose na solucdo. A cor avermelhada, formada pela reagéo, €

medida em espectrofotdmetro, com absor¢do maxima em 510nm.
Composicdo do Kit enzimatico:

Reagente de cor: Solugdo tampdo fosfato 0,05 M, pH 7,45 %= 0,1,
Aminoantipirina 0,03 mM e p-Hidroxibenzoato de sédio 15 mM. Contém, ainda, um minimo
de 12 KU de glicose oxidase e 0,8 KU de Peroxidase por litro.

Solugéo padrao 100mg/dL: solucdo aquosa contendo 100 mg/dL de glicose.

Procedimento experimental: Adicionar os reagentes conforme mostra a
Tabela 3.4, agitar e incubar por 5 minutos em banho-maria, a 37°C. Proceder a leitura das
absorbancias em espectrofotdmetro, em 510nm, zerando o aparelho com o branco. A cor final

da reacdo permanece estavel por 20 minutos, a temperatura ambiente (20 - 30°C).

Tabela 3.4 — Procedimento experimental da quantificacdo de glicose pelo Kit enzimatico GOD-PAP.

B T P
Reagente de Cor 1mL 1mL 1mL
Amostra - 10 pLL -
Solugéo Padréo - - 10 pLL

Nota: (B) branco (P) padréo e (T) teste.

A concentracdo de glicose pode ser determinada pela Equacdo (3.21):

1) _ Abs Amostra

Concentragdo de glicose(mg.dL s Padrio.

100 (3.19)

2.2.7 Quantificacdo da concentracdo de acido gluconico

A concentracdo de &cido glucénico no meio reacional foi determinada por
cromatografia liquida de troca i6nica em um cromatografo Waters, equipado com detector UV
Waters410. Os compostos eram separados em uma coluna Aminex HPX87-Ha 30°C
utilizando-se como fase movel acido sulfurico (5 mM) com fluxo de 0,6 mL/min, sendo o

composto detectado a 210 nm.
2.2.8 Quantificacdo da concentracéo de agucares redutores totais (ART)

A determinagdo de ART (acUcares redutores totais) foi realizada pelo método
do acido 3,5-dinitrosalicilico — DNS (MILLER, 1959). Este método baseia-se na reducéo do



100

DNS em &cido 3-amino-5-nitrosalicilico, ocorrendo a oxidacdo do grupo aldeido ou cetbnico
de uma hexose a grupos carboxilicos. A concentracdo de ART foi expressa como equivalentes

de glicose a partir de uma curva padréo.

O método consiste em adicionar os reagentes conforme mostra a Tabela 3.5,
ferver por 5 min e levar a um banho de gelo por 10 min, adicionar 7,5 mL de agua e ler a

absorbancia a 540 nm em um espectrofotdmetro previamente calibrado com o branco.

Tabela 3.5 — Procedimento experimental da quantificagdo de ART.

Tubo Agua Amostra Reagente de DNS

B 2500 pL - 1000 pL
A 2300 pL. 200 uL 1000 pL

Nota: (B) branco e (A) amostra.

2.2.9 Quantificacdo da concentracéo de sacarose

A concentracdo de sacarose no meio reacional foi determinada por
cromatografia liquida de troca i6bnica em um cromatografo Waters, equipado com detector
infravermelho. Os compostos eram separados em uma coluna Shodex KS802, a 80°C,

utilizando-se como fase mével agua Milli-Q com fluxo de ImL/min.

2.2.10 Ajuste de novas equac0es cinéticas aos dados experimentais de producdo de AG

em airlift

Um ajuste das equaces cinéticas da invertase, GOD e CAT foi proposto, com
0 objetivo de encontrar novos valores de constantes cinéticas (Kcati,Kcatcop, KeatcaT
K invertase: Km,glicoses Km,02, Km.cat , Kiinvertase, Ki.cop, Kicat) que se adequassem melhor aos
dados experimentais. Com esse intuito, empregou-se o software EMSO® (Environment for

Modeling, Simulation and Optimization).

Considerou-se na cinética de consumo de sacarose e a formacdo de glicose e
frutose da enzima invertase, a equacgdo cinética de Michaelis-Menten com inibicdo de
substrato (Equacdo 3.22). Para o consumo de glicose pela enzima GOD, consideram-se 0s
modelos de Bi-Bi Ping-Pong (Equacdo 3.23) e Bi-Bi Ping-Pong com inibicdo de produtos —
H.O, e AG (Equacdo 3.24). A cinética da decomposic¢do do H,0, foi expressa pela equagédo
de Michaelis-Menten com inibic¢&o de substrato (Equagéo 3.25).



Vimax-Csacarose
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Cglicose Co2
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CHz02+Km,car+= ==

Consideram-se 0s seguintes balancos de massa para
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(3.20)

(3.21)

(3.22)

(3.23)

a sacarose, glicose,

frutose, H,O,, AG e oxigénio, sendo que no balanco do oxigénio a simulacdo ajustou o

melhor coeficiente de transferéncia de oxigénio.
Tsacarose = Tglicosel = Tfrutoser = T1
Tglicose2 = Tag2 = T2

TH202 = T3

dCsacarose —

—r
dt 1

dcglicose

=T —r
dt 1 2

dCfrutose _

T
dt 1

ac
AG _ 7
dt

dCH202

=T, — T
dt 2 3

dCo>
dt

Onde:

* 1
= kLa. (COZ - Coz) g +E.r3

Tsacarose= Velocidade de consumo de sacarose (uM/min);

Tglicose1= Velocidade de formagéo de glicose (uM/min);
Trrutose1= Velocidade de formagdo de glicose (uM/min);

r,= velocidade da reacdo de hidrélise (WM/min);

(3.24)
(3.25)
(3.26)

(3.27)
(3.28)
(3.29)
(3.30)
(3.31)

(3.32)

Tglicose2= Velocidade de consumo de glicose na reagao de oxidagao (uM/min);

Taq2= velocidade de formacgdo de AG (uM/min);
Ty202= velocidade de consumo de H,O,(uM/min);
Csacarose= cOncentracdo de sacarose (mM);

Co,= concentracdo de oxigénio (mM);



[Glicose] (g/L)
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Cy202= concentracdo de H,O, (MM);

C

glicose= CONcentracdo de glicose (MM);

Crrutose= CONcentracao de frutose (mM);
k,a = coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio (min™);

Cp," = concentracdo de oxigénio na saturacdo (mM).
3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 ENSAIOS DE HIDROLISE DE SACAROSE E OXIDACAO DE GLICOSE EM
BATELADA EM REATOR AGITADO E AERADO

As relacdes enzima/substrato foram determinadas através dos modelos
cinéticos das enzimas invertase, GOD e CAT propostos no Capitulo 2, utilizando a funcéo
“optmin_ga”. Para tal, definiu-se com meta a maxima hidrolise da sacarose no meio reacional
(50 g/L), a méxima oxidacdo da glicose a AG e restringiu-se o acumulo de H,O, no meio
reacional em 35 mM, para um ensaio em batelada de 4 h em condicGes de néo limitagdo do
processo pelo oxigénio.

Figura 3.6 — (A) Geracdo de glicose a partir de sacarose pela invertase soltvel e (B) consumo de

glicose pelo sistema multienzimatico GOD/CAT, em ensaios em batelada em reator agitado
magneticamente e aerado, a 40°C e pH 6,0. Barras referem-se a desvios padrdes das duplicatas.
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Com os resultados deste estudo computacional, conduziu-se primeiramente a
conversdo de sacarose a glicose e frutose (Figura 3.6 - A), conforme descrito no item 2.2.2.
Posteriormente, procedeu-se a oxidacdo da glicose utilizando GOD/CAT (Figura 3.6 - B),
conforme descrito no item 2.2.3. As quantidades de glicose produzidas (reacdo de hidrolise) e
consumida (reacdo de oxidacdo) foram acompanhadas atraves de andlises utilizando o Kit
enzimatico GOD-PAP descrito no item 2.2.6. O primeiro ensaio teve como objetivo principal
verificar uma possivel inibicdo da atividade enzimatica da invertase pelo O, e 0 segundo teve
como objetivo investigar uma possivel inibicdo da atividade da GOD pela presenca de frutose

no meio reacional.

A enzima invertase de Saccharomyces cerevisiae (Novozymes®) foi testada na
inversdo da sacarose, em meio aerado e pH=6 controlado por tamp&o fosfato de sédio (100
mM) e temperatura de 40°C. Observa-se na Figura 3.6 que, para a razdo 6.159
Uinvertase/ Qsubstrato INVertase produziu 26,65 £ 1,40 g/L de glicose em 2 h. Neste experimento ndo
se observou qualquer mudanca de pH e nem uma possivel inativacdo da enzima invertase no

meio aerado nas 2 h de reacao.

O sistema multienzimatico GOD de Aspergillus niger e CAT de figado bovino
foi testado na oxidacdo da glicose em um meio reacional (300 mL) contendo 26,32 g/L de
glicose e 26,32 g/L de frutose,aerado constantemente, com o pH 6 controlado por adicdo de
hidréxido de sédio (1M) e meio tamponado (tampédo fosfato, 100mM, pH 6), temperatura de
40°C, conforme descrito no item 2.2.3. Observou-se nas bateladas de oxidacdo (Figura 3.6 -
A) que, para as razdes 52,19 Ugop/Qgiicose € 21,65 Ucat/Ucop, a reagédo consumiu 79,89 +
1,07% da glicose disponivel, em 4 h. Neste experimento, nota-se que a atividade enzimatica
da GOD deve ter sido afetada pela alta concentracdo de frutose, fendbmeno comprovado por
Jairajpuri, Fatima e Saleemuddin (2008) que observaram perda de 88% de atividade da GOD
de Aspergillus niger quando incubada com 100 mM de frutose por 8 dias. Como a
concentracdo de oxigénio dissolvido ndo foi medida, ndo se pode afirmar se havia
disponibilidade de oxigénio suficiente para a reacdo de oxidacdo, contudo a presenca de

aeracdo nao impediu a atividade catalitica das enzimas GOD e CAT.
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3.3 ENSAIO EM BATELADA PARA A PRODUCAO DE AG EM BATELADA EM
REATOR AGITADO E AERADO

A Figura 3.7 mostra desempenho catalitico da conversdo multienzimatica da
sacarose em acido glucénico, em processo batelada e biorreator airlift com alimentacdo de ar

constante de 25 L/min, conforme descrito no item 2.2.5.

Figura 3.7 — Perfis de concentracdo de AG (o), ART (e) e sacarose ( A) durante a conversdo
multienzimatica de sacarose em AG durante ensaio em reator batelada em reator agitado
magneticamente e aerado, a 40°C e pH 6,0 controlado por pHstato. Barras referem-se a desvios
padrdes das duplicatas.
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A eficiéncia real em AG foi de 70,19 + 3,92 % (Figura 3.7) e a conversao de
sacarose foi de 100 = 0,00 % em 1h. Contudo neste experimento a vazdo de alimentacéo de ar
e a concentracdo de oxigénio dissolvido ndo foram medidas. Nota-se, também, que pode ter
ocorrido o arraste mecanico da glicose ou frutose ou sacarose pela alta vazéo de alimentacao

de ar, justificando a concentragdo de ART de 23,6 + 1,48 g/L, abaixo do esperado.

Entretanto, como 0 objetivo desse experimento era testar as concentragdes de
enzimas calculadas a partir das simulagdes em Scilab® e comprovar a possibilidade do
processo multienzimatico de producdo de AG a partir de sacarose em reator agitado aerado, 0

mesmo foi interrompido no tempo predeterminado.
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3.4 BIOCONVERSAO DE SACAROSE EM ACIDO GLUCONICO EM
BIORREATOR AIRLIFT OPERADO EM BATELADA

A Figura 3.8A mostra o desempenho catalitico da conversdo multienzimatica
da sacarose em 4&cido glucdnico, em processo em batelada em biorreator airlift com
alimentacdo de ar constante de 25 L/min, conforme descrito no item 2.2.5. A Figura 3.8 - B
mostra a variacdo da concentragdo de oxigénio dissolvido (OD) em funcdo do tempo, durante

a conversao de sacarose a AG. Os experimentos foram acompanhados por 5 h.

Figura 3.8 — Perfis de concentragdo de sacarose (A ), ART (e), AG (O) e concentragdo de OD (m) do
processo multienzimatico em reator airlift com alimentacdo de ar (25 L/min), a 40°C e pH 6,0.Barras
referem-se a desvios padrdes das duplicatas.
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Como mostra a Figura 3.8 - B, a concentracdo de OD teve uma queda brusca
nos primeiros 10 min diminuindo de 100 + 0,9 % para cerca de 15 % da saturacdo de oxigénio
do ar no meio reacional e mantendo-se nesta faixa de saturacéo por quase 1,5 h, ou seja, nesse
periodo todo oxigénio transferido para o meio estava sendo consumido pela reacdo de
oxidacdo da glicose, sendo a transferéncia a etapa controladora do processo. Observa-se que
ocorre um crescimento gradativo apés 1,5 h de processo até 92,0 + 2,7 % de saturacdo em 5 h

de reacéo, indicando o fim da reacdo quando ndo ha mais consumo de oxigénio.

Considerando a converséo de sacarose obtida (98,86 + 0,97 %), tem-se ao final
do ensaio 26,01 g/L de frutose e 5,52 g/L de glicose néo reagidos, obtendo apos 5 h do ensaio

em batelada para a producdo de AG uma eficiéncia global e real de respectivamente 103,20 +
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0,96 % e 80,40 = 5,70 % em AG. Esse resultado pode ter sido influenciado pelo dificil
controle de pH em meio aquoso, uma vez que a injecdo continua de ar e a formacdo de AG
contribuem para a acidificacdo do meio, fazendo com que as enzimas sejam parcialmente
inativadas pelo contato com as gotas da solucédo alcalina durante o controle. No momento da
adicdo de base no meio reacional, o pH local pode atingir valores proximos a 12, contribuindo
para a inativacdo enzimatica. O excesso de oxigenacdo do meio também pode contribuir para
a inativacdo das enzimas, visto que moléculas de O, podem se ligar ao sitio catalitico,
dificultando ou até mesmo impedindo a catalise enzimatica. Outra possibilidade seria o efeito
oxidativo do H,O, que pode formar subprodutos indesejados a partir da frutose e da glicose
como os alcodis de aglcares, manitol e sorbitol (OLIVEIRA, FERREIRA & SOUZA, 2009).
Contudo as bateladas de producdo de AG apresentaram recuperacdo de massa de 102,92 +
10,10 %, o que indica que ndo ocorreram reacOes paralelas durante o processo
multienzimatico. Para fins comparativos, a Tabela 3.6 apresenta valores de produtividade em
AG de diferentes trabalhos da literatura.

Quando comparamos a produtividade em AG obtida neste experimento (4,61 +
0,33 g.L.h™) com outras reportadas na literatura (Tabela 3.6), nota-se que todas estdo na
mesma ordem de grandeza. Produtividades maiores sdo observadas para altas concentractes
iniciais de glicose (acima de 100 g/L), aproximadamente 4 vezes superiores a utilizada neste
trabalho, considerando-se que a inversdo total de toda a sacarose utilizada no presente

trabalho produza 26,32 g/L de glicose.

Como reportam Silva, Tomotani e Vitolo (2011), o processo multienzimatico
em batelada alimentada pode melhorar consideravelmente a eficiéncia do processo em termos
de AG, passando de 85 % em bateladas convencionais para 100 % em bateladas alimentadas.
Contudo, este trabalho estimou as eficiéncias em AG a partir do consumo de acucares

redutores totais e tampouco explicou como foram definidas as relages enzima/substrato.



Tabela 3.6 — Produtividade em &cido glucénico (AG).

107

Produtividade c traca Concentracao
Catalisador (es) de AG deogr:ffgsg?gff) de sacarose Referéncia
(g.L. 1 h? (9/L)
MILSON &
Aspergillus niger 8,6 600 - MEERS
(1985)
BOURDILL
Glicose oxidase 15 i i ON, LORTIE
imobilizada ' & LAVAL
(1988)
Enzima glicose-frutose KIM & KIM
oxidorredutase Loz 200 : (1992)
Enzima glicose oxidase
imobilizada NAKAOQ et
encapsulada em 3,84 11,34 i al. (1997)
alginato
DONEVA,
VASSILIEFF
Gluconobacteroxydans 3,0 - - & DONEV
(1999)
FERRAZ,
Zymomonas mobilis 33 _— BORGES
confinada em reator Ygluconatol Gprote 100 ’
Hollow-Fiber nach & ALVES
(2000)
= =
Glicose oxidase HESTEKIN
imobilizada 0,10 1.0 - et al.(2002)
GODJEVAR
GOVA
GOD/CAT imobilizada 0,18 1,0 - DAYAL &
TURMANO
VA (2004)
Aspergillus niger MUKHOPA
imobilizada 1,28 50 DHYAY et
al. (2005)
Presente
Invertase/GOD/CAT 4,61 +0,33 50 trabalho

(reator airlift)

Fonte: Adaptado GODJEVARGOVA, DAYAL & TURMANOVA, 2004.
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35 SIMULACAO DA CINETICA MULTIENZIMATICA E AJUSTE DOS
PARAMETROS CINETICOS

A simulacdo dos balancos molares de cada componente da conversao
multienzimatica de sacarose a AG foi realizada conforme o item 2.2.1, considerando excesso
de oxigénio durante o processo e 0s parametros cinéticos obtidos anteriormente no Capitulo 2
para as enzimas invertase, GOD e CAT (Tabela 2.2).

Figura 3.9 — Perfis de concentragdo experimentais de AG (0), ART (e) e sacarose (A) experimentais
obtidos em ensaio em biorreator airlift ¢ simulados pela fungdo “optmin_ga”(==) obtidos no processo
de producdo de AG, catalisado pelas enzimas invertase, GOD e CAT em reator airlift com alimentagéo
de ar (25 L/min), a 40°C e pH 6,0. Barras referem-se a desvios padrdes das duplicatas e as linhas
pontilhadas ligam os pontos experimentais.
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O principal objetivo desta simulacdo foi estimar as relagdes enzima/substrato
para a producdo de AG em batelada em biorreator airlift. Esta etapa do trabalho foi de
fundamental importéncia, pois possibilitou a otimizacdo das quantidades das enzimas no

processo multienzimatico, ou seja, as quantidades minimas das enzimas que possibilitassem a
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conversdo total de uma quantidade inicial de sacarose definida, num tempo de processo
preestabelecido. Ressalta-se que ndo foram localizados trabalhos na literatura que utilizassem
abordagem metodoldgica semelhante em processos multienzimaticos. Definindo as
quantidades de enzimas arbitrariamente ndo poderiamos visualizar problemas com inibicdes
de produtos e substrato recorrente nas etapas do processo multienzimatico, ou certamente

teriamos mais massa de biocatalisadores do que 0 necessario.

A simulagfo proposta obteve as relacdes de enzima/substrato (m.m™) de 0,03,
2,11, 0,02 % para a invertase, GOD e CAT, respectivamente. Dessa forma, foram conduzidos
ensaios em batelada em biorreator tipo tanque agitado aerado (hidrélise, oxidacéo e conversdo
multienzimatica) e em airlift (conversdo multienzimatica). A Figura 3.9 ilustra a comparacéo
entre os perfis de concentracdo de sacarose, ART e AG experimentais obtidos em ensaio em
biorreator airlift ¢ simulados pela fungdo “optmin_ga”, onde se pode observar que a

simulacdo previu com boa precisdo os resultados experimentais.

Contudo, a simulacdo previa uma eficiéncia em AG de 99% em 4 h, enquanto
gue nos ensaios em batelada em airlift obtive-se eficiéncia real da ordem de 80% em 5 h de
processo (a conversdo de sacarose nao foi de 100%). Na reacdo de hidrolise observa-se que a
simulacdo superestimou a velocidade da conversdo da sacarose em glicose e frutose, sendo
que para 30 min de processo a simulagdo previa uma conversdo de 84%, enquanto que

experimentalmente a converséo atingiu valor da ordem de 70%.

No modelo cinético da GOD, considerou-se que a concentracdo de oxigénio no
meio reacional estaria em excesso, fazendo com que o modelo cinético Bi-Bi Ping-Pong com
inibicdo de produto (H,0,) recaia em um modelo de Michaelis-Menten (MM) classico (BAO
et al., 2003; BAO et al., 2001). Para os experimentos de velocidades iniciais (Capitulo 2)
realizados em cubetas (3 mL) com agitacdo magnética, o0 modelo classico de MM ajustou-se
de forma satisfatoria (Figura 2.11). Entretanto, no processo de producdo de AG nos reatores
tipo tanque agitado e aerado e em airlift, a disponibilidade de oxigénio se torna determinante
para a oxidacdo da glicose em AG (Figura 3.8B). Por consequéncia, 0 modelo cinético Bi-Bi

Ping-Pong com inibicao de produto (H,O,) deve ser reconsiderado.

Segundo Mirén et al. (2004), a cinética da oxidacdo da glicose catalisada pela
GOD utilizando o método das velocidades iniciais, pode ser ajustada pelo modelo proposto
por Michaelis-Menten (considerando o excesso de O, no meio reacional) com inibi¢éo pelo
substrato (glicose) e produtos (H,O, e AG). Além disso, os autores relatam que a presenca do

AG diminui a velocidade de catalise da GOD, por impedir a transferéncia de oxigénio.
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Por consequéncia, propds-se no presente trabalho, o ajuste de dois possiveis
modelos cinéticos para a GOD (Bi-Bi Ping-Pong e Bi-Bi Ping-Pong com inibicdo de
produtos: H,0, e AG), sendo que para as enzimas invertase e CAT considerou-se o modelo
cinético de Michaelis-Menten com inibicdo de substrato, conforme descrito no item 2.2.10.
Portanto, foi realizado o ajuste do coeficiente de transferéncia de oxigénio (k a) junto com 0s
pardmetros cinéticos das enzimas invertase, GOD e CAT; mostrados na Figura 3.10 e Tabelas
3.7e3.8.

Os parametros cinéticos das Tabelas 3.7 e 3.8 apresentaram valores de mesma
ordem de grandeza que aqueles obtidos pela literatura pesquisada (Tabela 2.2). No caso da
CAT, a mesma apresenta cinética de inibicdo por substrato (H,0O,) a partir de 35 mM. No
entanto, a simulacéo das relagGes enzima/substrato restringiu a concentragéo de H,O, em 35

mM, ou seja, na faixa de trabalho n&o inibitoria.

A cinética de consumo de sacarose na conversdo multienzimatica, obedeceu a
tendéncia dos dados experimentais (Figuras 3.10 A-C) e, sendo a reacdo de hidrdlise
independente da cinética de oxidacdo, esta apresentou 0s mesmos parametros cinéticos

independentemente do modelo ajustado para a GOD (Tabelas 3.7 e 3.8).

A oxidacdo da glicose a AG catalisada pela GOD pode satisfatoriamente ser
ajustada pelos modelos de Bi-Bi Ping-Pong com ou sem inibicao por produtos, como mostra a
Figura 3.10A e C, sugerindo que no processo multienzimatico ndo estd ocorrendo inibicéo
pelo produto. Pode-se atribuir a maior diferenca entre os valores simulados e experimentais
no final da conversdo multienzimatica (Figura 3.10 A-C), as possiveis interferéncias
difusionais pelo excesso de AG como afirmam Miron et al. (2004), que concluiram a partir de
um estudo cinético de inibicdo de produto da GOD de Aspergillus niger, que concentracfes
acima de 5 g/L de AG dificultam a transferéncia de oxigénio para 0 meio reacional

diminuindo a velocidade de oxidacao da glicose pela GOD.
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Tabela 3.7 — Pardmetros cinéticos ajustados para os modelos de Michaelis-Menten com inibicéo por
substrato para a invertase e CAT e Bi-Bi Ping-Pong para GOD.

Parametros Invertase GOD CAT
Km (mMM) 133 70* 4E-05** 26
Viméx (WM/min) 4.405 611 1.382
K, (mM) 528 i 28
Coeficiente de
correlacéo (r?) o1 0.9 0.94
Kia (min™) 3,00
Modelo ajustado ¥~ ~mix [l ST2 V= Kvmdx K y=—mixll NE
) Km+[5]+% 1+[Sl1']1+[5l2']2 Km+[S]+%

Nota: *substrato - glicose **substrato = oxigénio.

Tabela 3.8 — Pardmetros cinéticos ajustados para os modelos de Michaelis-Menten com inibicao de
substrato para a invertase e CAT e Bi-Bi Ping-Pong com inibicdo de produtos para GOD.

Parametros Invertase GOD CAT
Km (mMM) 133 5,94* 6,25E-09** 25
Vmax (1M/min) 4.405 55 1.297
K; (mM) 528 1,5 32
Coeficiente de
correlagéo (r?) 091 034 0%
Kia (min™) 3,00
Modelo = Vmix: [S] o v=—g Iznax _ o Vmix [S] :
ajustado K, + [S]+ % 1+ [gnl]l + [;,2]2 . (1 + %) K., + [S] + %

Nota: *substrato - glicose **substrato - oxigénio.
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Figura 3.10 — Estudo comparativo entre os ajustes do modelo cinético de Michaelis-Menten com
inibicdo de substrato para a invertase e CAT, e Bi-Bi Ping-Pong para a GOD (A e B) e do modelo
cinético de Michaelis-Menten com inibi¢do de substrato para a invertase e CAT, Bi-Bi Ping-Pong com
inibicdo por produtos para a GOD (C e D) para a conversdo multienzimatica de sacarose a AG em
reator airlift com alimentagdo de ar (25 L/min), a 40°C e pH 6,0. Valores experimentais: concentraces
de AG (0), ART (e), sacarose (A ) e oxigénio (m).
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Entretanto, para tal afirmacdo ser vdlida, se faz necessario um
acompanhamento reolégico do fluido reacional, corrigindo o valor de k_a durante o ensaio,

uma vez que o mesmo varia em fungéo da viscosidade do fluido e da vaz&o especifica de ar.
4 CONCLUSOES

A producédo de AG € um processo de oxidacao que pode ser realizada de varias
formas. A rota microbiana tornou-se um modo usual para a producdo deste importante
insumo. Contudo, apesar dos inumeros relatos da literatura com relagdo a avaliacdo de
diferentes fontes de carbono, o processo fermentativo ndo tem se mostrado vidvel devido as
inimeras etapas de purificagdo, abrindo caminho para o desenvolvimento do processo de

producdo de AG via enzimatica e com substratos mais acessiveis como a sacarose.
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As enzimas envolvidas no processo multienzimético de conversdo de sacarose
a AG (invertase, GOD e CAT) apresentaram alta atividade catalitica em pH 6,0 e 40°C, como
mostrado nos de estabilidade enzimatica. Os modelos cinéticos propostos se mostraram
adequados para a simulacdo da bioconversdo, uma vez que a concentracdes enzimaticas
estimadas apresentaram a mesmas ordens de grandezas. A eficiéncia real e global do processo
em termos de AG obtido em 5 horas de reacéo foi de respectivamente aproximadamente 80 e
100%, obtida em processo descontinuo em biorreator airlift com adi¢do simultanea das
enzimas. Os ajustes dos parametros cinéticos aos dados experimentais de AG em biorreator
airlift foram satisfatorios e mostraram que os modelos Bi-Bi Ping-Pong com ou sem inibicao
de produto respondem de forma adequada a tendéncia dos dados experimentais. O ajuste do
coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio de 3 min™ esta de acordo com valores
relatados pela literatura. Contudo, um estudo da reologia da mistura de AG e xarope de
frutose devem ser realizados, para que a transferéncia de oxigénio no processo seja melhor

representada.
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CONSIDERACOES FINAIS E PROPOSTAS FUTURAS

O objetivo principal do trabalho foi definir condi¢bes de pH, temperatura e
quantidades de substratos e catalisadores para a conversdao multienzimatica da sacarose em
acido glucdnico em biorreator airlift. Com esse intuito, foi realizado um estudo cinético das
enzimas envolvidas no processo multienzimatico (invertase, GOD e CAT), em que Se variou
temperatura e pH e observou-se 0s pontos de maxima de atividade catalitica. A partir disso,
propbs-se ensaios de estabilidades térmica e de pH ao redor das condi¢des obtidas no estudo
anterior. Na sequéncia, foi feito um estudo cinético de concentracdo de substrato versus
atividade enzimatica, nas condi¢des de pH e temperatura 6timos de processo em que,
ajustando as equacdes de Michaelis-Menten com inibicdo (invertase e CAT) e sem inibicdo
(GOD) encontrou-se 0s parametros cinéticos para esses modelos. Com estes parametros foi
realizada uma simulacdo da conversdo multienziméatica de sacarose a acido gluconico em
biorreator aerado, para que fossem definidas as quantidades minimas de biocatalisadores que
garantissem a eficiéncia de 99% em é&cido glucdnico em 4h de processo. Desse modo, foram
realizados ensaios em batelada em biorreatores agitado e aerado e airlift. No final do trabalho,
prop0Os-se um ajuste dos parametros cinéticos e do coeficiente volumétrico de transferéncia de
oxigénio (k,a) a partir dos dados experimentais obtidos em biorreator airlift, em que se
observou uma representacdo pouco fiel do comportamento da concentracdo de oxigénio no
meio pelo modelo proposto. Este fato pode ser justificado pelo possivel aumento na

viscosidade no meio reacional causada pela producéo de acido glucdnico e frutose.
Para dar continuidade ao estudo realizado, propdem-se as seguintes etapas:

v' Estudo da reologia de solucdes de acido gluconico/frutose, para verificar se esta esta
correlacionada com a mudangca no coeficiente de transferéncia de oxigénio (k,a) e

refinamento do modelo proposto para melhor ajuste;

v' Avaliacdo de diferentes modos de operacdo, como batelada sequencial e batelada
alimentada, para que os problemas com possiveis inibi¢des de substrato sejam contornados,

podendo-se assim, melhorar a produtividade e o rendimento em acido glucénico;

v' Estudo de imobilizacdo/estabilizacdo das enzimas invertase, GOD e CAT, em que se
sugere a imobilizacdo por auto-agregacdo ou CLEA (Cross-linked enzyme aggregate) que
consiste em um método de imobilizagdo onde os biocatalisadores sdo de maneira natural ou
artificial, precipitados e posteriormente é adicionado um agente de cruzamento de ligagdes. A

principal vantagem esta na maior atividade por volume de biocatalisador, além da estabilidade



118

tridimensional para enzimas multiméricas evitando a dissociacdo das subunidades e dos

cofatores ou coenzimas.



