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RESUMO

A utilizagdo da sacarose para a produgao de insumos de maior
valor agregado € de grande interesse industrial, destacando-se a glicose e a
frutose com inumeras vantagens frente a prdopria sacarose em processos
industriais. Como produtos de segunda geragdo, pode-se citar o acido
glucbnico e seus sais derivados, tendo os mesmos também grande
aplicabilidade industrial. O presente trabalho teve por objetivo a avaliagédo
preliminar do processo enzimatico de produgéo simultanea de acido glucénico
e, por consequéncia, seus sais derivados e um xarope de frutose, a partir da
sacarose invertida utilizando glicose oxidase (GOD) em biorreator airlift de
cilindros concéntricos com 2,0 L de volume util. Para tal, foi inicialmente
avaliada a transferéncia de oxigénio a partir de valores do coeficiente
volumétrico de transferéncia de oxigénio (k,a), obtidos sob diferentes
condicdes de aeracao e utilizando solugdes com diferentes concentracdes de
sacarose invertida. Os resultados obtidos levaram a uma correlacdo para
estimar ki a durante o processo de oxidagao da glicose a acido gluconico em
biorreator airlift em funcdo da vazao de alimentagado de ar e da viscosidade do
meio. Na sequéncia foram realizados ensaios em batelada a 35°C e pH 5,5
visando a produgdo de acido glucénico em sistemas com diferentes
concentragdes de glicose (20 e 40 g.L™"), na presenca ou nao de frutose, e com
duas diferentes concentragbes de enzima. O consumo de glicose e a
concentragcdo de oxigénio dissolvido foram acompanhados ao longo dos
ensaios. Parametros cinéticos referentes ao processo (Vmax, Ks € Ko) foram
obtidos por ajuste de modelo cinético aos valores experimentais. Os resultados
obtidos mostraram que a presenga da frutose n&o influenciou significativamente
a afinidade da GOD pela glicose dada a pequena variagcdo de Ks, como
também nao alterou Vnhax €m concentragdes iguais de glicose nas condigdes
avaliadas. A analise dos valores obtidos de Ko mostrou que, apesar de a
concentragao de O, ser pequena em relagao a de glicose no meio, o oxigénio
nao foi o fator limitante do processo. Os resultados, ainda que de forma
preliminar, evidenciam a viabilidade de desenvolvimento de uma tecnologia de
producao para a obtengao simultdnea de acido glucbnico e xarope de frutose a

partir da sacarose invertida.



ABSTRACT

The use of sucrose for the production of industrial inputs with
higher added value has a great industrial interest, especially glucose and
fructose which present many advantages over sucrose in industrial processes.
Gluconic acid and its derived salts can be mentioned as second generation
products also having wide industrial applicability. This study aimed to perform a
preliminary evaluation of the enzymatic process for simultaneous production of
gluconic acid and, consequently, its derived salts and a high-fructose syrup
from sucrose inverted using glucose oxidase (GOD) enzyme in a concentric
draft tube airlift bioreactor with 2.0 working volume. For this propose, the
volumetric oxygen transfer coefficient (k.a), obtained under different aeration
conditions using solutions with different inverted sucrose concentrations, was
firstly evaluated. The results led to a correlation to estimate k.a during the
oxidation of glucose to gluconic acid in an airlift bioreactor as a function of air
flow rate and medium viscosity. Experimental trials were carried out in batch at
35 °C and pH 5.5 in order to produce gluconic acid with different initial glucose
concentrations (20 and 40 g.L™) in the presence or absence of fructose, and
with two different enzyme concentrations. The consumption of glucose and
dissolved oxygen was monitored throughout the trials. The kinetic parameters
for the process (Vmax, Ks and Ko) were obtained by fitting of the kinetic model to
the experimental values. The results showed that the presence of fructose did
not significantly affect the affinity of GOD for glucose due to the small variation
of Ks, as well as it did not alter Vmax values for equal concentrations of Ko
showed that, although the dissolved O, concentration was small compared to
that of glucose in the medium, the oxygen was not the limiting factor of the
process. The results, even though preliminary, demonstrate the viability of
developing a simultaneous production process for gluconic acid and high-

fructose syrup from inverted sucrose.



1. Introducgao

Ha muitos anos o estudo da sacarose como matéria-prima para a
producdo de insumos para a industria quimica e a produgdo de novos
derivados com maior valor agregado tem despertado o interesse dos
pesquisadores e de politicas especificas para este setor. Esse ramo da quimica
€ tdo importante que passou a ser conhecido como sucroquimica, que é
entendida como o ramo da ciéncia e da tecnologia cujo objetivo é acrescentar
ao mercado novas utilizagbes da sacarose e seus derivados, seja por
processos de transformagdes radicais na estrutura carbdnica ou por processos
que envolvem modificagées nos grupos hidroxila (FERREIRA et al., 2009).

Dentre os varios produtos obtidos a partir da sacarose, pode-se
citar a D-glicose, que juntamente com a frutose, & gerada pela hidrolise acida
ou enzimatica da sacarose. A oxidagdo da glicose gera o acido glucénico,
produto comercializado em forma de solugéo e considerado seguro pela FDA
(Food and Drug Administration), o6rgao regulamentador americano para
alimentos e insumos farmacéuticos, sendo fundamentalmente utilizado na
industria alimenticia como acidulante. Seus sais derivados, os gluconatos,
também sao avaliados da mesma maneira tendo ampla aplicagao industrial, se
destacando nas areas alimenticia, téxtil, farmacéutica e de cimento (WONG et
al., 2008).

Os sais com maior destaque s&o gluconato de sodio e gluconato
de calcio. O primeiro é um agente complexante e por isso muito utilizado para a
lavagem de materiais de vidro ou embalagens retornaveis Ja o segundo tem
como principal fungdo a reposi¢cao de calcio em pessoas com tal deficiéncia
(Ficha Técnica — Cimental).

O acido glucbénico é produzido em grande escala através da
oxidagao de glicose por trés vias: Fermentativa, Catalise Quimica e Catalise
Enzimatica.

Na conversédo por catalise quimica normalmente sdo empregados
catalisadores metalicos — Pt, Pd, Au — ou bimetalicos constituidos por Pd junto
a’ outro metal (Bi, TI, Sn, Co). O processo quimico mostrou bons resultados,

porém, muitas sdo as complicacbes a ele associadas e que dificultam sua
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utilizacdo. As reagdes de catdlise quimica geralmente tém baixa seletividade
para o acido glucbnico e os catalisadores podem ainda sofrer desativagao
durante a reacgédo (LIU e CUI, 2007).

Assim, a via fermentativa € uma das rotas predominantes para a
producao de acido glucénico. Isto se justifica no bom rendimento do processo,
aléem da baixa quantidade de subprodutos formados e da possibilidade do
emprego de glicose comercial como substrato para a reagdo enzimatica.
Entretanto, apesar das vantagens do processo de conversao microbiolégica, a
biotransformagao apresenta dois grandes problemas; o primeiro deles é a
diminuicdo da produtividade resultante da inibicio do microorganismo
provocada pela glicose ou pelo acido glucénico produzido; além disso, ha ainda
a dificuldade em se separar o produto do caldo de fermentagao visto que o
processo de transformagéo produz uma grande quantidade de residuos (LIU e
CUl, 2007).

Em meio as dificuldades dos dois procedimentos anteriores
cresceu o interesse na aplicagdo do método de conversdo por catalise
enzimatica. Nesse ambito, a utilizagao da glicose oxidase (GOD) oferece todas
as vantagens da biotransformagdo em termos de especificidade, promovendo
em alguns casos uma eficiéncia de conversdo de glicose em acido glucénico
de aproximadamente 100%, além de reduzir o tempo de reagédo em
comparagao ao processo fermentativo, haja vista ndo ser necessario o tempo
de crescimento do microorganismo, obtendo um produto mais puro (WONG et
al, 2008) com menor consumo de energia (LIU e CUI, 2007).

A formacgao de acido glucdnico esta diretamente relacionada com
a atividade da enzima. A GOD ¢ induzida na presenca de niveis elevados de
glicose no meio, valores de pH em torno de 5,5 e grande quantidade de
oxigénio dissolvido, para o qual se dispde da concentragcdo de saturagao nas
condigdes do meio reacional. No processo, faz-se necessaria a utilizagdo de
hidrogénio na atividade enzimatica (BAO et al., 2001a).

Sendo assim, o0s principais parametros operacionais que
influenciam a produg¢do de acido glucdnico por via enzimatica sdo o pH, uma

vez que os valores vao diminuindo conforme a formagao do acido gluconico, e



a quantidade de oxigénio dissolvido no meio visto que o mesmo € um dos
substratos no processo de bioconversao enzimatica.

Além disso, a baixa solubilidade do oxigénio no meio de reagéo
em relagdo aos outros compostos torna-o fator limitante do processo. Diante
disso, a transferéncia de oxigénio para o meio deve ser quao eficiente possivel
e neste ambito, o biorreator tem papel fundamental, pois permite otimizar essa
transferéncia.

A glicose oxidase (B-D-glucose oxygen 1-oxidoreductase) € uma
glicoproteina que atua em conjunto com coenzimas FAD para produzir acido
glucdnico a partir de glicose com liberagdo de perdoxido de hidrogénio como
subproduto. A oxidagao da glicose pela GOD ocorre em quatro etapas, porém,
visto que a solubilidade do oxigénio € muito menor do que a dos demais
componentes do meio reacional, seu nivel de concentragdo influenciara
diretamente a velocidade de reacdo. Dai a importancia em se avaliar os
parametros cinéticos ndo sé da enzima utilizada, mas também do processo
como um todo, o que envolve a reagao e a transferéncia de massa do oxigénio
da fase gasosa para a fase liquida.

Paralelamente a oxidagdo da glicose, quando se utiliza sacarose
invertida como substrato, ha a formacao de um xarope rico em frutose, produto
também de interesse comercial no pais e sobre o qual recaira parte
consideravel de nossa atencao.

O xarope rico em frutose (High Fructose Syrup) € amplamente
utilizado como adogante na industria alimenticia e farmacéutica. Além de ser
uma fonte de energia instantanea, tem mais propriedades funcionais desejaveis
frente ao xarope de sacarose, tais como alta pressdo osmoética e alta
solubilidade, impedindo a cristalizagdo de agucar em produtos alimenticios. O
xarope de frutose € também matéria prima para obtencao de frutose cristalina.

A partir das consideragbes anteriores, este trabalho tem por
objetivo geral avaliar a produgédo de acido glucénico por glicose oxidase livre
em biorreator airlift utilizando sacarose invertida.

Para este fim, o mesmo esta fundamentado em dois objetivos
especificos: a avaliagao da transferéncia de oxigénio em biorreator airlift de
cilindros concéntricos em diferentes condicbes de alimentacdo de ar e

utilizando fluidos de diferentes viscosidades; avaliacdo da influéncia da frutose
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na oxidacao de glicose por glicose oxidase por meio dos parametros cinéticos
associados a produgao de acido glucdnico em biorreator airlift de cilindros

concéntricos a partir de sacarose invertida utilizando GOD.



2. Revisao Bibliografica

2.1. Enzimas

A vida depende de uma série de reagbes quimicas muito bem
orquestradas. Muitas destas, porém, ocorrem muito lentamente por conta
propria. Em funcdo disso, a natureza projeta catalisadores aos quais
chamamos enzimas. O poder catalitico das enzimas conduz os processos vitais
em qualquer organismo vivo. Muitas enzimas mantém seu potencial catalitico
apos serem extraidas do organismo vivo, sendo assim, ndo demorou muito
para que as pessoas reconhecessem e explorassem seu poder catalitico para
fins comerciais. Os mais antigos referem-se a fabricacdo de paes, queijos e
bebidas alcodlicas. Atualmente as enzimas continuam a ser pegas chave em
muitos processos alimenticios, porém também s&o utilizadas em diversos
outros setores, podendo ser adicionadas a composi¢do de alguns produtos,
como, por exemplo, detergentes em pd que dissolvem manchas de origem
proteica com a ajuda de enzimas proteoliticas (COPELAND, 2000) e servem de
base para muitos medicamentos sejam como constituintes de suas formulas ou
mesmo na busca por inibidores de sua agao catalitica.

Exceto por um pequeno grupo de moléculas de RNA catalitico,
todas as enzimas sao proteinas cuja agao catalitica depende da integridade de
sua conformacdo sendo que sua desnaturacdo ou dissociagao pode levar a
perda da atividade.

Algumas enzimas dependem apenas de suas proprias
subunidades de aminoacidos para desempenhar suas fung¢des cataliticas
enquanto que outras necessitam de componentes quimicos adicionais
denominados cofatores, os quais podem ser ions metalicos ou estruturas
moleculares mais complexas chamadas coenzimas que ligados
covalentemente a enzima sao denominados grupos prostéticos.

O local especifico da enzima onde ocorrem as reagdes quimicas €
chamado sitio ativo. O sitio ativo de uma enzima é revestido por aminoacidos
que se ligam ao substrato da reagéo e catalisam a transformagao quimica.

A atividade enzimatica € habitualmente expressa em Unidades

Internacionais (Ul). Segundo a Enzyme Commission, uma unidade é a
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quantidade de enzima capaz de formar (gerar) uma dada quantidade de
produto por unidade de tempo (mmol/min) em condigdes 6timas de medida
(pH, temperatura, etc.) especificadas para cada caso. E definida ainda a
Atividade Especifica de uma enzima como sendo o numero de Ul por miligrama
de proteina. Nos processos que levam a purificagdo de uma enzima,
inicialmente presente em uma mistura contendo outras proteinas, a atividade
especifica da preparacdo aumenta em cada etapa de purificacdo, até tornar-se
maxima e constante para a enzima pura.

As enzimas sao classificadas segundo a reagdo quimica que
catalisam. Para cada enzima sao atribuidos dois nomes e uma sequéncia de
digitos que identificam as classes e subclasses. Seguindo este principio,
adotado pela Unido Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular (IUBMB),
as enzimas estdo divididas em seis classes: oxidorredutases, transferases,
hidrolases, liases, isomerases e ligases. Para o0 momento, atenta-se apenas
para a primeira delas, as oxidorredutases, enzimas que catalisam reacdes de
oxi-redugdo, grupo do qual faz parte a glicose oxidase (GOD), que ¢é
responsavel pela oxidagdo de um grupo hidroxila da molécula de glicose em
um grupo carboxila do acido glucénico.

GOD ¢ uma das enzimas de maior aplicagéo tecnologica desde a
década de 1950 (BANKAR, 2009) sendo purificada de uma grande variedade
de fungos dentre os quais destacam-se os dos géneros Aspergillus e
Penicillium. Destes, os da espécie Aspergillus niger sdo os mais comumente
utilizados. Entre as diversas aplicagdes comerciais da GOD incluem-se a
remogao de glicose de ovos em pod; melhorias na cor, sabor e validade de
produtos alimenticios; remocao de oxigénio de sucos de frutas, bebidas
enlatadas e de maionese. Pode também ser usada juntamente com catalase
em kits para quantificacdo automatica de glicose e ainda em sensores para a
deteccao de glicose em solugdes industriais e em sangue e urina humanos
(BANKAR, 2009).

GOD é uma glicoproteina dimérica de massa molar variando entre
130 e 175 kDa tendo suas subunidades ligadas covalentemente por pontes
dissulfeto (BANKAR, 2009).

A figura 2.1 ilustra a atuagdo da GOD sobre a glicose auxiliada

pelo cofator FAD.



Figura 2.1. Reagdes envolvidas no mecanismo catalitico da GOD.

CH,OH CH,OH CH, O
OH
OH + EFAD —m= - — COOH
H glucose-oxidase HO
-b-glucose dalta sluconolactona acido glucdnico

Fe
EFADH, (forma reduzida
da enzima}

9,

EFAD + H,0,

2.2. Acido Glucodnico e Gluconatos

O acido glucbénico tanto quanto seus sais derivados sao
considerados como seguros pela FDA (Food and Drug Administration), érgéo
governamental dos Estados Unidos que controla os alimentos, suplementos
alimentares, medicamentos, cosméticos, materiais biolégicos, produtos
derivados do sangue humano, dentre outros, a serem comercializados.

Trata-se de material largamente aplicado industrialmente em
areas como farmacéutica, alimenticia, téxtil, dentre outras; sendo usado como
um acidulante leve em industrias de metal e de couro (BANKAR et al., 2009).

O acido glucbdnico € um acido organico fraco, ndo-corrosivo, nao-
volatil e atdxico. A tabela 2.1 apresenta algumas caracteristicas gerais da

solucao saturada comercial.



Tabela 2.1. Caracteristicas gerais da solugdo saturada de acido glucénico

(RAMACHANDRAN et al, 2006).

Acido glucdnico

Natureza

Massa molar

Foérmula quimica

N&o-corrosivo, levemente acido,
pouco irritante, inodoro, atoxico,
facilmente biodegradavel, nao-volatil.
196,16

CeH1207

Sindnimo
pKa 3,7

Abaixo de 12 °C
Acima de 100 °C

Acido 2,3,4,5,6-pentahidroxiexandico

Ponto de fusao (solugéo 50%)

Ponto de ebuli¢ao (solugéo 50%)

Densidade 1,24 g.mL™
Aparéncia Transparente a marrom
Solubilidade Soluvel em agua

Sua producdo mundial se aproxima de 60.000 ton/ano, podendo
ser produzido pela oxidacdo parcial de glicose por meio de trés processos:
catalise = quimica; conversdao  microbioldgica; catdlise  enzimatica
(RAMACHANDRAN et al., 2006).

Na conversédo por catalise quimica normalmente sdo empregados
catalisadores metalicos — Pt, Pd, Au — ou bimetalicos constituidos por Pd junto
a outro metal (Bi, Tl, Sn, Co). O processo quimico mostrou bons resultados,
porém, muitas sdo as complicacbes a ele associadas e que dificultam sua
utilizacdo. As reacgdes de catalise quimica geralmente tém baixa seletividade,
nao ocorrendo de forma diferente para o acido glucénico, podendo inclusive os
catalisadores sofrer desativagcédo durante a reagao (LIU e CUI, 2007).

Desta forma, a via fermentativa torna-se uma das rotas
predominantes para a producdo de acido glucbénico. Tal predominéancia
encontra justificativa no bom rendimento do processo, além da baixa
quantidade de subprodutos formados e da possibilidade do emprego de glicose
comercial como substrato para a reagcdo enzimatica. Por esta razdo o acido

gluconico € amplamente produzido industrialmente através de processos



fermentativos (KLEIN et al., 2002; SANKPAL e KULKARNI, 2002; ZNAD et al.,
2004; MUKHOPADHYAY et al., 2005; ANASTASSIADIS et al., 2005; SINGH et
al., 2005, SHARMA et al., 2007).

As fontes mais comuns de fermentacdo microbiana para a
producao de GOD e subsequente obtencéo de gluconatos séo as espécies de
Aspergillus, Penicillium e Saccharomyces, sendo que a maioria da GOD
produzida comercialmente € isolada de micélio de Aspergillus niger. (BANKAR
et al., 2009). A GOD pode ser produzida nesses microorganismos intra ou
extracelularmente e algumas vezes pode estar associada aos micélios sendo
que, quanto mais periférica for sua localizagdo, mais facilitada sera sua
extracéo e transferéncia ao caldo fermentativo.

Apesar das vantagens do processo de conversao microbioldgica,
a biotransformagéo apresenta dois grandes problemas; o primeiro deles é a
queda na produtividade resultante da inibicdo provocada pelo acido glucénico
produzido. Além disso, ha ainda a dificuldade em se separar o produto do caldo
de fermentacgdo visto que o processo de transformacédo produz uma grande
quantidade de residuos (LIU e CUI, 2007).

Em meio as dificuldades dos dois procedimentos anteriores
cresceu o interesse na aplicacdo do método de conversdo por catalise
enzimatica. Nesse ambito, a utilizagcdo da GOD oferece todas as vantagens da
biotransformagcao em termos de especificidade, promovendo em alguns casos
uma eficiéncia de conversdo de dglicose em acido glucénico de
aproximadamente 100%, além de reduzir o tempo de reagdo em comparagao a
fermentacdo, de findar em produtos mais puros (WONG et al, 2008) e de
necessitar de quantidades menores de energia (LIU e CUI, 2007).

A oxidagao da glicose a acido glucénico pela GOD ocorre em
duas etapas: formagéo de D-gluconolactona e perdxido de hidrogénio; hidrolise
da D-gluconolactona a acido glucénico. O primeiro passo é realizado pela agéao
catalitica da GOD. No passo seguinte, tanto a D-gluconolactona quanto o
peréxido sdo decompostos, espontaneamente ou por intermédio de

catalisadores (lactonase e MnO; ou catalase, respectivamente).



Reacodes:

. Glicose Oxidase
B-D-glicose + O, —— D-gluconolactona + H,0-

MnOz
2 H202 — 2 Hzo + 02

Lactonase | o
D-gluconolactona + H,O ——— acido gluconico

A formacgao de acido glucdnico esta diretamente relacionada com
a atividade da enzima. A GOD ¢ induzida na presenca de niveis elevados de
glicose no meio, valores de pH em torno de 5,5 e grande quantidade de
oxigénio dissolvido no meio. A utilizacdo do dioxido de manganés é necessaria
devido a inibicdo causada pelo perdxido de hidrogénio na atividade enzimatica.
O MnO; catalisa a decomposigao do peroxido em agua e oxigénio (BAO et al.,
2003).

Sendo assim, o0s principais parametros operacionais que
influenciam a producgao de acido glucénico por via enzimatica sdo o pH — uma
vez que os valores vao diminuindo conforme a formagao do acido glucénico — e
a quantidade de oxigénio dissolvido no meio visto que o mesmo € um dos
substratos no processo de bioconversao enzimatica.

Além disso, a baixa solubilidade do oxigénio no meio de reagéo
em relacdo aos outros compostos torna-o fator limitante do processo. Diante
disso, a transferéncia de oxigénio para o meio deve ser quao eficiente possivel
e neste ambito, o biorreator tem papel fundamental, pois permite otimizar tal
fator.

Uma ultima etapa, considerando a produgéo de gluconatos, é a
neutralizagdo do acido glucénico produzido através da utilizacdo de uma base
forte ou sal que contenha o ion de interesse como, por exemplo, o carbonato

de calcio utilizado na fabricagdo do sal de calcio segundo a reagéo que segue.

Reacao:

acido glucénico + CaCO3; — gluconato de calcio + CO; + H,O

O gluconato de calcio € uma das principais fontes de calcio
passivel de administracdo a individuos com deficiéncia especifica deste

mineral. Caracteriza-se como um solido branco-cristalino na forma de agulhas
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finas apresentando baixa solubilidade em agua quando comparado a outros
gluconatos alcalinos (BAO et al., 2001a).

Outro sal derivado do acido glucénico de grande importancia
industrial € o gluconato de sodio. Por ser um agente complexante, € muito
utilizado para a lavagem de materiais de vidro ou de embalagens reutilizaveis.
Também ¢é aplicado na industria de cimentos onde modifica as propriedades
das misturas aumentando a dureza e a sua resisténcia a agua.

Nas ultimas duas décadas, estudos tém avaliado a produgao de
acido glucénico e seus derivados em diferentes biorreatores (NAKAO et al.,
1997, 1999; BAO et al., 2000, 2001a e b, 2003a e b; ARIMATSU et al., 2004;
GODJEVARGOVA et al., 2004; LIU e CUI, 2007; TOMOTONI e VITOLO,
2007b). Os trabalhos recentes (BAO et al., 2001b e 2003a e b; ARIMATSU et
al. 2004), priorizam a utilizagdo do biorreator airlift devido a sua eficiéncia nos
processos de transferéncia de calor e massa. Outras vantagens atribuidas séo
as facilidades no projeto e na construc¢do, além do relativamente baixo custo de
fabricagdo do equipamento quando comparado a biorreatores convencionais do
tipo tanque agitado e aerado (CHISTI e MOO-YOUNG, 2002).

Devido a baixa solubilidade do oxigénio em comparagéo as das
fontes de carbono e outros nutrientes, sua transferéncia entre as fases gasosa
e liquida é fator limitante dos bioprocessos aerdbios. Tal fato fica mais evidente
quando se trata de meios com alta viscosidade devido as grandes
concentragdes de substrato. Em casos como estes a agitagado e/ou a aeragéo
do meio sédo importantes fatores para o bom andamento do processo.

2.3. Cinética de Produgdo de Acido Glucénico

A glicose oxidase € uma enzima que catalisa a oxidag&do da B-D-
glicose a acido glucénico com formacgao de D-gluconolactona. A enzima atua
em conjunto com um grupo cofator FAD (flavina adenina dinucleotideo) que
atribui a proteina a capacidade para catalisar reagdes de oxidagado-redugéo. A
reagao se processa em dois passos principais, no primeiro, o grupo FAD sofre
reducdo a FADH,, que € acompanhada pela oxidagdo da B-D-glucose a D-
gluconolactona. No segundo passo a flavina reoxida-se convertendo o oxigénio

gasoso em peroéxido de hidrogénio.
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Nakamura e Yasuyuki (1962) propuseram um mecanismo de
oxidagao da glicose por GOD em quatro etapas seguidas da decomposig¢ao do
peréxido de hidrogénio, subproduto de reagao, por um catalisador auxiliar. No
caso descrito, como em outros constantes da literatura, foi utilizada catalase
para a decomposicdo do perdoxido. Com efeito, utilizou-se neste trabalho o
diéxido de manganés atuando com a mesma fun¢do assim como em outros
trabalhos.

Com base nas quatro reagdes que seguem, assumindo condigdes
de pseudo estado estacionario, pode-se obter o modelo cinético de producgéo

de acido glucénico dada pela equacéo 2.2:
Ky
E+S—E'P
kL,
EPSE +P
' k
E' + 0, +H,05E.H,0,
k
E.H,0,>E + H,0,
cg 1 1 1 1

= +
Tp kz k4_ k3CO k1CS

(2.1)

As constantes k4 a k4 sdo as constantes das reagdes de oxidagao
e reducdo, onde E e E’ sdo as formas oxidada e reduzida da GOD, S é o

substrato (glicose) e P é o produto formado (acido glucdnico).

Vmax
rp = —mx 2.2
P = 1 ,%s,Ko (2:2)

Cs Co

Através do ajuste da equacdo da cinética aos resultados
experimentais utilizando rotina computacional, € possivel obter-se os valores
das constantes de saturacido Ks e Ko e da velocidade maxima de conversao de
glicose em acido glucénico Vmax, como propdem Sikula e colaboradores (2006).

Outros trabalhos recentes como os de Jurascik et al. (2006 e
2007) e o de Sikula e Markos (2008) tratam de métodos para o
desenvolvimento de processos enzimaticos e das influéncias das propriedades

do meio reacional na hidrodindmica dos biorreatores.
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2.4. Frutose

A frutose, isolada pela primeira vez em 1847 a partir da cana-de-
acucar (BARREIROS, 2005), € amplamente utilizada como adogante pelas
industrias alimenticias e de bebidas, por apresentar poder edulcorante 70%
maior que a sacarose sem 0s problemas de cristalizagdo do xarope de
sacarose (CRUZ et al., 1998). Também conhecida como levulose, pode ser
encontrada na natureza em forma isolada ou como constituinte da sacarose e
de outros polimeros como a inulina. Outras vantagens da utilizagdo da frutose
sdo o aumento da absorgcdo de ferro em criangas (PESSOA-JR e VITOLO,
1999) e a tolerancia por individuos diabéticos. Por esse motivo, a frutose vem
sendo recomendada como adogante alternativo para diabéticos, pois promove
a diminui¢ao no nivel de glicose plasmatica e, diferentemente da glicose, pode
ser metabolizada independentemente da insulina (PESSONI et al., 2004).
Atualmente, o xarope rico em frutose € obtido através do processo de
isomerizagao da glicose (obtida de amido) empregando a enzima glicose-
isomerase imobilizada em biorreator de leito fixo. Embora esse processo
represente um marco para a tecnologia enzimatica, a produtividade depende
do controle rigido de temperatura e pH e da qualidade do xarope de glicose
utilizado no processo (TOMOTANI E VITOLO, 2007a). Tais fatores acarretam
consideravel aumento no preco final do produto.

Tomotani e Vitolo (2007a) avaliaram o desempenho da enzima
invertase na produgao de xarope de frutose a partir de sacarose em biorreator
de membrana, alcangando rendimento de 100% com utilizagao de ultrafiltragao.

Outro processo de obtencao da frutose é a hidrdlise de inulina de
alcachofra de Jerusalém (Helianthus tuberosus) por inulinase, sobre o qual
constam muitos trabalhos como os de D’Egidio e colaboradores (1998) e de Yu
e colaboradores (2010), porém ainda s&o necessarios estudos mais
aprofundados relacionados a cinética do processo de produgao.

A grande aplicagdo da frutose estd na industria alimenticia,
contudo ha aplicagbes fora do contexto alimentar, que correspondem a
producao de hidroximetilfurfural e acido levulinico (FERREIRA et al., 2009).
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2.5. Biorreatores

Biorreatores ou reatores bioquimicos ou biolégicos sé&o
equipamentos nos quais ocorrem reagdes quimicas intermediadas por
biocatalisadores tais como enzimas ou células microbianas, células animais ou
vegetais (SCHMIDELL, 2001). No caso da utilizagdo de células, para
adequados crescimento celular e produgdo dos metabdlitos desejados, é
fundamental que sejam pré-estabelecidas condigdes ideais de cultivo. Neste
contexto, o papel principal do biorreator € propiciar tais condi¢cbes, sejam de
temperatura, pH, substratos e sais nutricionais, vitaminas e oxigénio dissolvido,
para o caso de microrganismos aerdbios (SCHURGERL, 1987). Da mesma
maneira, para o caso de reagdes quimicas catalisadas por enzimas, €
necessario que se estabeleca no interior do biorreator condigbes mais proximas
possiveis das ideais para a atuacdo das mesmas, sejam temperatura, pH da
solucao e aeracao do meio quando se fizer necessario.

Outro fator relevante € a homogeneizagao do meio reacional. A
importancia é devida a necessidade, a priori, de homogeneizar os valores de
pH, temperatura e nutrientes além de dispersar possiveis solidos insoluveis e
contribuir para a transferéncia de oxigénio para o meio liquido em processos
aerobios, assim como em reagdes quimicas nas quais € reagente ou substrato
de uma enzima.

Os processos biotecnolégicos envolvendo cultivos de células
microbianas conduzidos em aerobiose tém grande interesse industrial.
Producéao de antibidticos, enzimas, vitaminas, por exemplo, sdo em sua grande
maioria processos aerdbios. Tais processos necessitam de um adequado
sistema de transferéncia de oxigénio para que este, quando dissolvido em meio
liquido, possa ser utilizado pelas células para producdo de biomassa gerando
energia necessaria ao processo. Esse é um dos pontos criticos na operacao de
biorreatores uma vez que o oxigénio € pouco soluvel em agua, da ordem de 8
ppm ao se borbulhar ar atmosférico a 1 atm e 25°C (SCHMIDELL, 2001 e
BAILEY e OLLIS, 1986). Tendo em vista a grande demanda de oxigénio, seja
pela respiragdo celular ou pelo consumo como substrato limitante, a
transferéncia da fase gasosa para a liquida deve ser quao eficiente possivel a

fim de suprir as necessidades do processo.
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Os biorreatores pneumaticos sao equipamentos onde tanto a
agitacdo como a homogeneizagdo do meio de cultura sdo efetuadas somente
pela injecdo de gas. Esse tipo de biorreator & bastante interessante, pois,
embora apresente maior cisalhamento, quando comparado a biorreatores de
tanque agitado e aerado, possibilita um menor consumo de energia e uma
construgdo simplificada uma vez que dispensa o emprego de sistemas de
agitacdo mecanicos (CHISTI, 1989). Um ponto importante € o fato de que a
vazado de gas deve ser superior a dos tanques agitados. Para aumentar o
tempo de resisténcia do gas em contato com o liquido, os biorreatores
pneumaticos possuem maior relagao altura/diametro.

Entre os biorreatores pneumaticos mais utilizados estdo os tipo
coluna de bolhas e tipo airlift, tendo este ultimo maior preferéncia frente ao
anterior devido a vantagem de impor maior transferéncia de oxigénio, devido a
circulacdo do meio reacional (CHISTI, 1998).

O biorreator tipo coluna de bolhas é o tipo de reator pneumatico
mais simples. Nele, homogeneizagdo e aeragdo do meio s&o providas pelo
simples borbulhamento de gas pela parte inferior do recipiente cilindrico. A
transferéncia de oxigénio, a homogeneizagcdo, bem como outros fatores de
desempenho sao influenciados principalmente pela taxa de vazdo do gas e
pelas propriedades do fluido (CHISTI e MOO-YOUNG, 2002).

Um tipo especial de reator pneumatico ou nao-convencional é o
tipo “airlift’. Essa denominacdo € dada aos biorreatores utilizados em
processos aerdbios no qual o volume do fluido contido no tanque encontra-se
dividido por meio de defletores em duas regides distintas interligadas. Somente
em uma dessas regides é borbulhado gas. A regido aspergida por gas é
chamada regido de subida enquanto que a regido ndo aspergida €& dita de
descida. Em reatores airlift do tipo split-cylinder, As regides de subida (riser) e
de descida (downcomer) sao separadas por uma placa vertical enquanto que
nos do tipo cilindros concéntricos (concentric draft-tube) ha a presenga de um
tubo imerso por dentro do qual € aspergido o gas. Neste ultimo caso, a regido
de descida circunda o cilindro imerso.

Devido a densidade na regido de subida ser menor do que a da
regido de descida, a diferenga entre as retengdes gasosas das regides de

subida e de descida e a consequente disparidade entre as densidades de

15



dispersao resultam na circulagdo do fluido no interior do biorreator (CHISTI e
MOO-YOUNG, 2002).

Ha também o biorreator airlift de circulagao externa, porém com
menor utilizagc&o principalmente em processos industriais.

Reatores airlift ttm sido empregados com sucesso devido a sua
elevada eficiéncia energética frente aos fermentadores agitados e sua maior
eficacia em manter soélidos em suspensdo quando comparados aos
biorreatores do tipo coluna de bolhas (CHISTI e MOO-YOUNG, 2002). Muitos
sao os trabalhos descritos na literatura referentes a utilizacdo desses
biorreatores, principalmente ao longo dos dultimos anos tanto para
caracterizacao de culturas e metabdlitos, quanto para estabelecer parametros
cinéticos e hidrodindmicos referentes aos biorreatores e as formas de cultivo
(MOLINA et al., 1999; CHISTI e JAUREGUI-HAZA, 2002; KLEIN et al., 2002;
MIRON et al., 2004; SIKULA et al., 2007; YAZDIAN et al, 2009; LITTLEJOHNS
e DAUGULIS, 2009; CERRI et al., 2008; CERRI et al., 2010; THOMASI et al.,
2010).

2.6. Transferéncia de Oxigénio

Uma vez que, em processos aerobios, o crescimento celular
(quando células estdo envolvidas) e a produgcdo dos metabdlitos almejados,
seja em processos celulares ou enzimaticos é essencialmente dependente da
utilizacdo do oxigénio, deve-se avaliar a eficiéncia da dissolugdo do gas no
meio de cultivo liquido. Esse é o objetivo principal do sistema de agitagdo e/ou
aeracao dos biorreatores.

Em relagdo a dissolugdo do oxigénio para o meio liquido s&o
previstas trés resisténcias, duas delas devido as peliculas estagnadas (fases
gasosa e liquida) e a ultima devido a interface gas-liquido (Figura 2.2). A
resisténcia segundo a pelicula estagnada da fase gasosa pode ser desprezada
em virtude da movimentagdo das moléculas de oxigénio; assim também
ocorrendo para a interface a menos que se utilizem substancias que possam
aderir a mesma. Resta, portanto, apenas aquela associada a pelicula
estagnada da fase liquida, que é funcao da difusividade do oxigénio no meio

liquido.
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Figura 2.2. Representacdo da interface liquido-gas e peliculas estagnadas
(THOMASI, 2010.)

Pelicula gasosa<—‘ ’—V Pelicula liquida

Pg

Fase Gasosa Fase Liquida

Pi il

Interface

ApOs estas consideragdes, chega-se a um resultado final onde a
unica variavel agravante no processo de transferéncia sera a resisténcia devido
a pelicula liquida estagnada perante a interface gas-liquido.

Diante dos apontamentos, pode-se concluir que a necessidade
maior, portanto, consiste em propiciar uma eficiente dissolugdo do oxigénio no
meio liquido, deixando entdo para que as células ou as macromoléculas
enzimaticas, sob condigbes maximas de presenga de oxigénio, consumam 0
substrato de forma plena, dentro das caracteristicas bioldgicas proprias de
cada espécie (SCHMIDELL, 2001).

Analisando o esquema para a regido interfacial, pode-se
equacionar a transferéncia de oxigénio. Na pelicula estagnada gasosa estaria
localizada a resisténcia ao transporte do oxigénio, neste caso caracterizada

pelo inverso do coeficiente de transporte da mesma (k,), coeficiente este
definido pela relagdo entre a difusividade do oxigénio e a espessura da
pelicula. Dessa maneira, a transferéncia dependeria de um gradiente entre as
pressbGes parciais de O, no interior da bolha (p,) — regido homogénea de
pressdo constante — e na interface (p;), ocorrendo apenas segundo efeito

difusional.
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Analogamente, pode-se fazer as mesmas consideragbes para a
fase liquida, sendo que a resisténcia agora sera caracterizada pelo inverso do
coeficiente de transporte na pelicula estagnada liquida (k;) e também havera
necessidade de um gradiente entre as concentragdes de O, na interface (C;) e
no meio liquido (C).

Admitindo que o sistema esteja em estado estacionario em termos
da transferéncia de oxigénio, bem como a existéncia de um perfil linear de

concentragao de oxigénio no interior das peliculas, pode-se escrever:

ng, = gradiente (2.3)

2 resisténcia

onde ny, € o fluxo de oxigénio por unidade de area interfacial (gOo/m?.h) e a

resisténcia é o inverso do coeficiente de transferéncia, ou seja:
no, = kg.H(pg — i) = k. Hp; —p) = kg(Cs — C) =k (C;—C)  (2.4)

onde: k, = coeficiente de transferéncia de massa da pelicula gasosa (m/h)

k; = coeficiente de transferéncia de massa da pelicula liquida (m/h)

py= presséao parcial de Oz no seio gasoso (atm)

p; = pressao parcial de O, na interfase (atm)

p; = pressao parcial de O, em um gas que estaria em equilibrio com a
concentrag&o de oxigénio C no liquido, segundo a lei de Henry (atm)

H = constante de Henry (gO2/m?®)

Cs; = concentracdo de O, dissolvido no liquido em equilibrio com py,
segundo a lei de Henry (gO2/m?)

C;= concentracdo de O, dissolvido em equilibrio com p; (gOz/mS)

C = concentragdo de O, no seio liquido (gO./m®)
Na equacgado 2.4 introduziram-se como gradientes as diferengas

entre as pressdes parciais de O, ou estas traduzidas em concentracdes

através da lei de Henry.
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Em termos gerais é preferivel trabalhar com um coeficiente global
que represente a somas das resisténcias das peliculas, uma vez que nao se é
possivel conhecer os valores relativos a interface. Tendo ainda em vista que a
resisténcia devido a pelicula gasosa pode ser desprezada e que toda a
resisténcia da transferéncia se deve a pelicula liquida, a equagéo para o fluxo

de oxigénio torna-se:

Np, = kLH(Pg - Pl) =k (Cs—C) (2.5)

Sendo o fluxo de oxigénio definido por unidade de area interfacial
e devido a dificuldade de quantificacdo da mesma em fungdo da enorme

quantidade de bolhas em suspenséo, pode-se definir:

area interfacial de transferéncia de massa (m?)
a= (2.6)

volume total de liquido (m3)

Assim pode-se escrever:
ng,a = kLaH(pg - pl) =kya(C; — C) (2.7)

onde: ny,a= No,= velocidade de transferéncia de oxigénio (gO2/m®.h)

k,a = coeficiente volumétrico de transferéncia de O, (h™")

Durante um processo aerdbio em que haja transferéncia (Noy) e
consumo de oxigénio (roz), 0 balango de massa para o oxigénio na fase liquida

€ dado por:

dC
—=ka-(C;=C)—rp,

dt (2.8)

C, neste trabalho foi posteriormente substituido por C .

A equacgao acima permite exata compreensao de todas as formas
de que se dispde para o controle da concentragdao de O, dissolvido no meio em
questao (SCHMIDELL, 2001).
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Os valores de k;a sao alterados por fatores fisicos associados ao
tipo de crescimento, velocidade de agitacdo, vazao de alimentagdo de ar,
difusividade do gas no meio liquido, forca ibnica, agcdo de tensoativos e a
viscosidade do fluido que pode variar com a velocidade de cisalhamento. Em
alguns casos, o fluido pode apresentar comportamento n&o-Newtoniano
cabendo maior atencgao.

Littlejohns e Daugulis (2009) realizaram um experimento em
biorreator airlft de tubos concéntricos contendo agua pura e polimeros
sequestradores de compostos organicos volateis com o objetivo de avaliar o
coeficiente volumétrico de transferéncia de massa (k,a). Para avaliagdo dos
parametros foram testados um tipo de polimero com alta afinidade por oxigénio
e outro com baixa afinidade pelo mesmo, em concentragdes idénticas, sob
variadas taxas de aeragao. Como era de se esperar, a adicdo do polimero com
afinidade por oxigénio diminuiu os valores de ki a em relagdo ao sistema sem o
polimero com aumento da quantidade total de oxigénio transferido ao sistema.
Além disso, outros parametros hidrodindmicos revelaram um aumento na

mistura da fase liquida.
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2.7. Consideragoes Finais

Recorrentes e diversos sdo os trabalhos constantes da literatura
relacionados a producédo de acido glucbdnico e de gluconatos o que confirma
sua importancia (Nakao et al., 1997; Bao et al., 2000, 2001a e b, 2003a e b,
2004; Klein et al., 2002; Godjevargova et al., 2004; Liu e Cui, 2007; Sikula,
Jurascik e Markos, 2007). Por vezes o processo envolvido € completamente
enzimatico e em alguns casos utilizam-se catalisadores inorganicos. No
presente trabalho foram iniciados estudos referentes a producéo de acido
glucénico onde optou-se aliar a especificidade enzimatica da oxidagado da
glicose em conjunto com a eficiéncia de decomposicdo do peroxido de
hidrogénio pelo didxido de manganés.

Para desenvolver uma metodologia de produgdo em biorreator,
faz-se necessario um conhecimento dos fluidos a serem utilizados e,
principalmente das condigdes de transferéncia de oxigénio no meio reacional a
fim de se avaliar a capacidade de transferéncia do mesmo. Neste ambito
buscou-se a obtencdo de uma equagao capaz de estimar os valores do
coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio (k,a) ao longo do
processo, em fungdo da vazdo volumétrica de alimentacdo de ar e da
viscosidade do meio.

Em decorréncia da utilizagcdo de sacarose invertida como matéria
prima, o presente trabalho teve por objeto também a proposicdo de uma
alternativa de producdo para o xarope concentrado de frutose, visando a
reducao dos custos de fabricagdo do acido glucénico e por consequéncia de
seus gluconatos derivados, além do desenvolvimento de uma alternativa
nacional frente a importacdo da frutose, fundamentando-se na utilizagdo de
matéria prima obtida da sacarose de cana-de-agucar, uma das culturas
agricolas mais abundantes no Brasil, fato que alia uso de matéria prima
nacional de baixo custo a alta tecnologia dos bioprocessos enzimaticos. Dada a
presenca da frutose no meio reacional, cuja principal atividade refere-se a
oxidagao enzimatica da glicose, coube também avaliar a influéncia da presenca

da frutose na cinética do processo.
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3. Materiais e Métodos

3.1. Materiais

3.1.1. Glicose e Frutose

Em todos os experimentos realizados foram utilizadas D-glicose e
D-frutose anidras, ambas com grau de pureza P.A. marca Synth como

simulacao de sacarose invertida.

3.1.2. Enzima

A enzima utilizada no presente trabalho foi a Gluzyme 10000 BG
(glicose-oxidase obtida de Aspergillus niger), produzida pela empresa Novo
Nordisk Biolndustrial do Brasil. Sua atividade, declarada pelo fabricante é de
10000 GODU por grama de proteina. Uma unidade (U) de GOD corresponde a
1 mg de glicose oxidada por minuto a 35°C e pH 5,5 (TOMOTANI e VITOLO,
2007b). Segundo o fabricante, o pH 6timo da enzima é de 5,1, com atividade
superior a 95% com o pH entre 4,5 e 6,0. A temperatura 6tima para utilizacdo

da enzima em pH 5,1 encontra-se entre 33 e 37°C.
3.1.3. Dioxido de Manganés
A fim de catalisar a decomposicdo do peréxido de hidrogénio
gerado pela oxidagao da glicose no processo de produgao do acido glucénico,
utilizou-se dioxido de manganés IV com grau de pureza P.A.da marca Vetec.
3.2. Equipamentos
3.2.1. Biorreator Airlift
Utilizou-se um biorreator airlift do tipo cilindros concéntricos com

2,0 L de capacidade util (Figura 3.1 - Badino et al., 2006 e 2007), com

monitoramento dos valores de pH e da concentragao de oxigénio dissolvido.
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Figura 3.1. Representagdo esquematica com detalhe do aspersor do biorreator
airlift utilizado (Badino et al., 2006).

H5

H4

Os detalhes referentes as medidas especificas do equipamento
sao apresentados na Tabela 3.1.

Tabela 3.1. Caracteristicas geométricas do biorreator utilizado

DIMENSOES MEDIDAS (mm)

H1 32
H2 33
H3 262
H4 327
H5 450
DE1 90
DE2 100
DI1 65
DI2 55
H4/DE1 3,63
AD/AS 1,68
DI2/DE1 0,61

O sistema reacional consta ainda de analisadores de pH (GLI
International — model 33) e de oxigénio dissolvido (Mettler Toledo - O, 4100e),

banho termostatizado duplo para controle simultdneo de temperatura do reator
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e do condensador; fluxémetro de massa para controle da vazao de entrada de

ar e sistema de aquisigao de dados, conforme ilustra a Figura 3.2.

Figura 3.2. llustragdo do sistema reacional utilizado.

3.2.2. Biorreator para Testes de Atividade

Para a realizacao dos testes de atividade especifica da enzima, foi
utilizado um reator tipo copo com volume util de 150 mL encamisado para
controle de temperatura.

3.2.3. Redmetro

Foi utilizado reémetro da Brookfield® Engineering Laboratories

modelo DVIII+, equipado com dispositivo de cilindros concéntricos.
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3.2.4. Analisador de Glicose

Utilizou-se analisador portatii de glicose Accu-Chek® Active,
fabricante Roche. O equipamento foi comparado ao método mais tradicional de
analise que utiliza kit enzimatico Laborlab, apresentando resultados confiaveis.

Os dados obtidos em ensaio teste constam do anexo A.
3.3. Metodologia Experimental
3.3.1. Medidas de Atividade da Glicose Oxidase (GOD)

Os experimentos foram realizados em reator do tipo copo com
volume util de 150 mL e com controle de temperatura em 35°C. Foram
utilizadas solugbes de glicose com concentragdo de 1,0 g.L'1 em tampéao
acetato de sédio 0,2 M. As medidas de atividade foram obtidas a partir da
andlise da quantidade de perdxido de hidrogénio produzido, segundo
metodologia apresentada em Bergmeyer (1984). As aliquotas eram retiradas e
levadas a aquecimento para inativacdo da enzima. As amostras foram
submetidas a analise espectrofotométrica em 240 nm para a obtencdo da
concentragao de peréxido de hidrogénio.

A atividade da enzima é dada pela inclinacdo da reta no periodo
linear de liberagc&o do peroxido. De acordo com isso, a atividade € dada em mg
de H202 por mL de solugédo. Sendo que uma unidade (GODU) corresponde a 1
mg de glicose oxidada por minuto a 35°C e pH 5,5 (TOMOTANI e VITOLO,
2007b).

3.3.2. Determinagao da Concentracao de Glicose

A concentragdo de glicose foi determinada utilizando analisador
Accu-Chek®. As amostras iniciais, mais concentradas, retiradas do biorreator
foram previamente diluidas 10 vezes a fim de se ajustarem a amplitude de
analise do equipamento. Para a leitura foram colocados 20 pL da amostra
sobre a fita reativa previamente introduzida no aparelho. Apds alguns instantes,

a medida era mostrada no visor do analisador. Para fins comparativos, a
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concentragcao de glicose foi também determinada pelo método enzimatico da

glicose-oxidase (kit Laborlab).

3.3.3. Determinagdo da Concentragdo de Acgucares Redutores Totais
(ART)

A concentracdo de acucares redutores foi determinada pelo
método do DNS proposto por Miller (1959). O método baseia-se na reagao de
monossacarideos com o reagente DNS (acido 3-5 dinitrosalicilico). O reagente
utilizado é composto de 300 g.L™' de sal de Rochelle P.A. (tartarato duplo de
sédio e potassio), 10 g.L™' de DNS e 16 g de NaOH.

3.3.4. Estimativa da Concentragdo de Acido Glucénico

A concentragédo de acido glucdnico gerado no meio reacional foi
estimada supondo completa conversdo da glicose consumida. A hipotese
sustenta-se no proprio modelo matematico apresentado por Sikula e
colaboradores (equagdes 4.1 e 4.2) e utilizado por este trabalho na estimativa
dos parametros cinéticos relativos ao processo. Sendo assim, tomou-se a
diferenga entre a concentragao inicial de glicose e a concentracdo da mesma
ao final do processo e, utilizando a proporgéo sugerida pela estequiometria da
reacdo, calculou-se a quantidade de acido produzida ao longo do tempo
(SIKULA et al., 2006).

3.3.5. Medidas de Viscosidade

As medidas de viscosidade das solugcdes foram realizadas em
redmetro Brookfield®, modelo DVIII+, equipado com dispositivo de cilindros
concéntricos.

Para cada uma das concentracdes utilizadas na avaliacdo do
coeficiente volumeétrico de transferéncia de oxigénio e também para cada uma
das amostras retiradas durante os testes de produg¢ao de acido glucénico foram
analisados os valores de viscosidade dindmica (u), obtendo-se os resultados

em condi¢des de porcentagem de torque em torno de 80% como recomendado
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pelo fabricante haja vista que as solu¢des apresentam comportamento de fluido
Newtoniano.
Todas as medidas foram realizadas com controle de temperatura

sendo esta aferida em 35°C.
3.3.6. Medidas do Coeficiente de Transferéncia de Oxigénio (k_a)

Medidas do coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio
(kLa) foram efetuadas a partir de ensaio degrau, através da aquisicdo dos
valores de concentragdo de oxigénio dissolvido ao longo dos ensaios. Os
valores obtidos pelo eletrodo foram corrigidos considerando o atraso de
resposta do eletrodo que ocorre devido ao fato de o oxigénio dissolvido no seio
do liquido difundir através da membrana do eletrodo que isola o meio liquido da
superficie do catodo, onde o oxigénio € reduzido gerando o fluxo de elétrons.
Aerando-se o sistema, o meio liquido é saturado com o oxigénio do ar e ajusta-
se o valor de 100% no analisador. Em seguida borbulha-se nitrogénio no
liquido, a fim de eliminar todo o oxigénio dissolvido, até que o eletrodo indique
o valor zero. Dessa forma define-se a faixa de medida. Em um dado instante
seguinte, aplica-se o ensaio degrau iniciando-se a aeragao do meio liquido nas
condicbes em que se pretende obter o valor de k.a, passando-se entdo a
registrar o sinal do eletrodo ao longo do tempo. Para facilitar a determinag¢ao do
kia, foi utilizada uma rotina computacional (JESUS et al., 2007) que auxilia no
tratamento matematico dos dados experimentais. Durante os ensaios, 0s
valores da concentragdo de oxigénio sdo apresentados em um grafico para
facilitar seu acompanhamento. Ao final do experimento, o usuario pode
escolher diretamente sobre o grafico o trecho da curva que sera utilizado para
a determinacéao do k_a.

As solugdes aquosas de sacarose invertida foram produzidas a
partir de quantidades iguais de glicose e frutose P.A. com concentragdes de 20,
40, 60, 80 e 100 g.L'1 para aplicagao nos referidos testes de obtencao de k.a. A

temperatura foi controlada em 35°C.
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3.3.7. Avaliagcao da Transferéncia de Oxigénio em Biorreator Airlift

Foram realizados testes em ftriplicata para a obtencdo do
coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio (k_a) para as solugdes de
sacarose invertida de concentragdes iguais a 20, 40, 60, 80 e 100 g.L'1, sob
vazdes volumétricas de alimentag&o de ar variando entre 1 e 5 vwm (vwm é
definido como a razdo entre o volume de ar alimentado, em L.min™", e o volume
util do reator, em L), totalizando setenta e cinco pontos experimentais. Para
cada uma das concentracdes avaliadas foi medida a viscosidade dinamica em

viscosimetro a 35°C.
3.3.8. Ensaios para a Produgio de Acido Glucénico

Foram realizados ensaios para avaliar a produgcao de acido
glucdnico observando-se a influéncia da variagdo nas concentragdes de glicose
e de enzima e também da presenca de frutose no meio reacional.

Na avaliagcdo do processo foi considerada a transferéncia de
oxigénio da fase gasosa para a fase liquida e a cinética da reagcado enzimatica.

Foram propostos testes em concentragdes relativamente baixas
de glicose, 20 e 40 g.L™!, sendo: 20 g.L™" de glicose sem frutose (ensaio G20) e
com frutose a 20 g.L™' (GF20); 40 g.L" de glicose sem frutose (G40) e com
frutose a 40 g.L™' (GF40). A temperatura foi mantida constante durante toda a
reacdo em 35°C e o fluxo de alimentacdo de ar foi controlado em 4 vwvm em
todos os testes. O pH foi controlado em 5,5 pela adi¢cao de hidroxido de sédio
ao meio reacional ao longo dos ensaios.

A concentragdo inicial de dioxido de manganés utilizada foi
proporcional a quantidade de GOD (1% m/v de MnO, para cada 1,0 g.L'1 de
GOD).
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Figura 3.3. Biorreator Airlift durante ensaio de producéo de acido glucénico.

e

METTLER TOLEDO

A figura 3.3 mostra o biorreator em atividade durante os testes de
producdo de acido glucdnico juntamente com os analisadores de pH e O

dissolvido e o sistema de alimentagcao de NaOH.

Uma sintese das condicdbes dos testes realizados esta

apresentada na Tabela 3.2 que segue.
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Tabela 3.2. Concentragdes de agucares e de enzima empregadas nos ensaios.

Caii Crru Ccop Cwmno2 T bar
Teste y y p pH

(L) (gL) (gL) (%miv) (°C) (vwvm)
G20 20,0 0 1,0 1,0
GF20 20,0 20,0 1,0 1,0
G40 40,0 0 1,0 1,0 35,0 55 40
GF40 40,0 40,0 1,0 1,0
G402E 40,0 0 2,0 2,0

Os ensaios G20, GF20, G40 e GF40 tiveram como objetivo avaliar
a influéncia da concentragdo de acgucares na transferéncia de oxigénio e na
cinética do processo. Além disso, aos pares G20/GF20 e G40/GF40 coube
avaliar a cinética do processo em relagao a presencga ou nao de frutose.

Uma condigao final para analise da cinética do processo foi o
teste GF402E no qual se utilizou o dobro de concentragdo de GOD (2,0 g.L™)
em comparagdo com o mesmo teste realizado com 1,0 g.L™! de GOD (GF40).

Os ensaios G20, GF20 e G40 foram realizados em duplicata
enquanto que para os demais nao foi possivel fazé-lo por motivo de término da
enzima e impossibilidade de nova aquisicdo, devido a politica de doacéo da
empresa Novo Nordisk Biolndustrial do Brasil. Foram realizados um total de 8
(oito) ensaios de producgao.

Em todos os ensaios, inicialmente foi preparada uma solugao de
glicose ou glicose + frutose com a presengca de MnO,, nas concentragdes
definidas na Tabela 4.2. O meio reacional foi submetido a aeracdo até a
saturagao do meio com oxigénio.

Atingido 100% de saturacédo, foi adicionada ao biorreator uma
massa de GOD de modo a obter-se concentragdo de 2,0 g.L”' no ensaio
GF402E e 1 g.L" nos demais ensaios. O momento da adicdo da enzima foi
tomado como ponto inicial de cada ensaio (t = 0).Ao longo do processo foram
retiradas amostras para analise da viscosidade e do teor de glicose. No
momento da retirada das amostras eram também coletados os valores de
temperatura, concentragdo de oxigénio dissolvido e pH pela leitura dos
analisadores. Devido a maior variagdo das concentracbes de glicose, no inicio

dos ensaios foram retiradas amostras em intervalos menores de tempo e,
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conforme a reagao se processava, os intervalos de amostragem foram sendo
aumentados. As amostras, contendo aproximadamente 20 mL de solucéo,
foram submetidas a fervura a fim de inativar a enzima. Apds a diminuicdo da
temperatura, foram centrifugadas e o sobrenadante retirado para analise
posterior de viscosidade e teor de glicose.

A viscosidade foi obtida no rebmetro, separando-se parte para a
analise do teor de glicose no analisador (kit portatil Accu-Chek). O restante da
amostra utilizada para medida da viscosidade foi separada para analise

posterior do teor de agucares redutores.

3.3.9. Avaliagao Preliminar da Cinética do Processo

Buscando-se avaliar a cinética do processo de produgao de acido
glucénico, procurou-se ajustar o modelo apresentado por Sikula e
colaboradores (2006), obtido a partir do mecanismo de oxidagdo da glicose
estudado e detalhado por Nakamura e Yasuyuki (1962) e por Gibson e
colaboradores (1964), aos dados experimentais, bem como realizar a
simulagdo computacional dos mesmos. Os balangos materiais para a glicose e
oxigénio na fase liquida, considerando o modelo cinético de produgéo de acido

glucdnico levam as seguintes equacgoes:

ng - _ Vmax
9oz — _0,0816 —2=_ 4k, a(C* — C) (3.2)
a et

onde as constantes numéricas (0,9184 e 0,0816) correspondem as relagdes
entre a massa molar de acido gluconico e as massas molares de glicose e
oxigénio, respectivamente.

A integragdo e o ajuste do modelo (equagbes 3.1 e 3.2) aos
resultados experimentais dos ensaios foram obtidos pela utilizacdo de dois
algoritmos utilizados em sequéncia; o primeiro utilizado foi o algoritmo SA que
gera parcialmente os parametros que sao introduzidos posteriormente no
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algoritmo de Levenberg-Marquardt para que se obtenham resultados mais
refinados. Todos os resultados foram obtidos utilizando a rotina de resolucéo
ODEA45, disponivel no software comercial MATLAB R2007b versao 7.5.0.

O ajuste do modelo aos pontos experimentais de Cg e Cpz ao
longo do tempo de ensaios permitiu a obtengdo dos parametros cinéticos Ks,

KO e Vmax.
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4. Resultados e Discussao

4.1. Avaliagao da Transferéncia de Oxigénio

Como primeira etapa do trabalho buscou-se avaliar a variagdo do
coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio (k,a) em fungdo da
concentracdo das solugcbes de sacarose invertida, observadas suas

viscosidades dindmicas.

Tabela 4.1. Viscosidades das solugbes de sacarose invertida (glicose+frutose).
C(g.L" 20 40 60 80 100
M (cp) 2,02 2,08 2,12 2,17 2,18

As medidas das viscosidades dindmicas para as solugdes
utilizadas estdo dispostas na Tabela 4.1. Os resultados do coeficiente
volumétrico de transferéncia de oxigénio (k,a) s&o apresentados graficamente

na Figura 4.1em fung¢ao da vazao especifica de alimentacao de ar (¢ em vvm).

Figura 4.1. k_a para as diferentes solugdes de sacarose invertida em funcao da
vazao especifica de alimentacao de ar. As barras de erro referem-se ao desvio

padrao das triplicatas.
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Os resultados obtidos demonstram a dependéncia do kia com ¢ar,
bem como com a viscosidade dindmica da solugdo (u). A analise dos
resultados comprova a diminuigdo dos valores de kia com o aumento da
viscosidade e diminuicdo da vazao especifica de alimentacéao.

O grafico da Figura 4.2 evidencia o decaimento dos valores de k.a
conforme o aumento da viscosidade dos fluidos envolvidos nas diferentes

vazbes especificas de alimentagéo de ar.

Figura 4.2. kia em fungdo das viscosidades dindmicas dos fluidos. As barras

de erro correspondem ao desvio padrao das triplicatas.
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A partir dos pontos obtidos experimentalmente, foi proposto um
modelo matematico que se ajustasse aos mesmos. O modelo escolhido
baseou-se no proposto por Li e colaboradores. (1995) no qual se propde
estimar os valores de k a a partir da viscosidade da solugéo (u) e da velocidade
superficial do gas na regido de subida (Ugs) que é proporcional a vazéo
especifica de alimentacao de ar.

A equagao 4.1 apresenta o modelo ajustado aos valores

experimentais:

kea = 0,0119- (g 504 0618 (R*=0,980) (4.1)

34



onde kia é dado em s™, ¢ €m vvm e p em cp.

Observando os resultados obtidos apresentados na Figura 4.3 e o
coeficiente de correlagdo do ajuste, constata-se que o modelo proposto
mostrou bom ajuste aos pontos experimentais dado que os pontos
experimentais ficaram dentro de uma variacéo de 10%.

Figura 4.3. Comparacao entre os resultados experimentais e calculados de k a

obtidos a partir do modelo para as solu¢des de sacarose invertida.
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4.2. Avaliagao da Atividade da Glicose Oxidase (GOD)

De acordo com a metodologia, a atividade da GOD é determinada
como sendo o coeficiente angular no intervalo linear da curva da concentragéo
de perdxido de hidrogénio liberado da oxidagao da glicose. Os ensaios foram
realizados com a finalidade de avaliar as condi¢gdes da GOD armazenada no
momento da sua utilizacdo. As curvas de concentragdo sao resultado das
leituras espectrofotométricas das amostras retiradas periodicamente segundo
metodologia preconizada por Bergmeyer (1984) conforme equagdo da curva
padrao obtida para as mesmas condi¢des. As leituras foram realizadas em
comprimento de onda de 240 nm.
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Figura 4.4. Concentracédo de H,O, em fungédo do tempo para determinagéao da
atividade da GOD armazenada. As curvas referem-se a concentracbes de

enzima diferentes expressas em GU (unidades de glicose oxidase) como
descrito pelo fabricante.
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As medidas de concentracdo de H,O, foram obtidas segundo a
curva padrao apresentada na figura 4.5.

Figura 4.5. Curva padrdao para concentracdo de H;O, em funcdo da
absorbancia em 240 nm.
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4.3. Producgao de acido glucénico
4.3.1. Avaliagao da Influéncia da Presenga de Frutose

Como disposto nos métodos experimentais, foram realizados 8
ensaios visando a produgao de acido glucénico, variando-se as concentragdes
de glicose e de GOD com e sem a presenca de frutose no meio reacional.

Os ensaios G20, GF20, G40 e GF40 foram realizados em
duplicata e os resultados em termos dos perfis de concentragdes de oxigénio
dissolvido (Coy) e glicose (Cg) estao ilustrados nas Figuras 4.6 € 4.7 e 48 e

4.9, respectivamente.

Figura 4.6. Variacdo das concentracdes de glicose e de oxigénio dissolvido ao

longo do ensaio G20 (20 g.L™ de glicose na auséncia de frutose).
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Figura 4.7. Variacdo das concentracdes de glicose e de oxigénio dissolvido ao

longo do ensaio GF20 (20 g.L™" de glicose na presenca de 20 g.L™" de frutose).

I T L T I T I T I T
—m—Clicose o Oxigénio dissolvido

C, (g/L)
3
C,, x 10° (glL)

0 30 60 90 120 150 180 210
Tempo (min)

Figura 4.8. Variacdo das concentracdes de glicose e de oxigénio dissolvido ao

longo do ensaio G40 (40 g.L™" de glicose sem frutose).
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Figura 4.9. Variacdo das concentracdes de glicose e de oxigénio dissolvido ao

longo do ensaio GF40 (40 g.L™" de glicose na presenca de 40 g.L™" frutose).
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Primeiramente, é importante salientar que os resultados de
concentracao de frutose (Cg), obtidos pela diferenga entre a concentragao de
agucares redutores (glicose+frutose) e a concentragdo de glicose, né&o
apresentaram variagao ao longo de todos os ensaios (dados ndo mostrados),
fato que evidencia a especificidade da GOD pela glicose. Esse resultado
viabiliza a hipétese inicial do trabalho, qual seja, a obtengéo de acido glucdnico
e seus sais derivados conjuntamente com um xarope de frutose que pode ser
ainda concentrado.

Observando-se os perfis das Figuras 4.6 e 4.7 e das Figuras 4.8 e
4.9, nao se observam grandes diferengcas nas variagdes das concentragdes
com o tempo de ensaio, nos levando a acreditar que, ao menos sob esses
niveis de concentragdo, a presengca da frutose nao influenciou
significativamente o processo de oxidagao da glicose pela GOD.

Para uma comparagdo mais minuciosa, as Figuras 4.10 e 4.11
ilustram os perfis de concentragao de glicose ao longo dos ensaios G20/GF20
e G40/GF40 para os dois casos anteriormente referidos, respectivamente.
Note-se que os perfis de concentragdo de glicose ao longo do tempo sao

praticamente coincidentes, com uma pequena diferenca a partir de
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aproximadamente 2 horas de reagdo. Isso mostra que na etapa inicial do
processo, a velocidade nao foi influenciada pela presencga da frutose no meio.

Resultados similares foram obtidos em termos da concentracéo
de oxigénio dissolvido ao longo dos ensaios, como pode-se observar nas
Figuras 4.12 e 4.13 que ilustram os perfis de concentragcdo de oxigénio
dissolvido ao longo dos ensaios G20/GF20 e G40/GF40, respectivamente.
Novamente, pode-se notar, embora pequena, uma diferengca que comecga a se
pronunciar e que, provavelmente, venha a ser um fator importante na
determinacao da eficiéncia do processo. Um ponto relevante deve ser
questionado: até que valores de concentragdo de agucares seria possivel
efetuar-se o processo oxidativo, pressupondo-se que a medida que a
viscosidade da fase liquida é aumentada a transferéncia de massa fica
comprometida.

Aparentemente o unico fator responsavel pela diferenciagdo dos
perfis ao longo do tempo seria o fato de a viscosidade da fase liquida ser
aumentada pela presencga de frutose que dobra a concentragdo de agucares.
Como estudado no primeiro momento deste trabalho, a medida que a
viscosidade do fluido aumenta, reduz-se a transferéncia de oxigénio entre as
fases liquida e gasosa, o que fica evidenciado pelos valores de k,a para
diferentes concentracoes.

Figura 4.10. Concentragdo de glicose ao longo do tempo nos ensaios G20 e
GF20.

25

—a— G20

C, (glL)

0 50 100 150 200 250
Tempo (min)

40



Figura 4.11. Concentragdo de glicose ao longo do tempo nos ensaios G40 e
GF40.
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Embora o resultado seja representativo, fazem-se necessarios
ensaios com maiores concentracées de agucar invertido, de modo a validar
esse comportamento em condicdes experimentais que visem tanto a producao

de acido glucénico quanto de xarope de frutose.

Figura 4.12. Concentragdo de oxigénio ao longo do tempo nos ensaios G20 e
GF20.

3
C,, x 10° (glL)

0 . | . | . | . |
0 60 120 180 240

Tempo (min)

41



Figura 4.13. Concentragao de oxigénio em fungao do tempo nos ensaios G40
e GF40.
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Analisando a Figura 4.12 mais uma vez nota-se pequena
diferenga nos perfis de concentracdo quando se adicionou frutose ao meio.
Embora esperassemos uma discrepancia mais pronunciada, isso n&o
aconteceu levantando indicios de que devéssemos avaliar a influéncia da
presenca de frutose em outras variaveis do processo a fim de identificar a
efetiva contribuicdo da mesma no comportamento da reacgao.

A fim de identificar tais contribuicbes, procurou-se analisar a
maneira pela qual a presenca de frutose poderia afetar a velocidade da reacao
e, por conseguinte, o tempo total do processo. Haja vista que, pelas analises
feitas, a influéncia esta mais evidenciada nesse ponto do que na maneira pela
qual se da a reacéo.

Tomando como principio o fato de que a concentragao da glicose
dissolvida na fase liquida € muito superior a quantidade de oxigénio e a queda
instantanea e brusca do percentual do mesmo no inicio do processo, 0 oxigénio
deveria ser o substrato limitante da reacéo, ditando o ritmo de todo o processo.
Isto mostrou a necessidade de se avaliar os fatores determinantes que afetam
a transferéncia de massa entre as fases liquida e gasosa.

A partir de tais consideragdes, pode-se analisar entdo os perfis da

transferéncia de oxigénio na reagédo ao longo do tempo (Noz). Na medida em
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que a reagao caminha, os substratos sao consumidos e No,, por consequéncia,
também diminui. As Figuras 4.14 e 4.15 ilustram os perfis de transferéncia em
funcdo dos tempos para os ensaios G20 e GF20 e G40 e GF40,
respectivamente. Os respectivos valores referentes a velocidade de

transferéncia de oxigénio foram obtidos segundo a equacéao 4.2.
No; = k,a (C*- C) (4.2)

onde o k,a foi calculado ao longo do ensaio pela Equagao 4.1, a partir dos
valores de viscosidade da fase liquida (u) e da vaz&o especifica de alimentagao
de ar (¢ar). C foi definido segundo valor apresentado por Bailey e Ollis (1986)

para a saturagcdo de oxigénio dissolvido em meio aquoso na temperatura de
operacgao do sistema.

Figura 4.14. Perfis de velocidade de transferéncia nos ensaios contendo 20

g.L™ de glicose na presenca (GF20) e na auséncia de frutose (G20).
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Figura 4.15. Perfis de velocidade de transferéncia nos ensaios contendo 40

g.L™ de glicose na presenca (GF40) e na auséncia de frutose (G40).
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Neste caso os graficos para ambas as condi¢gbes se assemelham,
nao evidenciando uma tendéncia visto que para concentragao de 20 g.L'1 de
glicose (Figura 4.14) na presenga de frutose, as velocidades s&o discretamente
menores do que na auséncia da mesma e para concentracdo de 40 g.L'1 de
glicose (Figura 4.15) ocorre o contrario, ou seja, na presenca de frutose as
velocidades sao relativamente mais elevadas do que na auséncia da mesma. A
mencionada tendéncia podera ser comprovada em testes futuros com solucdes
mais concentradas e/ou mais diluidas com relagédo a glicose. A proposta inicial
deste trabalho incluia esta etapa, porém, devido ao término da enzima e a

impossibilidade de nova aquisi¢ao, nao foi possivel conclui-la.
4.3.2. Avaliagao Preliminar da Cinética do Processo

De acordo com procedimento descrito no item 3.3.9, foi realizado
0 ajuste do modelo (equagdes 3.1 e 3.2) aos resultados experimentais dos
ensaios G20, GF20, G40 e GF40. Além dos parametros cinéticos, estimou-se
também valores de k_a, haja visto que os valores de concentragédo de glicose
utilizados nos testes de produgao foram aquém daqueles utilizados para obter

a correlacado de kia em funcao de ¢, € de p, além de ser observado que a
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transferéncia de oxigénio na presengca de MnO, foi superior, fato nao
considerado na obtenc&o experimental da relagao entre kia e ¢4 € py.Testes a
serem realizados na etapa final deste trabalho ampliardo a faixa de
abrangéncia do ajuste de k_a, a fim de comparar os resultados gerados pela
simulagdo computacional com os obtidos experimentalmente e ajustados
segundo equacao como fungado da vazao especifica de alimentagéo de ar e da
viscosidade dinamica para solu¢gdes mais diluidas, como as efetivamente
utilizadas no presente trabalho.

Os resultados obtidos dos ajustes do modelo dado pelas
equacgdes 3.1 e 3.2 aos resultados experimentais dos ensaios G20, GF20, G40,
GF40 e GF402E estao ilustrados nas Figuras 4.16 a 4.20.

Figura 4.16. Ensaio G20 - resultados de concentracéo de glicose e de oxigénio

dissolvido experimentais e calculados pelo modelo cinético ao longo do tempo.

20 . — — . . 8
i Glicose —O0

® Glicose exp. ® O, exp.
2

C, (glL)
02 (€03 g/L)

0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 35 4,0
Tempo (h)

45



Figura 4.17. Ensaio GF20 - resultados de concentragdo de glicose e de

oxigénio dissolvido experimentais e calculados pelo modelo cinético ao longo

do tempo.
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Figura 4.18. Ensaio G40 - resultados de concentrac&o de glicose e de oxigénio

dissolvido experimentais e calculados pelo modelo cinético ao longo do tempo.
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Figura 4.19. Ensaio GF40 - resultados de concentragcdo de glicose e de

oxigénio dissolvido experimentais e calculados pelo modelo cinético ao longo

do tempo.
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Figura 4.20. Ensaio G402E - resultados de concentragdo de glicose e de
oxigénio dissolvido experimentais e calculados pelo modelo cinético ao longo

do tempo.
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Os resultados das analises demonstram bons ajustes do modelo
aos dados experimentais, gerando os parametros cinéticos do processo que

estao apresentados na Tabela 4.2.
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Tabela 4.2. Parametros cinéticos obtidos pelo ajuste do modelo aos resultados
experimentais dos ensaios.
Experimento Vmax (9.L.h) Ks(gL") Ko(g.L") k.a (h™)

G20 15,8 8,56+4,38 10° 190,3 + 24,2
GF20 15,8 15,2+1,5 10° 161,3+13,3
G40 15,8 52,5+ 16,7 10° 136,1 + 37,2
GF40 15,8 37,1 10° 152,0
GF402E 23,4 2,00 10 165,8

Observando-se os resultados da Tabela 4.2 nota-se que os
valores obtidos dos parametros cinéticos apresentam uma tendéncia. Os
valores de kia apresentaram diminuicdo com o aumento da concentragao
inicial de agucares, que influencia diretamente a viscosidade do meio. Logo, os
ensaios com solugdes mais concentradas apresentaram menores valores de
kia. Quantos aos valores de Vnax, 0s valores estimados relativos aos ensaios
G20, GF20, G40 e GF40 foram obtidos para o primeiro ensaio e fixados para a
obtencdo dos outros parédmetros nos demais, haja vista que esse parametro
depende apenas da temperatura e da concentracdo de enzima utilizada no
processo. Reflexo disso foi o valor de V. relativo ao ensaio GF402E que
apresentou-se superior aqueles dos ensaios anteriore, uma vez que a
quantidade de enzima foi o dobro da anteriormente utilizada nos demais
ensaios. Experimentalmente, a influéncia do aumento da concentragdo de
enzima é nitida, uma vez que no ensaio GF402E a concentragao de glicose se
esgotou em 3 h e no ensaio GF40 (com a metade da concentragdo de enzima)
a glicose se esgotou em cerca de 8 h. Os valores obtidos para Ks, embora com
alguma variagdo, se mostraram satisfatérios analisando-se os desvios padrgo.
Os resultados indicam que a afinidade da GOD pela glicose diminui quando a
concentracao desta foi dobrada dado que se pode observar a partir do aumento
de Ks.

Um fato relevante é que, apesar da proposi¢ao inicial de que o
processo seria controlado pela transferéncia de oxigénio a fase gasosa dado
que a concentracao deste seria significativamente menor do que a de glicose a
ser oxidada, os resultados obtidos para Ko mostram que isso ndo ocorreu.

Apesar da concentracdo de O, ser baixa, os valores de Ko, da ordem de 10,
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mostram que o processo nao foi controlado pela transferéncia de oxigénio.
Apenas quando dobrou-se a concentragdo de GOD (GF402E) tal efeito pode
ser observado como nota-se pela figura 4.20, periodo no qual a concentragéo
de O, dissolvido permaneceu constante, e também no valor obtido para Ko
para 0 mesmo ensaio.

Os resultados referentes aos ensaios GF40 e GF402E néo
apresentam desvios por ndo possuirem duplicatas.

Sikula e colaboradores (2006) obtiveram parametros cinéticos em
concentragdo mais baixa de glicose em reator airlifft de 12 L operado com
vazao de ar mais branda do que a utilizada no presente trabalho, bem como
utilizando catalase para catalisar a decomposi¢cao de peroxido de hidrogénio,
sendo que no presente trabalho foi utilizado MnO,. Os resultados obtidos por
Sikula e colaboradores (2006) estdo dispostos na Tabela 4.3. Embora o
sistema utilizado pelos autores tenha sido diferente do utilizado no presente
trabalho, pode-se notar que a maioria dos valores obtidos dos parametros
cinéticos encontra-se dentro de uma mesma ordem de grandeza daqueles

obtidos nos ensaios realizados no presente trabalho.

Tabela 4.3. Parametros cinéticos obtidos por Sikula e colaboradores (2006): a

e B sdo razbes entre as massas molares de produto e substratos.

Vi /h™1 31.226
Kg/(g L™1) 6.1388
Ko/(g L) 0.597 x 104
3 0.9184
) 0.0816

A proposta final para o fechamento do trabalho foi avaliar a
transferéncia de oxigénio nas condigbes dos ensaios para obter-se uma
correlagdo que estimasse o kia a partir dos valores de vazao volumétrica de
alimentagcdo de ar e da viscosidade da solugcdo. O objetivo era conseguir
valores mais elevados para k_a e utilizar estes valores na rotina computacional
para encontrar os parametros cinéticos relacionados ao processo. Os valores

encontrados para k_a foram significativamente mais elevados do que nos testes
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anteriores nos quais foi-se avaliada a transferéncia de O, na auséncia de
MnO,. Porém ficaram ainda baixos frente aos valores estimados pela rotina.
Tal fato fez com que abandonassemos a proposta de utilizar dados
experimentais de k,a e continudssemos a estima-los juntamente com os
parametros cinéticos.

Devido a forte correlagdo entre os parametros, os desvios padréo
obtidos para os mesmos sao impraticaveis, dado que uma ampla combinacao
de valores é possivel para as mesmas condi¢gdes experimentais. Com o intuito
de minimizar tais erros, buscou-se a utilizagdo das duas rotinas
simultaneamente embora, ainda assim, tenhamos obtidos valores elevados

para os desvios.
4.3.3. Calculos de Produtividade em Acido Glucdnico

Para os calculos de produtividade em acido gluconico (Pag) foram
consideradas as quantidades de acido glucénico (AG) geradas, obtidas a partir
da glicose consumida no decorrer dos ensaios, uma vez que a atividade
enzimatica da GOD ¢é especifica para a glicose, neste caso. Conhecendo-se a
estequiometria do processo, foi possivel obter a massa de acido glucénico

(mag) produzido nos ensaios realizados e a Pag foi calculada pela equagao 4.2.

C
Pag == (4.2)

onde Cac € a concentragado de acido glucbnico e At é o tempo decorrido do
processo.

Os resultados de produtividade em AG para os ensaios realizados
estdo apresentados na Tabela 4.4.

Tabela 4.4. Produtividade dos ensaios de produgéo de acido glucdnico
Ensaio G20 GF20 G40 GF40 GF402E
Pac (g.L'-h) 22,8 20,4 11,5 13,3 32,3
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Com base nos resultados obtidos de produtividade do processo,
observa-se que os mesmos apresentam um padrdo significativo de variagéo
quando analisados com base na presenga ou ndo de frutose no meio, tanto
para concentragao de 20 g.L'1 quanto para concentragao de 40 g.L'1de glicose.

Ficou evidente também que, para a faixa experimental estudada,
0 processo nao foi controlado pela transferéncia de oxigénio, uma vez que as
produtividades dos ensaios G20 e GF20 e G40 e GF40, respectivamente,
apresentaram valores proximos, mesmo tendo o0s meios reacionais
viscosidades diferentes, o que influenciaria na transferéncia de oxigénio de
acordo com a equacédo 3.1. Tanto a glicose como a frutose apresentam
solubilidade em agua elevada, o que resulta em solugbes concentradas de
viscosidade baixa. Talvez, por isso, as diferengas nas viscosidades ndo tenham
sido suficientemente grandes para se observar diferengas nas velocidades de
transferéncia de oxigénio.

Observando-se os resultados dos ensaios com 20 g.L™" de glicose
(G20 e GF20) e 40 g.L™" de glicose (G40 e GF40), nota-se uma forte diminuicdo
na Pag, indicando que o aumento na concentracdo de glicose afetou
negativamente esse parametro do processo. Ou seja, quando se dobrou Cg,
Pac foi reduzido praticamente a metade. Em termos da cinética do processo, o
aumento da concentracéo de glicose (Cg) de 20 para 40 g.L™" se traduziu numa
diminuicdo da afinidade da enzima pela glicose (maior valor de Ks — vide
Tabela 4.2), que por sua vez nao foi afetada pela presenga de frutose.

Por fim, a adicdo do dobro da quantidade de enzima restabeleceu
um alto nivel de Pag, praticamente o triplo do valor obtido para a mesma
concentragdo de glicose (40 g.L'1) com metade da quantidade de enzima e
cerca de 1,5 vezes o valor para o sistema com a metade da concentragcédo de
glicose (20 g.L™") com metade da quantidade de enzima, mostrando ser o
processo muito sensivel a essa variavel. Estes resultados mostram que deve
haver uma proporcido ideal entre enzima e substrato que possa otimizar a

producéo, sem contudo elevar os demasiadamente os custos do processo.
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5. Conclusoes

Os resultados obtidos para o coeficiente volumétrico de
transferéncia de oxigénio (k,a) foram correlacionados com a vazdo de
alimentacao de ar (¢ar) € a viscosidade dinamica das solug¢des (u), a partir de
um modelo simples que apresentou excelente ajuste, sendo uma equacéao util
para a previsdo de valores de kia durante o processo de oxidagao da glicose a
acido glucénico em biorreator airlift.

Os resultados obtidos nos ensaios de produgdo de acido
gluconico mostraram que a presenca de frutose nao afetou o processo de
oxidagao da glicose a acido gluconico nas condi¢des experimentais estudadas,
fato demonstrado pela pequena variacdo nos valores da constante de
saturagao referente a glicose (Ks), que expressa a afinidade da enzima por
esse substrato.

Os resultados preliminares obtidos também demonstram
claramente que a transferéncia de oxigénio ndo foi o fator limitante ao
processo, hipétese de partida do trabalho. Apesar de a concentragcdo de
oxigénio na fase liquida ser pequena (da ordem de 107 g.L™") em relagdo a de
glicose, a constante Ko, por ser ainda menor (da ordem de 10°), demonstra
que o oxigénio presente foi suficiente para que ocorresse a reagao de acordo
com o modelo cinético de oxidagéo da glicose por GOD.

Ainda que de forma preliminar, os resultados obtidos até agora
apontam para a viabilidade de se desenvolver uma tecnologia de produgéao
para a obtengcdo simultdnea de acido glucbénico e xarope concentrado de
frutose. Entretanto, ainda sdo necessarios testes complementares com
concentragcbes mais elevadas de glicose e frutose a fim de se obter
informacdes numa faixa mais ampla de condigdes experimentais. Proposta final
ainda seria o desenvolvimento de uma técnica de imobilizagdo da enzima
adaptada as condigdes de reagdo para possibilitar o reaproveitamento da

mesma, o que refletiria em uma diminui¢ao significativa dos custos.
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ANEXOS

A. Comparativo entre os Métodos de Dosagem de Glicose

A fim de se verificar a eficiéncia do analisador glicémico, foi
realizado um teste comparativo, utilizando para tanto o kit enzimatico Laborlab
amplamente empregado para medidas de concentracao de glicose. Os valores
obtidos foram plotados em comparacédo aos resultados do analisador Accu-
Chek (utilizado neste trabalho).

Os resultados do referido teste foram previamente estabelecidos
pelo grupo de pesquisa do laboratério de bioquimica do departamento de
engenharia quimica desta universidade. A figura A.1 apresenta o comparativo

entre as metodologias testadas.

Figura A.1. Comparativo entre o consumo de glicose medido para através do
kit enzimatico Laborlab e do medidor glicémico Accu-Chek.
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Através da observagao da figura A.1 pode-se comprovar que as
leituras obtidas tanto pelo espectrofotobmetro quanto pelo analisador portatil se
assemelham garantindo a confiabilidade dos resultados obtidos neste trabalho.
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B. Especificidade da GOD em Relagao a Glicose

Com o objetivo de comprovar a especificidade da GOD em
relacdo a glicose na presenca de frutose, foi realizado um ensaio para a
quantificacdo dos acgucares redutores totais (ARTs). Para isso utilizou-se o
método de analise do DNS (acido dinitrosalicilico). Do total de ARTs
quantificados ao longo do ensaio foi-se subtraido algebricamente a glicose
dosada e assim, estimou-se a concentracao de frutose em solucgao.

Os resultados encontram-se apresentados na figura B.1.

Figura B.1. Concentragdes dos agucares ao longo do ensaio teste.
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Através da observacgao da figura B.1 nota-se que a concentragao
de frutose foi constante durante a oxidagao por GOD que consumiu apenas a
glicose presente em solugdo no ensaio teste.

Estes resultados foram previamente estabelecidos pelo grupo de
trabalho e referem-se a um ensaio teste com concentragao inicial de glicose de
40 g.L™.
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