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Resumo

Atualmente, o 4cido gliconico é produzido industrialmente pela oxidacdo microbiana de
glicose. Entretanto, esse processo encontra-se em vias de ser substituido pelo processo
enzimatico, o qual vem sendo fortemente investigado pela comunidade cientifica,
visando melhorar os parametros de produgdo por meio, principalmente, de engenharia
das enzimas e ajustes das condi¢des operacionais do processo. O objetivo deste estudo
foi aprimorar o processo de producao de acido gliconico usando uma rota enzimatica
e glicose com elevado grau de pureza como substrato. A glicose oxidase de Aspergillus
niger foi utilizada como enzima modelo. Foram avaliados os efeitos da concentracao
inicial de glicose, da presenca de peroxidase e da aeragdo do meio reacional. A
concentragdo inicial de glicose variou de 10 g/L a 100 g/L nos ensaios de sintese. As
rea¢Oes foram realizadas em microplaca utilizando um volume de trabalho de 110 pL.
O melhor resultado alcangado foi obtido usando uma concentragao inicial de glicose de
100 g/L em sistema aerado apds 72 horas de reac¢do, sendo atingido um rendimento
de aproximadamente 92%, equivalente a uma concentragdo de acido gliconico de
101,8 g/L. A adicdo da peroxidase provocou uma redu¢do no rendimento de sintese,
provavelmente pela acdo dessa enzima complexada ao peréxido de hidrogénio sobre a
glicose oxidase.
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Introducao

O 4cido gliconico é um acido poli-hidroxicarboxilico que pode ser produzido a
partir de biomassa lignoceluldsica. Este acido organico possui inUmeras aplicacdes,
principalmente nas industrias de construcdo civil, quimica, farmacéutica e de alimentos.
Atualmente, o acido gliconico é produzido industrialmente pela oxidacdo microbiana de
glicose. Entretanto, esse processo encontra-se em vias de ser substituido pelo processo
enzimatico, o qual vem sendo fortemente investigado pela comunidade cientifica a
fim de aumentar o desempenho das enzimas por meio da engenharia destas, além de
ajustes nas condicdes operacionais (Mano, 2019).
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As trés principais varidveis para a obtencdo de solugdes com elevada concentragao
de acido gliconico sdo a concentracao inicial de glicose, a aeracdo e a adicao de uma
peroxidase ao meio reacional. Dados da literatura indicam que concentragdes de
glicose de até 324 g/L podem ser utilizados e atingir conversGes quase completas
em dacido gliconico por meio da rota enzimatica (Mu et al., 2019). Entretanto, valores
convencionalmente utilizados sdo de aproximadamente 220 g/L de glicose inicial (Pal et
al., 2016). Isto ocorre provavelmente em funcao do grau de pureza da glicose utilizada,
guanto mais impureza, menor a quantidade de glicose oferecida ao reator, entretanto,
glicose com elevado grau de pureza pode elevar o custo do produto final. A saturacao do
meio reacional com oxigénio pode aumentar a atividade de glicose oxidase em até 100%
(Dados de propriedade e descricdo da enzima retirado da pédgina do fornecedor, Sigma-
-Aldrich). Por ultimo, a adicdo de uma peroxidase se faz necessdria para a remogao
de perdxido de hidrogénio, o qual é um coproduto da rea¢dao e se acumula no meio
causando a inativacdo de glicose oxidase (Malikkides, 1982; Pezzoti, 2006).

Este estudo teve como objetivo avaliar o efeito da concentracao inicial de glicose,
assim como comparar meios reacionais aerados com meios nao aerados, e contendo
ou ndo uma peroxidase. Isto foi realizado para aumentar o rendimento de oxida¢ao da
glicose e, consequentemente, a concentragdo final de acido gliconico por meio de um
processo enzimatico.

Material e Métodos

Sintese de acido gliconico em microplaca

Solucdes de glicose (PA) com concentragdes de 10, 50 ou 100 g/L foram preparadas em
tampao citrato 0,1 M e pH 5, e foram utilizadas como substrato. Uma solu¢do de 100 g/L
da glicose oxidase de Aspergillus niger da marca Sigma-Aldrich (100.000 unidades/g de
sélido, sem adicdo de oxigénio), foi preparada em tampao citrato 0,1 M e pH 5. A reacdo
foi realizada em microplaca PCR 96 pogos e utilizou-se a propor¢ao de 100 ulL da solugao
de glicose para 10 plL da solucdo de glicose oxidase. Para o branco do substrato, foram
utilizados 110 uL da solugao de xilose. Para o branco da enzima, foram usados 10 pL da
glicose oxidase e 100 uL do tampao. Todas as reagdes foram realizadas em triplicata. A
microplaca foi selada com um filme plastico e mantida em um termociclador para que a
reacao ocorresse sob a temperatura de 35 °C em diferentes intervalos de tempo.

Para avaliar o efeito de adi¢cdo de uma peroxidase de “horsehadish”, da marca Sigma-
-Aldrich, ao meio reacional, um ensaio idéntico ao descrito acima (com concentracao
inicial de glicose de 100 g/L) foi realizado, entretanto, substituindo os 10 pL da solugdo
de glicose oxidase por 10 uL de uma mistura de glicose oxidase e peroxidase, ambas em
uma concentra¢do de 50 g/L.

Sintese de acido gliconico em reator encamisado

Para realizar o ensaio de sintese de dacido gliconico em um sistema aerado, foi
necessario o uso de um reator encamisado com capacidade para 100 mL. Nesse reator,
20 mL de meio reacional foram adicionados, mantendo as mesmas proporgdes entre
os componentes utilizados na microplaca. Ar comprimido foi borbulhado nesse sistema
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a fim de manter a concentracdao de oxigénio suficientemente alta no meio reacional
para a acao de glicose oxidase. A entrada de ar no reator foi ajustada para a maxima
guantidade possivel, sem que o liquido no reator fosse empurrado para fora deste. Este
experimento visou apenas uma comparagao entre sistema aerado e ndo aerado.

Monitoramento do avan¢o da reacao

O acido gliconico produzido foi quantificado indiretamente pela quantificacdo do
consumo de glicose por meio do método do acido dinitrosalisilico (DNS), ligeiramente
modificado (Miller, 1959). Em cada um dos poc¢os de uma microplaca, foram adicionados
20 pL de amostra do meio reacional e 40 pL de tampao citrato. Em seguida 120 plL da
solucdo de DNS foi adicionado, a placa foi selada e mantida em termociclador por 10
minutos a 95 °C. Ao final da reacdo com DNS, uma aliquota de 36 pL de cada amostra
foi transferida para uma microplaca, adequada para leitura espectrofotométrica,
contendo 160 plL de dgua em cada pogo. As misturas foram homogeneizadas e a leitura
de absorbancia foi realizada a 540 nm. Os valores de absorbancia foram convertidos em
concentragao de glicose por meio de uma curva de calibracdo, previamente construida.

Resultados e Discussao

A reacao de sintese de acido gliconico, catalisada por glicose oxidase, ocorre segundo
0 esquema apresentado abaixo:
= Acido glicénico

Glicose + Oxigénio

(CEH1206) + Peroxido de hidrogénio

(02) (C6H1207) (H202)

Opcionalmente, uma peroxidase pode ser adicionada ao meio reacional para
degradar o perdxido de hidrogénio formado, o qual causa a degradacdo a glicose
oxidase quando a concentra¢do deste no meio é elevada. O esquema reacional para a
degradacao de perodxido de hidrogénio pela peroxidase é:

Peréxido de hidrogénio (1202 - Agua + Oxigénio

(H20) (02)

A glicose consumida na reacdo de sintese de acido gliconico foi quantificada pelo
método DNS e os valores de concentragdo de glicose (g/L) foram calculados utilizando a
seguinte equacdo da reta (Equacdo 1):

Concentragdo de glicose (g/L) = 13,914xAbs,, - 0,4064 (1)

O rendimento de sintese de acido gliconico foi calculado de acordo com a equacgdo
abaixo (Equagdo 2).

Rendimento (%) = (([Glicose inicial] — [Glicose final])/[Glicose inicial])*100 (2)

Os resultados de sintese obtidos para os diferentes ensaios sdo apresentados na
Figura 1.
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Figura 1. Dados da conversdo de glicose em dcido gliconico por meio de processo enzimatico, utilizando diferentes
concentragdes iniciais de glicose em microplaca (A-C) e utilizando concentragéo inicial de glicose de 100 g/L em reator
encamisado (D) aerado (colunas verdes) e ndo aerado (coluna rosa, ensaio realizado em microplaca).

Os resultados para a sintese de acido gliconico, na auséncia de peroxidase e de
aeragdo, indicam uma sensivel desaceleracdao da velocidade de reagao quando a
concentragdo de acido glicbnico no meio reacional atinge aproximadamente 40 g/L.
Isso é evidenciado pela conversdo obtida apds 26 horas no sistema com 50 g/L inicial
de glicose que atingiu conversao de 73% (Figura 1B), equivalente a aproximadamente
40 g/L, enquanto no sistema contendo 100 g/L inicial de glicose (Figura 1C), a conversido
foi de aproximadamente 40%, equivalente a uma concentragao de acido glicbnico
de 44 g/L. E possivel que ao atingir aproximadamente 40 g/L de acido glicdnico, a
concentragdo de perdxido de hidrogénio (~8 g/L) seja suficientemente elevada, a ponto
de causar a inativagao da enzima. Também é possivel que a concentragao de oxigénio no
meio reacional tenha atingido niveis muito baixos e por isso a reagao foi desacelerada.

Na Figura 1D é possivel comparar o desempenho de dois sistemas reacionais com
concentragdo inicial de glicose de 100 g/L, sendo um sistema aerado (barra verde) e
outro sistema sem aeragao (barra rosa). Observa-se que a conversdo atingida no sistema
aerado (58,8%) é significativamente superior a do sistema sem aerag¢do (39,9%), apos
intervalos de reac¢do similares (18 e 21 horas). Também ¢é possivel observar elevada
taxa de conversdo (91,6%) do sistema contendo 100 g/L inicial de glicose apds 72 horas
de reagao. Essa elevada taxa de conversdao, mesmo apds um longo tempo de reagdo
(72 horas) é justificada pela elevada concentracdo da enzima no meio reacional
(~1 g da preparagdao enzimatica para 10 g de substrato). Vale ressaltar que os dados
representados na coluna rosa da Figura 1D foi realizado em microplaca, enquanto os
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demais dados desta figura foram obtidos em reatores encamisados. Entretanto, como a
enzima principal para este sistema reacional (glicose oxidase) esta na forma soltvel, um
efeito direto da agitacdao sobre a acao desta enzima nao é significativo, mas é possivel
gue a agitacdao mecanica utilizada nos reatores encamisados aumente a concentra¢ao
de oxigénio no meio e indiretamente favoreca a reacao. Novos ensaios deverdo ser
realizados para confirmar esta hipdtese.

Visando atingir elevadas taxas de conversao em sistemas com elevada concentragao
inicial de glicose e usando baixa concentracao de glicose oxidase, foi realizado um ensaio
aerado contendo peroxidase de “horsehadish”no meio reacional. Entretanto, mesmo
apo6s 72 horas de reagdo, a conversao foi de apenas 35,9%. Isto pode ter ocorrido devido
a inativacdo da glicose oxidase pela a¢do oxidativa do complexo peroxidase-perdxido de
hidrogénio. Novos ensaios empregando catalase serdo realizados, a fim de aumentar
a taxa de conversdo em intervalo de tempo o mais curto possivel, visto que longos
intervalos de tempo ndo sdo atrativos do ponto de vista industrial, principalmente para
meios reacionais contendo elevada concentracao de aglcar em baixas temperaturas,
pois ha o risco de contaminacgao bioldgica.

O melhor resultado alcancado nesse estudo permitiu a obtencdo de uma solucao de
acido gliconico com concentragdo de 102 g/L, partindo de uma concentragdo inicial de
glicose de 100 g/L. Esse resultado ainda esta distante daqueles obtidos em processos
industriais que empregam concentragdo inicial de glicose de 220 g/L (Pal et al., 2016),
e mais distante ainda daqueles que empregam enzimas engenheiradas, 324 g/L (Mu
et al., 2019). Entretanto, acredita-se que com os ajustes nas concentracdes de catalase
e glicose oxidase, juntamente com os ajustes de aerag¢dao e concentracao inicial de
glicose, sera possivel atingir niveis competitivos de producdo de acido glicbnico quando
comparados aos processos industriais utilizados atualmente.

Consideragoes Finais

O processo industrial de produgdo de acido gliconico que atualmente ocorre por rota
microbiana pode, em um futuro préximo, ser realizado por rota enzimatica. Apesar de
promissor, o processo enzimatico ainda necessita de vdrios aprimoramentos para que
seja bem estabelecido industrialmente. Alguns dos desafios desse novo processo envolve
ndo somente o aprimoramento de enzimas, mas também de condi¢des operacionais e
da utilizacao de glicose proveniente de fontes alternativas ao amido e sacarose.

Neste estudo, buscou-se inicialmente aprimorar as condi¢gdes operacionais de sintese
de acido gliconico utilizando glicose PA (para andlise), mas futuramente, pretende-se
substituir a glicose pura por glicose obtida a partir de residuos agroindustriais.
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