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APRESENTACAO

O e-book: “Engenharia quimica: qualidade, produtividade e inovagéo
tecnologica” é composto por cinco capitulos de livros que procuraram investigar:
i) a utilizacdo de sistemas eletrénicos de informagéo para a prestacéo de servico
de saneamento em Pernambuco; ii) a selecéo de bactérias produtoras de amilase
provenientes de diferentes vegetais e do solo; jii) aimobilizacao da enzima peroxidase
em granulos de alginato-pectina, alginato-pectina-amido para a produgéo de
biopolimeros; iv) a determinagéo da concentragéo do corante amarelo de tartrazina
em diferentes marcas de suco em p6 por espectrofotometria UV/Vis e; v) a extragéo
por solvente de &cido citrico em uma coluna mecanicamente agitada.

O primeiro capitulo apresenta um estudo de uso de um Sistema
Eletrénico de Informacdes (SEI) com o intuito de organizar e padronizar a gestéo
de documentos da Agéncia de Regulagéo dos Servigos Publicos Delegados do
Estado de Pernambuco (Arpe), os autores destacaram-se que o uso do SEI é
capaz de promover um melhor monitoramento das informacdes e aprimorar a
compreensao das diferentes areas de regulacdo da Arpe.

O capitulo 2 apresenta um estudo que investigou o isolamento, a
caracterizacdo e a selegcdo de bactérias produtoras da enzima amilase,
provenientes de amostras oriundas de vegetais e do solo. Os resultados
apontaram que o maior indice de atividade enzimatica é proveniente da bactéria
do género Bacillus subtilis isolada a partir da raiz do milho (Zea mays).

O terceiro capitulo investiga a atividade biocatalitica da enzima peroxidase
de raiz forte (HRP) para fins industriais, a partir da imobilizagdo em biopolimeros
hibridos contendo alginato, pectina e/ou amido. Os resultados apontaram que
os granulos de alginato-pectina-amido apresentam capacidade superior de
imobilizacdo de HRP em relacdo aos granulos de alginato-pectina e inferior ao
granulo constituido somente de alginato (controle).

O quarto capitulo investiga a deteccdo do corante amarelo tartrazina
em diferentes marcas de sucos em po6 por espectrofotometria UV/Vis, a fim de
verificar se os mesmos atendem as recomendagées estabelecidas pela ANVISA.
Os resultados apontaram que todas as marcas analisadas, se encontravam
dentro dos limites estabelecidos pela ANVISA.

Por fim, o quinto capitulo avalia a extracao continua de acido citrico em uma
coluna mecanicamente agitada, com 20 estagios. Assim, foram obtidos os perfis
de concentragédo para ambas fases ao longo da coluna e o hold up e a velocidade
de deslizamento foram calculados para a operacdo em regime estacionario.

Nesta perspectiva, a Atena Editora vem trabalhando de forma a estimular
e incentivar cada vez mais pesquisadores do Brasil e de outros paises, a
publicarem seus trabalhos com garantia de qualidade e exceléncia em forma de
livros, capitulos de livros e artigos cientificos.

Prof. Dr. Cleiseano Emanuel da Silva Paniagua
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CAPITULO 1

POTENCIALIZANDO A REGULACAO COM
SISTEMAS INTEGRADOS: ANALISE DO
CONVENIO ARPE-COMPESA E USO DO SE|

Cicero Henrique Macédo Soares

RESUMO: O trabalho aborda o uso
de sistemas como fator preponderante
para a potencializacdo da acdo de
regulacdo da Agéncia de Regulagcdo dos
Servicos Publicos Delegados do Estado
de Pernambuco (Arpe). Destacam-se a
ressignificacao do uso do Sistema Eletronico
de Informacdes (SEI) pela agéncia para
organiza¢do, padronizacdo e gestdo de
documentos, bem como o Convénio de
Cooperagéo entre a Arpe e a prestadora de
servicos de agua e esgotamento sanitario
do Estado de Pernambuco, a Compesa, no
qual ocorre o compartiihamento do uso do
Sistema Integrado de gestdo de Servicos
de Saneamento para Companhias de
Abastecimento de Agua e Saneamento —
GSAN, Business Intelligence — Bl e Sistema
de Informagdes Geograficas — GISCOMP. O
estudo ressalta que o uso desses sistemas
promove o monitoramento de informagdes
e proporciona uma compreensao mais
apurada na area de regulagéao.

PALAVRAS-CHAVE: Convénio de
Cooperagédo. Sistemas. Monitoramento.
Saneamento.

Data de aceite: 21/03/2024

INTRODUGCAO/OBJETIVOS

O uso de sistemas integrados entre
agéncias de regulagcdo e prestadoras
de servicos de saneamento basico é
essencial para o monitoramento eficiente
das informagdes do setor, garantindo a
padronizacéo e centralizacdo dos dados, o
cumprimento de metas e a transparéncia
na divulgacdo das informacdes. Nesse
sentido, existem sistemas que podem
promover estas melhorias. Como cita Da
Silva e Barbosa (2020), a adesédo ao SEI
por organizagfes publicas traz beneficios
significativos. Afora as vantagens de cunho
tecnolégico e econbémico, haja visto ser
um software gratuito, com acesso remoto
e 100% web, muitas vantagens do ponto
de vista funcional podem ser elencadas:
controle de acesso, elaboracdo de
documentos dentro do sistema, assinatura
eletrénica, criaggo de  documentos
modelo, acompanhamento especial do
andamento de processos e controle de
prazos. Desta maneira, as funcionalidades

do SEI permitem notadamente maior
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eficiéncia, agilidade e seguranca na gestdo de processos. No setor de saneamento,

Souza (2020) destaca que o GSAN é uma alternativa de gerenciamento das informagdes.

Ja a disponibilizagdo dos dados de projeto no GISCOMP tem o objetivo de centralizar

informacgdes, facilitando a visualizagdo por todos os setores da companhia (SANTOS,

2022). O Business Intelligence desempenha um papel fundamental na tomada de decisbGes

estratégicas das organizacdes. Ele permite a analise de dados e informagdes de forma

integrada, proporcionando insights valiosos para melhorar o desempenho e a eficiéncia dos

negocios. Na Figura 1 estéo os varios sistemas da Compesa:
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Figura 1 - Acesso VPN-PORTAL Rede Compesa.

A seguir sera descrito de forma breve sobre cada sistema:

a. Sistema Integrado de gestéo de Servicos de Saneamento para Companhias de
Abastecimento de Agua e Saneamento — GSAN - é um tipo de sistema integrado

Engenharia quimica: qualidade, produtividade e inovacéao tecnolégica
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de gestao de servigos e no ambito da Compesa esta relacionado a area comercial.
Silva (2017) destaca que o GSAN & um banco de dados alfanumérico composto para
armazenamento de informacdes, que é alimentado pelas diferentes geréncias da
prestadora e contém detalhes sobre conexdes de agua, incluindo informacdes sobre
iméveis e os clientes associados a essas conexdes. Além disso, ele € atualizado
diariamente pelas unidades de atendimento ao publico, bem como pelas unidades
de trabalho interno.

b. Sistema de Informacgdes Geograficas — GISCOMP - é uma plataforma de
servicos web que desempenha um papel fundamental na gestdo corporativa. Ela
é utilizada para aprimorar as operacdes comerciais, logisticas e de manutencgéo,
permitindo-nos trabalhar com dados apresentados de forma visual em mapas, que
€ alimentado pelas diferentes geréncias da prestadora e contém detalhes sobre
conexdes de agua, incluindo informacdes sobre imoveis e os clientes associados a
essas conexdes (COMPESA 2023).

c¢. Business Intelligence — Bl - € uma ferramenta mais a nivel gerencial que auxilia no
processo de coleta, anélise, organizacao e monitoramento de informagdes.

Diante disso, o objetivo principal deste trabalho € analisar a ampliacéo da regulacéo
através do uso do SEI na gestao dos processos da Coordenadoria de Saneamento da
Arpe e do compartilhamento de sistemas, permitindo o monitoramento de informacdes e
proporcionando uma compreensao mais precisa e abrangente na area de regulagéo do

saneamento.

METODOLOGIA

Foi realizado levantamento quantitativo dos processos em tramitacdo na
Coordenadoria de Saneamento nos ultimos 5 (cinco) anos de modo a avaliar se houve
algum impacto no andamento processual ap6s a utilizagcao dos sistemas.

Considerando a necessidade de otimizar os processos internos, promover a
transparéncia, agilizar a comunicagao entre os setores correlatos e facilitar o acesso
as informacdes, o uso do SEI foi ressignificado dentro da atuagdo da Coordenadoria de
Saneamento da Arpe no ano de 2022. Além disso, a Coordenadoria de Saneamento da Arpe
(SARS), em parceria com a Compesa, celebrou o Convénio de Cooperacao n° 001/2022,
Processo SEI n° 0060500483.000194/2021-91, para ter acesso aos sistemas GSAN, Bl e
GISCOMP. Tendo em vista os objetivos do trabalho, o seu fluxo esta disposto na Figura 2:
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REESTRUTURAGAO DO USO DO SElI

Ml ONVENIO DE COOPERACAO

mm |REINAMENTOS

Figura 2 - Fluxo de aplicacado dos sistemas pela Coordenadoria de Saneamento da Arpe.

Embora o Estado de Pernambuco tenha disposto no ano de 2017 sobre a utilizagéo de
meio eletrénico para a realizacao de processo administrativo no &mbito de sua administragcéo
publica, por meio do Decreto n° 45.157, de 23 de outubro de 2017, o diagndstico realizado
na Coordenadoria de Saneamento apontou um uso deficiente das funcionalidades do SEI,
adotado como sistema oficial. A reestruturacéo do uso do SEI baseou-se em otimizar o
uso dos recursos disponiveis no sistema visando organizar a distribuicdo e localizagédo
dos processos, como também agilizar os tramites processuais para melhorar a gestao
dos prazos. Assim, passaram a ser fortemente utilizadas foram as funcionalidades de
padronizacdo documental (sendo criados modelos de oficios, comunicacdes internas,
relatorios de fiscalizagéo, notas técnicas, entre outros) e de organizacao em unidades (por
exemplo, alicer¢cando a aplicacdo da Metodologia ACERTAR pela Arpe).

Complementarmente, diante da necessidade de monitoramento de informagdes,
por parte da Agéncia, pertinentes ao setor de saneamento, principalmente para o
acompanhamento das metas de universalizagdo, reducao de perdas, nao intermiténcia
do abastecimento e melhorias dos processos de tratamento, foi celebrado o Convénio
de Cooperacao Arpe-Compesa, pactuando-se o acesso a alguns sistemas da prestadora
(GSAN, Bl e GISCOMP) e obedecendo-se aos termos do convénio, como acesso,

treinamento e uso.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos com a implementacao do Sistema Eletrénico de Informagdes

(SEl) e o compartiihamento de bases de dados e acesso aos sistemas, como o GSAN, BI

e GISCOMP, trouxeram melhorias significativas para as atividades de regulacéo da Arpe,
a saber:

i) Sistema Eletronico de Informacodes (SEI) - definicdo do uso de trés unidades:

ARPE-ACERTAR (unidade para tramitacdo dos processos relacionados a
Metodologia ACERTAR, de acordo com as diretrizes estabelecidas pela unidade),
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ARPE — SARS (unidade para tramitacdo de processos de cunho administrativo e
de pessoal da coordenadoria, e demandas externas) e ARPE - SARS Processos
(unidade paratramitagéo dos processos administrativos relacionados as fiscalizagcdes
técnico-operacionais). Em ambas as unidades foram definidos marcadores de
acordo com as etapas de tramitagcdo do processo, acompanhamento especial para
facilitar a busca e arquivamento, bem como a criagcao de processos modelos onde
os documentos padronizados séo criados e atualizados periodicamente.
A reorganizacdo do uso do SEI trouxe beneficios significativos para a celeridade
na analise e conclusao dos processos administrativos, conforme destacado na Figura 3,
correspondendo a uma redugé@o em 72% (setenta e dois por cento) do nimero de processos
sem decisdo administrativa se comparado o ano de 2022 (inicio do uso do SEI) com o ano
de 2023 (SEI em pleno uso). O grafico da Figura 3 mostra também o numero decisGes
administrativas lavradas em processos administrativos no periodo analisado, evidenciando
um aumento de 378% (trezentos e setenta e oito por cento) se comparados o nimero médio
de decisbes dos anos anteriores ao uso do SEI (2019 a 2021) com o numero de decisbes
no ano de 2023. Importante destacar que os dados de 2023 foram obtidos até o0 momento
da concluséo da escrita deste trabalho e que o prognéstico € de melhoria. Considerando
que nao houve alteragcdo no numero de analistas de regulacdo que compdem a equipe da
Coordenadoria de Saneamento, estes resultados refletem o aumento na capacidade de
analise dos processos em decorréncia do alinhamento da utilizagdo do SEI com uma nova
politica de gestdo da Coordenadoria.

200
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10
B
&
é‘ I 0]
2
0 I-- _I. I-I I [ |

2019 2020 2021 2022 2023

[=IEN = IS = E = ]

m PROCESS0S EM TRAMITA{:ED m PROCESSOS EM TRAMITM;ED
(inicio do anao) (final do ano)
m PROCESSOS NOWOS m DECISOES ADMINISTRATIVAS

m TERMOS DE ENCERRAMENTO

Figura 3 — Grafico sobre os Processos Administrativos.
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Importante ressaltar que 0 aumento da capacidade de anélise dos processos agrega
maior seguranga administrativa em seus processos, uma vez que as resolugdes da agéncia
podem ser seguidas mais de perto no tocante aos prazos, e maior eficiéncia, uma vez

que a resolutividade das ndo conformidades constatadas podem ser acompanhadas em
momento préximo ao da ocorréncia.

ii) Convénio de Cooperacdo n° 001/2022 - disponivel no Processo SEI n°
0060500483.000194/2021-91, consta das seguintes etapas: disponibilizacédo de
acesso dos sistemas GSAN, Bl e GISCOMP para os servidores da Coordenadoria
de Saneamento da Arpe; treinamento dos sistemas, na sede da Compesa, e
planejamento para monitoramento das metas da prestadora de servigos. A primeira
etapa foi a efetivagéo dos acessos dos sistemas aos servidores da Coordenadoria
de Saneamento e Residuos Sélidos da Arpe:

a. Conforme destaca a Figura 4, para os acessos disponibilizados, os seguintes

aspectos podem ser explorados: Atendimento ao Publico, Cadastro, Micromedicéo,
Cobranca e Arrecadacéo.

) compesa sEm oS Cidades

Ministério das Cidades

¥ Menu GSAN
B Gsan
B Atendimento a0 Publico
12 Cadastro

120 Micromedicao
{2 Cobranca

1.7 Arrecadacao

14/08/2023
Usudrio:
37500430434
Grupo:
ESPECIAL
CONSULTA

N° Acesso:
15

Data Ult. Acesso:
13/09/2023 09:38:23

Sair

Unidade do usudrio: 5103 - ARPE
Telefones para suporte ao GSAN:

Parcelamento / Develucio: )
Geréncia de Relacionamento a0 Cliente - GRA ' aturamento:

Geréncia de Faturamento - GFT

Cgs:ilgsif;_z-assa (81) 3412-4337

Geréncia de Cadastro e Geoinformagso - GCG ~ Cobranca/Arrecadacio: 5

(81) 3412-9657 Geréncia de Cobranca e Arrecadagio - GCA
Tarifa Social (81) 3412-9634

(81) 3412-9793 Seguranca / Acesso:

GIS Maristela

(81) 3412-9858 (81) 3412-9636

Banco: 16/08/2023

Versdo: 18.08.3 (Online) 30/08/2023 - 17:51:43

Figura 4 — Tela de acesso do GSAN.

b. O acesso ao GISCOMP ¢ através do endereco https://servicos.compesa.com.
br/giscomp/ e a Figura 5 mostra os seguintes tdpicos podem ser pesquisados:
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APLICACOES GISCOMP

By i es W

Calendario de Abastecimente  Cadastro Comercial e Técnico Agua da Compesa Operacac

Manutengdo de Redes de Agua Investimentos Gis Atende Giscobranca

Gis Hidrometria . Redmine Solicitagdo de Acesso
Manutengdo de Redes de
got
(‘J! 3 & (7

——

GIS Ambiental Gis Morros Monitoramento de Cadastro em Gis Saneamento Rural

Campo

®

Figura 5 — Tela de acesso do GISCOMP.

c. No contexto da Compesa existe um grande foco na apresentacédo de diversos
indicadores, conforme destaca a Figura 6. O acesso ao Bl é através do enderego
https://vpn.compesa.com.br/remote/login?lang=en.

@

PLANO DE METAS
® o 6@ © O
@;J K3 é "I @R
COMERCIAL OPERACIONAL DESPESAS GESTAQ DO TRABALHO MONITOR

LINKS ANTIGOS

Figura 6 — Tela de acesso do Bl Compesa.
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Os treinamentos aconteceram nos dias 23 de marco de 2023 (GSAN), 11 de maio de
2023 (GISCOMP) e 17 de maio de 2023 (Bl). Nas Figuras 7, 8 e 9 estdo o registro desses
momentos:

Figura 8 — Treinamento para o uso do

Figura 7 — Treinamento para o uso do GSAN.
GISCOMP.

Figura 9 — Treinamento para o uso do Bl.

ApOs as etapas de liberagéo de acessos e treinamentos, seguiu-se com a familiaridade
dos sistemas para o seu uso nas diversas demandas. Com o acesso aos sistemas, algumas
informacdes foram obtidas, contribuindo para a resolugédo das demandas em tempo menor,
pois 0s prazos que seriam necessarios para solicitacdo das informacgdes e recebimento
delas, foram encurtados a uma simples pesquisa. Com isso, gera-se mais celeridade e
eficiéncia nas resolutividades das diversas demandas surgidas. A Tabela 1 ilustra isso:

R Sang&o do tipo multa—Abreu  NUmero de economias atendidas
0030200027.000673/2021-72 e Lima com Agua

Numero de economias de esgoto

Esclarecimento sobre a Numero de economias cadastradas
0030200001.004871/2023-65  cobranca de tarifa de esgoto na tarifa social
em Parnamirim Numero de economias atendidas
com agua

Falta de 4gua por mais de 30 Numero de reclamacgdes sobre

0030200008.002058/2023-91 dias em Exu extravasamento de esgoto

Tabela 1 — Processos administrativos que usaram os acessos aos sistemas Compesa.
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Normalmente as solicitagbes de informagbes, no ambito da Coordenadoria de
Saneamento da Arpe, séo regidas pelas Resolugdes Arpe n° 083 (2013) e n° 012 (2009).
Com a disponibilidade dos acessos aos sistemas da prestadora, os prazos previstos para
0 envio das respostas as solicitagdes sdo encurtadas a uma simples pesquisa. Com isso,
gera-se mais celeridade e eficiéncia nas resolutividades das diversas demandas surgidas.

O dialogo com a prestadora de servigos de agua e esgotamento sanitario, Compesa,
foi estreitado por meio do Convénio de Cooperacgéao, resultando em uma colaboragéo mais
efetiva no compartilhamento de sistemas e na troca de informagbes relevantes para a
regulacao do setor. Além disso, 0 acesso aos sistemas pode contribuir para o monitoramento
das demandas da Metodologia ACERTAR.

CONCLUSAO

A auséncia de sistema proprio de tecnologia da informagao muitas vezes € apontada
como fator limitador da atuacéo da agéncia de regulagéo. E sabido, porém, que avangar no
desenvolvimento e aquisicao de solugdes tecnolbgicas € um processo custoso. A utilizacao
dos sistemas apresentados no presente trabalho mitigou muitas dificuldades enfrentadas
rotineiramente e mostrou que é possivel atuar visando melhores resultados, fazendo-se
bom uso dos recursos ja disponiveis, enquanto se aguarda sistemas customizados.

Portanto, o presente trabalho demonstrou a importancia da ressignificagdo do uso do
SEl na Coordenadoria de Saneamento da Arpe, que através da padronizagao documental e
organizagao das unidades alcangou grandes melhorias de gestéo. Destacou-se o aumento
expressivo da analise e conclusdo de processos administrativos, que possibilitaram um
acompanhamento mais efetivo da resolugéo das ndo conformidades constatadas. Ao mesmo
tempo, o uso integrado de sistemas da prestadora de servigos, por meio do Convénio
de Cooperacao entre a Arpe e a Compesa, potencializou as atividades de regulacdo da
agéncia na area de saneamento. Embora o uso efetivo desses sistemas seja recente, é
possivel vislumbrar a obtencdo de dados estatisticos para as demandas consultadas nos
anos posteriores, e a aplicagdo deles no acompanhamento da Metodologia ACERTAR.

As melhorias apresentadas representam um importante passo rumo ao
aprimoramento continuo da regulacéo do servico de abastecimento de 4gua e saneamento
em Pernambuco. As perspectivas diante do Convénio de Cooperacdo n° 001/2022 é
ampliar o acesso a outros sistemas, fortalecendo a parceria entre o regulador e o regulado
e promovendo o ambiente regulatorio.
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CAPITULO 2
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RESUMO: As amilases sao enzimas que
hidrolisam moléculas de amido liberando
diversos produtos incluindo dextrinas e
progressivamente  pequenos  polimeros
compostos por unidades de glicose.
A apresentam grande importancia na
biotecnologia com um amplo campo de
aplicagcdes, como por exemplo na industria
de alimentos, em cervejarias e bebidas
fermentadas, na industria de papel e
celulose, industria quimica e farmacéutica,
na produgcdo de vitaminas e antibiéticos.
Este trabalho teve como objetivo,
isolar, caracterizar e selecionar bactéria
produtoras de amilase, provenientes de

Data de aceite: 21/03/2024

amostras oriundas de mandioca, milho,
pao embolorado, cereais, racéo de peixe,
farinha de tapioca, graos de feijao, arroz e
do solo. Foram isoladas um total de doze
bactérias produtoras de amilase, sendo que
destas, a bactéria isolada da raiz de milho,
posteriormente chamada de Bacillus sp.
MR1 apresentou o maior indice de atividade
enzimatico (4,06 cm) demostrando potencial
para produzir a enzima a-amilase.
PALAVRAS-CHAVE: Fermentacéo,
Atividade enzimatica, Enzimas.

ISOLATION, IDENTIFICATION
AND SELECTION OF a-AMYLASE
PRODUCING BACTERIA

ABSTRACT: Amylases are enzymes that
hydrolyze starch molecules, releasing
various products including dextrins and
progressively small polymers composed
of glucose units. It is of great importance
in biotechnology with a wide field of
applications, such as in the food industry, in
breweries and fermented drinks, in the paper
and cellulose industry, in the chemical and
pharmaceutical industry, in the production
of vitamins and antibiotics. This work aimed
to isolate, characterize and select amylase-
producing bacteria from samples from
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cassava, corn, moldy bread, cereals, fish feed, tapioca flour, bean grains, rice and soil. A total
of twelve amylase-producing bacteria were isolated, these being a bacterium isolated from the
corn root, later called Bacillus sp. MR1 presented the highest enzymatic activity index (4.06
cm) demonstrating the potential to produce the a-amylase enzyme.

KEYWORDS: Fermentation, Enzymatic activity, Enzymes.

11 INTRODUGAO

As amilases representam um dos mais importantes grupos de enzimas dentro do
campo da biotecnologia. A a-amilase é uma enzima que cliva as ligagdes a-1,4 do amido
liberando unidades de glicose e dextrinas. Estas enzimas tém numerosas aplica¢des
industriais e biotecnoldgicas, incluindo a sua utilizagdo na sacarificagdo do amido para
produgéo de etanol (RODRIGUEZ et al., 2006).

Segundo Barato et al. (2011), a ampla diversidade quanto as caracteristicas das
enzimas potencializa sua aplicagdo em diferentes processos na industria, assim, frente a
demanda por novas hidrolases com prospeccao de aplicabilidade no setor industrial, ha um
estimulo natural pela exploracao da biodiversidade microbiana, com o isolamento e selecéo
de novas cepas produtoras de enzimas.

Microrganismos isolados da prdpria matéria prima, que sera empregada como
substrato, na fermentagéo, representam uma alternativa promissora, uma vez que estes
microrganismos estdo mais adaptados a composicdo quimica da fonte nutricional e,
portanto, mais habeis para metabolizarem o substrato.

Diante da necessidade do setor agroindustrial em obter enzimas com novas
caracteristicas, assim como, substratos alternativos para cultivo, especialmente de menor
custo, o presente trabalho objetivou o isolamento e sele¢cdo de bactérias oriundas de

diferentes fontes e com capacidade para produzirem enzimas amiloliticas.

21 MATERIAL E METODOS

2.1 Meios de cultura

Para o isolamento das culturas bacterianas foram utilizados os meios M1 e M2, cujas
composicdes sao apresentadas na tabela 01.

Concentracao (g/L)
Componentes
M1 M2
Amido 0,5 5,0
Extrato de carne 3,0 3,0
Peptona 5,0 5,0
Agar bacteriol6gico - 20,0

Tabela 01. Composi¢ao dos meios de cultura utilizados para o isolamento de microrganismos
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2.2 Meio de cultura para a manutencgéo das cepas

As bactérias foram conservadas em tubos de eppendorf, contendo 1 mL meio de
crescimento e 1 mL de glicerol a 20%. Apos este processo, as culturas foram mantidas sob
congelamento a -10°C, para diminuir o metabolismo celular, até futura necessidade de uso.

2.3 Meio de cultura para o crescimento dos microrganismos

O meio empregado no crescimento das culturas bacterianas esta descrito na tabela

02.

Componente COnC(ZI;El)'agéo

Amido 50

Extrato de levedura 3,0

Peptona 5,0

MgSO,.7H,0 06

(NH4)2S04 6.0

KH,PO, 50

Tabela 02. Composig¢éo do meio de cultura utilizado para o crescimento dos microrganismos produtores
de alfa amilase

2.4 Coleta de amostras

Foram coletadas amostras de mandioca, milho, pao embolorado, cereais, ragcéo de
peixe, farinha de tapioca e gréos de feijao e arroz. Todas as amostras foram acondicionadas
em sacos plasticos.

2.5 Isolamento dos microrganismos

Cerca de 5 g, de cada amostra, foram incubadas em frascos de erlenmeyers de 125
mL de capacidade, contendo 20 mL do meio M1 (Tabela 1), em agitador rotativo a 150 rpm,
a 35°C, durante 72 horas.

Para o isolamento foi utilizada a técnica de plaqueamento em superficie usando o
meio M2 (Tabela 2). Assim, foram tomadas aliquotas de 1 mL, de cada meio, realizando-
se diluicbes decimais seriadas de 10" a 10 em solugéo fisiolégica, sendo 0,1 mL de cada
diluicdo distribuida, com auxilio de al¢a de Drigalsky, na superficie do meio em placas de
Petri. As culturas foram sucessivamente plagueadas, tantas vezes quantas necessarias,
até a obtencao de culturas puras, o que foi comprovado por observacées morfoldgicas
macroscopicas das colénias formadas e pela andlise da morfologia microscépica pela
observagéo de preparacdes coradas pelo método de Gram (MADIGAN; MARTINKO;
PARKER, 20083).
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2.6 Selecao preliminar de microrganismos produtores de a-amilase

A selecdo de bactérias produtoras de a-amilase foi realizada segundo Mariano e
Silveira (2005), com algumas modificagdes. As bactérias foram inoculadas em placas de
Petri com meio M2. As placas foram incubadas a 30°C por 72h e, em seguida, realizadas
as leituras.

Para tanto, foram adicionados 5 ml de solugdo de iodo-KI 0,01N (solucéo lugol) e
mantido por 20 min, em seguida, a solugéo foi descartada e observado a presenca de um
halo claro em torno da colbnia, indicando secre¢cao de amilase. Os experimentos foram
realizados em triplicata e para aquelas linhagens que apresentaram halo visivel, a atividade
amilolitica das linhagens foi estimada mediante um indice enzimatico (IE), que expressa a

relagédo do diametro médio do halo de hidrélise e o diametro médio da coldnia.

2.7 Avaliacao das caracteristicas morfologicas de bactérias

A avaliacdo das caracteristicas morfologicas € o primeiro passo para a identificacdo
de um novo grupo taxonémico de microrganismos. Essas caracteristicas podem identificar
diferencgas fisioldgicas importantes em microrganismos, os quais podem ser detectados,
posteriormente, mediante estudos mais refinados (PELCZAR et al., 1981).

Caracteristicas culturais relevantes que podem ser avaliadas sdo o tempo de
formacao de coldnias isoladas e alteragéo do pH do meio de cultura com azul de bromotimol
como identificador de diferencas fisiolégicas entre géneros (KRIEG; HOLT, 1984). Além
destas, outras caracteristicas utilizadas sao producdo de exopolissacarideos, tamanho,
cor, borda, forma e aspecto da col6énia (ODEE et al., 1997).

31 RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 Isolamento e selecédo de microrganismos produtores de a-amilase

Foram coletadas amostras de raspas de casca de tubérculo, raizes e, também, do
solo da plantacdo de milho e mandioca, amostras de p&o embolorado, cereais, racédo de
peixe, farinha de tapioca, gréos de feijao e arroz. Estas amostras foram diluidas em agua
e inoculadas. A partir destas amostras foram isoladas, aproximadamente, 40 linhagens
bacterianas, cujo processo de selecdo, encontra-se esquematizado na tabela 03.

Etapa da selecao Linhagens
Linhagens 40
Pré selecéo — Linhagens formadoras de halo de hidrélise 12
Linhagem selecionada 1

Tabela 03. Processo de selecéo da linhagem bacteriana
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As linhagens isoladas foram testadas, inicialmente, quanto a sua capacidade de
utilizacdo do amido como fonte de energia através do teste da solugéo de iodo-KI, ou seja,
por indice de atividade enzimatico (IE), sendo a medida realizada no periodo de 72 horas. A
partir deste experimento (sele¢éo de microrganismos produtores de amilase) foram obtidos
12 isolados (denominados de cepa 1 a 12), conforme tabela 04.

Isolados IE em 72 horas Origem
Cepa 1 2,51 Tubérculo mandioca
Cepa 2 3,60 Raiz mandioca
Cepa 3 1,42 Solo (plantagéo mandioca)
Cepa 4 2,43 Grao milho
Cepa 5 4,06 Raiz milho
Cepa 6 1,08 Solo (plantagéo milho)
Cepa7 2,06 Cereais
Cepa 8 1,76 Pao
Cepa 9 2,10 Racéo de peixe
Cepa 10 1,89 Farinha de tapioca
Cepa 11 1,05 Graos de arroz
Cepa 12 0,54 Graos de feijao

Tabela 04. indice IE, calculado ap6s 72 horas de cultivo, em relagéo & produgéo de amilase

Observa-se, que 6 isolados (60%) apresentaram IE superior a 2,0, ap6s 72 horas
de incubacéo. Os valores encontrados foram superiores aos descritos por Oliveira et al.
(2007), que identificaram atividade enzimatica maior que 2,0 somente em 37% das cepas
isoladas, demonstrando os potenciais desses isolados na produgdo da enzima, assim
como a adequacgdo das fontes para o isolamento. Para avaliagdo do potencial enzimatico,
alguns autores recomendam o indice enziméatico (IE) maior ou igual a 2,0. Dessa forma, os
isolados que exibiram os maiores |IE nos meios de crescimento, sdo 0s que possuem maior
atividade enzimatica extracelular (OLIVEIRA et al. 2006).

Dentre as cepas de maior IE, a cepa 5 foi a que apresentou melhor resultado
(4,06 cm), sendo esta escolhida para continuidade da pesquisa. Os demais isolados, que
apresentaram um |E superior a 2,0, foram congelados e armazenados para trabalhos
futuros.

3.2 Identificacao parcial dos microrganismos

Foi realizado o estudo morfolégico das colbénias analisando as caracteristicas
apresentadas pelos microrganismos ao crescerem em meios de cultura, as quais
demonstrem expressdes fenotipicas do seu material genético, tornando-se uteis a sua

identificacdo. Embora muitas vezes elas sejam consideradas de importancia secundaria e
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utilizadas apenas na identificacdo preliminar, em muitos casos, sdo essenciais e, as vezes,
representam a Unica caracteristica que permite a distingéo e a identificacdo das espécies
(ANDRADE, 2008).

Na tabela 05, estdo apresentadas as caracteristicas morfoldgicas observadas para

os isolados.

Bactéria Cor Elevacao Borda tra?uzft’f:i/ da U:;i:aa/ A‘I\:ailcl?r)\/o
Cepa 1 Amarela Elevada Irregular Opaca Umida Acido
Cepa 2 Amarela Achatada Irregular Opaca Umida Alcalino
Cepa 3 Branca Elevada Irregular Opaca Umida Alcalino
Cepa 4 Amarela Achatada Irregular Opaca Umida Alcalino
Cepa 5 Amarela Achatada Irregular Opaca Umida Alcalino
Cepa 6 Branca Elevada Irregular Opaca Umida Alcalino
Cepa?7 Branca Achatada Puntiforme Opaca Umida Alcalino
Cepa 8 Amarela Achatada Irregular Opaca Seca Alcalino
Cepa 9 Branca Elevada Circular Translcida Seca Alcalino

Cepa 10 Amarela Achatada Puntiforme Opaca Umida Alcalino
Cepa 11 Branca Achatada Irregular TranslUcida Seca Alcalino
Cepa 11 Branca Achatada Irregular Translcida Seca Alcalino

Cepa 12 Branca Elevada Puntiforme opaca Umida Alcalino

Tabela 05. Avaliagdo morfolégica dos isolados e avaliagdo quanto a producgédo de acido/base

Dos 12 microrganismos isolados, 50% apresentaram coloragcdo amarela e os outros
50% coloragéo branca. Foram observadas col6nias achatadas e elevadas, com bordas
puntiforme, circular e irregular. Em relagéo a umidade, 25% das colbnias sdo secas e 75%
sdo umidas, apresentando aspecto opaco e translicido. No que concerne ao pH, somente
a cepa 1 exibiu carater acido, sendo as demais carater basico.

ApOs a selecdo do microrganismo desejado (cepa 5), esta, também, foi identificada
por microscopia o6tica. A técnica de coloracao de Gram aliada a observagéo de laminas a
fresco foi utilizada para diferenciar os grupos de bactérias (FREITAS; PICOLI, 2007).

A andlise da cultura microbiana selecionada, através de preparagbes coradas pelo
método de Gram, revelou a presenca de formas de bastonetes retos, pequenos e finos,
de mesma morfologia e Gram-negativa. Baseando-se, nas caracteristicas morfologicas
microscopicas e macroscopicas apresentadas pelos microrganismos foram identificados
como Bacillus sp (Figura 01).
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Figura 01. Bactéria MR1 gram-negativa
Fonte: (Autor, 2022).

De acordo com Van Der Maarel, et al. (2002) as amilases sdo encontradas em
microbios, plantas e animais, mas industrialmente importantes enzimas comerciais séo
produzidas a partir de micrébios. Entre todas as fontes de amilase, as bactérias sé@o as
mais significativas por causa do espaco limitado e curto periodo de tempo necessario para
0 seu cultivo e sua viabilidade para a genética manipulacao (SELVAMOHAN; SHERIN,
2010).

Varios microrganismos diferentes sdo relatados para produzir amilases
extracelulares. Comercialmente, a a-amilase € produzida, principalmente, a partir do género
Bacillus. Entre muitas espécies, Bacillus subtilis, B. stearothermophilus, B. licheniformis e
B. amyloliquefaciens sao relatados extensivamente como produtores industriais de amilase
(SOUZA; MAGALHAES, 2010).

41 CONCLUSAO

Das quarenta colénias isoladas, doze apresentaram indice de atividade enzimatico,
sendo que a bactéria isolada da raiz de milho (Bacillus sp. MR1) produziu maior o indice
enzimatico com valor de 4,06 cm, demostrando, assim, maior potencial para produzir a
enzima a-amilase. Além disso, a bactéria isolada Bacillus sp. MR1, através de preparagbes
coradas pelo método de Gram, revelou a presenca de formas de bastonetes retos, pequenos

e finos, de mesma morfologia e gram-negativa.
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RESUMO: A peroxidase de raiz forte (HRP) é uma enzima com excelente atividade
biocatalitica e potencial de aplicagéo industrial. Visando aplicagcbes em grande escala, a
imobilizagdo enzimatica surge como uma alternativa para recuperagéo e reutilizagcdo de
enzimas, viabilizando a empregabilidade e diminuindo custos. Neste sentido, o emprego
de biopolimeros tem se demonstrado interessante, pois sdo atdxicos, biodegradaveis,
renovaveis e com elevada disponibilidade. No entanto, ainda se carece de estudos visando a
imobilizagcdo de HRP em biopolimeros hibridos contendo alginato, pectina e/ou amido. Desta
forma, o presente estudo teve por objetivo imobilizar a HRP, por meio de aprisionamento e
ligacdo covalente, em granulos de alginato-pectina e alginato-pectina-amido, além de um
controle (alginato). Para isto, diferentes composi¢cdes de géis foram preparadas e extrudadas
em solucgéo de cloreto de calcio por meio de uma seringa e agulha (& = 1 mm). Os granulos
foram reticulados por meio da insercao em solucdo de glutaraldeido 0,02%. Os parametros
rendimento, eficiéncia e recuperacéo da atividade foram avaliados no tempo 0 h (inicial) e
apos sete dias de armazenamento. A imobilizagédo de HRP nos granulos de alginato-pectina-
amido demonstrou-se superior em relagao aos granulos de alginato-pectina quando avaliado
0 conjunto de parametros, resultando em uma recuperacgéo de atividade de 11,21% no tempo
0 h e 10,51% ap6s sete dias de armazenamento. No entanto, é importante destacar que a
formulagcéo controle (alginato), dentre todas, apresentou a melhor recuperacao da atividade
apo6s o periodo de armazenamento. Assim, de modo geral, pode-se concluir que a adicéo
de pectina e/ou amido na composicdo de géis hibridos de alginato apresenta potencial, no
entanto, estudos mais aprofundados e otimiza¢des se fazem necessarias.
PALAVRAS-CHAVE: Horseradish peroxidase. Armoracia rusticana. Biopolimero. Suporte
hibrido.

IMMOBILIZATION OF HORSERADISH PEROXIDASE BY ENTRAPMENT
AND COVALENT BONDING ON ALGINATE-PECTIN AND ALGINATE-PECTIN-
STARCH HYBRID SUPPORT

ABSTRACT: Horseradish peroxidase (HRP) is an enzyme with excellent biocatalytic activity
and potential industrial application. Aiming at large-scale applications, enzymatic immobilization
emerges as an alternative for recovery and reuse of enzymes, enabling employability and
reducing costs. In this sense, the use of biopolymers has been shown to be interesting, as
they are non-toxic, biodegradable, renewable and highly available. However, there is still a
lack of studies aimed at immobilizing HRP in hybrid biopolymers containing alginate, pectin
and/or starch. Thus, the present study aimed to immobilize HRP, through entrapment and
covalent binding, in beads of alginate-pectin and alginate-pectin-starch, in addition to a control
(alginate). For this, different gel compositions were prepared and extruded in calcium chloride
solution using a syringe and needle (& = 1 mm). The beads were cross-linked by inserting
them in a 0.02% glutaraldehyde solution. The yield, efficiency and activity recovery parameters
were evaluated at time 0 h (initial) and after seven days of storage. The immobilization of HRP
in alginate-pectin-starch beads was superior to alginate-pectin when evaluating the set of
parameters, resulting in an activity recovery of 11.21% at time 0 h and 10.51% after seven
days of storage. However, it is important to highlight that the control formulation (alginate),
among all, presented the best activity recovery after the storage time. Thus, in general, it can
be concluded that the addition of pectin and/or starch in the composition of hybrid alginate
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gels has potential, however, further studies and optimizations are necessary.
KEYWORDS: Horseradish peroxidase. Armoracia rusticana. Biopolymer. Hybrid support.

11 INTRODUGAO

A peroxidase de raiz forte (Horseradish peroxidase - HRP) &€ uma enzima
pertencente a familia das peroxidases, obtida a partir das raizes da espécie Armoracia
rusticana. A HRP possui eficiente atividade biocatalitica, sendo um biocatalisador ecolégico
amplamente estudado devido ao constante aumento de seu uso em industrias, uma vez que
a disponibilidade enzimética é de baixo custo e a extragéo e purificagcdo séo relativamente
faceis (LENG et al., 2020). No entanto, para aplicagdes em grande escala, alguns entraves
s@o observados no emprego da enzima em sua forma livre, como impossibilidade de
recuperacao e reutilizacdo, uma vez que a HRP & sollivel em agua, aléem de observar-
se uma baixa estabilidade ao longo do tempo (LI et al., 2019). Buscando solucionar
estes problemas, a imobilizagdo enzimatica tem-se demonstrado como uma alternativa
promissora.

A imobilizacao enzimatica corresponde ao processo de conversdo de uma enzima
de sua forma soluvel para uma forma insoluvel, comumente realizada por meio da
ligacdo enzimatica a um material s6lido e que permite, em muitos casos, a obtengédo de
um biocatalisador estavel com atividade catalitica superior a da enzima livre, capaz de
ser reutilizado por diversos ciclos subsequentes (PETRONIJEVIC et al., 2021). Diversas
técnicas de imobilizagdo sao conhecidas e utilizadas, como por exemplo, 0 aprisionamento
e aligagéo covalente. Quando imobilizada covalentemente, a enzima fica fortemente ligada
ao suporte, minimizando a lixiviagdo e o vazamento enzimatico, favorecendo para que ndo
ocorra a contaminagéo proteica do produto (ZAHIRINEJAD et al., 2021). No método de
aprisionamento, a enzima é aprisionada em uma rede polimérica, conferindo-lhe protecéo
devido a auséncia de contato direto com o meio externo, melhorando a estabilidade e
diminuindo o risco de desnaturacgéo e lixiviagcao (RIBEIRO et al., 2021).

Para a imobilizacéo, iniUmeros suportes podem ser empregados, como por exemplo,
os biopolimeros. Aimobilizagdo de enzimas em biopolimeros é bem estabelecida e tem sido
objeto de inUmeros estudos, pois 0os biomateriais s&o atrativos devido a sua atoxicidade,
biodegradabilidade, flexibilidade e disponibilidade. Dentre os materiais mais promissores
para a imobilizacdo de enzimas estdo aqueles a base de carboidratos, como alginato,
celulose, quitosana, quitina e agarose (IMAM; MARR P.; MARR A., 2021). O alginato é
um polissacarideo carregado negativamente, composto por dois residuos de isémeros
(acido B-D-manurénico e acido a-L-gulurdnico) ligados por ligacdes glicosidicas (1 — 4),
que na presencga de ions metalicos bivalentes se reticula, formando um gel de biopolimero
(CHENG et al., 2020). Para a imobilizagéo enzimatica, o alginato pode ser combinado com
outros materiais, formando-se os suportes hibridos (IMAM; MARR P.; MARR A., 2021),
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com maior resisténcia mecanica e menor lixiviagdo enzimatica durante a aplicagao (BILAL;
IQBAL, 2019).

Neste sentido, alguns biopolimeros que surgem como uma alternativa interessante
para combinacdo ao alginato sdo o amido e a pectina. O amido & um polissacarideo
natural, produzido pelas plantas como armazenamento de energia, sendo extensivamente
empregado em industrias alimenticias e n&o alimenticias devido a atoxicidade, baixo custo,
ampla acessibilidade, biocompatibilidade e biodegradabilidade (SHOKRI et al., 2022). As
pectinas sdo um grupo de polissacarideos complexos intimamente relacionados, sendo
constituintes estruturais das paredes celulares primarias e secundarias e lamelas médias em
tecidos vegetais. Devido as suas excelentes propriedades gelificantes e citocompatibilidade,
as pectinas tém sido estudas em aplicagbes biomédicas e farmacéuticas, bem como na
imobilizagdo enzimética, pois sdo biocompativeis, biodegradaveis, de baixo custo, atoxicas
e renovaveis (BILAL; IQBAL, 2019; NEMIWAL; ZHANG; KUMAR, 2021).

Apesar de o alginato, o amido e a pectina demonstrarem-se como potenciais
alternativas para a imobilizagdo enzimatica, poucos estudos envolvendo a combinagéo
destes biopolimeros para a formagéao de um suporte hibrido visando a imobilizacdo de HRP
foram encontrados. Desta forma, este estudo teve por objetivo avaliar a imobilizacdo da
HRP comercial por aprisionamento e ligagéo covalente em um suporte hibrido de alginato-

pectina e alginato-pectina-amido.

21 MATERIAIS E METODOS

2.1 Materiais/reagentes quimicos

A peroxidase de raiz forte (Horseradish peroxidase - HRP, CAS 9003-99-0, 77332,
po liofilizado, 40 kDa, 173 U/mg), a albumina sérica bovina (CAS 9048-46-8, A2153, po
liofilizado, 66 kDa, =96%) e o glutaraldeido foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis,
MO, USA). O alginato de sb6dio grau alimenticio foi adquirido da GastronomyLab (Distrito
Federal, Brasil), o amido de batata P.A. da Cinética (Sao Paulo, Brasil), a pectina alimenticia
da Mago (S&o Paulo, Brasil), o fosfato de sédio dibasico anidro P.A. (Na,HPO,) e o cloreto de
célcio anidro P.A. da Vetec Quimica (Rio de Janeiro, Brasil), o acido orto-fosfoérico (H,PO,)
85% P.A. da Nuclear (SP, Brasil), o hidréxido de sodio (NaOH) P.A. da Exodo Cientifica (SP,
Brasil), o guaiacol (C,H,0,) da Neon (SP, Brasil), o peroxido de hidrogénio 30% (H,0,) da
Quimica Moderna (SP, Brasil) e o corante de Bradford da Bio-Rad (CA, EUA).

2.2 Quantificacao de proteinas

A quantificacé@o de proteinas foi realizada pelo método de Bradford (1976), utilizando-
se como padré@o de proteina a albumina de soro bovino (BSA). A curva de calibracao foi
construida empregando-se concentragcdes de BSA equivalentes a 0; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 e
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1,0 mg/mL. Para isto, adicionou-se a placa de 96 pogos 4 uL de solugéo de BSA de cada
concentracéo (ou de amostra) em quintuplicata e 200 uL do corante de Bradford (azul
brilhante de Coomassie G250). Aguardou-se 10 minutos e procedeu-se com a leitura da
absorbancia em 595 nm, utilizando-se leitor de microplacas Spectramax (Spectramax i3,
Molecular Devices, CA, EUA). Por meio da curva de calibragdo e das absorbancias das
amostras obtidas, calculou-se a concentracao de proteinas.

2.3 Atividade enzimatica

A atividade enzimatica da HRP livre ou imobilizada foi determinada conforme
metodologia adaptada de Queiroz et al. (2018), utilizando-se o guaiacol como substrato.
Assim, em uma cubeta foram adicionados 2700 uL de tampéao fosfato de sédio 0,1 M (pH
6,0), 100 pL de peroxido de hidrogénio (H,0,) 0,01 M, 100 uL de guaiacol 0,1 M e 100 uL
de solucdo enziméatica ou 0,1 g de derivado (suporte + enzima imobilizada). Apés 1 min de
reacao, realizou-se a leitura da absorbancia em Espectrofotémetro de Absor¢do Molecular
na regido do Ultravioleta-Visivel (UV-Vis) (Genesys 10S, Thermo Scientific, USA), em
470 nm. Para o branco, substituiu-se a solugdo enzimatica por tampéo fosfato de sodio
(HRP livre) ou por grénulos de suporte sem a presencga de enzima (HRP imobilizada). Por
meio das absorbancias obtidas e empregando-se a Equagéo 1, calculou-se a atividade
enzimatica. Uma unidade de atividade enzimatica (U) corresponde a quantidade de enzima
necessaria para catalisar a transformagao de 1 umol de guaiacol por minuto.

AE.(U/mL) = (Abs (t) — Abs (0))*V opqi*1000 (Equagdo 1)

exVenzima*t

Onde Abs (t) é aabsorbanciaverificada apds 1 minuto de reacéo, Abs (0) aabsorbancia
no tempo 0, V. o volume total na cubeta (3 mL), € o coeficiente de absortividade molar

total

do guaiacol (26600 L.mol'.cm™), V.

enzima

0 volume (mL) de solu¢do enzimatica adicionada a

cubeta e tao tempo (min) transcorrido.

2.4 Imobilizacao enzimatica

A imobilizacdo enzimética foi realizada conforme metodologia adaptada de Bilal
et al. (2016). Foram preparadas duas formulagdes de géis hibridos (alginato-pectina e
alginato-pectina-amido), além de uma formulag¢édo contendo somente alginato (controle) e o

branco (sem enzima), conforme a Tabela 1.
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Formulagéo Alginato de Amido (% Pectina (% Glutaraldeido HRP(U/mL)
sodio (% m/iv) m/v) m/v) (% viv)

Branco 4 - - 0,02 -
Alginato 4 - - 0,02 7,5
Alginato- 4 - 1 0,02 7,5

pectina
Alginato- 4 1 1 0,02 7,5

pectina-amido

Tabela 1 - Composig¢ao das diferentes formulagbes de géis de alginato para imobilizagdo enzimatica

Para todos os géis preparou-se um volume total de 25 mL, de modo que todos
os reagentes foram adicionados considerando-se este volume final. Todas as etapas
foram realizadas em temperatura ambiente (22 + 2 °C), exceto quando descritos valores
diferentes deste. Deste modo, adicionou-se em 20 mL de agua ultrapura (18,2 MQ.cm™,
Milli-Q, Millipore, EUA) quantidades apropriadas de alginato de so6dio, amido e/ou pectina,
e agitou-se em chapa magnética até a completa homogeneizagao do gel (inobservancia de
grumos). Em seguida, quantidade adequada de solugcédo enzimatica de HRP previamente
preparada em tampéao fosfato 0,1 M (pH 6,0) (com atividade de 80,2 U/mL) foi inserida.
Agitou-se em chapa magnética por 15 minutos, adicionou-se glutaraldeido 50% (v/v), de
modo a se obter uma concentragéo de 0,02% (v/v) no gel, e completou-se o volume total até
25 mL com agua ultrapura. Homogeneizou-se por 2 horas em chapa magnética e deixou-se
o gel em repouso a 4 °C por 15 horas, para eliminagédo de bolhas.

O gel obtido para cada formulagéo foi extrudado separadamente, empregando-se
uma seringa e agulha (diametro igual a 1 mm), em 150 mL de solugao de cloreto de célcio
(CaCl,) 0,2 M sob agitagéo magnética branda e mantida a 4 °C por meio de banho de gelo.
Manteve-se os granulos sob agitagdo por 30 minutos, e em seguida, filtrou-se, lavou-se
com agua ultrapura e inseriu-se em 50 mL de solucdo de glutaraldeido 0,02% (v/v) a 4
°C por 30 minutos, para reticulagdo. Por fim, os granulos foram lavados extensivamente
com agua ultrapura até nao se verificar a presenca de proteinas nas solucdes de lavagem
(por meio de leitura da absorbancia em espectrofotometro UV-Vis a 280 nm), e entéo,
armazenados em tubos de polipropileno a 4 °C e ao abrigo da luz.

2.4.1  Rendimento, eficiéncia de imobilizagdo e recuperacéo da atividade

O rendimento, a eficiéncia de imobilizagéo e a recuperagéo da atividade enzimatica
foram avaliados conforme metodologia proposta por Sheldon e Van Pelt (2013). Todos
estes pardmetros foram avaliados no tempo inicial (logo ap6és o preparo dos granulos
de HRP imobilizada) e apo6s 7 dias de armazenamento. O rendimento foi calculado por
meio da relagdo entre a atividade imobilizada (atividade inicial total disponibilizada para
a imobilizacéo subtraida da atividade enzimatica total das solu¢cdes remanescentes da
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imobilizacéo) e atividade inicial total da solugcéo de enzima livre, conforme a Equagéo 2.

Rendimento (%) _ Atividade imobilizada + 100 (Equagéo 2)

Atividade inicial

Para a determinacao da eficiéncia de imobilizagdo empregou-se a relagéo entre a
atividade observada no suporte (correspondendo a atividade enzimética que se manteve

apoés a imobilizagdo) e a atividade imobilizada, conforme a Equagéo 3.

Eficiéncia (%) — Atividade observada +100 (Equagéo 3)

Atividade imobilizada

Arecuperacao da atividade corresponde ao rendimento de imobilizacdo multiplicado
pela eficiéncia da imobilizacéo. Este pardmetro possibilita que se tenha uma ideia geral do
sucesso da imobilizagao, sendo calculado conforme a Equagéo 4.

Rendimento (%) * Eficiéncia (%)

100 (Equagéo 4)

Recuperacio da atividade (%) =

2.5 Analise estatistica

Todos os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e
Teste de Tukey a 95% de confianca, empregando-se o software Paleontological Statistics
Software Package for Education and Data Analysis - PAST 4.3 (HAMMER; HARPER;
RYAN, 2001).

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste trabalho, a HRP foi imobilizada em um suporte hibrido de alginato-pectina
e alginato-pectina-amido. Para fins de comparacéo, realizou-se ainda a imobilizagéo
enzimatica em granulos sem a presenca de amido e/ou pectina. Os parametros rendimento,
eficiéncia e atividade recuperada para o processo de imobilizagéo foram avaliados no tempo
inicial (0 h) e ap6s 7 dias, buscando-se avaliar a estabilidade do derivado. Os resultados
obtidos estdo expostos na Tabela 1.
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Formulagéo Inicial 7 dias
Rendimento Eficiéncia Atividade Rendimento Eficiéncia Atividade
(%) (%) recuperada (%) (%) recuperada
(%) (%)
Alginato 61,31 + 15,86 = 9,72 + 61,01 + 19,04 = 11,62 =
0,640 0,17°8 0,01%8 0,16°* 0,05 0,012~
Alginato- 82,26 + 6,83 = 5,62 70,39 = 14,77 10,39 =
pectina 1,743 0,148 0,018 2,18%® 0,45 0,01°A
Alginato- 61,65 = 18,18 = 11,21 = 61,33 17,14 10,51 =
pectina- 1,150 0,343+ 0,014 0,66°* 0,198 0,018
amido

Média + desvio padrao. Diferentes letras minusculas em uma mesma coluna indicam diferenga
estatistica significativa (p<0,05) para um mesmo parametro entre as diferentes formulagées. Diferentes
letras maitsculas em uma mesma linha para um mesmo parametro indicam diferenca estatistica
significativa (p<0,05) entre os tempos avaliados (inicial e 7 dias) para uma mesma formulacao.

Tabela 1 - Rendimento, eficiéncia e atividade enzimatica recuperada ap6s o processo de imobilizagcao
da HRP em alginato, alginato-pectina e alginato-pectina-amido (tempo inicial - 0 h e 7 dias)

A partir dos resultados obtidos para o tempo 0 h, observou-se que a formulacdo que
apresentou o maior rendimento de imobilizacéo foi a contendo alginato-pectina (82,26%),
indicando que a combinacdo destes dois biopolimeros contribuiu para uma maior fixacao/
imobilizacdo da HRP no suporte. Apesar de a formulagéo alginato-pectina apresentar o
maior rendimento, esta formulagé@o, no presente estudo, resultou na menor eficiéncia de
imobilizacao, ou seja, apesar de haver um consideravel percentual enzimatico imobilizado,
apenas uma pequena quantidade de enzima permaneceu funcional. A recuperacdo da
atividade sofreu grande influéncia da baixa eficiéncia, resultando em 5,62%. Matto, Satar
e Husain (2009) imobilizaram peroxidase de cabago amargo (Momordica charantia) e
concavalina A em granulos de alginato-pectina (2,5% de alginato e 2,5% de pectina) e
observaram uma eficiéncia de 51%, valor superior ao observado para o presente estudo
(6,83%). A maior eficiéncia observada por Matto, Satar e Husain (2008) pode estar
relacionada as diferencas de composicdo do gel de alginato ou as caracteristicas da
enzima imobilizada.

Os granulos imobilizados em alginato-pectina-amido apresentaram um rendimento
de imobilizacéo de 61,65%, eficiéncia de 18,18% (superior a composicao alginato-pectina)
e recuperacgao da atividade de 11,21%. Assim, quando observados todos os parametros
em conjunto (rendimento, eficiéncia e recuperacdo da atividade) para o tempo O h, a
melhor composicao foi de alginato-pectina-amido, sendo superior ao controle (alginato).
Estes resultados indicam que a adicdo de amido & composicdo contribuiu para que a
HRP imobilizada permanecesse com uma maior atividade catalitica, ou ainda, para que
os granulos formados apresentassem menor resisténcia a difusdo de substrato/produto,
maior transferéncia de massa e afinidade com o substrato (IMAM; MARR C. P; MARR C.
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A., 2021).

Apoés sete dias de armazenamento, os granulos de HRP imobilizada em alginato-
pectina apresentaram redug¢do no rendimento de imobilizacdo em comparacéo ao tempo
0 h, enquanto para o alginato-pectina-amido e controle (alginato) valores semelhantes
foram observados (sem diferenca estatistica significativa). A reducdo observada pode
ser justificada pelo vazamento enziméatico da HRP da matriz de suporte para o meio
externo, um problema comumente relatado e observado em imobilizacdes desta enzima
(MATTO; HUSAIN, 2009; URREA et al., 2021). Com relacéo a eficiéncia, pode-se verificar
um aumento apos 7 dias em relagdo ao tempo 0 h para formulagéo alginato-pectina e o
controle, relacionado as mudancgas estruturais internas nos granulos do derivado, de modo
a possibilitar uma maior atividade catalitica. Ainda, os granulos de alginato-pectina-amido
apresentaram reducédo de cerca de 1% da atividade catalitica ap6s 7 dias, que pode ser
justificada por mudancas estruturais nos granulos de alginato ou desnaturagé@o enzimatica.
Uma reducéo da atividade catalitica ao longo do tempo de armazenamento &€ comumente
observada em imobilizagcdes enzimaticas, no entanto, menos pronunciada do que para as
enzimas livres (BILAL; ASGHER, 2015; YAPAOZ; ATTAR, 2020; LATIF et al., 2022).

Refletindo os resultados observados para o rendimento e a eficiéncia, observou-
se um aumento na atividade enziméatica recuperada para os granulos de alginato-pectina
e controle, e uma redugdo para alginato-pectina-amido, de modo que apé6s 7 dias a
formulagéo controle tenha apresentado o maior valor de recuperacao da atividade (11,62%),
seguida dos granulos de alginato-pectina-amido (10,51%) e alginato-pectina (10,39%). De
modo geral, a adicdo de pectina e amido aos géis de alginato tem se demonstrado uma
potencial alternativa para imobilizagcbes enzimaticas. No entanto, é importante destacar
que o presente estudo consiste em uma investigacéo inicial, de modo que mais pesquisas
empregando-se amido e pectina na composicdo de biopolimeros hibridos se fazem
necessarias, bem como a avaliagéo de outros parametros (como pH e temperatura 6timos,
cinética e termodinamica, tempo de armazenamento e potenciais aplicagbes) e/ou outras
enzimas para a imobilizagéo, para que assim se possa verificar com maior embasamento a

empregabilidade destes materiais em imobilizagdes enzimaticas.

41 CONCLUSAO

A partir dos ensaios realizados no presente estudo pode-se concluir que a adicao de
pectina ao alginato, formando-se um gel hibrido de alginato-pectina, contribui para um maior
rendimento de imobilizacdo. No entanto, problemas como baixa eficiéncia e vazamento
enzimatico sdo observados. Quando adicionado o amido a composicéo, além da pectina
(alginato-pectina-amido), nota-se um rendimento de imobilizagéo inferior ao observado
para alginato-pectina, no entanto, uma eficiéncia de imobilizacdo superior. Apos sete dias
de armazenamento, os granulos de alginato-pectina-amido ndo apresentaram vazamento
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enzimatico expressivo, enquanto os granulos de alginato-pectina apresentaram cerca de
11,9% de vazamento. Por outro lado, a eficiéncia enzimética apresentou-se superior para
os granulos de alginato-pectina apos sete dias em relagdo ao tempo 0 h, e inferior para
alginato-pectina-amido, indicando que mudancas estruturais e conformacionais ocorrem
durante o tempo de armazenamento, influenciando na atividade catalitica. Por fim, destaca-
se que estudos mais aprofundados, bem como a avaliacdo de outros parédmetros de

imobilizacéo e do imobilizado se fazem necessarios.
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RESUMO: O corante amarelo tartrazina é
um corante artificial usado no mundo todo e
muito aplicado a alimentos industrializados,
como por exemplo, o preparado sélido para
refresco (PSR), conhecido como suco em
pd. O PSR, apesar de néo ser uma opgao

Data de aceite: 21/03/2024

saudavel devido a grande quantidade de
acucares e aditivos em sua composicao,
€ um produto muito comum nas casas da
sociedade, devido sua praticidade e baixo
custo. O presente trabalho objetificou
determinar a concentragdo do corante
amarelo tartrazina em PSR de diferentes
sabores e marcas por espectrofotometria
UV/is e verificar se esta dentro do limite
recomendado pela legislagdo, assim
como mensurar seu pH, condutividade
elétrica e teor de sélidos soluveis totais
(SST). Para a determinacao, foi utilizado
um  espectrofotbmetro  analégico. A
concentragdo do corante encontrada em
todas as marcas atende ao limite minimo
exigido pela ANVISA. Contatou-se também
a necessidade da implantacdo de limite
minimo para o teor de SST, para redugéo
de danos a saude a longo prazo, visto que
nédo ha preocupacao em controlar a adicéo
de agucares em um produto basicamente
constituido por aditivos, sem nenhuma
funcéo de nutrir.

PALAVRAS-CHAVE: Andlises;
Aditivo; Concentracao; Legislacéo.

PSR;
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11 INTRODUGAO

O preparo sélido para refresco (PSR), consiste numa mistura constituida por agucar,
polpa desidratada e aditivos, tais como: acidulantes, antioxidantes, reguladores de acidez,
aromas, antiumectantes, espessantes, edulcorantes e corantes. A classificagdo correta
do popularmente chamado suco em p6 € “preparado sélido saborizado”, que é definido
pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) como um produto que
deve atender ao padrdo da bebida composta pronta para o consumo quando dissolvido ou
diluido em agua potavel de acordo com orientagéo do fabricante.

A crescente representatividade do consumo de alimentos industrializados no pais
tem merecido um enfoque maior aos aditivos adicionados e suas respectivas analises de
quantificacdo. E permitido no Brasil o uso de 8 corantes artificiais em alimentos, listados
no anexo Il da Resolugdo 04/88 do CNS/M, estando entre eles o amarelo tartrazina,
um corante com boa solubilidade em agua, estavel a variagbes de pH, luz, oxigénio, e
possui baixos custos de producdo (AL-SHABIB et al., 2017), que vem sendo estudado por
sua possivel toxicidade, tendo relatos de reagdes alérgicas, hiperatividade em criancas,
genotoxicidade, tumor de tireoide, TDAH e urticaria (AL-SHABIB et al., 2017). No Brasil,
segundo a IDA (Ingesté@o Diaria Aceitavel), &€ permitido um limite de consumo de 7,5 mg/
kg de tartrazina. J4 para o PSR (Preparado Soélido para Refresco), a Anvisa estabelece
100mg/L como parametro de concentragao.

Em consideracéao ao exposto, o objetivo deste trabalho € determinar as propriedades
fisico-quimicas e a concentracdo do corante amarelo tartrazina em preparados sélidos para
refresco (PSR) de diferentes sabores e marcas, comercializados em Cuiaba, MT, por meio

de andlises instrumentais rapidas.

21 MATERIAL E METODOS

Foram obtidas 3 amostras de PSR para cada sabor: maracuja (A), manga (B),
abacaxi (C) e laranja (D), coletadas em redes varejistas da cidade de Cuiaba-MT, sendo
que todas as amostras por sabor sdo da mesma marca, lote e data de validade. Para todas
as andlises foi preparada uma solugdo do PSR de 0,5 g em 100 mL de agua destilada,
estimada pelo método de preparagéo do suco no rétulo.

O teor de amarelo tartrazina no PSR foi determinado por espectrofotometria de
absorc¢éo visivel, em espectrofotdmetro Shangai Spectrum®, modelo SP-1105 em cubeta
de vidro. As solugdes padrbes para construgcdo da curva analitica de calibragdo foram
preparadas utilizando o reagente amarelo tartrazina padréo (Cl.19140) nas concentra¢des
de 1, 5, 10,15, 20 e 25 mg/L e realizada a leitura da absorbancia no comprimento de
onda 430 nm. Para determinar a concentracao do corante amarelo tartrazina, foi construida

a curva de calibracdo do corante que, apds a regresséo linear, obteve-se a equacéo da
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reta: y=0,043x-0,0137 e R®=0,9998. Os resultados obtidos foram comparados com o
estabelecido na legislagéo (Instru¢gdo Normativa IN n°® 211/2023 - ANVISA), cujo limite &€ de
100 mg/L para bebidas nédo alcodlicas ndo gaseificadas.

O pH foi obtido através de leitura direta das amostras, utilizando o pHmetro
microprocessado marca Alfakit®, modelo AT-355, ap0s calibragdo com tampdes 4,00 e 7,00.
Para a andlise de condutividade elétrica foi utilizado o condutivimetro digital de bancada
marca Instrutherm®, modelo CD-820, calibrado com solugdo padrédo de condutividade
(1,43 pS/cm) conforme as instru¢des do fabricante. Para essas analises instrumentais,
transferiu-se 50 mL da amostra para um béquer, sendo realizada a imersdo do eletrodo
e obtendo-se a leitura. O teor de sélidos soluveis totais foi determinado em refratbmetro
manual marca Atago®, modelo MASTER-53ALPHA ap6s a insercdo de duas gotas da
amostra diluida no prisma do refratémetro, sendo realizada a leitura direta na escala Brix.
Todas as determinagdes foram realizadas em triplicata, e os resultados foram submetidos a
andlise estatistica descritiva, em software Action (Estatcamp) em planilha Excel (Microsoft).

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos das analises avaliadas estao descritos na tabela 1.

Amostra / Teor de corante I
unidade (mg/L) CE (uS/cm) pH SST (°Brix)
1 8,76 683,40 2,94 3,32
) 2 8,38 524,60 2,98 3,32
A (maracuja)
3 7,69 512,50 3,00 3,32
X s 8,28+0,03 573,5+77,8 2,97+0,01 3,32+0,00
1 2,73 306,70 3,49 3,56
2 5,46 279,30 3,47 3,48
B (manga)
3 3,50 245,10 3,41 3,48
XS 3,89+1,28 277,03+30,86 3,49+0,01 3,50+0,04
1 6,12 413,00 3,01 3,32
2 4,92 434,50 3,01 3,32
C (abacaxi)
3 6,30 418,60 3,02 3,24
X s 5,78+0,75 422,03+11,15 3,01+0,00 3,29+0,05
1 23,96 541,20 3,14 3,40
2 14,40 534,20 3,29 3,40
D (laranja)
3 14,33 534,60 3,12 3,40
X s 17,56+5,54 534,4+0,28 3,18+0,09 3,40+0,0

Tabela 1 - Resultados das andlises fisico-quimicas das amostras de preparado sélido para refresco
(PSR) de diferentes sabores e suas respectivas médias+desvio padrao.
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Todas as amostras analisadas apresentaram concentracdes de tartrazina dentro do
limite permitido pela legislacéo (até 100 mg/L), com valores decrescentes: PSR de laranja
(17,56+5,54 mg/L) > PSR de maracuja (8,28+0,03mg/L) > PSR de abacaxi (5,78+0,75 mg/L)
> PSR de manga (3,89+1,28 mg/L). Também foi possivel observar a grande variabilidade
na concentracé@o de tartrazina em produtos da mesma marca e sabor, como nos PSR de
manga e laranja, ambos com Coeficiente de Variagédo de 36% e 31%, respectivamente.

A condutividade elétrica para as marcas ndo condiz com os resultados obtidos por
Goncalves et. al. (2020), que obteve valores maiores (960 a 1100 yS/cm) para os sabores
analisados. O pH das amostras variaram de 2,94 (maracuja) a 3,49 (manga), com pouca
variacao nas determinagdes. De acordo com Catéo et al (2013) os preparados sélidos para
refresco possuem pH mais acido do que os sucos industrializados, geralmente abaixo de
pH 4,0, contribuindo para céaries dentérias.

O teor de SST (°Brix) apresentou pouca variagéo nos produtos analisados, na faixa
de 3,24 a 3,56 °Brix, corrigido a 20°C. O Regulamento Técnico para Fixagdo dos Padrbes
de Identidade e Qualidade para Preparado Soélido para Refresco ndo estabelece valores
minimos para os parametros fisico-quimicos avaliados neste estudo, no produto pronto

para o consumo.

41 CONCLUSAO

A partir dos resultados das analises instrumentais verificou-se que todas as amostras
analisadas apresentaram concentracdes do corante amarelo tartrazina dentro do limite
permitido pela legislagcdo, com maiores valores no PSR de sabor laranja. O pH do PSR
pronto para o consumo o caracteriza o produto de acidez elevada (pH abaixo de 4,0).

Percebe-se por fim, uma necessidade de normatizacédo da legislagcéo brasileira em
virtude de que a industria trabalha a risca da lei, para estabelecer um limite do pH e do teor
de SST (°Brix), visto que por ser um produto industrializado, o PSR possui em sua lista de
ingredientes varios aditivos além do corante amarelo tartrazina, se tornando um produto

muito prejudicial a satude a longo prazo.
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RESUMO: O presente trabalho avalia
a extracdo continua de acido citrico em
uma coluna mecanicamente agitada (tipo
Kldhni, 60 mm de diametro interno) com
20 estagios. A fase aquosa consistia de
uma solucdo sintética de &acido citrico
(pH = 1.5) com concentracéo tipica dos
mostos fermentados industriais (10% m/v).
O solvente utilizado era composto pelo
extratante Alamine® 336 (30% m/v), uma
amina terciaria; o modificador Exxal™ 13
alcool tridecilico (10% m/v); e o diluente
Escaid™ 110. Nos experimentos em escala
piloto, foram investigadas diferentes razdes
de taxas volumétricas entre as fases
orgénica e a aquosa (F/F_ of 1/3, 2/2, e
3/1). Assim, foram obtidos os perfis de
concentragdo para ambas fases ao longo
da coluna, e o hold up e a velocidade de
deslizamento foram calculados para a
operacao em regime estacionério. A melhor
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condigéo de extragao foi obtida para a condigéo F /F_of 2/2, por causa da alta extrag&o (85%)
e alta concentragdo do extrato, 9,1 % m/m de &cido citrico.
PALAVRAS-CHAVE: acido citrico; coluna mecanicamente agitada; extragéo liquido-liquido

SOLVENT EXTRACTION OF CITRIC ACID IN A MECHANICALLY AGITATED
COLUMN

ABSTRACT: The present work evaluated the continuous solvent extraction of citric acid in
a mechanically agitated column (Kihni type, 60 mm internal diameter) with 20 stages. The
aqueous phase was a synthetic solution of citric acid (pH = 1.5) with the typical concentration
of industrial fermented musts (10% w/v). The solvent used was composed of the extractant
Alamine® 336 (30% w/v), a tertiary amine; the modifier Exxal™ 13 tridecyl alcohol (10% w/v);
and the diluent Escaid™ 110. Through pilot scale experiments, different volumetric flow rates
ratios between the organic and aqueous phases (F /F_ of 1/3, 2/2, and 3/1) were investigated.
Therefore, concentration profiles in both phases along the column, operating in steady state,
were obtained and hold up and slip velocity were calculated. The better extraction condition
was to F/F_of 2/2, because of the high extraction (85%) and high extract concentration 9.1
% w/w of citric acid.

KEYWORDS: citric acid; mechanically agitated column; solvent extraction

INTRODUCTION

Citric acid is an important chemical produced worldwide; its annual output can reach
1.4 tons per year, and its demand is continually growing from 3.5 to 4.0 % per year. Some
of the main world manufactures are Shandong Juxian Hongle Citric Acid Co. Ltd., Cargill
and Tate & Lyle. The major citric acid production is through the fermentation of musts using
yeasts. The filtered must after fermentation presents an acid concentration between 8 and
15% w/v, and a pH value among 1.6 and 2.6 (Garibay et al., 1993). A key operation in the
production process is the citric acid purification from the fermented must.

One of the existing purification methods is the solvent extraction. Although this
method is already applied industrially, the access to operational parameters and stream
compositions is quite restricted. According to Pazouki and Panda (1998), among the several
existing patents on this method, only those that use tertiary amines as extractant and do the
striping with hot water presents feasible conditions to industrial application.

Using extraction columns to promote the separation of organic and inorganic species
in different media is becoming increasingly common in industrial liquid-liquid extraction
operations. The agitated columns are the most suitable for applications that require a
more effective contact between the phases, providing higher interfacial areas and a better
homogenization. The advancements in extraction columns have led to a growing application
of columns in chemical, pharmaceutical, petrochemical, and hydrometallurgical industries.

The evaluation of the flow and mass transfer conditions inside the column is

fundamental for industrial plant design and operational conditions establishment. This can
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be done using data from pilot plants. The hydrodynamic behavior of a liquid-liquid system
involves studying the phenomena of phases flow throughout the column. Several parameters
are used to describe it, such as the hold up (), the slip velocity (). The hold up is defined by
the ratio between the volume of dispersed phases and the total volume of the dispersion.
This parameter measures the fraction of dispersed phases present in the column. The slip
velocity is the velocity of the dispersed phase in relation to the continuous phase, in this
case, of the organic phase in relation to the aqueous phase (Laddha and Degaleesan, 1991;
Misek, 1994).

The ratio between the flow rates of dispersed and continuous phase (F/F) has a
direct effect on the column efficiency. Low ratios values imply in a small fraction of dispersed
phase, which means having a small interfacial area for chemical reaction and mass transfer.
High values are also unsuitable, because it can cause other effects, such as flooding.

In the light of the above, the present work aimed the extraction of citric acid using
Alamine® 336 (a mixture of trialkylamine - TAA) in a pilot unit. The acid was extracted from
a synthetic solution containing 10% w/v of citric acid (pH=1.5), a typical concentration
of fermented musts. It was studied the hydrodynamics of this system in a mechanically
agitated, Kuhni type column.

EXPERIMENTAL

Materials

The reagents, used as supplied by the manufacturers, were: anhydrous citric acid (>
99.5% purity — Vetec); Alamine® 336, extractant (> 95 % tertiary amine — BASF); Escaid™
110 (diluent) and Exxal™ 13 tridecyl alcohol (modifier), both from ExxonMobil.

The aqueous phase was prepared just before each experiment; it was a synthetic
solution of citric acid with concentration of 10% w/v (100 g.L") and pH of 1.5.

The organic phase was composed of the extractant Alamine® 336 (37.5% w/w), a
trialkylamine (TAA); the modifier Exxal™ 13 tridecyl alcohol 12.5% w/w; and the diluent
Escaid™ 110. This was determined in previous bench scale experiments. The Eq. (1) shows
the reaction between citric acid and TAA. In this equation, the subscripts ag and org refer to
the aqueous and organic phases, respectively; n refers to the number of amine molecules
required to reacts with one citric acid molecule (Bizek et al., 1992).

(H;Cit),q + n(TAA) (TOAH), - H3_,Cit)y, n=1,2,3 (1)

org(_(
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Methods

In the experiments, it was used a mechanically agitated column with two modules
of 10 stages each (20 stages in total). Each module had a length of 350 mm, an internal
diameter of 60 mm, and an external diameter of 100 mm. Each stage was separated by
perforated plates (Figure 1), with 30% of free area to the phases flow. In addition, the
column had a top and a bottom settler, with 240 and 255 mm, respectively. The stirring, kept
at 300 rpm, were done by a central axis, in which turbine type impellers were coupled. The
inlet of aqueous phase was located in the top of the column, while the organic phase was
feed in the bottom.

For the equipment startup, the column was initially filled with the aqueous phase
(continuous phase). Then, the flow of this phase was interrupted, the stirring was turned
on and the pumping of organic phase (dispersed phase) was initiated. When the organic
phase reached the settler outlet, the aqueous phase pump was started. The volumetric flow
rates ratios (F /F), between the dispersed (F,) and continuous phase (F), of 1/3, 2/2, and
3/1 were studied for a total flow rate of 4 L.h'. Table 1 shows all the parameters used in the

experiments.

Figure 1 — Column internals used in the tests.
Fonte: KONZEN (2013)

Investigated Parameters Evaluated Levels
Volumetric flow rate of each phase / (L.h") 1,2,8

Volumetric flow rate ratio (F /F ) 1/3; 2/2; 3/1

Fixed Parameters Levels
Temperature / (°C) 282

Stirring speed / (rpm) 300

Total flow rate / (L.h™") 4

Total time of the experiment / (h) 5-55

Table 1 - Column experiments: investigated and fixed parameters and their respective levels.
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During this time, samples of 20 mL were collected in the stages 3, 7, 14, 18, in the
top settler (organic phase - extract), and in the bottom settler (aqueous phase - raffinate).
These samples were kept still for the phase separation (around 5 min) and the volume
of each phase was measured to calculate the local dispersed phase hold up and the slip
velocity. The total hold up was calculated as the mean of the local hold up values. For each
condition of F /F_ ratio studied, the slip velocity (V) of the dispersed phase in relation to the
continuous phase was calculated using Egs. (2) and (3) (Konzen, 2013).

1 U, U, 1 % j_c
o= (24, _~¢c \_ _|ZLs s 2
Vs CR(¢+1—¢) G\ ¢ T1-9 @
C,=0,75S,+0,25 ®)

In these equations, C,is the constriction factor; S¢ is the fraction corresponding to
the free area of the contactor section area in this case, 0.30; A, is the column section
area, equals to 2,83x10° m2. The subscripts d and c refer to the dispersed and continuous
phases, respectively.

The acid concentrations in the aqueous phase before and after the extraction
(raffinate), as well as in the organic phase after the extraction (extract) were measured by

a complexometric titration with copper ions, using murexide as indicator (Konzen, 2013).

RESULTS AND DISCUSSION

Concentration Profiles

The Figure 2 shows the citric acid concentration profiles in the aqueous (continuous)
and organic (dispersed) phases. The point prior to stage 1 refers to the input of citric acid
solution (aqueous phase) and organic phase output (extract), which occurs in the top of the
column. The point prior to stage 20 refers to the input of solvent feed and output of aqueous
phase (raffinate), in the bottom of the column.
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Figure 2 - (a) Aqueous phase and (b) organic phase concentration profiles throughout the column for
different flow rate ratios Fd/Fc.

From Figure 2, it can be seen that the lowest extraction was obtained for the F_/F,
ratio of 1/3. In this condition, the citric acid extraction percentage was 15%, and no large
variation of the acid concentration in the aqueous phase was observed along the column.
The raffinate and extract obtained have 7.3 and 9.7% w/w of citric acid, respectively. The
reason for the low extraction was that the small amount of organic phase fed, in relation to
the aqueous phase, was insufficient to extract the citric acid. Thus, right on the first stages,
the organic phase became saturated and the raffinates remains concentrated in citric acid.

For the F /F_ratio of 2/2, 85% of the citric acid fed was extracted. The raffinate and
extract obtained had 1.3 and 9.1 % w/w of citric acid, respectively. For the F /F_ratio of 3/1,
an extraction of 99% was obtained, producing a raffinate with only 0.1% w/w of citric acid.
In this condition, the acid was almost completely extracted in the first stages, because of
the large amount of organic phase fed in relation to the aqueous phase. For this reason, the
organic phase is obtained with much lower acid concentrations (3.4 % w/w).
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Hydrodynamics

Figure 3 shows the local dispersed phase hold up values for the extraction stages
sampled for the different flow rate ratios (Fd/Fc) investigated. The hold up tends to increase
from the top to the bottom of the column mainly because the pressure caused by the liquid
column height. It’s not observed in stage 18, because this stage was close to the organic
phase inlet. The dispersed phase hold up along the column can be affected by the variations
in the dispersed phase droplet size caused by its breakage and coalescence during phase
contact, as well as changes in physicochemical properties due to the acid extraction along

the column (Konzen, 2013). Gomes et al. (2004) found an increase in the hold up value at
the bottom of the column.
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Figure 3 - Local dispersed phase hold up for each column stage and mean dispersed phase hold up for
different Fd/Fc ratios

In addition, it can be observed that for a same stage, the local hold up increases for
higher F /F_ratios, i.e., when more dispersed phase is fed, as it was expected. The mean
dispersed phase hold up (Figure 3) was calculated from the local hold up values for each
flow rate ratio. It was found values of 10.5, 11.9, and 14.9% for the F/F_ratios of 1/3, 2/2,
and 3/1, respectively, increasing with the proportion dispersed phase feed.

Using the local dispersed phase hold up values and the Egs. (2) and (3), the slip
velocities (V,) were calculated (Figure 4).
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Figure 4 - Slip velocities for different Fd/Fc ratios investigated.

Regardless the extraction stage, the increase in the dispersed phase flow rate led
to an increase in the slip velocity. The increase in both phases contributes to the increase
in slip velocity, but as the dispersed phase hold up was much smaller than the continuous
phase hold up, the effect of its variations with F, are much significant than the effect of its
variations with F_. For each F /F_ratio investigated, the slip velocities (v,) increased as the
dispersed phase droplets ascended in the column, as the local dispersed phase hold up
become smaller. The stage 18 suffers a variation in the flux caused by the feed of organic
phase in the bottom of the column, so the results are less accurate in this stage. The mean
slip velocity was calculated using the mean hold up values as a function of the F/F_ ratio.
It was found values of 2.7, 3.9, and 4.4 mm.s™ for the F/F_ratios of 1/3, 2/2, and 3/1,
respectively. The values obtained agree with the results discussed above.

CONCLUSIONS

In this work, it was evaluated the citric acid solvent extraction from synthetic solutions.
Continuous extraction experiments were done in a mechanically agitated column of Kihni
type. The main conclusions were:

*  Increasing the volumetric flow rate of the dispersed phase (F,), while keeping
the total flow rate constant (F,= 4 L.h""), has increased the dispersed phase hold
up and the slip velocity (v;);

»  The dispersed phase hold up is lower and the slip velocity is higher when the
droplets rise along the column;

+  For the same total flow rate (F), higher F_/F, ratios provided higher extraction
percentages by increasing the extraction capacity, but the extract concentration
reduces.

+  The better condition was F_/F_= 2/2, that showed 85% of extraction, raffinate
and extract with 1.3 and 9.1 % w/w of citric acid, respectively, ¢ = 11.9% and V;
=3.90 mm.s™.
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