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“METODO PARA PRODUZIR UM PRODUTO DE XAROPE INVERTIDO A PARTIR
DE SUCO DE CANA-DE-ACUCAR BRUTO”

Campo da invencgdo

[001] A presente invencdo refere-se a um método para
converter suco ou concentrado de cana-de-aglcar em xarope
invertido (glicose-frutose) utilizando invertase imobilizada.

Histbérico da invencédo

[002] Devido & sua docura e forma liquida, os =xaropes
invertidos s8o amplamente utilizados por diferentes segmentos
da industria alimenticia, tais como as industrias de
refrigerantes e de panificagdo. Xaropes sdo preferidos ao
acucar cristalizado, por oferecerem vantagens no
processamento. Devido a sua dogura e apresentagdo liquida e
similaridade com os xaropes de milho em concentracdes de 42 e
55 de frutose (os nUmeros indicam o teor de frutose como
porcentagem em peso do teor de agucar total), os xaropes
invertidos estdo em alta demanda para a fabricagdo de
refrigerantes. Atualmente, o aglcar refinado representa 60-
62% do acgtcar total produzido no mundo a partir de cana-de-
aclicar e de outras fontes de aclGcar gque ndo de cana-de-
actcar. 19,2 milhdes de hectares de cana-de-aclUcar e de
outras fontes que ndo de cana-de-aclcar sdo plantados por
ano, produzindo uma média de 142 milhdes de toneladas
métricas de aclcar cristalizado. Em 2002, o México foil o
sexto produtor mundial [FAO 2003] com aproximadamente 5,2
milhdes de toneladas de produgédo de acucar bruto.
Recentemente, porém, a indGstria ficou sob press&o financeira
devido a concorréncia de preco de fabricantes estrangeiros de
glicose e xaropes de milho com alta frutose, bem como de

outras fontes que ndo de cana-de-aglcar. Sendo assim, existe
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a necessidade de se desenvolver processos mais eficientes
para refinar suco de cana-de-agulcar e para produzir xarope
invertido, que represente um produto comercial e
estrategicamente atraente. Além disso, seria vantajoso
readaptar e modificar as usinas de cana-de—acglUcar existentes
para produzir xarope 1invertido de forma eficiente sem
eliminar a capacidade de a usina produzir acglicar de mesa ou
sacarose.

[003] Durante as décadas passadas, as indastrias
alimenticias e biotecnoldégicas utilizaram de forma crescente
enzimas imobilizadas para diversos processos. As principais
vantagens da tecnologia de enzima imobilizada s8o os custos
de producdo mais baixos e melhoria na capacidade de producéo
devido a possibilidade de se recuperar e reutilizar os
catalisadores bioldgicos, que sdo especialmente adequados
para processos continuos de alto rendimento. Além disso, a
enzima imobilizada ¢é mais estadvel e o produto pode ser
essencialmente isento de contaminagdo trag¢o pela enzima, o
que torna facil a purificacdo do produto resultante {(Messing
1975, Rosevear 1984).

[004] Uma das desvantagens de enzimas imobilizadas é a
possivel redugdo de sua vida produtiva devido & inativagédo da
enzima causada por contaminantes de substrato. Suco de cana-
de-aclcar bruto, em particular, contém quantidades
significativas de inibidores de invertase, tais como
compostos proteinadceos e outros compostos nitrogenosos, tanto
soltiveis como insoltveis, fendblicos, flavondides,
antrocianinas, ceras, e minerais (Clarke e Godshall 1988,
Donovan 1993).

[005] Num processo de refinacédo de cana-de-aclucar
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convencional, o suco de cana-de-acucar bruto ¢é normalmente
tratado com cal, desaerado e clarificado (remocdo de sdélidos
suspensos, geralmente por sedimentagdo) e o suco semi-
refinado resultante ou licor de fundente é purificado por
clarificacdo (carbonatacdo por adicdo de cal e didéxido de
carbono ou fosfatacdo através de adicdo de cal e acido
fosférico) e descoloracdo (Clarke e Godshall 1988, Donovan
1993) . Esse tratamento convencional, porém, seria inadequado
como preparagcdo para a etapa de conversdo utilizando
invertase 1imobilizada. A adig¢do de etapas adicionails de
refinacdo antes da conversdo tornaria a economia de tal
processo desfavoravel ou até mesmo proibitiva. A adequada
purificacdo prévia do substrato é importante para garantir um
uso mais eficiente do reator de invertase imobilizada. Um
tipo de processo (Donovan et al., patente americana No.
6.406.548; Monclin 1995, patente americana No. 5.468.300)
propde filtrar o suco de cana contendo sacarose através de
ultrafiltragcdo, ultracentrifugacdo e nanofiltracdo. O suco
resultante pode ser utilizado em opera¢des de evaporagdo e
cristalizagdo para produzir cristais de aglcar branco. A
patente americana No. 5.468.300 de Monclin, descreve um
método para produzir agulcar a partir de cana de aglcar sem
utilizar processos de refinacéo convencionais, porém
utilizando ultracentrifugacdo ou ultrafiltracdo e remocgdo de
descolorantes através de adsorcdo. Adicionalmente, Monclin
emprega modificadores de viscosidade. O pedido de patente
sul-africana publicado No. ZA200107964 também propde o uso de
microfiltracdo, ultrafiltracdo e troca anidnica como etapas
de refinag¢do para suco ou concentrado de cana-de-aglicar antes

de sua cristalizacdo em acucar de mesa. Porém, nenhuma dessas
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referéncias propde a conversdo do suco de cana-de-acucar
assim refinado em xarope invertido mediante o uso de um
reator de invertase imobilizada.

[006] Reatores de enzima com invertase imobilizada sé&o
capazes de produzir solucdes de aclcar invertido. A invertase
(beta-D-fructofuranosidase fructohidrolase EC 3.2.2.26)
hidrolisa a sacarose em frutose e glicose. A sacarose pode
também ser convertida em glicose e frutose através de
hidrélise &acida. Os processos em escala industrial para
fabricagdo de solugdes de glicose-frutose a partir de
sacarose geralmente utilizam hidrdélise acida, que é cara por
poder ser praticada apenas num processo em batelada ou semi-
continuo. Além disso, a hidrélise acida que é conduzida a um
PH de 2-3 produz um =xarope invertido de baixa qualidade
contendo furfural e outros compostos coloridos indesejados. O
uso de refinagdo e conversdo de sacarose num processo
continuo, especialmente o que se inicia com suco de cana-de-
aglcar bruto e que é adaptado para ser praticado em escala
industrial para a producdo de xaropes invertidos ndo foi
anteriormente reportado.

[007] Numerosos métodos para preparar enzimas
imobilizadas e wutilizad-las para outras finalidades foram
descritos, tais como os métodos e usos descritos por Nystrom
na patente americana No. 3.935.068; por Long na patente
americana No. 3.935.069; por Amotz et al. na patente
americana No. 3.980.521; por Monsan na patente americana No.
4.405.715; por Morimoto et al., na patente americana No.
4.543.330; por Sutthoff na patente americana No. 4.110.164;
por Leuba et al. na patente americana No. 4.918.016; por

Harder et al nas patentes americanas Nos. 5.314.814 e
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5.405.764 e por Kasumi et al.(1977) e Tsumura et al. (1978).
Mesing (1975) e Rosevear (1984) relataram que a atividade
catalitica de enzimas imobilizadas ¢é mantida por periodos
mais longos de tempo em comparagdo com enzimas utilizadas em
solugcdo. Porém, novamente, nenhuma dessas referéncias propde
adaptar essas técnicas a um processo para a produgdo de
xarope invertido a partir de suco de cana-de-aglcar, muito
menos do que a praticada em escala industrial.

[008] Martinez, na patente americana No. 6.013.491
descreve métodos para preparar e utilizar levedura aderida a
um suporte de celulose fibrosa para converter sacarose em
glicose e frutose e Ramos Lazcano na patente americana No.
5.270.177 descreve um método para a produgdo de =xaropes de
glicose-frutose a partir de sacarose utilizando uma cepa de
levedura recombinante. Alguns sistemas de suporte permitem a
regeneragdo de atividade de invertase gquando a coluna &
tratada com compostos quimicos (Torres et al.2003).

Sumario da invencéo

[009] Um objeto da presente inveng¢do consiste em prover
um processo novo para fabricar xaropes invertidos (glicose-
frutose) a partir de suco de cana-de—aglcar bruto. Um objeto
mais especifico da presente invencdo consiste em prover um
processo continuo para fabricar =xaropes invertidos a partir
de suco de cana-de-ag¢lcar bruto, processo este gque pode ser
praticado economicamente em larga escala.

[0010] O suco de cana-de-aclcar bruto sem necessidade de
tratamentos convencionais prévios (tais como um ou mais de
tratamento com cal, desaeracdo e clarificacdo através de
carbonacdo ou fosfatagcdo ou sedimentacdo) é primeiramente

preferivelmente refinado para remover sélidos, bem como
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materiails soliveis, que podem contaminar a enzima ou de outra
forma reduzir o desempenho e eficiéncia de um reator contendo
um leito de enzima imobilizada.

[0011] Essas etapas de purificacidc podem preferivelmente
ser executadas utilizando-se uma combinacdo de (i) pelo menos
dois estagios de filtracdo e (ii) uma troca anidnica, todos
numa operacdo unitaria continua. O suco pode ser entédo
bicenzimaticamente convertido em xarope invertido numa coluna
contendo um leitoc de invertase imobilizada. 0Os estagiocs de
filtracdo podem incluir uma combinacdc de filtracdoc mais
grosseira (ex: filtracdo de particula) e filtracdo mais fina
(ex: microfiltracgdo) ou uma combinacdc de microfiltracdo
(mais grossa) e ultrafiltracdo (mais fina), todas as trés, ou
uma ou duas delas em combinacdo ainda com outra etapa de
filtragdo. A uUnica restricdo & que o filtro mais grosso deve
ser usadoe primeirco e gque nenhuma etapa de filtracdc deve
empregar um filtro tdc fino que possa reter moléculas de
agicar (tal como frutose ou glicose ou sacarose) que s3do0 0sS
constituintes ou precursores de constituintes desejados do
produto final. Assim, nenhuma etapa de filtracdo deve reter
substdncias que tenham um peso molecular igual ou inferior a
400 (correspondendo a um tamanho de cerca de 0,003 om).
Preferivelmente, a etapa de filtracdo em dois estagios deve
reter substdncias com um pesc molecular de 4000 ou ainda
maior, comoc por exemplo, 10.000 kDa, tornando assim possivel
utilizar tecnologias de membrana menos rigorosas e sistemas
de filtracdoc mais baratos. Deveria preferivelmente haver uma
etapa de pasteurizacdo especialmente guando ndoc & empregada
ultrafiltracdo. A @pasteurizacdo pode ser opcionalmente

praticada mesmo quando a ultrafiltracdo & empregada. Se a
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pasteurizacdo é necessaria ou ndo dependerd do retardo de
tempo entre a extragdo de suco e a conclusdo da etapa de
filtracdo em dois estédgios. Preferivelmente, a pasteurizacgéo
é combinada com concentracgéo.

[0012] E vantajoso para o presente processo gque O suco de
cana-de-acucar refinado seja parcialmente concentrado
(preferivelmente até cerca de 50-55° Brix) antes de entrar no
estdgio de conversdo enzimatica. Isso significa que pode
haver uma etapa de concentracdoc imediatamente antes da
conversdo enzimdtica ou anterioriormente no processo, como
por exemplo, simultaneamente com a etapa de troca anidnica ou
entre essas duas etapas (ex: concentrando-se toda ou alguma
parte de uma porgdo de refluxo da saida da etapa de troca
aniénica) ou antes da troca anidnica (no final de toda
filtracdo) ou antes da conclusdo da filtracdo (entre uma
etapa anterior e posterior de filtracdo). A etapa de
concentragdo pode ser vantajosamente combinada com uma etapa
de pasteurizacédo.

[0013] E  também preferido submeter novamente o© suco
filtrado parcialmente concentrado (ou ndo concentrado) a
outro estidgio de purificagdo por troca anibdnica antes do
estidgio de conversdo enzimiatica, ou uma porcdo de refluxo do
suco refinado pode ser concentrada (ou adicionalmente
concentrada) antes de ser redirecionada para o estdgio de

troca anidnica.

[0014] O material de partida para a presente invencdo é
preferivelmente suco de cana-de-ac¢lcar bruto (ou seja,
recentemente extraido sem processamento) obtido apoés

comprimir a cana-de-actucar. E convertido em xarope invertido

utilizando-se uma enzima de invertase imobilizada,
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preferivelmente num processo totalmente continuc. O suco de
cana-de-acicar & refinade antes da conversdc para remover
s6lidos e substdncias (tanto soldveis como insoliveis) gque
poderiam inibir ou de outra forma inativar ou impedir o
desempenho da etapa de conversdo bicenzimdtica.
Convenientemente, uma primeira fracdo de contaminantes
s6lidos pode ser removida através de um processo de filtracdo
praticado em pelo menos dois estagios, tal como filtragdo ou
microfiltracao de particula. Uma segunda fracao de
contaminantes sd&lides e uma primeira fracdc de contaminantes
soluveis pode ser removida através de uma segunda técnica de
filtracdo, tal como microfiltracdoc (ou ultrafiltracdo). O
mais preferivelmente, tanto a microfiltracdo como &
ultrafiltracdo sdo empregadas, de fato nessa  ordem,
opcionalmente também em combinacdo com uma etapa de filtracdo
de particula comum gue poderia ser executada primeiro. Em
seguida, wuma coluna carregada com uma resina de troca
anidnica pode ser utilizada para remover contaminantes
soliveis adicionais.

[0015] Numa concretizacdo preferida tipica, o suco de
cana-de-aciOcar possui um teor de acucar de 15-23° Brix apés
extracdo de cana-de-acgicar. 92-96% do teor de acucar da cana-
de-acucar, conforme extraido, & sacarose. 0 agicar, por sua
vez, representa 75-92% do teor de sélidos do suco de cana-de-
agicar. O suco de cana-de-agicar € passado pelo menos uma vez
por uma unidade de microfiltracdoc equipada com uma membrana
de 0,2 om e uma unidade de ultrafiltracdo equipada com uma
membrana com um peso molecular de corte de 10.000 daltons. As
etapas de microfiltracdo e ultrafiltracdo também removem

muitos microorganismos, deixando o© suco com uma carga
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microbiana reduzida. Essas etapas de ©purificacdo sédo
selecionadas por sua capacidade de remover contaminantes,
enquanto minimizam a perda de acUcar. O suco de cana-de-
aclicar ultrafiltrado (semi-purificado) resultante é passado
pelo menos uma vez por uma coluna carregada com uma resina de
troca anidnica que possui forte afinidade por contaminantes
fenbélicos e nitrogenosos, tal como a resina Diaion WA 30
(Sigma Aldrich St. Louis Missouri). Essas etapas de
purificagcdo sdo selecionadas para remover contaminantes,
porém ndo acg¢ucar.

[0016] Numa concretizacdo preferida alternativa o suco de
cana-de-actucar é primeiramente filtrado utilizando-se um
filtro de particula (peneira) que deixe passar particulas ndo

maiores que 250 microns ou mesmo por malha 100 para assim

remover aquelas particulas sbélidas. (A. HONIRON (Jeanerette,
Louisiana). A ©peneira rotativa auto-limpante pode ser
utilizada para essa finalidade). O suco resultante deste

estdgio ¢é preferivelmente pasteurizado e preferivelmente
simultaneamente parcialmente concentrado, como por exemplo, a
40-50° Brix, e entdo filtrado fino por pelo menos um filtro
mais fino, preferivelmente um dispositivo de membrana de
microfiltracédo. O suco resultante de microfiltracdo &
submetido a troca anidnica. Uma vantagem desta concretizacdo
€ gque uma etapa relativamente cara, a de ultrafiltragdo, é
substituida por uma série de etapas relativamente baratas,
filtracgdo de particula preferivelmente combinada com
pasteurizacdo, sendo esta Gltima para reduzir a carga
microbiana Jj& que (ao contrdrio da ultrafiltracgdo) a
filtracéo normal nao remove bactérias ou outros

microorganismos.
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[0017] Neste ponto, o suco de cana-de-aclicar refinado pode
ser parcial ou adicionalmente concentrado, se uma etapa de
concentracdo tiver sido executada anteriormente (até cerca de
50-55° Brix). O produto de xarope invertido acabado deve ter
68° Brix ou mais (tipicamente até cerca de 70°) para inibir o
crescimento de microorganismos e para reduzir os custos de
transporte. O suco de cana-de-acgticar, apds as etapas de
filtracdo e preferivelmente apdés passagem por uma coluna de
troca aniénica, pode ser concentrado em até 70° Brix
(preferivelmente até cerca de 50-55° Brix) utilizando
evaporadores convencionais, tais como 0s geralmente
empregados nas indistrias de cana-de-agucar ou xarope, embora
ainda seja passivel de purificacdo através de coluna de troca
anidnica. 0 suco de cana-de-acglcar tratado pode
preferivelmente ser também refinado (ex: através de uma ou
mais colunas de troca aniénica adicionais) antes de passar
por um reator de leito carregado com invertase imobilizada.
Durante a evaporagdo, todos 0s contaminantes sdo
concentrados; assim, se desejado, o© concentrado pode ser
vantajosamente passado uma ou varias vezes mais pela mesma
coluna ou por uma coluna de resina anidnica diferente.
Diversos testes em escala de bancada mostram que esta etapa
adicional de refinacdo por troca anidnica de pés-concentracéo
reduziu 42% dos fendlicos residuais e 24% das proteinas
residuais respectivamente num suco de cana-de-acucar
concentrado a 50-55° Brix apdés uma passagem por coluna de
troca anidnica, e entdo novamente submetido a uma segunda
etapa de troca anibnica. Esta etapa adicional produz =xaropes
de cor mais clara e ainda prolonga a meia-vida de enzima

imobilizada no reator de conversdo. Alternativamente, ou
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adicionalmente a etapas maltiplas de troca anidnica, uma
porgdo de refluxo do suco tratado com troca anidnica pode ser
concentrado antes de seu retorno a coluna de troca anidnica.
[0018] Antes de ingressar na coluna de hidrélise
enzimatica, o) suco de cana-de-acucar concentrado
opcionalmente tratado com troca anidnica preferivelmente
possul os seguintes valores:

[0019] teor de actcar : 15-25°Brix, se ndo concentrado, e

até cerca de 50° Brix se concentrado;

[0020] teor de sacarose : 92-96% em peso do teor de acglucar
total;

[0021] teor de s6lidos néo de aclcar residuais
(dissolvidos) : inferior a 1% em peso

[0022] teor de compostos fenbélicos residuais (dissolvidos)
: 53,24 ppm;

[0023] teor mineral residual : 0,08% ou menos em peso.
[0024] Acredita-se que o processo da invencdo também reduz

muito os teores de flavondides, antocianinas e ceras do suco
de cana-de-acucar.

[0025] As condigdes do reator e a taxa de escoamento podem
ser ajustadas para atingir conversdes excedendo 90%. E
importante obter pelo menos 90% de conversdes, sendo a
sacarose residual pode cristalizar e degradar a qualidade do
xarope. A invertase opera otimamente a um pH de 4,6 a 6,0 e a
uma temperatura de 45 a 60°C; assim, é preferido que a etapa
de conversdo seja conduzida sob controle de temperatura e pH.
O xarope invertido resultante pode ser ainda opcionalmente
concentrado utilizando-se evaporadores convencionais
(tipicamente até cerca de 70°Brix), pH ajustado (dentro da

faixa de 4,0 a 5,0) ou também refinado utilizando-se uma
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coluna anidnica, tal como a descrita acima ou outros meios de
adsorcgdo, tal como um sistema que emprega carvdo ativado para
fins de ilustrag¢do. A concentragdo, que conduz a um volume
reduzido e teor de Brix aumentado, tem o efeito de inibir o
desenvolvimento de microorganismos e reduzir custos de
transporte. O tratamento adicional pds-conversdo ira remover
a proteina residual e os compostos coloridos indesejaveis
restantes.

[0026] Em outro aspecto, a invencdo é direcionada a um
aparelho compreendendo equipamento para executar as operac¢des
unitdrias continuas anteriormente <citadas, a saber, uma
unidade de microfiltracdo, uma unidade de microfiltracédo
conectada em série a e a jusante da unidade de microfiltracéo
para receber o suco microfiltrado e produzir suco
ultrafiltrado, uma coluna de troca anidnica com ou sem
capacidade de refluxo (a corrente de refluxo saindo da coluna
opcionalmente conectada como entrada para um estéagio de
concentracdo e a saida sendo retornada a coluna), uma coluna
de troca anidnica recebendo suco ultrafiltrado e produzindo
suco de cana-de-aclcar tratado com troca anidnica e um reator
de <coluna contendo invertase, montado sobre um suporte
sbélido.

[0027] As vantagens da presente invencdo incluem, sem
limitagdo, a capacidade de efetuar a conversdo em xarope
invertido de forma eficiente e continua, utilizando um
processo prontamente adaptado a escala industrial, e a
capacidade de prolongar a vida da enzima e operacéo
ininterrupta do reator de coluna, melhorando assim a
eficiéncia do processo.

[0028] Objetivos, caracteristicas e vantagens adicionais
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da invencdo serdo mais prontamente entendidas a partir da
descricdo detalhada abaixo.

Breve descricdo dos desenhos

[0029] A Fig. 1 é um diagrama de fluxo de um processo para
fabricar xarope invertido de acordo com a presente invencdo.
[0030] A Fig. 2 é um diagrama de fluxo de outro processo
para fabricar xarope invertido de acordo com a presente
invencéo.

[0031] A Fig. 3 é um grafico da atividade restante de
invertase nativa e modificada plotada contra o tempo de
incubacéo.

[0032] A Fig. 4 é um grafico de invertase modificada
(2U/ml) recuperada mediante o uso de diferentes membranas de
didlise.

Descricgdo detalhada da invencéo

[0033] Numa concretizacdo, a presente invencdo refere-se a
um processo novo para produgdo de xarope invertido utilizando
suco de cana-de-aguUcar bruto obtido através de processos de
extracdo convencionais. A invencdo compreende um primeiro
estidgio (purificacgdo e concentracgdo parcial opcional do suco
de cana-de-aclcar bruto) e um segundo estdgio (converséo
enzimdtica do suco de cana-de-acglUcar refinado utilizando
invertase imobilizada e concentracdo opcional adicional do
xarope invertido resultante conforme ilustrado na Fig. 1).
Apbs obter o suco de cana-de-aglcar bruto através dos
procedimentos de extracéo tradicionais (trituracéo,
tratamento com cal e/ou outras etapas de refinacédo
convencionais para remover sb6lidos grossos, melhorando assim
a limpidez e para remover cor, podem ser e sdo

preferivelmente omitidas, exceto possivelmente por uma etapa
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de sedimentacdc para remover so6lidos grossos), o suco &
filtrado e purificado com troca anidnica em preparacdc para a
etapa de conversdo. Etapas de refinacdo adiciconais podem se
seguir & etapa de conversdo.

[0034] 0 suco de cana-de-aclcar €& submetido a operacdes de
remocdo de sdlidos, tais como microfiltracdo e ultrafiltracao
ou filtracdo e microfiltragdc de particula visando remover
contaminantes insoldveis finos e uma primeira fracgdo
significativa de contaminantes solaveis. Uma unidade de
microfiltracdoc equipada com membrana de filtracdoc com 0, 2wm
serialmente seguida por uma unidade de  ultrafiltracéo
equipada com uma membrana para separar contaminantes com
pesos moleculares superiores a 10.000 daltons {que
correspondem a tamanhos superiores a 0, 005%50mm) sdo
particularmente preferidas. Cortes de peso molecular mais
baixos s&o aceitaveis, conforme acima descrito, uma wvez que
nao causam a retencdo de moléculas de acgicar nem levam a
custos de equipamentos e processoc desnecessariamente
aumentados. (Conforme agqui utilizado "substancialmente reter
aclicares contidos no suco de cana-de-aclcar significa reter
pelo menos 85% e preferivelmente pelo menos 90% do teor de
acicar original do suco). Essas duas técnicas de separacdo
praticadas em série reduzem significativamente (tipicamente
em mais de 90%) o teor de proteina insoluvel no suco de cana-
de-acucar bruto original conforme determinade com a técnica
de Biuret (Gornall et al, 1948). Alternativamente, uma
combinacdo de filtracdo de particula utilizandeo uma passagem
por filtro, como por exemplo, malha 100 seguido de
microfiltracdo, conforme descrito logo acima, pode ser

praticada. Preferivelmente, o© suco sera pasteurizado e
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opcional e simultaneamente concentrado em, por exemplo, 35-
50° Brix entre a primeira e segunda etapa de filtracdo. A
etapa de pasteurizacéo é de maior beneficio nas
concretizactes em que a ultrafiltracdo ndo é empregada.

[0035] Cada wuma dessas etapas de processo pode ser
executada mais de uma vez, produzindo remocdo de sdblidos
ainda melhores. Porém, mesmo apds essas técnicas sofisticadas
de deplecdo de sbélidos, o produto de suco de cana-de-acucar
ainda conteréa componentes solaveis que afetam
desfavoravelmente o desempenho da invertase e/ou reator. Por
este motivo, o suco de cana-de-aclicar parcialmente refinado é
ainda submetido a uma etapa de troca anibnica para reduzir
componentes solGveis indesejaveis. Uma ampla variedade de
materiais de troca anidnica podem ser utilizados, como por
exemplo, dietilaminoetil celulose, estireno, acrilico e
agarose. A agarose é preferida do ponto de vista de custo; a
celulose é preferida por seu bom desempenho e baixo custo.
[0036] A remocdo de componentes soluveis indesejaveis pode
ser preferivelmente executada através de uma coluna de troca
anidénica gque possui uma forte afinidade por fendlicos e
compostos nitrogenosos. Essa etapa de troca anidnica provou
ser altamente eficiente para clarificar o suco e remover
outros componentes indesejaveis em ©preparagdo para a
conversdo enzimatica.

[0037] A pasteurizacédo pode ser conduzida a uma
temperatura tdo baixa quanto 61,5°C ou a uma temperatura mais
elevada, como por exemplo 72°C. Deve-se ter cautela para nédo
afetar desfavoravelmente a qualidade do xarope invertido;
sendo assim, deve-se utilizar, apds a conversdo, temperaturas

mais baixas de concentragcdo e pasteurizacédo.
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EXEMPLO I

[0D38] Com particular referéncia & Fig. 1, a cana-de-
aclcar fol extraida utilizando-se técnicas convencionais no
estédgio de extracdoc 1. O extratoc brutec 101 (caracteristicas
mostradas na Tabela 1) a uma taxa de escoamento de 12,0 L/h
foi submetido a um sistema "Quick Stan Benchtop" contendo uma
unidade de microfiltracdo (2 na Fig. 1) fabricado por A/G
Technology modelo No. QSM-04SAP, equipado com uma membrana de
filtragdo de 0,2 om sob condigdes de queda de pressio maxima
de 30 psi para produzir um succ de cana-de-—-aclicar
microfiltrade 201 tendo as caracteristicas ilustradas na
segunda coluna da Tabela 1. 0Os contaminantes 202 em sua
maioria eram proteinas, ©peptideos, fendlicos e outros
compostos coloridos. O suco microfiltrade 201 foi entéao
submetido & ultrafiltracdo utilizando uma unidade fabricada
por A/G Technlogy, modelo No. QSM-04SAP (3 na Fig. 1) sob
condigdes de queda de pressdo maxima de 30 psi para produzir
suco de cana-de-acicar ultrafiltradeo 301. ©Os contaminantes
302 em sua maioria foram proteinas, peptideos, fendlicos e
outros compostos colorideos. 0O suco ultrafiltrade 301 foi
entdo submetido & coluna de troca anidénica (4 na Fig. 1) sob
condicdes de pH de 5,5 utilizande uma coluna de wvidro, uma
resina de troca anidnica fraca (Daiaon WA 30) comercializada
pela Sigma Aldrich (S5t. Louis Missouri). A resina tinha um
tamanho médio de particula de 16-50 om, era uma resina porosa
ativada com alguilamina e tinha uma capacidade de 1,5 meg/ml
(Supelco). A resina foli previamente tratada com uma solucdo
de fosfato de sdédio 0,05 M com pH ajustado em 5. A coluna de
vidro wutilizada para carregar a resina tinha 30 cm de

comprimento e um didmetro interno de 2,5 cm. O leito de
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resina carregada de 15 cm de comprimento foi tratada com um
tampdo de acetato de sbédio até que o pH da solucdo de saida
atingisse 4,5. O suco de cana-de-acUcar ultrafiltrado foi
passado uma vez pela coluna. Nesta etapa, aproximadamente 50%
dos compostos fendlicos foram removidos, conforme avaliado
pelo procedimento analitico Folin Ciocalteau (Swain and
Hillis, 1959).

[0039] O suco de cana-de-aclUcar tratado com troca anidnica
401 tinha as caracteristicas apresentadas na coluna da Tabela
1.

[0040] Neste ponto, toda a corrente 401 ©pode ser
concentrada no estagio de concentragcdo (5 na Fig. 1) e
passada pela mesma coluna de troca anibnica, ou uma porg¢do de
refluxo da mesma, corrente 401A pode ser concentrada, antes
de seu retorno a mesma coluna {corrente 501 na Fig. 1) que
poderia ser retornada a coluna num ponto intermediédrio
dependendo do teor de impurezas da corrente de refluxo
concentrada. Alternativamente, a corrente 401 pode ser
concentrada e passada por uma segunda coluna de troca
anidénica (ndo mostrada). Redirecionar o concentrado 501
através da coluna de troca anidnica 4 {(ou passéd-lo por outra
coluna de troca anidnica) remove os contaminantes soluveils
adicionais, resultando numa corrente adicionalmente
purificada (ndo separadamente mostrada na Fig.l). A corrente
401 torna-se entdo a alimentacdo ao reator de coluna (6 na
Fig. 1).

EXEMPLO 2

[0041] A invertase {(Grau VII, nUmero de catédlogo I 4504,
Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri) foi imobilizada por

adsorcdo simples sobre grdnulos de quitosana (Chitopearl BCW
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3505, Wako Chemicals, USA, Inc.). © tamanho do grdanulc fol de
350-3890 om e tinha uma capacidade de troca idnica de 0,2-0,3
meg/ml com uma superficie especifica de 150-200 m?/g. Os
grdnulos de gquitosana foram lavados trés wvezes com A&agua
destilada e uma solucdo de acetato de sdédie 0,02 M (0OH 4,5).
Ldicionou-se invertase aos grdnulos de guitosana a
aproximadamente 2.000 unidades enzimaticas/g de granulos e a
suspensdo resultante foli mantida sob agitacdo durante 60
minutos & temperatura ambiente. A solucdo fol filtrada e os
gridnulos de gquitosana contendo a invertase imobilizada foram
lavados uma vez com uma sclucdoc de acetato de sdédio 0,02Z2M (pH
4,5).

[0042] 0 material enzimdtico imobilizado sobre os grédnulos
de guitosana foi utilizado para carregar uma coluna
encamisada com 20 cm de comprimento (Tipo XK-16 Pharmacia)
com um didmetro internco de 16 mm. O comprimento do sistema de
suporte de enzima imobilizada foi ajustadoe em 120 mm.
Grdnulos de zircdnioc foram colocados sobre o topo e fundo da
coluna. Zircdnio foi utilizade como material inerte
simplesmente para evitar perdas de suporte de coluna. Em
operacdes comerciais, bandejas de malha especial sdo
utilizadas em lugar de =zircdbnio ou de outros materiais
inertes. A coluna foi equilibrada a uma temperatura de 50°C
fazendo-se circular agua guente pela camisa da coluna. O
concentrado de cana-de-aclucar refinadoc 401 com 50-55°Brix foil
bombeado pela cocluna a uma taxa de escoamento ajustada para
causar um tempo de permanéncia de 10 min. A guantidade de
aclicares no substrato e no produto fol determinada através do
método colorimétrico com dcido dinitrosalicilato e através de

cromatografia liquida de alto desempenho equipada com um
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detector de indice de refracdo. Sob essas condigdes, mais de
95% da sacarose foi convertida em glicose e frutose (xarope
invertido). A relag8o de glicose para frutose na corrente de
produto foi de 1:1. As caracteristicas restantes de corrente
de produto 601 sdo também estabelecidas na Tabela 1.
Finalmente, o produto de xarope invertido 601 fol concentrado
a 68-70° Brix no evaporador 7 e opcionalmente também refinado
para atender as especificacgdes exigidas pela indiGstria. Esses
ajustes finais podem ser executados utilizando-se operag¢des
unitarias convencionais e técnicas de refinacdo tais como o
uso de coluna de adsorgdo carregada com um filtro de carbono
ativado para melhorar a cor do xarope.

EXEMPLO 3

[0043] Este Exemplo é uma simulacgdo tipo lote de um
processo continuo de uma concretizacdo preferida alternativa
da presente invencgdo. Com particular referéncia a Fig. 2,
cana-de-acucar foi extraida utilizando-se técnicas
convencionais no estédgio de extracdo 21. No primeiro estéagio
de filtracéo 22, o) extrato bruto 1001 tendo as
caracteristicas mostradas na Tabela 2, foi primeiramente
passado por uma peneira No. 100 (malha 100) & presséo
ambiente. Contaminantes sélidos relativamente grossos 2002
foram coletados pelo filtro e descartados. O primeiro suco
filtrado 2001 é primeiramente pasteurizado na etapa 23 a
61,5°C durante 0,5 hora (ou a uma temperatura mais alta, como
por exemplo, 72°C por um tempo mais curto, como por exemplo,
15 segundos)e ao mesmo tempo evaporativamente concentrado a
50°Brix. O suco pasteurizado/concentrado 3001 foi passado por
cartucho de microfiltracdo 24 (2800 cm?, CFP-2E-6A fabricado

pela Amersham Biosciences Buckinghamshire, UK) e tendo uma
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membrana com didametro de poro de 0,Zomm equipada com uma bomba
(E-trac WFCHT fabricada pela Inverter) operada a uma pressac
de 13 psi para remover particulas sélidas finas (cinzas
finas, compostos coloridos) bem como para reduzir leveduras e
carga bacteriana, e proteinas de alto peso molecular (peso
molecular de cerca de > 100 kD) gque sdo descartadas (4001).
[(0044] Periodicamente, apds 6-8 horas de uso, a unidade de
microfiltragdo fol regenerada lavando-se a mesma duas vezes
com NaOH 0,2M a 50°C. O NaOH precisou ser lavado (trés vezes)
com agua ou neutralizado com HC1l 1N.

[0045] 0 suco microfiltrado, corrente filtrada fina 4002,
representa o produto intermedidrio filtrado em dois estégios.
Ls caracteristicas deste produto intermediario sdoc mostradas
na Tabela 2. 0 produto intermedidrio ainda apresentava uma
cor marrom escura indesejavel, indicando a presenca de
fenélicos e de outros compostos coloridos.

[0046] 0O produto intermediaric 4002 foi entdo submetido a
troca anidnica na etapa 25: foi alimentado no topo de uma
coluna de 500 ml (volume de trabalho de 450 ml) equipada com
resina microgranular de troca anidénica Whatman DE5Z, com uma
capacidade de 0,88-1,08 meg/g (Whatman, New York, USA4).
Tampdo fosfato de sdédico foli utilizado para egquilibrar a
coluna a wum pH de 5 antes de alimentar o produto
intermediario 4002.

[0047] 0 produto de troca anidnica 5001 resultante da
coluna tinha as caracteristicas mostradas na Tabela 2. Os
contaminantes removides 5002 incluiam A&cidos fendlicos e
outros compostos coloridos, deixando um produto limpido
amarelo-palido 5001. Essas etapas também teriam reduzido o

teor de invertase inibindo os compostos nitrogenosos, porém
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as medi¢des ndo foram executadas neste Exemplo.

[0048] O produto de troca anidnica 5001 foi entéo
submetido & hidrdélise enzimadtica na etapa 27 utilizando uma
coluna na qual invertase (Maxivert L10000 de Saccaromyces
cereviciae com uma atividade de 10.000 U/ml, DSM, Franca) foi
imobilizada sobre Chitopearls™ utilizados como suporte. A
carga do suporte com enzima foi executada conforme descrito
no Exemplo 4.

[0049] A coluna foi mantida a 60°C, pH 5 e a conversdo em
xarope invertido ocorreu quando o produto de troca anidnica
se movimentou pela coluna. Chitopearls™ foram selecionadas
entre outros suportes em parte por sua eficiéncia, baixo
custo e baixo custo de operacdo e em parte porque tinham

alguma capacidade de troca i6nica que também melhorou a cor

do xarope. Um liquido incolor 7001 emergiu da coluna
catalitica.
[0050] Apés a invertase ser consumida (devido ao

crescimento bacteriano como resultado do uso intermitente
totalizando aproximadamente 7 dias) o suporte foi lavado com
NaOH 1N para eluir a invertase, lavado trés vezes com &gua
destilada e carregado com enzima fresca conforme acima
descrito. O suporte possui uma longa vida 0Gtil e pode ser
limpo, carregado com enzima fresca e reutilizado diversas
vezes antes de ser substituido. A restricdo ao crescimento
bacterianc poderia prolongar o periodo de operacdo da
invertase.

[0051] O xarope invertido resultante da coluna catalitica
tinha as caracteristicas apresentadas na Tabela 2.

[0052] O xarope invertido pode ser concentrado a 68-

70°Brix apds a conversdo enzimdtica. A concentracdo pbs-
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conversdo pode ser efetuada num evaporador a vacuo a 60°C
para evitar formagcdo de cor do xarope invertido causada pelo
efeito de temperaturas mais altas.

[0053] A concentragdo pré-conversdo produzira um produto
com 40-50°Brix imediatamente antes da conversdo (que pode ser
executada utilizando-se uma porg¢do ou todo produto da coluna
de troca anibnica conforme ilustra a Fig. 2, corrente 5001A
na etapa 26 e corrente concentrada 5002 de volta ao topo ou
um ponto intermediédrio ndo mostrado da etapa 25). Os diversos
locais dos estadgios de concentragdo no processo possuem
diferentes vantagens e desvantagens. A concentrag¢do de pré-
conversdo permite trabalhar com volumes reduzidos e diminuil a
taxa de <crescimento de microorganismos devido a alta
concentragcdo de solutos; porém, a viscosidade aumentada da
solucdo afetard negativamente o desempenho das membranas de
microfiltracdo (e ultrafiltracdo, se houver) causando um
aumento na queda de pressdo.

EXEMPLO 4: IMOBILIZACAO DE ENZIMA

[0054] Uma solucdo de 2500 U/mL de invertase (Maxinvert
1L10.000, DSM, Franga) em tampdo fosfato 50 mM pH 5 foi
modificada de acordo com o protocolo reportado por Hsieh
(2000) . 30 mg de invertase (412 U/mg) foram dissolvidos em 29
ml de tampdoc fosfato 50 mM, pH 5,0, misturados com 1 ml de
periodato de sédio 30 mM durante 3 horas a 4°C no escuro.
Periodato de sbédio ndo reagido foil removido adicionando-se
0,2 ml de etilenoglicol e misturando-se durante 30 minutos. A
invertase oxidada com periodato resultante foi dialisada
contra tampdo fosfato 50 mM, pH 6,0. A Figura 3 (um grafico
da atividade restante a 55°C em 1M sacarose pH 6 de invertase

nativa e modificada (2U/ml) previamente incubada & mesma
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temperatura plotada contra tempo de incubacdo) mostra que a
invertase modificada possui uma atividade mais alta do que a
enzima nativa e que a etapa de modificagdo aumentou a vida
Gtil da enzima. Por exemplo, a enzima nativa perdeu 75% de
sua atividade inicial em 6 horas, ao passo que a enzima
modificada levou cerca de 72 horas.

[0055] Durante o processo de modificacdo, utilizou-se
didlise para eliminar os reagentes necessarios para a
modificacdo (periodato de sdédio e etilenoglicol). A didlise
poderia ser conduzida utilizando-se um membrana de corte de
peso molecular de 10 kDa (uma membrana com corte de peso
molecular mais alto poderia ser utilizada, como por exemplo,
excedendo 25 kDa). Os resultados mostrados na Figura 4 (um
grafico da atividade a 55°C em solucdo de sacarose 1M a um pH
6 de invertase modificada (2U/ml) recuperados por diferentes
membranas de didlise tendo um corte de peso molecular de 10
kDa, 15 kDa e 25 kDa, demonstram que a atividade da enzima
modificada ndo ¢é influenciada pelo tipo de membrana de
didlise.

[0056] Outros experimentos foram executados utilizando-se
a enzima modificada para selecionar o suporte mais
conveniente para imobilizacdo. Alumina, Sephabeads® e
Chitopearls™ foram utilizados para esta finalidade. Grénulos
de quitosana foram selecionadas Como suporte para
imobilizagdo de enzima, por serem faceis de preparar, seu uso
ser mais barato e sua preparag¢do mais répida do que outros
suportes comumente utilizados. Além disso, o0s granulos de
quitosana tinham uma vida Gtil muito mais longa e utilizaram
menos enzima, tornando eficiente o processo de imobilizacgéo.

Finalmente, conforme demonstrado no Exemplo 3, este suporte
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possuli alguma capacidade de troca idnica que também melhora a
cor clara do xarope produzido.

[0057] Antes da imobilizacgdo, Chitopearls™BCW 3505 (Fuji
Spinning Co., Ltd., Japdo) foram lavados trés vezes com &agua
destilada. O excesso de agua foi decantado e 40 g (40 ml) de
Chitopearls™ foram carregados numa coluna de vidro de 30 cm
de comprimento e com um didmetro interno de 1,5 cm (volume de
trabalho de 50 ml) equipada com camisa de temperatura e
tampas permedveis de malha e tela em ambas as extremidades da
coluna. A invertase modificada foi imobilizada por absorgéo
simples, ou seja, passando-se a solucdo enzimatica pela
coluna para obter uma concentragdo de 1000-3000 IU/g. Antes
do uso, 50 nM NaH;PO,, tampdo pH 5 foi passado pela coluna
até que a solugdo de saida tivesse um pH de 5. A temperatura
de operacdo foi fixada em 60°C. A enzima imobilizada foi
utilizada para converter solugdes de teste (sacarose em agua
contendo 34-50% sacarose) em xarope invertido. A taxa de
conversdo foi alta, iniciando com 100%. Apdés 3 dias de
operacdo continua, a conversdo foi ainda maior que 80%.
Adicionalmente, devido as propriedades de troca idnica dos
Chitopearls™, o xarope invertido resultante foi Qquase
cristalino (L=66,14, a*=0,3%9, Db*=2,11). Nenhuma diferenca
substancial na queda de pressdo foi observada ao se aumentar
a concentragcdo de agucar, Jja gque o tamanho e forma dos
Chitopearls™ ©permite um facil escoamento pela coluna,
indicando gque mais suco concentrado poderia ser utilizado.
Nesta escala, o escoamento foili fixado na faixa de 5-12
ml/min.

EXEMPLO 5 - EFEITO DE TROCA IONICA SOBRE A DESCOLORACAO

[0058] O suco de cana-de-aglcar microfiltrado foi passado
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por uma resina de troca anidnica fraca (resina de troca
anidnica microgranular pré-intumescida Whatman DE52, Whatman,
New York, USA) para remover compostos fendlicos e proteinas.
[0059] Antes do uso, a resina de troca anidnica
microgranular pré-intumescida Whatman DE52 foi ativada
adicionando-se 50 nM NaH;POy, tampdo pH 5 até obter
hidratagdo completa. Quando a resina estava hidratada e
pronta para uso, carregou-se 40g da mesma numa coluna
plastica com 15 cm de comprimento e didmetro interno de 2 cm
(volume de trabalho de 50 ml) equipada com um filtro de
fundo. O escoamento de suco de cana-de-ac¢ucar microfiltrado
(descendente) foi fixado em 8 ml/min utilizando-se uma bomba
peristaltica. Compostos coloridos de 2 L de suco de cana-de-
aglicar microfiltrado foram removidos utilizando-se 40g de
resina, produzindo um liquido translécido amarelado claro. Os
parédmetros de cor foram medidos com um colorimetro Minolta
utilizando um padr&o branco como fundo e uma fonte luminosa
D65. Parédmetros CIELa*b* (coordenadas de espago de cor)
indicam uma cor mais luminosa da amostra apds troca idnica,
alterando os valores L de 34,02 para 63,72. A coloragéo
avermelhada também diminuiu com uma alteracdo de +3,92 para -
2,85 dos valores a*. Essa coluna foi regenerada utizando-se 2
volumes de leito (100 ml) de solugdo NaOH 1N seguido de 2
volumes de leito de agua desmineralizada e 2 volumes de leito
de NaH;PO; 50 mM, tampdo pH 5. NaOH residual (100 ml, 1,0 N)
foi eliminado através de neutralizacdo com HC1l 1N.

EXEMPLO 6 : CONVERSAO DE SACAROSE EM ESCALA PILOTO

[0060] A invertase foi imobilizada em Chitopearls™
conforme descrito no Exemplo 2 e carregada numa coluna de

vidro com 70 cm de comprimento e didmetro interno de 7 cm
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(2700ml de volume de trabalho) equipada com camisa de troca
térmica e com tampas permeaveis em ambas as extremidades da
coluna. Antes do uso, 50 mM NaH,PO,, tampdo pH 5 foi passado
pela coluna até que a solugdo de saida tivesse um pH de 5. A
temperatura de operacdo foi fixada em 60°C utilizando &gua
quente. O suco inicial foi desviado até que se tornasse
estdvel. O sistema foi testado primeiramente com uma solucgdo
de sacarose de 32°Brix a 9,6 L/h wutilizando uma bomba
centrifuga (Fasco, Modelo 71632363) . Com um tempo de
permanéncia de 14 segundos, a conversdo média total foi de
96,0%. A concentracdo de frutose e glicose no xarope
invertido foi determinada com o método colorimétrico de acido
dinitrosalicilico (DNS) relatado por Miller (1959).
G.L.Anal.Chem. 1959, 31:426-428.

EXEMPLO 7: PRODUCAO DE XAROPE INVERTIDO A PARTIR DE SUCO DE
CANA- DE—AC(JCAR EM ESCALA PILOTO SEM PASTEURIZACAO ou
ULTRAFILTRACAO

[0061] O suco de cana-de-aclcar foi extraido utilizando-se
técnica convencional, que consiste em triturar a cana-de-
acglcar com um triturador mecdnico. O suco de cana-de-acglcar
bruto foi passado manualmente, conforme exigido durante os
testes em lotes de 1 L, por uma peneira No. 100 (equivalente
100 Tyler) para remover particulas sbélidas grossas due
poderiam afetar outros estédgios do processo. S6lidos
(incluindo cinzas, pedras e materiais orgdnicos) ficaram
retidos na peneira, enquanto o suco de cana-de-aglcar pré-
filtrado passava ©por ela e era coletado em tanques
reservatdérios para processamento adicional. Este Exemplo é
também ilustrado na Fig. 2, porém ndo foi executada nenhuma

pasteurizacdo ou concentrag¢do opcional (nenhuma etapa 22). Os
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nameros de referéncia a varias correntes neste Exemplo 7 nédo
implica gue as correntes poderiam ter a caracterizacac dada
na Tabela 2 para um experimentoc diferente.

[00&2] 0O suco de cana-de-aclcar primeiramente filtrado foi
entdo filtrado mais fino por uma membrana de microfiltracdo
(Amersham Biosciences, CFP-2-E-6A) egquipada com uma bomba
{(Inversor AC E-Trac WFCHT). A unidade consistiu de uma

“ de 0,2 om. As pressdes

membrana de microfiltracdo de 2800 cm
de entrada e saida foram mantidas a 13 e 0 psi,
respectivamente, e a velccidade da bomba mantida a 200 rpm.
Sob essas condigdes, a taxa de esceoamento pelo cartucho foi
de 900 L/h, engquanto o suco de cana-de-aclicar retido (4001)
tinha um escoamento de 895,2 L/h, que foi reciclado ao tangue
reservatorio do gqual o suco de cana-de-aclhcar fol retirado. O
suco de cana-de-agucar microfiltrado (4002) tinha um
escoamento médic de 4,8 L/h e foi coletado em tangues
reservatdrico para processamento adicicnal. Apdés o© uso, a
membrana precisou ser lavada com 20 L de NaOH 0,2N a 50°C
para remover todos os sdlidos ligades & superficie e para
higienizacdo. NaOH residual (20, 0,2 N) foi eliminado por
neutralizacdo com 4L de HC1 1N. 0 egquipamento de
microfiltracdo ndo tinha capacidade suficiente e uma unidade
maior deveria ter sido utilizada. Porém, esta & uma questdo
de otimizacdo, no estado da técnica.

[0063] O suco de cana-de-aclcar microfiltrado (4002)
passou descendentemente por uma coluna de vidro com 70 cm de
comprimento e T7cm de didmetro interno carregada com resina
Whatman DESZ2 (volume de trabalho 1350 cc) previamente

tratada, conforme descreve o Exemplo 5. O suco microfiltrado

(4002) foi bombeado pela acdo de uma bomba peristaltica
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(Stenner 170DM5) a uma taxa média de escoamento de 1,1 L/h,
produzindo um liquido translicido amarelado claro (5001) na
saida da unidade que foi coletado em tanques reservatdrio
para processamento adicional. As alteracgdes colorimétricas no
suco de cana-de-aclcar foram determinadas wutilizando-se
escala CIELa*b* (colorimetro Minolta), gerando os seguintes
pardmetros: de L* 41,7, a* +6,75, b* +24,42 no suco de cana-
de-actcar na entrada para L* 61,17, a* -1,52, b* +14,94 na
saida.

[0064] O tempo de operacdo dependeu do teor fendlico da
cana-de-agtcar e da compressdo descendente da coluna causada
pela resina devido a queda de pressdo diferencial do
escoamento de suco do topo para o fundo. Isso indica a
necessidade de otimizar o tipo de resina, possivelmente
mudando para uma mais eficiente: candidatas s&do Dowex 66 da
Sigma Aldrich, St. Louils, Missouri, USA ou até mesmo
Chitopearls™, empregadas na etapa de conversdo, gque possuem
capacidade de troca idnica considerdvel e que possivelmente
suportam melhor a pressdo na coluna. O tempo de operagdo
médio utilizando as condig¢Bes aqui descritas foi de 5 horas,
tempos maiores de operagdo produziram um produto com maiores
quantidades de compostos fendlicos devido a perda progressiva
de capacidade de troca de resina, afetando as propriedades
6pticas. Diversas colunas anidnicas podem ser utilizadas para
operar em base semi-continua, mudando de uma para outra assim
que a saturagdo da resina for atingida. A saturac¢do da resina
pode ser determinada indiretamente, medindo-se os pardmetros
CIELa*b* na descarga. Apds a resina ter perdido a maior parte
de sua capacidade de troca idnica devido a saturagdo com

compostos fendlicos, ela é regenerada com NaOH 1,0N conforme
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descrito no Exemplo 3.

[0065] O suco de cana-de-acglUcar tratado com troca idnica
(5001) foi passado pela coluna de conversdo enzimdtica (27)
descrita no Exemplo 6. O suco de cana-de-aglUcar tratado com
troca ibnica efetivamente flui para cima pela agdo da bomba
centrifuga de fluxo ajustavel (Fasco, Modelo 71632363).
Quando o fluxo de suco de cana-de-agUcar pela coluna foi
fixado em 12 L/h (com tempo de permanéncia de 10,5 segundos),
a conversdo média total foi de 89,7%, e quando foi fixado em
6 L/h (com tempo de permanéncia de 21 segundos), a conversdo
média total foi de 98,0%. O xarope invertido foi coletado em
tanques reservatdério para processamento adicional.

[0066] Apdbés conversdo, o xarope invertido (7001) pode ser
concentrado utilizando-se um evaporador equipado com uma
bomba de vacuo. O evaporador seria carregado com xarope
invertido de 20°Brix até que o volume operacional fosse
atingido. Apds carga, o evaporador de batelada é fechado e
ligado. O evaporador seria ajustado para operar a uma
temperatura média de 55°C e a uma pressdo de -0,9bars que
poderiam ser atingidas num periodo de tempo de acordo com as
caracteristicas do evaporador. O fluxo de entrada de xarope
invertido seria ajustado automaticamente pelc sistema de
controle do evaporador ao mesmo tempo que a &agua condensada
sal no seu fluxo determinado. O xarope 1invertido no
evaporador deve ser concentrado até atingir 70°Brix. A
concentracdo de acucar (°Brix) deve ser determinada com um
refratdbmetro (tal como o SPER SCIENTIFIC, 0% - 80%).

[0067] Nesta concretizagdo, a invenc¢do compreende a etapa
de converter suco/concentrado de cana-de-acucar

(preferivelmente previamente depletado de contaminantes,
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conforme acima descrito, utilizando pelo menos uma filtracdo
em dois estagics gque combinadamente elimina contaminantes
maiores que 0,2 «m e preferivelmente até mesmo os malores que
0, 0050m) utilizando invertase imobilizada, colocada num
reator de leito carregadeo (fixeo, mdével ou fluidizado).
Existem wvarios relatos (&kgol et al., 2001, Bahar e Tuncel
2002, D’'Souza e Godbole 2002, Tanriseven e Dogan 3001,
Tumturk et al., 2000 e Torres et al., 2003) gque mostram
diferentes formas de se imcbilizar invertase sobre suportes
diferentes. Qualgquer um dos anteriormente citados, pode, em
principio, ser utilizado sujeitos a restricgdes de custo. As
técnicas e suportes adicionais de imobilizacdo de invertase
sdo bastante conhecidos e descritos na literatura patentéaria,
consideradas na secdo de histdrico da invencdo.

(0068] Existe uma ampla variedade de sistemas de suporte
imobllizado baseados em adsorgdo, captagdoc, encapsulacdo,
troca idnica, reticulacdo e ligacioc covalente. 0Os sistemas de
suporte mais amplamente utilizados empregam agar, alginatos,
quitosana, diversos polimeros, poliacrilamida, celulose,
celulose substituida, pectina, carbono e alumina (Akgol et
al.2001, Bahar e Tuncel 2002, D Souza e Godbole 2002,
Rosevear 1984, Tanriseven e Dogan 2001 e Tumturk et al.,
2002) como material de suporte. Glutaraldeido e
polietilenoimina estdoc entre o©s agentes mais populares e
eficazes para imcbilizar enzimas sobre suportes sdélidos e
carregé-las sobre colunas (Avrameas et al., 1969 e Torres et
al., 2003).

[0069] Existem diferentes fontes de invertase com
diferentes graus de atividade. A invertase tem sido

imobilizada com sucesso em diferentes sistemas. A invertase
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de Grau VII a partir de levedura tendo uma atividade
especifica de 2000 IU/g é preferida. E importante otimizar
condigbdes para fazer um usc mais eficiente do reator
enzimdtico. Os parémetros de processo gque poderiam ser
principalmente considerados sdo temperatura operacional e pH.
Uma faixa de temperatura preferida é de 45-60°C e uma faixa
de pH preferido & de 4,5-6,0. A temperatura d6tima & de 50°C e
pH 4,5. Suportes preferidos saoc alumina, gquitosana e
acrilamidas tendo as seguintes faixas de caracteristicas:
tamanho 30-590 om e superficie especifica de 150-200 Hﬁfq.
[0070] Com a finalidade de demonstrar a eficacia da
invencdo, trés suportes de imcbilizacdoc diferentes foram
testados: captacdo, adsorcdc e reticulacdo. A técnica de
imobilizacdo de adsorcdo €& a mais simples de todas.
Opcionalmente, o produto de xarope invertido pode ser também
concentrado o gue pode ser realizado atraves de evaporacao
convencional em pelo menos 68°Brix e/ou ainda refinado, se
necessario, para remover proteina residual, compostos
fendlicos e compostos coloridos indesejdveis por adsorcédo
sobre uma coluna de troca anifénica sob condigfes tais como
acima descrito e/ou sobre uma coluna de carbono ativado.
[(0071] Todo processo pode ser incrementado e automatizado
com ©0s equipamentos e instrumentos de automagdo existentes.
Entre as vantagens do presente processo estdo (i) a
capacidade de operar num processc em linha de corrente
completamente continuc de extrato de cana-de-aclOcar bruto em
produto de xarope invertido; (ii) a capacidade de operar
utilizando um numero reduzido de operacgdes unitarias e/ou
operacdes unitéarias mais eficientes para obter um produto de

xarope invertido. Em outras palavras, embora, em principio,
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seja possivel obter ac¢tcar refinado de mesa, dissclvé-lo em
dgua e carrega-lo num reator de invertase imobilizada para
converté-lo em xarope invertido, o <custo global de tal
processo (custo de refinagcdo do aclcar de mesa mais o custo
de conversdao do mesmo em xarope invertido) seria
desfavoravel, de fato proibitivo. De forma similar, embora
seja possivel adicionar etapas de refinag¢do convencionais e
preaquecer o suco de cana-de-aglcar antes que ele ingresse na
operacdo de remog¢do de sdlidos/soltaveis aqui descrita, tal
pré-tratamento ndo ¢é necessdrio e sua adigcdo deve ser
contrabalancada em relacdo ao custo aumentado de sua execugdo
e o0 beneficio dai decorrente.

[0072] Embora a presente invencdo tenha sido mostrada e
descrita com respeito as concretizacdes preferidas, diversas
alteragdes e modificagdes, que podem ser O6bvias para um
habilitado na técnica ao qual se refere a invencdo, séo
consideradas dentro do escopo e espirito da presente
invencdo, conforme as reivindicagcdes a seguir. Todos o0s
documentos citados e relacionados abaixo foram aqui
incorporados por referéncia em sua totalidade (excluindo os

sites da web).



33/36

TABELA 1
Caracteristicas de suco de cana-de-acicar seqliencialmente
purificado por microfiltracdo, ultrafiltracdc e resinas de

troca anidnica. n.m.=ndo medido por método analitico

SUCO DE CANA-DE-ACUCAR
Brutoe |MICROFIL-|ULTRAFIL-|COLUNA DE|COLUNA DE
TRADD TRADOD TROCA INVERTASE
Membrana | 10.000 |ANIONICA
0,2« MWCO
INDICE DE EXTRACAC DE SACAROSE
Indice de 18,2 17,7 16,3 16,0 n.m.
refracio
Rotacdo 69,3 67,4 61,5 60,3 n.m.
lespecifica
Conduti- 1,586 1,62 1,58 1,50 n.m.
vidade
{milimhos)
Pol/Indice 16,8 16,4 15,0 15,0 n.m.
DeExtracio
Pureza 92,4 92,5 92,2 92,1 n.m.
COR®
a* 1,03 3,16 2,42 -1,23 n.m.
b* 5,19 29,17 24,72 7,85 n.m.
L 25,18 51,81 56,65 65,73 n.m.
E 25,72 58,54 61,85 Be, 20 n.m.
Tom 78,9 83,9 84,4 98,8 n.m.
Composicdo Quimica
pH 5,48 5,49 5,51 5,60 5,60
Cinzas (%) 0,37 0,31 0,23 0,08 0,26
Proteina 778 77 53 15 50
(ppm}
Fendlicos| 532,96 436,50 353,45 130,85 436
(ppm)
Reducio 8,25 8,78 8,68 8,69 n.m.
Aclucares
(g/1)
Sacarose | 202,28 179,47 176,20 173,41 13,75
{g/1)
Glicose n.m. n.m. n.m. n.m. 79,83
(g/1)
Frutose n.m. n.m. n.m. n.m. 79,83
{g/1)

1, = luminosidade; a*({+) = cor wvermelha; a*(-) = cor wverde;
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b* (+) = amarelho; b*(-)= azul; E (indice de cor) = (L* + a® +
p?y 172 b

TABELA 2
Caracteristicas de suco de cana-de-aglcar sequencialmente

purificado por filtracdo de particula, microfiltracdo e troca

anidnica. n.m.=ndo medido por método analitico

SUCO DE CANA—DE—ACﬂCRR
Bruto |PARTICULAMICROFILTRADOCOLUNA|COLUNA DE
FILTRADA |Membrana0, 2« LE INVERTASE
MALHA 100 (produto TROCA
Interme- ANIO-
diario) NICA
INDICE DE EXTRACAC DE SACAROSE
Indice de 18,2 18,2 18,2 18,2 rn.m.
refraciao
Rotacdo 69,3 68-69 67,4 60,3 n.m.
especifica
Conduti- 1,56 1,56 1,62 1,50 n.m.
vidade
{milimhos)
Pol/Indice 16,8 16,8 16,4 15,0 rn.m.
de Extracéo
Pureza 92,4 92,4 92,5 92,1 n.m.,
COR”
a* 1,03 1-3 6,75 -1,52 0,39
b* 5,19 6=28 24,42 14,94 2,11
L 25,18 26-50 41,7 6l,17 66,14
E 25,72 26=50 48,79 62,99 BE, 17
Tom 78,9 BO+2 73,985 95,84 79,34
Composicdo Quimica
PH 5,48 5,48 5,49 5,60 5,60
Cinzas (%) 0,37 0,37 0,31 0,08 0,26
Froteina 778 | menos de 77 15 50
(ppm) 178
Fendélicos |[532,96| menos de 436,50 130,85 436
(ppm) 532
Reducao 9,25 9,10 9,15 9,20
Aclcares
(g/1)
Sacarose(g/l)| 202 195 193 190 19
Glicose (g/l)| n.m. n.m. n.m. n.m. 85,5
Frutose (g/l)| n.m. n.m. n.m. n.m. 85,5




35/36

°I, = luminosidade; a*(+) = cor vermelha; a*(-) = cor verde;
b* (+) = amarelho; b*(-)= azul; E (indice de cor) = (L2 + a’ +
b?) 1/2 b
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REIVINDICACOES

1. Método para produzir um produto de =xarope invertido a

partir de suco de cana-de-aglUcar bruto, caracterizado pelo

fato de compreender as etapas de:

(a) submeter o citado suco de cana-de-aclcar bruto a uma
primeira filtragdo para remover uma primeira fragdo de
contaminantes sé6lidos de dito suco, produzindo assim um
primeiro suco de cana-de-agucar filtrado;

(b) submeter o primeiro suco de cana-de-agtcar filtrado a
filtragdo mais fina para remover uma segunda fragdo de
contaminantes sélidos de dito primeiro suco filtrado e uma
primeira fragcdo de contaminantes soltveis de dito primeiro
suco filtrado e assim produzir um suco de cana-de-acglcar
filtrado mais fino;

(c) passar o suco de cana-de-acglUcar filtrado mais fino por
uma coluna de troca anidnica para remover uma segunda fracéo
de contaminantes soltGveis de dito suco de cana-de-aclicar
filtrado mais fino, produzindo assim um suco de cana-de-
aclicar tratado com troca anidnica;

(d) contatar dito suco de cana-de-aclcar tratado com troca
anidnica com uma enzima invertase imobilizada para converter
um minimo de 90% de sacarose contida em dito suco tratado
numa mistura de glicose e frutose e assim produzir dito
produto de xarope invertido.

2. Método, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado

pelo fato de o citado suco de cana-de-aglUcar bruto ser isento
dos tratamentos convencionais prévios com cal, desaeracdo e
clarificacdo através de carbonacdo ou fosfatacéo.

3. Método, de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado

~

pelo fato de o suco de cana-de-aglcar bruto submetido a
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primeira filtracdo em dita etapa (a), ter sido submetido
apenas a uma etapa de sedimentacdo ou centrifugacdo apds sua
extracdo de cana-de-ac¢licar para remover sélidos grossos.

4, Método, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado

pelo fato de o suco de cana-de-aclcar submetido & primeira
filtracdo em dita etapa (a) ser suco de cana-de-aglcar bruto
nédo submetido a nenhuma das etapas de processamento apds sua
extracdo de cana-de-acucar e antes de dita etapa (a).

5. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicac¢des 1-4,

caracterizado pelo fato de o suco de cana-de-—aclcar submetido

a dita etapa (a) ter um teor de aclGcar de entre 16 e 23° Brix
do qual um minimo de 90% é sacarose.
6. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a

5, caracterizado pelo fato de a etapa (c) ser repetida antes

de proceder a etapa (d).
7. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicages 1 a

6, caracterizado pelo fato de compreender ainda a etapa de:

(e) concentrar dito suco tratado com troca anidnica antes de
proceder a etapa (d).

8. Método, de acordo com a reivindicacdo 7, caracterizado

pelo fato de dita etapa (e) ser executada imediatamente antes
de executar dita etapa (c) uma vez.
9. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a

8, caracterizado pelo fato de compreender a etapa de:

(a) refinar ainda o produto de xarope invertido produzido em
dita etapa (d).
11. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a

10, caracterizado pelo fato de o produto de xarope invertido

produzido em dita etapa (d) ter um teor de aclcar na faixa de

cerca de 50° a 70° Brix do qual um minimo de 90% ¢é uma
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mistura de frutose e glicose.
12. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a

11, caracterizado pelo fato de, antes de ser submetido a dita

etapa (d), o suco tratado com troca anidnica possui um teor
maximo de sbélidos de 1% com base no teor de actcar; um teor
fenélico médximo de 130 ppm; um teor de proteina maximo de 15
ppm; e um teor méximo de minerais de 0,08%, com base no teor
de acucar.

13. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicacgdes 1 a

12, caracterizado pelo fato de o suco tratado com troca

anidénica ter um teor de actGcar de 40-50° Brix antes de ser
submetido a dita etapa (d).
14. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicacgdes 1 a

13, caracterizado pelo fato de dita etapa (c) uma porgdo de

refluxo do suco tratado com troca anidnica ser concentrada
antes de ser retornada a coluna de troca anidnica.
15. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a

14, caracterizado pelo fato de dita etapa (d) ser executada

sob condigdes de pH e temperatura controlados.
16. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a

15, caracterizado pelo fato de uma ou mais de ditas etapas de

(a) a (d) ser executada como operagdo unitaria continua.
17. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicacgdes 1 a

17, caracterizado pelo fato de todas as ditas etapas de (a) a

(d) serem executadas como opera¢des unitarias continuas.
18. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a

17, caracterizado pelo fato de dita primeira etapa de

filtracdo (a) compreender passar dito suco por um filtro de
particulas tendo malha ndo maior que 100 Mesh US (100 Tyler).

19. Método, de acordo com a reivindicacgdo 18, caracterizado
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pelo fato de dita etapa de filtragdoc mais fina (b)
compreender microfiltracéo.
20. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicacgdes 18

ou 19, caracterizado pelo fato de <compreender ainda

pasteurizar e concentrar o dito primeiro suco de cana-de-
acucar filtrado.
21. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicacdes 1 a

17, caracterizado pelo fato de dita primeira etapa de

filtracdo (a) compreender microfiltracéo.
22. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicag¢des 1 a

18 e 19, caracterizado pelo fato de dita etapa de filtracgéo

mais fina compreender ultrafiltragdo tendo um 1limite de
retengdo de peso molecular de 10.000 Da.
23. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicag¢des 1 a

22, caracterizado pelo fato de compreender ainda a etapa de:

(h) evaporativamente concentrar até a faixa de 35° a 55° Brix
dito primeiro suco de cana-de-agUcar filtrado da etapa (a)
antes da etapa (b).

24. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicacgdes 1 a

22, caracterizado pelo fato de o dito suco de cana-de-agucar

ser concentrado antes ou depois de qualquer uma das etapas
(a) a (d).
25. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicacgdes 1 a

24, caracterizado pelo fato de compreender a etapa de (i)

pasteurizar o suco de cana-de-ag¢lcar em algum pontoc antes da
etapa (d).
26. Método, de acordo com a qualquer uma das reivindicag¢des 1

a 24, caracterizado pelo fato de compreender executar a etapa

de pasteurizacgdo (i) a uma temperatura entre 61,5°C e 72°C

por um tempo suficiente para pasteurizar o suco de cana-de-
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acucar.
27. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicag¢des 25

ou 26, caracterizado pelo fato de compreender executar a

etapa de pasteurizacgdo (i) no dito primeiro suco filtrado.

28. Método, de acordo com a reivindicacdo 18, caracterizado

pelo fato de a etapa (a) compreender filtragcdo de particula e
a etapa (b) compreender microfiltracéo seguida de

ultrafiltracéo.
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RESUMO

“METODO PARA PRODUZIR UM PRODUTO DE XAROPE INVERTIDO A PARTIR
DE SUCO DE CANA-DE-ACUCAR BRUTO”

A presente invengdo refere-se a um processo novo no qual suco
de cana-de-aclUcar é primeiramente refinado em varias etapas e
entdo Dbicenzimaticamente convertido em xarope invertido
refinado ou solugdo concentrada de glicose-frutose utilizando
um reator carregado com invertase imobilizada. As etapas de
refinacdo preferivelmente incluem uma primeira filtracdo
(filtracdo ou microfiltragcdo de particula) seguida de uma
segunda filtracdo (microfiltracdo ou ultrafiltracdo) e entdo
pelo menos uma passagem por uma coluna carregada com uma
resina de troca anidnica. O suco de cana-de-aclcar refinado
pode ser opcionalmente concentrado e/ou pasteurizado antes de
passar por um reator carregado com invertase imobilizada para

converter sacarose em glicose-frutose.
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