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RESUMO

Neste trabalho estudou-se a hidrolise de sacarose por invertase de Saccharomyces cerevisiae
imobilizada por adsor¢do i6nica em resina de troca i6nica Doulite A-568 seguida pelo
processo de ligagdo cruzada com uso de glutaraldeido. Esta combinacdo de processos de
imobilizagéo levou a um aumento da atividade e estabilidade da enzima invertase. O intervalo
de estabilidade da invertase imobilizada em relacdo ao pH foi entre 3 e 6, em tampao acetato
10™*M. Foi verificada uma forte dependéncia da estabilidade do biocatalisador imobilizada em
relacdo a temperatura. A estabilidade térmica da enzima foi estudada na faixa de 51 a 63+1°C.
O modelo de desativacdo térmica de primeira ordem descreveu de forma significativa a
cinética de desativagdo térmica da enzima imobilizada em todas as temperaturas estudadas.O
valor da energia de ativacdo de desativacdo térmica de invertase de Saccharomyces cerevisiae
imobilizada foi 373,73 kJ/mol ou 89,32 kcal/mol, utilizando uma concentracdo inicial de
sacarose de 50 g/L em solucdo tampdo acetato pH 4,9, com tempo de meia vida igual a 8,08
horas para a temperatura de 51+1°C. Ao otimizar o processo de ligagdo cruzada através de um
Planejamento Composto Central (PCC), a concentracdo de glutaraldeido e tempo de
reticulacdo que maximizaram a atividade enzimatica, foram respectivamente, 0,6 g/L e 6
horas. A temperatura e pH em que a invertase imobilizada em Duolite A-568 seguida pelo
processo de ligagdo cruzada apresentou maior atividade foram respectivamente, 50°C e pH
tampdo acetato 4, valores obtidos através de um novo PCC. O biocatalisador imobilizado
manteve sua atividade ap6s 60 dias de armazenamento, em tampéo acetato 10'M pH 4,9 a 4 +
2°C, indicando a manutencdo da estabilidade na estocagem. A influéncia da concentracdo de
sacarose, do tempo de residéncia e da temperatura na conversdo da sacarose em reator de leito
fixo, operando em regime continuo, com escoamento ascendente foi estudada empregando um
Planejamento Composto Central (PCC). A melhor condigdo para conversdo de sacarose foi:
concentracdo de sacarose igual a 700 g/L, tempo de residéncia de 95,3 minutos e temperatura
de 38+1°C atingindo a conversdo de 98,7%. A enzima imobilizada, manteve sua atividade
durante 73,58 horas de operacdo em reator de leito fixo, com vazdo de alimentacdo de solucéo
de sacarose de 700 g/L, tempo de residéncia de 95,3 min e temperatura de 38+1°C.

Palavras-chave: invertase, hidrolise de sacarose, acucar invertido, imobilizacdo, Duolite A-
568, reator de leito fixo.



ABSTRACT

In this work was studied the sucrose’s hydrolysis by invertase of Saccharomyces cerevisiae
immobilized by adsorption and cross-linking with glutaraldehyde, using as carrier the ion
exchange resin Duolite A568. This combination of immobilization procedures has led to an
increase of activity and stability of the invertase.The influence of pH on the stability of
invertase with the cross-linking process was studied for the range of 3 to 7, and the biocatalyst
was stable in the range of 3 to 6. The thermal stability of enzyme was studied in the range of
51 to 63°C. The thermal deactivation model of first order described significantly the kinetics
of thermal deactivation from immobilized enzyme at all temperatures studied. The activation
energy of thermal deactivation process from invertase immobilized was 373.73 kJ/mol or
89.32 kcal/mol with times of half life from 8.08 hours in 51+ 1°C. The optimization of cross-
linking process was studied by a Central Composite Design (CCD), where the glutaraldehyde
concentration and time of cross-linking processes that maximized the enzyme activity were
respectively 0.6 g/L and 6 hours. The temperature and pH of maximum activity for the
immobilized enzyme were respectively 50 + 1°C and 4. It was studied by a Central Composite
Design (CCD).The immobilized enzyme kept its activity after 60 days of storage, in acetate
buffer pH 4.9 in 4 + 2°C. The influence of sucrose concentration, residence time and
temperature in the sucrose’s conversion in fixed bed reactor, operating in continuous duty,
with upflow was studied by a Central Composite Design (CCD). The best condition for the
sucrose’s conversion was: 700 g/L of sucrose concentration, 95.3 min of residence time and
temperature equal to 38 + 1°C, reaching a conversion of 98.7%. The immobilized enzyme
kept its activity during 73.58 hours by operation in fixed bed reactor, 700 g/L of sucrose
concentration, 95.3 min of residence time and 38 + 1°C.

Keywords: invertase, sucrose hydrolysis, invert sugar, immobilization, Duolite A-568, fixed
bed reactor.



CAPITULO 1
INTRODUCAO

O acgucar invertido € uma solucdo mais densa comparada a sacarose, capaz de
minimizar a cristalizacdo e o crescimento de micro-organismos. Corresponde a uma mistura
de aclcares em solucdo, constituida principalmente de glicose, frutose e sacarose residual,
sendo 20% mais doce que a sacarose além de diminuir a temperatura de congelamento devido
a sua afinidade com agua. A hidrolise da sacarose, cujo produto é o acUcar invertido, pode ser
catalisada por enzimas, por &cidos ou por resinas trocadoras de cations (CADENA et al.,
2010). A obtengdo de acucar invertido por via enzimtica apresenta como vantagem a
obtencdo de um produto de maior qualidade quando comparado ao obtido por hidrélise &cida
(EMREGUL, SUNGUR e AKBULUT, 2006).

A invertase ou B-D-frutofuranosidase (E.C.3.2.1.26) catalisa a reacdo de hidrélise da
sacarose produzindo uma mistura equimolar de glicose e frutose. A enzima invertase pode ser
obtida de diferentes micro-organismos. A maioria das pesquisas referentes a esta enzima
estudam, principalmente, invertase extracelular. Saccharomyces cerevisiae € uma fonte de
invertase bastante conhecida, contendo duas formas desta enzima. Uma delas é intracelular e
pobre em carboidrato, a outra corresponde a invertase extracelular rica em carboidrato, sendo
esta Ultima a mais utilizada em industrias de bebidas e alimentos (KARKAS e ONAL, 2012).

O uso de catalisadores relativamente caros como enzimas, requer um efetivo
reaproveitamento capaz de tornar o processo economicamente viavel (FREITAS et al., 2011).
O uso de enzimas sollveis como catalisadores em processos industriais € limitado pelo seu
alto custo de producdo e baixa estabilidade de estocagem. Assim 0 uso de enzimas em sua
forma livre torna sua recuperacdo e reuso ao final do processo inviavel economicamente
(KOTWAL e SHANKAR, 2009). A utilizagdo de biocatalisadores em escala industrial pode
ser aumentada caso estes sejam imobilizados e mantenham-se ativos (VUJCIC et al., 2011).

O processo de imobilizacdo tem sido amplamente empregado para facilitar o uso de
biocatalisadores em processos industriais, em substituicdo a processos enzimaticos com
técnicas convencionais de imobilizacdo (CADENA et al., 2011). A imobilizagdo de enzimas
apresenta vantagens em relacdo as aplicacdes comerciais, j& que biocatalisadores imobilizados
séo facilmente separados do produto ao final da reacdo, sdo facilmente reutilizados, podem ser
usados repetida e continuamente e apresentam um potencial aumento na estabilidade térmica

e em relacdo ao pH (ANSARI e HUSAIN, 2012). Enzimas imobilizadas apresentam um
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enorme potencial como catalisadores em processos quimicos ligados a indudstria e a medicina.
Oferecem uma distinta vantagem sobre catalisadores classicos devido a sua alta especificidade
e alta eficiéncia catalitica a baixas temperaturas (VUJCIC et al., 2011).

Diferentes métodos de imobilizacdo tém sido estudados, sendo que escolha de um
processo de imobilizacdo para uma dada enzima depende de fatores essenciais do processo,
tais como os substratos utilizados, os tipos de reacdes e as configuragdes do reator, exigindo
um projeto adequado para atender as necessidades da reacdo (DALLA-VECCHIA et. al.,
2004). Adsorcdo fisica em suportes insoluveis, encapsulamento, ligacdo cruzada com uso de
agentes bi ou multifuncionais, sdo alguns métodos conhecidos de imobilizacdo de enzimas
(VUJCIC et al., 2011).

Diante do amplo uso da invertase em industrias alimenticias, diversos estudos foram
feitos referentes a sua imobilizacdo em diferentes suportes, objetivando analisar sua
estabilidade enzimética e seu potencial de reuso. Um dos principais fatores é a selecdo de um
suporte adequado para fixacdo da enzima. Assim o método escolhido deve atender a duas
necessidades, a catalitica, expressa em produtividade, rendimento, estabilidade e seletividade
e a ndo-catalitica, relativa ao controle do processo (AZODI, FALAMAKI e MOHSENIFAR,
2011).

A imobilizacdo por adsor¢do idnica envolve a exposi¢do da solugdo enzimética ao
suporte sob condicdes apropriadas, como, pH da solugéo, tipo de solvente, forca idnica da
solucdo, concentracdo enzimatica, temperatura e tempo de contato. A fraca interacdo entre
enzima e suporte durante o processo de adsorcdo resulta no desprendimento da enzima,
enquanto fortes interacbes podem causar alteracdes conformacionais na enzima adsorvida
(RAJ et al., 2012).

A ativacdo do suporte com o uso do glutaraldeido é uma das técnicas de imobilizacédo
de enzimas mais populares. A metodologia € bastante simples e eficiente, capaz de aumentar a
estabilidade atraves da formacéo de ligacbes multipontuais. O agente glutaraldeido tem sido
bastante usado para introduzir ligagcdes cruzadas intermoleculares em proteinas ou modificar
proteinas adsorvidas em suportes contendo grupos aminos (MATEO et al., 2007).

A combinacdo de métodos de imobilizacdo de enzimas como, por exemplo, a ligacdo
iGnica seguida de ligagdo cruzada entre as moléculas da enzima com glutaraldeido, é realizada
para melhorar a estabilidade da proteina imobilizada e para obter enzimas imobilizadas com
maior atividade (MATEO et al., 2000a).
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Logo, baseando-se nas consideragdes expostas, 0 objetivo geral desse trabalho foi
estudar o processo de hidrélise de sacarose por invertase imobilizada em Duolite A-568 por
adsorcéo ionica e ligacao cruzada.

Como objetivos especificos dessa dissertacao podem ser citados:

- Avaliar a estabilidade da enzima imobilizada em relagéo a temperatura e ao pH em
funcédo do tempo;

- Estudar a influéncia da concentracdo de glutaraldeido e do tempo de reticulagdo no
processo de ligacdo cruzada em funcdo da atividade enzimatica;

- Analisar a influéncia conjunta da temperatura e pH na atividade do biocatalisador
imobilizado;

- Avaliar a estabilidade a estocagem de invertase imobilizada;

- Auvaliar a conversdo de sacarose em acucar invertido utilizando invertase imobilizada
em reator de leito fixo;

- Avaliar a estabilidade operacional em processo continuo, empregando reator de leito

fixo, da enzima imobilizada na conversdo de sacarose.
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2.1 Enzimas

2.1.1 Enzimas como Biocatalisadores

As enzimas, importantes componentes do metabolismo de todos os seres vivos, tém a
capacidade de promover e acelerar reacdes quimicas. Essas proteinas especiais sdo Uteis
inclusive na industria, ndo apenas na area de alimentos, mas em muitos outros setores
(MUSSATO, FERNANDES e MILAGRES, 2009).

Na industria para a obtencdo de produtos e intermediarios de interesse comercial, sdo
empregados catalisadores quimicos que Sdo poucos versateis, exigem altas temperaturas para
que a reacdo atinja razodvel velocidade e possuem baixa especificidade, oferecendo assim
produtos de composi¢do quimica mista que requerem uma etapa posterior de purificacdo. As
principais vantagens do uso de enzimas como catalisadores nestas reacfes sdo a reducdo do
custo final do processo devido ao consumo menor de energia, reducdo na formacdo de
subprodutos indesejaveis (elevada especificidade que resulta em maior rendimento do
processo), obtencdo de produtos biodegradaveis e reducdo da quantidade de residuos
(KRAJEWSKA, 2004).

Neste contexto, o enfoque biotecnolégico vem se apresentando como uma opgéo
interessante para a exploracéo de enzimas em diversos tipos de reacdes. As enzimas utilizadas
nos setores industriais sdo na sua grande maioria produzidas por micro-organismos. A
tecnologia enzimatica apareceu na area de investigacdo durante a década de 1960, com a
imobilizacdo de enzimas para utilizacdo em processos quimicos (KRAJEWSKA, 2004).
Desde entdo, 0s processos enzimaticos tem sido aplicados em diversos setores, incluindo
construcdo de biosensores, terapia enzimatica, sintese enzimatica de compostos bioativos,
obtencéo de novos biopolimeros, processos em industrias tradicionais como curtumes, papel e
celulose, téxtil, cosméticos entre outras aplicagdes.

Todas as enzimas sdo proteinas com excecdo de um pequeno grupo de moléculas
cataliticas de RNA (ribozimas) (GALVAO, 2004). Existem inGmeras diferencas entre
catalisadores quimicos e enzimas (Tabela 2.1). A utilizacdo das enzimas na industria é

vantajosa, j& que sdo naturais, ndo toxicas e especificas para determinadas a¢fes. Além disso,
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sdo capazes de alterar as caracteristicas de variados tipos de residuos, contribuindo para

reduzir a poluicdo ambiental.

Tabela 2.1 - Comparagdo entre as caracteristicas das enzimas e dos catalisadores quimicos.

Caracteristica Enzimas Catalisadores quimicos
Especificidade ao substrato Alta Baixa
Natureza da estrutura Complexa Simples
Sensibilidade a .
Alta Baixa
temperatura
Condicoes de reacao Suaves Draéstica (geralmente)
Custo de obtencéo Alto Moderado
Consumo de energia Baixo Alto
Formacao de subprodutos Baixa Alta
Separacéo . )
_ Dificil e cara* Simples
catalisador/produto
Atividade em temperatura )
_ Alta Baixa
ambiente
Presenca de cofatores Sim Néo
Estabilidade Baixa* Alta
Energia de ativagao Baixa Alta
Velocidade de Reacéo Alta Baixa

* enzimas sollveis. Enzimas imobilizadas podem ser facilmente separadas e apresentam alta
estabilidade (ZANIN e MORAES, 2004).
Fonte: ZANIN e MORAES, 2004.

Para atuar corretamente, as enzimas precisam de condic¢Oes especificas, pois sao
ativas apenas em uma faixa estreita de acidez-alcalinidade e sdo sensiveis a mudancgas nesse
fator e na temperatura do meio. Os micro-organismos séo a principal fonte de enzimas de
aplicagdo industrial, mas diversas podem ser obtidas de animais (pancreatina, tripsina,
qguimotripsina, pepsina, renina e outras) ou vegetais (papaina, bromelina e outras). Hoje,
porém, como é possivel modificar geneticamente os micro-organismos para que forneca
qualquer enzima, a tendéncia é substituir as produzidas por vegetais e animais pelas de origem
microbiana.

Segundo Mariotto (2006), as principais caracteristicas das enzimas sdo:
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- Produtos naturais bioldgicos;

- Apresentam alto grau de especificidade;

- ReacOes com enzimas sdo baratas e seguras;

- Apresentam mecanismo de “turnover”, desempenham a mesma funcdo
consecutivamente, sem serem consumidas no processo;

- S&o altamente eficientes, acelerando a velocidade das reagdes de 10° a 10™
Vezes;

- Sao econbmicas, reduzindo a energia de ativacdo necessaria a reacao;

- Nao sdo toxicas.

As enzimas apresentam essencialmente trés propriedades principais: estabilidade,
atividade e especificidade (BAILEY e OLLIS, 1986; GALVAOQ, 2004):

Estabilidade: a capacidade de uma enzima depende de sua estrutura nativa, a qual é
mantida por meio de forcas de interacdo (pontes de hidrogénio e ligacdes de sulfeto, forcas de
Van der Waals, interacOes apolares e ibnicas). Alteracbes no ambiente reacional podem
debilitar essas interagGes, alterando a estrutura tridimensional nativa e ocasionando perda
parcial ou total da sua funcionabilidade bioldgica. Assim a estabilidade pode ser afetada por
variacdo de temperatura, pH e presenca de solventes polares.

Atividade: esta propriedade de uma enzima atuar na diminuicdo da energia de
ativacdo requerida para transformar um substrato em produto, aumentando a velocidade de
reacdo. A capacidade catalitica da enzima reside no seu sitio ativo e este compreende um
nimero pequeno de aminoacidos. O sitio ativo é uma estrutura complexa cuja configuracéao
permite alojar a molécula de substrato na posicdo correta para que os grupos funcionais da
enzima efetuem sua transformacao quimica.

Especificidade: a especificidade define a afinidade de uma enzima por grupos
especificos em um determinado substrato. Esta € uma propriedade imprescindivel das enzimas
enguanto catalisadores. Duas caracteristicas estruturais sao determinantes na especificidade da
enzima: o substrato possui ligagGes quimicas que podem ser atacadas pelos grupos funcionais
do sitio ativo da enzima e o substrato possui grupos funcionais que se unem a enzima,

permitindo seu correto alinhamento no sitio ativo para que a reacdo possa ocorrer.



Capitulo 2 — Revisao Bibliografica

A Comissdo de Enzimas (CE) da Unido Internacional de Bioguimica (IUB) coloca

todas as enzimas em seis grandes classes (Tabela 2.2), cada uma delas comportando

subclasses conforme o tipo de reacdo catalisada.

Tabela 2.2 - Principais classes de enzimas

Classe da enzima Tipo de reacgdo catalisada Atuacao
CH-OH

3 L C=0

Reac0es de oxidacao- c=0

Oxidorredutases reducdo ou transferéncia de B
] CH-NH,
elétrons
CH-NH-
NADH, NADPH

Grupos com um carbono

Grupos aldeido ou cetona

Transferem grupos Grupos acil
Transferases
funcionais entre moléculas Grupos glicosil
Grupos fosfatos
Grupos contendo enxofre
Esteres
Ligacdes glicosidicas
Hidrolases Reacdes de hidrolise Ligacdes peptidicas
Outras ligacdes C-N
Anidridos &cidos
Catalisam a quebra de
ligacOes covalentes e a =C=C=
Liases remocgdo de moléculas de =C=0
agua, amonia e gas =C=N-
carbdnico
Transferéncia de grupos
Isomerases dentro da mesma molécula racemases

para formar isdbmeros

Fonte: MARIOTTO, 2006.
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Em relacdo a agdo catalitica das enzimas o primeiro ponto a considerar é a grande
diferenga de tamanho entre a enzima e seus substratos. Segundo DALLA-VECCHIA et al.,
(2004), as enzimas estao sujeitas a inativacdo por fatores quimicos, fisicos e biologicos, seja
guando estocadas ou durante o uso. O investimento energeético para a sintese de uma molécula
protéica justifica-se pela obtencdo de uma estrutura muito precisa, com reentréncias de forma

apropriada e com grupos quimicos localizados em posi¢des exatas para servir a catélise.

2.1.2 Invertase

Uma das enzimas com aplicabilidade industrial é a B-frutofuranosidase (E. C.
3.2.1.26). Também chamada invertase ndo so catalisa a hidrolise de sacarose formando uma
mistura de glicose e frutose, mas em algumas condicGes também € capaz de catalisar a
transfrutosilacdo para produzir frutooligossacarideos (FOS) como a kestose (GF2), nistose
(GF3) e 1F frutofuranosilnistose (GF4) (NGUYEN et al., 2005). Ashokkumar, Kayalvizhi e
Gunasekaran, (2001), afirmam que a B-frutofuranosidase (E.C.3.2.1.26) catalisa a hidrélise da
sacarose em quantidades equimolares de frutose e glicose, processo conhecido como inverséo.

Invertase é um biocatalisador potencialmente Gtil na producdo de xaropes com alto
teor de frutose e glicose a partir da sacarose como matéria-prima (RUBIO, RUNCO e
NAVARRO, 2002). Tomatoni e Vitolo (2007) destacaram o uso da invertase na producdo de
xarope de frutose usando invertase imobilizada em um biorreator de membrana. O xarope de
frutose é empregado como adocgante em industrias alimenticias e farmacéuticas e também é
usado para obter frutose cristalina (ASHOKKUMAR, KAYALVIZHI e GUNASEKARAN,
2001). Merecem ser lembrados, também, outros usos da invertase, como, em produtos para
higiene bucal com o objetivo de evitar a formacdo das placas dentarios, na hidrolise da
rafinose, no preparo de meios de cultivo para a propagacdo de micro-organismos nao
produtores de invertase e em biosensores (SAID e PIETRO, 2004).

A invertase & encontrada em leveduras, sobretudo na espécie Saccharomyces
cerevisiae (sua principal fonte), invertebrados, vertebrados, algas verdes, bactérias, vegetais e
fungos. A principal fonte de invertase industrial sdo as leveduras, 80% das enzimas sao
extracelulares e os 20% restantes sdo intracelulares. Algumas propriedades da invertase

extracelular e intracelular estdo apresentadas na Tabela 2.3 (GASCON et al., 1981).
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Tabela 2.3 — Algumas propriedades da invertase.

Propriedades Invertase extracelular Invertase intracelular
Massa molecular (kDa) 270 135
Carboidrato (%) 50 3
Atividade especifica (U/mg de proteina) 2700 2900
Km [MM] (sacarose) 26 25
pH - estabilidade 30-75 6,0—9,0
pH 6timo - atividade 35-55 35-55

U = micromol sacarose hidrolisado por minuto.
Fonte: GASCON, NEUMANN e LAMPEN, 1981.

Invertase de levedura geralmente apresenta uma faixa de estabilidade ao pH que
varia de 3,5 a 5,5, podendo ser utilizadas a 65-70°C se a solucdo de sacarose for concentrada.
Invertase imobilizada pode ser utilizada para a inversdao da sacarose em larga escala, com
rendimento de 80% quando uma solucdo a 50% ¢ introduzida em um reator contendo 1L da
enzima imobilizada, com fluxo de 6 L/h, a 40°C. (UHLIG, 1990).

Isoformas distintas da invertase existem no vacutolo, citoplasma e apoplasma das
células de plantas. As isoformas acidas (pH 6timo entre 4,5 a 5,5) estdo presentes no vacuolo
e apoplasto, enquanto que as Isoformas de invertases neutras e alcalinas (pH 6timo 8,0) estdo
localizadas no citoplasma (HAIDER e HUSAIN, 2008).

O mecanismo de acdo da invertase ndo é totalmente conhecido, mas estudos com a
enzima tém sugerido o envolvimento de um anion carboxilato e uma histidina residual na
atividade catalitica. Um mecanismo para a formacéo do complexo ativo invertase-sacarose foi
proposto por Laidler (1958) citado por Marquez (2007), o qual esta representado na Figura
2.1. Pode-se observar a influéncia do pH no mecanismo de ligacao do sitio ativo da invertase

com grupos acidos e basicos.
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Figura 2.1 - Mecanismo para a formacdo do complexo ativo invertase-sacarose foi proposto
por Laidler (1958) citado por Marquez (2007).

Neste mecanismo mostrado na Figura 2.1 observa-se que as formas carregadas
eletricamente sdo ativas. Assim existe um pH no qual a concentracdo da forma ativa é
méaxima, sendo este considerado como pH 6timo, acarretando a atividade maxima (CABRAL,
1989).

A invertase tem sido estudada principalmente em sua forma imobilizada, diante das
vantagens apresentadas pelo método em relacédo a sua forma soltvel. De acordo com BAGAL
et al.; (2006), a invertase imobilizada pode ser usada em biosensores de sacarose, muito
importante para industrias de alimentos e bebidas. A adi¢cdo de invertase ao suco de fruta
promove aumento de teores de glicose e frutose. A hidrolise da sacarose a 30 - 40°C reduz
custos de produgdo quando se utiliza invertase imobilizada, devido a reutilizagdo deste
biocatalisador e o0 uso de um processo continuo (TOMATONI e VITOLO, 2007).

2.2 Acucar Liquido

O actcar liquido € uma solugdo de agucar em agua, podendo ser constituido apenas
por um agucar ou uma mistura de dois ou mais agucares. O acucar liquido pode ser formado

por sacarose, glicose ou frutose, ou ainda uma mistura destes trés acucares e finalmente por
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glicose enriquecida com frutose (DAVIS e PRINCE, 1955; MARIGNETTI e MANTOVANI,
1979/80).

O acucar liquido de sacarose € produzido a partir da dissolugdo do acucar refinado
granulado em agua até obter uma solucédo de 67,5 °Brix. Caso 0 agucar usado ndo seja branco,
a solugéo pode adquirir uma coloragdo amarelada obrigando a passagem do produto em
carvao vegetal (DAVIS e PRINCE, 1955; MARIGNETTI e MANTOVANI, 1979/80).

Os acucares na forma liquida apresentam vantagens em relagdo ao acgucar a granel
como facilidade do manuseio e dosagem, espaco reduzido para a armazenagem, reducao das
perdas, custos e mdo de obra, melhora na sanitizacdo, além das propriedades microbioldgicas
conhecidas e da grande variacdo possivel nas proporc¢des de diferentes misturas de agulcares.
As desvantagens deste produto sdo: a baixa solubilidade da sacarose, a susceptibilidade ao
ataque microbiano e a necessidade de equipamentos especiais para armazenagem e manuseio
(DAVIS e PRINCE, 1955; MARIGNETTI e MANTOVANI, 1979/80; BRUDER e MOROZ,
1981). Os agUcares liquidos tém aplicacdes variadas. Sendo utilizados como matéria-prima
em biscoitos, produtos assados e de confeitaria, enlatados, bebidas, como: aguardente,
refrigerantes, cervejas e sucos de frutas, laticinios, sorvetes, manteiga e industria de frutas
geladas. A baixa viscosidade aliada as propriedades umectantes permite o emprego desta
matéria-prima em geléias, bolos, produtos contendo gelatina e doces aerados. (DAVIS e
PRINCE, 1955; MARIGNETTI e MANTOVANI, 1979/80).

2.2.1 Acacar Liquido Invertido

O desenvolvimento das inddstrias de alimentos e bebidas, que sdo as principais
consumidoras do acUcar liquido invertido, impulsionou o interesse por este produto (JUNK,
NELSON e SHERRILL,1947; DAVIS e PRINCE, 1955). O agucar liquido contendo uma
mistura em diferentes proporcdes de frutose, glicose e sacarose, € conhecido como invertido.
As misturas de agucares presentes no xarope invertido deram ao produto caracteristicas unicas
como: alta higroscopicidade, resisténcia a cristalizacdo e dogura que permitiram a longa vida
deste produto no mercado.

O acucar invertido é produzido pela hidrélise da molécula de sacarose em solucdo. A
quebra da sacarose ocorre na ligagdo entre o ndcleo de piranose e furanose, com a liberacéo
de uma molécula de glicose e uma de frutose (MARIGNETTI e MANTOVANI, 1979/80). A

reacao de hidrolise esta representada na Figura 2.2.
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Figura 2.2 — Reacdo de hidrolise de sacarose com formacéo de glicose e frutose. Fonte:
Adptado (PASCHOALIM, 1990).

A mistura de acuUcares obtida apds a inversdo € denominada de acucar liquido
invertido, pois ocorre uma inversdo do poder dptico rotatorio da solucdo. Um feixe de luz
polarizada ao atravessar uma solucdo de sacarose pura desvia o feixe de luz para a direita,
apos a hidrolise a solucao equimolar de glicose e frutose obtida, passa a desviar o feixe de luz
para a esquerda.

A inversdo da sacarose € uma estratégia usada na fabricacdo de bombons com
recheio pastoso. Durante o processo de fabricacdo, o bombom é recheado com uma pasta de
sacarose, dgua e invertase. Até a sua venda, ocorrera, no interior do bombom, a inversao da
sacarose com formacdo de uma mistura de glicose e frutose. Esses aglcares de seis carbonos
sdo mais sollveis em agua do que o de doze carbonos e, entdo, como consequéncia de sua
dissolucdo na agua, existente na pasta, a mistura passa a ser mais doce e ter uma consisténcia
liquida. A docura relativa da mistura de iguais propor¢des dos dois monossacarideos, glicose

e frutose, € maior do que a dogura da sacarose sacarose (CHEMELLO, 2006).

2.2.2 Propriedades fisico-quimicas do acucar liquido e agucar liquido invertido

O xarope invertido com maior valor comercial € aquele em que 55% da sacarose €
convertida em glicose e frutose possibilitando trabalhar com 76,5% de sélidos soluveis, sem
riscos de cristalizacdo (RODRIGUES et al., 2000).

A solubilidade da sacarose a 20°C é 67,1%. Este valor estabelece a méaxima
concentracdo permitida para evitar a cristalizacdo durante a armazenagem e o transporte. Os

acucares liquidos contendo glicose e frutose podem ser produzidos com alto contetdo de
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solidos devido a alta solubilidade da frutose. A glicose apesar de ser o menos soltvel dos
acucares quando comparado com a sacarose e a frutose, pode permanecer em solugdo por
longos periodos de tempo, mesmo em condicBes de saturacao.

A viscosidade das solugdes de acglUcares € uma propriedade importante para a
indUstria, pois esta diretamente relacionada a fluidez do xarope, determinando as condi¢des de
estocagem, o projeto de equipamentos, de bombas e das tubulacbes. O xarope contendo
acucar invertido contém maior teor de sélidos se comparado com o xarope contendo apenas
sacarose, portanto sua viscosidade é maior. Porém, se comparados dois xaropes com a mesma
concentracdo de sélidos, o xarope de sacarose tera maior viscosidade ja que é constituido por
moléculas maiores que a glicose e a frutose (DAVIS e PRINCE, 1955).

O acucar invertido € extremamente higroscopico devido a presenca de frutose, sendo
capaz de absorver agua mesmo em umidades relativas inferiores a 60%. Esta propriedade
permite que 0 mesmo seja empregado em produtos alimenticios e ndo alimenticios, ja que a
umidade do alimento pode ser regulada através da quantidade de aclcar invertido dosado
(DAVIS e PRINCE, 1955; MOROZ et al.,1973).

O indice de qualidade do produto estd diretamente relacionado com sua utilidade,
sendo a cor do agucar um indicador deste. A cor muito forte é uma caracteristica indesejada
no produto, sendo influenciada pela temperatura e tempo aplicados durante a inversdo de
sacarose e 0 pH da solucédo. Periodos de aquecimento longos durante o processo de inversdo e
valores de pH neutros favorecem a formacao de cor (DAVIS e PRINCE, 1955).

As solucBes contendo até 10% de sacarose sdo mais doces que o acUcar invertido,
enquanto que acima de 10% o xarope invertido é mais doce (MOROZ et al., 1973). A docgura
relativa de varios componentes esta representada na Tabela 2.4 a seguir:

Tabela 2.4 — Dogura relativa de diversos agucares.

Acucares Docura relativa
Frutose 1,1a18
Sacarose 1,0
Acucar invertido 0,9
Glicose 0,7

Fonte: PASCHOALIM, 1990.

2.2.3 Aplicacdes do acucar liquido invertido
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O acucar invertido liquido apresenta algumas caracteristicas especificas como:
higroscopicidade, solubilidade, resisténcia a cristalizacdo, viscosidade, docura, atividade
redutora e estabilidade. A sacarose pode sofrer hidrolise apos a sua adicdo em bebidas ou
outros alimentos com caréater &cido, demonstrando assim a maior estabilidade deste xarope em
relacdo a sacarose (MOROZ et al., 1973).

Na industria de panificacdo o xarope invertido é escolhido em relagdo a sacarose
devido a sua habilidade em absorver a umidade, apesar de que a sacarose também pode ser
utilizada ja que é invertida durante a fermentacdo (DAVIS e PRINCE, 1955; MARIGNETTI
e MANTOVANI, 1979/80; GROVES, 1998).

A produgdo de cookies também utiliza o acUcar invertido, em que reduz a
cristalizacdo de sacarose, influencia positivamente no tempo de prateleira, na cor e na
diminuicdo de quebras do produto (MOROZ et al., 1973).

Outra aplicagdo do acucar liquido invertido é em produtos confeitados. Utiliza-se
entre 0 — 10% de acucar invertido em balas, fondants e entre 15-25% em doce de leite,
caramelo, nougat, marshmallow e geléias a base de Agar. A adi¢cdo de pequenas quantidades
de acucar liquido invertido durante a fabricacdo de produtos assados, como bolos, melhora a
cremosidade dos acglcares e gorduras, assim como a rapida e uniforme distribuicdo dos
ingredientes. (MOROZ et al., 1973).

Se comparado o agUcar invertido com o acgucar cristal, o invertido apresenta diversos
beneficios, tais como (MARQUEZ, 2007):

- Melhoria do controle do processo de fabricacdo e da manutencdo de condicdes
higiénicas nas inddstrias alimenticias;

- Alta pureza quimica evitando a geracdo de precipitados indesejaveis em funcao
de elevados teores de ferro, cobre ou calcio;

- Alto controle microbioldgico, devido a menor atividade de agua, dispensando a
necessidade de pasteurizacdo por parte do cliente;

- Menor espaco necessario para a estocagem;

- Economia de despesas operacionais para o tratamento de agUcar cristal, como
gastos com energia, agua e vapor;

- Elimina a necessidade de investimentos em equipamentos para a dissolucéo e
filtracdo do acucar;

- Reducéo das perdas, menor poluicdo e gastos com seu controle.
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Além destes beneficios, em diversas aplicagdes industriais o aglcar invertido
apresenta propriedades mais interessantes se comparado a solugdo de sacarose, tais como
(MARQUEZ, 2007):

- Apresenta maior higroscopicidade, retendo umidade mesmo em ambientes
muito secos;

- Maior solubilidade, atuando como inibidores de cristalizagdo e reduzindo
custos com frete;

- Reduz o ponto de congelamento, propriedade util em produtos que sdo
conservados em congeladores;

- Em produtos com baixo teor de gordura, sua utilizacdo evita que esses
comecem a quebrar e secar;

- Possui viscosidade baixa, conferindo plasticidade a sorvetes, cremes e

fondants;

2.2.4 Processos de Fabricacao de Acucar Liquido Invertido

A inversdo da sacarose para producdo do acucar invertido pode ser realizada em
meio acido a quente, em resina de troca catidnica fortemente acida ou por acdo da enzima
invertase (MOROZ et al., 1973; MARIGNETTI e MANTOVANI, 1979/80). O processo
enzimatico pode ocorrer pela adicdo direta da enzima ou pela imobilizacdo da mesma em
suportes inertes (AKGOL et al., 2001; RODRIGUES, 2000). A inversdo pode ser realizada
diretamente em uma solucdo de sacarose ou em alimentos contendo este acucar
(RODRIGUES et al., 2000).

Algumas matérias primas podem ser utilizadas na fabricacdo de acUcar invertido
como, por exemplo, o melado de cana e beterraba, tamaras, uvas e xarope de milho por
isomerizacgdo enzimatica (MOROZ et al., 1973; MARIGNETTI e MANTOVANI, 1979/80).
Desde 1951, em que se iniciou a producdo de agucar invertido na Irlanda, novas técnicas de
fabricacdo do agUcar liquido invertido tém sido descritas na literatura. Algumas delas sdo

apresentadas a seguir.

2.2.4.1 Inversdo Acida

A inversdo acida é o método mais antigo e mais econdmico para produzir agucar

invertido a partir da sacarose, em que o acido age como um catalisador da reacéo.
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A concentracdo dos reagentes e do &cido, a temperatura e o tempo de reacdo sdo as
principais variaveis que controlam a inversdo quimica. A inversdo acida pode gerar um
produto altamente colorido, em que 0 aumento da temperatura e reducdo do pH causam um
aumento da velocidade de inversdo (RODRIGUES et al., 2000). Este tipo de inversdo resulta
em um produto de qualidade inferior, alem do inconveniente de utilizar altas temperaturas e
agentes corrosivos que comprometem a seguranca dos operarios e a manutencdo dos
equipamentos (AKGOL et al., 2001). Existe ainda a necessidade da neutralizacdo final do
produto e a geracao de subprodutos, como furfurais e outros aromaticos indesejaveis, além de
oligossacarideos por reagdo de polimerizacdo (VICENTE, 2000). Geralmente o problema de
neutralizacdo € resolvido adicionando cal ao xarope, 0 que provoca incrustacdes nos
equipamentos, além de ocasionar perda de agucares no armazenamento devido a presenca de

sais insoluveis de calcio.

2.2.4.2 Inversao com Resinas Cationicas

A inversdo com resinas de troca ibnica € outra técnica para a producdo do agucar
invertido. Segundo VICENTE (2000), este método foi desenvolvido e patenteado por
HUGHES em 1952, para a producdo continua de xaropes de acUcar invertido. A operacao é
continua e o xarope de sacarose passa através de uma coluna vertical contendo ions
hidrogénio necessarios para a inversdo. O meio &cido promovido pela resina catidnica pode
causar degradacdo do acucar resultando em hidroximetilfurfural com a subseqiente formacao
de cor no xarope (RODRIGUES et al., 2000). O grau de inversdo depende do tempo de
contato, temperatura, concentracdo de ions hidrogénio na resina, grau de reticulagdo e
porosidade da resina (MOROZ et al., 1973). A eficiéncia da inversdo da sacarose reduz com a
exaustdo da resina, que pode ser regenerada com acido sulfarico ou cloridrico (MOROZ et al.,
1973; BRUDER e MOROZ, 1981, PASCHOALIM, 1990).

A mudanga de cor durante o0 processo de inversdo, em meio &cido ou com resina
catibnica, pode ser reduzida mantendo o pH e a temperatura baixos. O teor de cinzas do
acucar invertido é funcdo da qualidade do aglcar e da agua utilizados (MARIGNETTI e
MANTOVANI, 1979/80).

2.2.4.3 Inversao por Via Enzimatica
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A producdo do agucar liquido invertido pode ser realizada ainda através de um
terceiro processo, a hidrolise enzimatica. A hidrolise catalisada pela enzima invertase produz
um xarope de alta qualidade com baixas concentracbes de hidroximetilfurfural e sem
desenvolvimento de cor. Os métodos enzimaticos empregam as enzimas livres ou
imobilizadas. (CHEN et al., 2000; ALMEIDA et al., 2005).

Este processo € utilizado quando se deseja produzir pequenas quantidades de xarope
e um produto com caracteristicas especiais de aroma e cor, 0s quais poderiam ser prejudicados
pela hidrolise acida (MOROZ et al., 1973; PASCHOALIM, 1990). O processo de inversao
enzimatica apresenta vantagens em relacdo ao método acido. Na inversdo enzimatica néo
ocorre alteracdo na cor do produto ou no flavor do xarope, € menos corrosivo aos
equipamentos da planta e por ser um método mais brando ndo decompde os carboidratos e
ndo ha a formacdo de compostos indesejaveis, como o furfural. O produto apresenta baixo
teor de cinzas, pois ndo ocorre a utilizacdo de acido para a inversdo, nem de base para a
neutralizacdo (MOROZ et al., 1973; MARIGNETTI e MANTOVANI, 1979/80; GROVES,
1998; RODRIGUES et al., 2000).

2.3 Enzimas Imobilizadas

Biocatalisadores, enzimas ou células, tém sido amplamente utilizadas em diversos
processos, seja em escala laboratorial ou industrial. H& muitos anos, esforcos intensivos tém
sido empreendidos ndo somente no desenvolvimento de biocatalisadores com propriedades
superiores, mas também na elucidacdo de técnicas que permitam 0 seu uso repetido ou em
processos continuos. Apesar destes esforcos intensivos, amplamente documentados na forma
de publicacGes técnicas e registros de patentes, poucos processos baseados em técnicas de
imobilizacdo, seja de enzimas ou de células, foram implementados em escala industrial
(CANILHA, CARVALHO e SILVA, 2006).

De acordo com a 12 Conferéncia em Engenharia de Enzimas (Henniker, Estados
Unidos, 1971), biocatalisadores imobilizados, enzimas ou células, s&o catalisadores
fisicamente confinados ou localizados em uma regido definida do espago, com retencdo de
suas atividades cataliticas, e que podem ser utilizados repetida ou continuamente
(KATCHALSKI-KATZIR e KRAEMER, 2000).

A imobilizacdo € um processo que pode ser definido como o movimento néao

independente das células ou enzimas na parte aquosa do sistema, por estarem alojadas dentro
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ou na superficie do agente imobilizador (TAMPIOM e TAMPIOM, 1988). A imobilizagao
pode ser definida também como a fixacdo de enzimas ou células vivas em um ambiente, de
maneira que sua atividade catalitica ndo seja afetada negativamente (CANTARELLI, 1989).
O uso em processo continuo, o aumento da estabilidade e o reaproveitamento do
biocatalisador s&o as principais vantagens propiciadas pela imobilizacdo (CARVALHO,
CANILHA e SILVA, 2006).

A dificuldade em se recuperar a enzima do meio reacional ao final da catalise, aliada
a instabilidade e frequente inadequabilidade para uso em determinados solventes e/ou
condigdes de pH, temperatura e exposicao a agentes desnaturantes, podem ser superadas por
meio da imobilizagdo. A enzima imobilizada pode ser reutilizada e é normalmente mais
estavel em relacdo a enzima livre, com a vantagem adicional de possibilitar a utilizacdo de
processo continuo (CANILHA, CARVALHO e SILVA, 2006).

As enzimas imobilizadas possuem vérias vantagens sobre as enzimas livres
(BERGAMASCO et al., 2000; AKGOL et al., 2001; GURSEL et al., 2003; GOMEZ et al.,
2005; SZYMANSKA et al., 2007), tais como:

- Processos com enzimas imobilizadas podem ser conduzidos preferencialmente
de modo continuo, usando leitos fixos ou fluidizados, por serem facilmente controlados;

- Reutilizacdo sem um significativo decréscimo da atividade;

- E possivel usar alta dosagem de enzima por volume de reator, comparada ao
uso de enzimas livres;

- Os produtos sao facilmente separados do meio reacional;

- Em alguns casos a estabilidade e a atividade sdo aumentadas pela imobilizacao;

- Esta técnica permite a reducdo do capital operacional ja que a vida util de uma

enzima imobilizada é suficientemente longa.

As principais desvantagens da imobilizagdo sdo: a possivel perda da atividade
enzimatica durante o processo de imobilizacao e os efeitos difusionais devido ao transporte do
substrato e do produto ao sitio ativo da enzima imobilizada (RIBEIRO, 1989;
BAYRAMOGLU et al., 2003).

O primeiro trabalho sobre imobilizacdo de enzimas data do inicio do seculo XX,
quando Nelson e Griffin (1916) adsorveram invertase em carvao ativado e alumina, com

retencéo de atividade na inversao de sacarose.
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2.3.1 Meétodos de Imobilizacdo de Enzimas

O método e o tipo de suporte a serem empregados em um determinado processo de
imobilizacdo devem ser estabelecidos empiricamente, recaindo a escolha do binbmio suporte-
método sobre aquele que apresentar maior retencdo de atividade. A escolha do método de
imobilizacéo e do tipo de suporte dependera basicamente de dois fatores. Primeiramente, das
caracteristicas peculiares do material bioldgico, e em seguida das condi¢des de uso do sistema
imobilizado. Diante da variabilidade destes fatores, pode-se afirmar que nédo existe um
método geral de imobilizacdo e nem um suporte universal, adequados para qualquer processo
(CORCORAN, 1985; VITOLO, 2001).

De acordo com Brena e Batista-Vieira (2006), o historico do desenvolvimento dos
procedimentos de imobilizacdo pode ser dividido em trés fases: a) 1815: uso empirico para
producdo de &cido acético e tratamento de aguas residuais; b) 1960: producdo de L-
aminoéacidos e isomerizacao da glicose através de imobilizacdo de uma enzima; ¢) 1985-1995:
imobilizacdo de multiplas enzimas, incluindo cofatores regeneradores e imobilizacdo de
células para a producdo de L-aminoécidos a partir de ceto-acidos em reatores de membrana.
Mas ainda na década de 1970, a enzima penicilina-G-acilase passou a ser imobilizada e
utilizada na producdo de acido amino-penicilinico (6-APA), que € precursor de penicilinas
semi-sintéticas. 1sso aconteceu na Inglaterra e, a0 mesmo tempo nos Estados Unidos, quando
teve inicio a producdo de xarope de alto teor de frutose a partir da isomerizacdo de glicose
com a enzima glicose isbmeras imobilizada. Estes processos estdo plenamente ativos e
comprovam a eficiéncia da utilizagdo de enzimas imobilizadas (UHLIG, 1998).

A imobilizacdo pode afetar a estabilidade, o pH, a temperatura 6tima, as constantes
cinéticas e a maxima velocidade de reacdo da enzima (DANISMAN et al., 2004; ERGINER
et al., 2000). A imobilizacdo pode oferecer uma estabilidade adicional para uma variedade de
enzimas sendo que essa é influenciada pelo nimero de lagos formados entre a enzima e o
suporte, a natureza dos lagos (covalentes, nédo-covalentes), o grau de aprisionamento das
moléculas de enzima na matriz e as condi¢cdes de imobilizagdo (DANISMAN et al., 2004;
CAO, 2005).

Vérias técnicas podem ser aplicadas para imobilizar ou confinar as enzimas em
suportes sélidos, estando baseadas em mecanismos fisicos e quimicos. Entre os métodos de
imobilizacdo estdo: retencéo fisica, que consiste no aprisionamento das moléculas da enzima

em matriz polimérica, microcdpsula ou membrana; a imobilizacdo por ligacdo da enzima a um
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material insolUvel, e pelo uso de um reagente multifuncional por ligacGes cruzadas (HAIDER

e HUSAIN, 2008), conforme pode ser verificado na Figura 2.4.

METODOS PARA IMOBILIZAGAO DE ENZIMAS

Ligacao
Cruzada

Ligacao a Retencio Fisica
Suportes
l ‘ *
s —c" o
o €
AN €
LN /| | €.
Em matriz Em microcapsula Em membrana

€ Enzima

s | Adsorc¢ao Fisica

. | Ligacdo Covalente

- | Ligagao Iénica

Figura 2.4 — Métodos para imobilizacdo de enzimas (FISCHER , 2010).

2.3.1.1 Tipos de Imobilizacdo

2.3.1.1.1 Imobilizacéo por retencéo fisica

O aprisionamento consiste em separar 0 biocatalisador do meio reacional por meio

de um envoltdrio semipermeavel. O material da pelicula envolvente deve possuir porosidade

adequada para reter o biocatalisador e, ao mesmo tempo, deixar a passagem livre para

moléculas de baixa massa molar. A imobilizacdo por aprisionamento tem como vantagens

principais: 0 mesmo processo pode ser usado para imobilizar enzimas, células ou organelas;

facilidade de preparacdo da membrana envolvente semipermeavel; a disponibilidade no

mercado dos materiais para confeccionar o suporte; o biocatalisador uma vez envolto pela

membrana fica protegido do ataque de hidrolases (sobretudo de proteases) e/ou de inibidores

de alta massa molar; o procedimento de imobilizacdo ndo afeta seriamente a estrutura

macromolecular do biocatalisador. Entretanto, apresenta como principais desvantagens a néo
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recuperabilidade do suporte e de ndo poder ser usado para aprisionar enzimas que atuam sobre
substratos de alta massa molar. Esse método inclui encapsulacdo (em gel e em fibras) e a
microencapsulacdo (ROSEVEAR, KENNEDY e CABRAL, 1987).

A encapsulacéo consiste na retencéo fisica da enzima nas cavidades internas de uma
matriz solida porosa constituida geralmente por polimeros entrecruzados como
poliacrilamida, gelatina, alginato, carragenana, resinas de poliuretano e silanos. As principais
vantagens da encapsulacdo de enzimas referem-se a grande area superficial para contato do
substrato e da enzima no interior de um volume relativamente pequeno, e a possibilidade de
imobilizacdo simultanea de diferentes enzimas em uma Unica etapa. Como principais
desvantagens, tém-se: a restricdo de que os biocatalisadores podem ser aplicados somente
com substratos de baixa massa molecular; a possivel inativacdo da enzima durante o
procedimento de imobilizacdo; a alta concentracdo de enzima necessaria para garantir a
encapsulacdo e, os possiveis efeitos de difusdo de substratos e/ou produtos no interior da
matriz porosa (HANEFELD, GARDOSSI e MAGNER, 2009; LOPEZ-GALLEGO et al.,
2005; VILLENEUVE et al., 2000).

Uma técnica de imobilizacdo denominada microencapsulacdo consiste em aprisionar
a enzima em membranas poliméricas semipermeaveis, com grande superficie de contato. E
um sistema limitado para substrato com baixa massa molecular, pois este precisa atravessar a
membrana para ter acesso a enzima. Ha4 uma grande vantagem na utilizacdo desta técnica; a
enzima ndo interage quimicamente com o polimero evitando, assim, a desnaturacdo. Contudo,
hd a possibilidade de haver incorporacdo da enzima na parede da membrana (DALLA-
VECCHIA et al., 2004; MARIOTT]I, 2000).

2.3.1.1.2 Ligacdo a Suportes Insolaveis

Pode ser dividido em cinco categorias de acordo com o tipo de interacdo enzima-
suporte (adsorcdo fisica, ligacdo ibnica, ligacdo metalica, ligacdo covalente e ligacGes
cruzadas e co-cruzadas).

O método de ligacdo a suportes insoliveis pode ser dividido em adsorcéo fisica,
ligacdo metalica, ligacdo covalente e ligacéo idnica:

- Adsorcao fisica: E o método mais simples e o mais empregado para imobilizacio
de enzimas. As principais vantagens deste processo de imobilizagdo séo a facilidade e a
simplicidade do processo e, além disso, a estrutura conformacional da enzima é pouco

alterada. A adsorcdo da enzima é dependente do pH, da natureza do solvente, forca ionica,
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concentracdo de enzimas e temperatura. O controle dessas varidveis é requerido para a
adsorcao otimizada e retencdo da atividade, devido a ligacdo fraca entre suporte e enzima.

Embora este tipo de imobilizacdo seja facil de executar, 0s mecanismos envolvidos
na unido suporte/enzima sdo complexos, pois envolvem varios tipos de ligacBes nao
covalentes atuando simultaneamente, a saber, pontes de hidrogénio, forcas de Van der Waals,
interacOes dipolo-dipolo, forgas eletrostaticas e forgas hidrofébicas. Todas estas ligacdes sdo
rompidas com facilidade através da variacdo do pH, da forca idnica, temperatura e da natureza
do solvente. A fraqueza da interacdo suporte/enzima é o fator responsavel pela fragilidade
apresentada por este tipo de sistema imobilizado. Para que o mesmo seja estavel é
indispensavel que as condicdes de adsor¢do da enzima ao suporte sejam idénticas as do
sistema reacional no qual se utilizara o sistema imobilizado. Caso a interacdo suporte/enzima
seja de natureza essencialmente ibnica, uma ligeira mudanca do pH ou da forcga i6nica do
meio de reacdo serd suficiente para causar a dessor¢cdo da proteina (DALLA-VECCHIA et
al., 2004; JEGANNATHAN et al., 2008).

No trabalho de D'Souza e Godbole (2002) a invertase foi imobilizada em casca de
arroz por adsorcdo seguida de ligagdo cruzada utilizando 2% de glutaraldeido. Como a casca
de arroz possui silica obteve 6timas caracteristicas de estabilidade. Oosterom et al., (1998)
também utilizou a adsor¢do seguida da ligagdo cruzada para imobilizar a enzima B-
galactosidase em uma resina de troca idnica tipo Duolite S-761 para utilizar na sintese de
galactosidios.

- Ligacao metélica: Neste método usa-se um metal de transicdo como ativador da
superficie do suporte, permitindo o acoplamento direto da enzima. Também é um método de
simples preparacdo e forca de ligacdo intermediaria. Mantém a atividade da enzima, porém a
estabilidade operacional obtida, quando se trabalha com substratos de alta massa molecular, é
baixa, devido aos metais envolvidos (ZANIN e MORAES, 2004).

- Ligacdo covalente: A imobilizacdo por ligacdo covalente baseia-se na ativagao de
suportes com a inser¢do de grupos reativos que reagem com os grupos nucleofilicos da
enzima. Esta técnica ndo é comum como o método de adsorcdo fisica, mas apresenta a
vantagem de evitar o fendmeno de dessorcdo. A selecdo das condi¢des para a imobilizagédo
por ligacio covalente é mais dificil que em outros métodos de ligagdo em suportes. E
necessario conhecer a densidade dos grupos ativos por unidade de area do suporte e a sua
geometria para reduzir a formagdo do complexo enzima-suporte inativo. Este método pode
também afetar a estrutura ativa da enzima, devido a alteracdo do centro ativo. Suas principais

vantagens sdo a maior resisténcia do biocatalisador quanto a variacdo de pH, temperatura e
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influéncia de solventes organicos; os derivados preparados podem ser empregados em
diversas conformac6es de reatores, como fluxo continuo, empacotado, tanque agitado e leito
fluidizado e, a carga de enzima permanece constante ap0s a etapa de imobilizacéo
(JEGANNATHAN et al., 2008; MATEO et al., 2007; FREITAS et al., 2011 ).

Amaya-Delgado, Hidalgo-Lara e Montes-Horcasistas, (2005) imobilizaram invertase
covalentemente em nylon-6, a qual foi estdvel em uma ampla faixa de pH e temperatura
similar a da enzima livre e Coutinho Filho, Ribeiro e Maugeri Filho, (2005) imobilizaram
invertase em silica de porosidade controlada, a qual mostrou ser um excelente suporte para
imobilizacéo desta enzima.

-Ligacdo i6nica: O principio envolvido no método de imobilizagdo por ligacdo
ibnica baseia-se na atracdo da enzima pelo suporte sélido, que contém residuos para troca
ibnica. A principal diferenca entre a adsorcéo fisica e a ligacdo i6nica é a energia envolvida
entre a enzima e 0 suporte, pois as ligagdes iGnicas séo mais fortes do que as forcas de Van
der Waals ou ligacdes de hidrogénio, porém mais fracas do que a ligacdo covalente
(FERNANDES et al., 2006).

O procedimento deste método é feito da mesma forma que no processo de adsor¢édo
fisica. Como desvantagem, neste método também pode haver a liberacdo da enzima pelo
suporte, por variacbes de pH e forca i6nica do meio, visto que para este método ha total
dependéncia destes. As vantagens sdo: possibilidade de reutilizacdo do suporte, baixo custo,
simplicidade do método, disponibilidade de suportes, pouca mudanca conformacional na
enzima, devido ao carater iénico da ligacdo e as condi¢cbes amenas de imobilizacdo, o que
conduz a obtencéo de derivados imobilizados com altas atividades enziméaticas (WEETALL,
1975).

- Ligacdes covalentes multipontuais: O estudo de métodos de imobilizacdo torna-se
cada vez mais importante diante da busca pela estabilidade enzimatica. A imobilizacdo
multipontual tem sido constantemente estudada como um método que leva a estabilizacdo
enzimatica. A imobilizacdo multipontual consiste na formacao de varias ligacdes covalentes
entre grupos reativos da enzima e varios grupos ativos do suporte. Para se obter o derivado
estdvel pela técnica de imobilizagdo multipontual, deve-se selecionar um suporte
morfologicamente apropriado. Suportes porosos, cuja estrutura interna tem grande area
superficial, como por exemplo, silica, alumina e géis de agarose, promovem congruéncia
geométrica entre a enzima e o suporte, aumentando a rigidez de uma pequena parte da area

superficial da enzima (aumento de 10 a 20%), que é transladada para toda a estrutura terciéria,
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devido as fortes interacdes entre todas as partes da molécula de proteina (GUISAN et al.,
1991).

A ligacdo da enzima ao suporte da-se entre grupos amino da enzima e grupos aldeido
alifaticos pequenos do suporte. Com o0 uso do sistema insolubilizacdo-estabilizacdo de
enzimas proposto por Guisan (1988), e controle das variaveis que definem a intensidade das
multi-interacdes enzima (amino) suporte (aldeido), como por exemplo, a densidade superficial
dos grupos aldeido no gel ativado, o tempo de contato enzima insolubilizada-suporte ativado,
a temperatura e o pH, € possivel preparar derivados mais ativos e mais estaveis. Como
exemplos tem-se, penicilina G-acilase (BLANCO e GUISAN, 1989), quimotripsina
(GUISAN et al., 1991), esterase termofilica (FERNANDEZ-LAFUENTE et al., 1995),
carboxipeptidase A (PEDROCHE et al., 2002), alcalase (TARDIOLI et al., 2003) e lipase
(PALOMO et al., 2005).

A imobilizagéo covalente multipontual de biocatalisadores pode melhorar fortemente a
estabilidade, a atividade e a seletividade de enzimas (MATEOQ et al., 2000b).

A imobilizacdo covalente multipontual em suporte sélido é uma técnica que utiliza
“bragos” moleculares ligados ao suporte que permitem a orientacdo da enzima através da
selecdo dos diferentes residuos de aminodcidos de sua superficie. As diferentes formas de
ativacdo do suporte é que vdo determinar por quais residuos a enzima vai ser imobilizada,

evitando efeitos estéricos, como mostrado na Figura 2.5 (GUISAN et al., 1997).

== oy Substrato
! X Substrato

Enzima-suporte 25 Enzima-suporte

Figura 2.5- Representacao de efeito negativo sobre enzima imobilizada e auséncia deste efeito
(Modificacdo de GUISAN et al., 1997).

A reacdo enzima-suporte é muito rapida e facilmente hidrolisavel. A ligacdo
unipontual enzima-suporte é reversivel, mas a imobilizacdo torna-se irreversivel quando
ocorre através de dois ou mais pontos de ligagdo (GUISAN, 1988). A ativacdo da ligagdo
covalente multipontual entre a enzima e 0 suporte ndo é um problema trivial. Deve-se

escolher o método adequado, atraves da analise das caracteristicas do suporte, grupos reativos
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e condicOes de imobilizacdo, para que seja envolvido um ndmero maximo de grupos reativos
da enzima no processo (MATEO et al., 2007).

Ligaches covalentes multipontuais podem aumentar a rigidez da estrutura
tridimensional da molécula de enzima, e por consequéncia, aumentar a estabilidade da enzima
imobilizada frente a diferentes agentes inativantes, tais como, temperatura, pH, solventes
organicos entre outros (MATEO et al., 2007).

Este processo consiste na imobilizacdo e estabilizacdo da enzima atraves da
formacéo de ligacdo covalente entre os grupos amino da enzima (-NH>) e grupos aldeido do
suporte. Os grupos aldeidos que se encontram ligeiramente afastados da superficie do suporte
sdo introduzidos através de sua ativacdo prévia, e tornam o suporte fortemente eletrofilico
para se ligar aos grupos doadores de elétrons dos aminoacidos da superficie da enzima. O
ligeiro distanciamento dos grupos aldeido provocado pela ativacdo permite a formacdo de
ligacbes multipontuais — bases de Schiff — entre enzima e suporte. LigacOes estas que séo
menos estaveis, porém aumentam consideravelmente a estabilidade do derivado obtido, em
relacdo a enzima livre. A possibilidade de que ligacdes adicionais sejam efetivadas aumenta
diante do aumento da densidade superficial de grupos aldeidos ativados no suporte (GUISAN,
1988).

2.3.1.1.3 Ligagéo cruzada

O nome de ligacBes cruzadas se da devido as ligacdes das moléculas de enzimas
entre si, por meio de reagentes bi ou multifuncionais na auséncia de suportes solidos,
formando géis de alta pureza. E também comum adicionar ao suporte outra proteina, como a
albumina, de menor custo, para aumentar as interacGes e assim promover maior estabilidade.
Entre os agentes de ligagdo cruzada mais usados esta o glutaraldeido (KENNEDY e
CABRAL, 1987). O glutaraldeido tambem é muito utilizado juntamente com outro método de
imobilizagdo, principalmente com a ligagdo covalente (AHMAD, ANWAR e
SALEEMUDDIN, 2001) e com adsorcéo (D'SOUZA e GODBOLE, 2002).

A maior vantagem deste método é a obtengdo da enzima quase pura, pois requer
apenas um agente bi ou multifuncional para uma reacdo muito simples de imobilizagdo. A
desvantagem apresentada é a necessidade de grande quantidade de enzima, além da perda de
atividade provocada pela participacdo do sitio ativo na ligacdo e as propriedades mecéanicas
indesejaveis da enzima imobilizada obtida, na forma de um produto gelatinoso (KENNEDY e
CABRAL, 1987).
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O glutaraldeido foi utilizado por Akgol et al., (2001) para imobilizar invertase em
microesferas de polivinilalcool, conseguindo uma retencéo de atividade de 74%.

Chang e Juang (2005) compararam a imobilizagdo das enzimas a-amilase, 3-amilase
e glucoamilase em quitosana, com ligagdes cruzadas com glutaraldeido. Em geral as enzimas
imobilizadas alcancaram altas atividades em faixas maiores de temperatura e pH se
comparada com as livres.

Emregul, Sungur e Akbulut, (2006) imobilizaram invertase em gelatina e
poliacrilamida utilizando como agentes da ligacdo cruzada, acetato de cromo Ill, sulfato de
cromo |1l e ou sulfato potassio de cromo I1l. A maxima atividade de invertase imobilizada foi
obtida quando utilizou-se acetato de cromo Il11.

Cada método tem suas vantagens e desvantagens que devem ser consideradas e
investigadas para todos os biocatalisadores e reacdo enzimatica de acordo com critérios
propostos de imobilizacao, atividade, rendimento, estabilidade, simplicidade e viabilidade
econémica (SCOUTEN, 1987). A Tabela 2.5, apresenta algumas vantagens e desvantagens

dos diferentes métodos de imobilizacéo.

Tabela 2.5 — Vantagens e desvantagens dos diferentes métodos de imobilizacao.

o Ligacoes Adsorc¢ao Ligacdo Ligacdo Ligacéo .
Caracteristicas . . . Ocluséo
Cruzadas Fisica I16nica Metélica  Covalente
Preparacdo Intermediario  Simples Simples Simples Dificil Dificil
Forca da
) Forte Fraca Intermediario Intermediario  Forte  Intermediario
Ligacédo
Atividade Baixa Intermediério Alta Alta Alta Baixa
Recuperacéao i . i i i
Impossivel Possivel Possivel Possivel Rara Impossivel
do Suporte
Custo Intermediério Baixo Baixo Intermediério Alto Intermediério
Estabilidade Alta Baixa Intermediério Intermediario Alta Baixa
Aplicabilidade B ) . . x .
Nao Sim Sim Sim Nao Sim
Geral
Protecéo o 3 3 3 3 .
] ) Intermediario Néo Né&o Né&o Néo Sim
Microbiana

Fonte: KENNEDY e CABRAL, 1987.
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2.4 Suportes para Imobilizacéo

Existem diversos materiais que podem ser utilizados como suportes para a
imobilizacdo de enzimas em funcdo dos principios de imobilizacdo. O desenvolvimento de
novos suportes para a imobilizagdo de biocatalisadores, juntamente com as técnicas
elaboradas especificamente para a imobilizacdo nestes suportes, tem sido objeto de intenso
estudo nos ultimos anos. Estima-se que estes novos suportes e técnicas possam contribuir para
a implementacdo de novos processos em escala industrial. Como exemplos, podem ser citados
0 uso de membranas cataliticas biofuncionais contendo arranjos enzimaticos imobilizados
através de sitios especificos (BUTTERFIELD et al., 2001), o uso de Eupergit C como um
suporte de imobilizacdo para enzimas de interesse industrial (KATCHALSKI-KATZIR e
KRAEMER, 2000) e o uso de criogeéis de poli-vinil-alcool como matrizes para a imobilizacéo
de células (LOZINSKY e PLIEVA, 1998).

Os materiais mais utilizados como suporte deveriam idealmente ser encontrados com
facilidade e abundacia, ter baixo custo, resultar em baixo custo de imobilizacdo, facilidade de
operacdo em grande escala, ndo apresentar toxidez as células, apresentar alta capacidade de
retencdo e ter resisténcia mecénica para uma longa vida operacional (NAGASHIMA, 1984;
PRADELLA, 2001).

Os suportes inorganicos sdo mais vantajosos que os organicos pela durabilidade,
densidade, estabilidade e controle de porosidade (NAGASHIMA, 1984). Segundo Moueddeb
et al., (1996), os materiais inorganicos também apresentam como vantagem a facilidade de
esterelizagdo e limpeza.

Varios suportes, naturais ou sintéticos, tém sido utilizados para a imobilizacdo de
enzimas. Embora se saiba que ndo existe um suporte universal, existem caracteristicas
primordiais a serem observados para a escolha de um suporte, baseados em diferentes
propriedades que afetam o processo de producdo (MESSING, 1978; GALVAO, 2004; CAO,
2005), como:

- Area de superficie e porosidade: é desejavel ter materiais com alta &rea
superficial (>100 m?/g) para cargas de enzima altas e alta porosidade para promover o acesso
da enzima ao substrato. Os poros >30 nm séo ideais para a difusdo da enzima durante o
processo de imobilizacao;

- Grupos funcionais na superficie: a quantidade de enzima que se une a matriz de

um suporte depende da densidade de carga de grupos funcionais na superficie e sua
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distribuicdo. A escolha dos grupos funcionais, também afeta o rendimento e a estabilidade do
material;

- Estabilidade mecanica e quimica: para prevenir a perda de enzimas, a
integridade do suporte deve ser mantida e deve ser resistente a degradacGes quimicas que
possam ocorrer durante 0 processo;

- Tamanho e forma: € ideal ter particulas de tamanho uniforme,
preferencialmente esferas para facilitar os propositos de modelagem;

- Resisténcia microbiana: uma das principais preocupacdes de qualquer sistema
de enzimas imobilizadas € a presenca de micro-organismos. A durabilidade do suporte é
afetada pela resisténcia a degradacdo microbiana;

- Natureza hidrofébica e hidrofilica: a compatibilidade do suporte com a fase
liquida é importante para assegurar a troca do substrato e do produto na matriz. Também pode
determinar o tempo de vida do complexo enzima-suporte a partir da adsor¢ao ou de ligacGes
ndo especificas.

Os suportes podem ser classificados de acordo com sua composicdo e morfologia. A

Tabela 2.6 ilustra os diferentes tipos de suportes classificados.

Tabela 2.6 - Classificacdo dos suportes de acordo com a composicao.

Suportes
Organicos Inorgéanicos
Naturais Sintéticos Minerais Fabricados
Polissacarideos  Proteinas  Poliestireno Areia Vidro (PC)
Celulose Colageno  Poliacrilatos Bentonita Ceramica (PC)
Agarose Albumina Polivinilos  Homeblenda Silica (PC)
Agar Gelatina Nylon Pedra-pome  Aluminossilicato
Quitosana Seda Poliamidas Oxido de Ferro
Amido Vinil Oxido de Niquel

Policrilamidas

Fonte: GALVAO, 2004.

Os suportes podem ser classificados como porosos ou ndo-porosos. Os porosos tém
grande area superficial interna disponivel para a imobilizacdo e protege a enzima contra
turbuléncias externas, ja 0s ndo-porosos tém a desvantagem de ndo possuir grande area para a

imobilizacdo, mas elimina o problema de transferéncia de massa interna, devido & diminuigdo
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do tamanho das particulas e pelo aumento de velocidade de escoamento do fluido
(GALVAO,2004).

A maior parte dos suportes ndo permite o acoplamento direto da enzima,
necessitando de uma etapa de ativacdo do mesmo. Utilizam para isso reagentes ativadores
como os brometos de cianogénio e reagentes bifuncionais contendo grupos epoxidos ou
aldeidos (GALVAO, 2004).

Entre os suportes organicos e inorganicos, os Ultimos apresentam melhores
caracteristicas para serem utilizados nos processos industriais, principalmente pela sua
estabilidade a degradacéo fisica, quimica, térmica e microbiana, além da resisténcia mecéanica
e estabilidade industrial, que evita a compactacdo em processos continuos e a possibilidade de
regeneracdo do suporte por processo pirolitico (CABRAL, 1982; MESSING, 1978;
RIBEIRO, 1989; COUTINHO FILHO, RIBEIRO e MAUGERI FILHO, 2005).

2.4.1 Métodos de ativacao do suporte

Os métodos de ativacao introduzem grupos reativos na superficie do suporte capazes
de reagirem com 0s grupos reativos da enzima. As ativagdes mais usadas sdo com reagentes
bifuncionais contendo grupos epdxidos ou aldeidos. Suportes ativados com grupos epoxidos
possuem baixa reatividade (mesmo podendo reagir com Varios grupos reativos da enzima),
requerendo longos tempos de imobilizacdo, excesso de enzima e condi¢Bes drasticas de
reacdo para favorecer o acoplamento enzima-suporte, como por exemplo, alta forga i6nica
(MATEO et al., 2000c).

Variaveis como pH e temperatura podem interferir na reacdo dos agentes de ativacédo
do suporte. Como a reatividade dos grupos epoxidos do suporte com proteinas sollveis é
muito baixa, estes processos de imobilizacdo devem ocorrer mediante um mecanismo
composto por duas etapas: a primeira em que a enzima seria adsorvida hidrofobicamente (ou
ionicamente) sobre a superficie do suporte, e uma segunda etapa em que se promoveria a
reacdo covalente entre grupos reativos da proteina e o suporte. A ativagdo com glutaraldeido
forma grupos aldeidos no suporte ativado que irdo reagir com grupos aminos da enzima por
meio de ligaces covalentes reativas (bases de Schiff) que podem ser facilmente hidrolisadas.
Embora seja 0 método de ativacdo mais utilizado em imobilizagdo de enzimas, apresenta
alguns problemas, tais como: moléculas de enzimas podem ser imobilizadas com diferentes
orientagdes, tornando o sitio ativo delas incessiveis para grandes substratos (TARDIOLI et

al., 2003); podem ser formadas multiplas camadas de enzima e/ou aglomeracdes excessivas
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das moléculas no interior dos poros, dificultando o acesso ao sitio ativo (BETANCOR et al.,
2006); produzem derivados que sdo poucas vezes mais estaveis que a enzima sollvel; e a alta
reatividade e instabilidade de grupos reativos requerem rapido contato com a enzima.

Na Figura 2.6, observa-se a ativacdo dos suportes pelos agentes e em sua superficie
0S grupos reativos utilizados na interacdo com a enzima para promover 0 processo de

imobilizacéo.

Q
:> CH, - CH - CH,0H

O

suportes

CH; - CH - CH,C1

“5 — NHy'

Superficie do suporte com )
grupos reativos enzima

Figura 2.6 — Representacdo dos métodos de ativacio. A esquerda estdo 0s suportes, nas cores
verde (gluteraldeido), azul (glicidol) e vermelho (epicloridrina) os agentes ativantes e na
superficie do suporte 0s grupos reativos que irdo reagir com 0S grupos amino da enzima
(ADRIANO, 2008).

2.4.2 Imobilizagdo em Resinas

Resinas de troca idnica sdo matrizes solidas que contém sitios ativos. A operagéo de
troca ibnica é a troca entre ions presentes numa solugéo e os ions solidos presentes na resina.
A resina trocadora de ions deve conter ions proprios para efetuar a troca com rapidez
suficiente, sendo necessaria uma estrutura molecular aberta e permeavel, de modo que as
moléculas possam mover-se livremente. A natureza do trocador de ions é complexa e, em sua
maioria sdo polimeros. Os ions ativos sdo cations em um trocador catidnico e anions em um
trocador aniénico (COLLINS, BRAGA e BONATO, 1993).

As propriedades fisicas das resinas trocadoras de ions séo determinadas pelo grau de
reticulacdo, este determina a preferéncia de uma resina por um ion e o grau de

intumescimento da resina quando esta entra em contato com a agua. As resinas altamente
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reticuladas séo, geralmente, quebradigas, mais duras e mais impermedveis que as de baixa
reticulagdo (COLLINS, BRAGA e BONATO, 1993).

As resinas catidnicas trocam seu cation disponivel com o cation do meio até atingir o
equilibrio. As resinas anionicas sdo semelhantes, trocam anions, seu carater basico deve-se a
presenca de grupos amoénio quaterndria, amina substituida e amina, sendo aquelas que tém
amonio quaternario uma resina fortemente basica (COLLINS, BRAGA e BONATO, 1993).

As resinas aniénicas trocam seus anions disponiveis (OH-) com os anions do meio
até atingir o equilibrio. As resinas catibnicas sdao semelhantes, trocam céations (Na+ ou H+)
com o meio (KREMER, 2007). Entre os grupamentos basicos inseridos nas cadeias das
resinas anionicas, tem se aminas terciarias que produzem resinas fracamente bésicas e 0s
quaternarios de amoénio, que produzem resinas fortemente basicas. Entre os grupamentos
acidos, 0 mais comum € o acido sulfénico, produzindo a resina cationica fortemente acida e o
menos comum, o &cido carboxilico, produzindo a resina catidnica fracamente A&cida
(GONZALES, 2011).

Duolite A-568 é uma resina de troca anionica, fracamente bésica, granular e
altamente porosa, com matriz de fenol-formaldeido policondensado. Sua estrutura hidrofilica,
combinada com uma distribuicdo controlada do tamanho dos poros, torna esta resina mais
adequada para ser utilizada como suporte para imobilizacdo de enzimas em muitos
bioprocessos. A forga i6nica, o tamanho das particulas, tamanho e volume de poro da Duolite
A-568, foram projetados para otimizar a imobilizacdo de enzimas utilizadas em industrias de
amido, gordura, entre outras industrias de alimentos (FISCHER, 2010).

Oosterom et al., (1998) imobilizaram as enzimas comercialmente disponiveis, -
galactosidases de Aspergillus oryzae e de Kluyveromyces fragilis em uma resina de troca
ibnica, fenol-formaldeido, tipo Duolite S-761 e Duolite A-7, respectivamente.

Ozdural et al., (2003) estudaram os parametros cinéticos da reagdo de hidrolise de
lactose utilizando a enzima [-galactosidase imobilizada em uma resina de troca ionica
fracamente basica, Duolite S-568, em um processo utilizando um reator de leito empacotado.

Letca et al., (2004) testaram algumas resinas de troca ibnica em inulase 1l a partir de
uma cepa Esherichia coli geneticamente modificada e obteve a melhor atividade para a resina
Duolite A-568.

Rocha et al., (2006) utilizaram a resina Amberlite IRC da Rohm and Haas para
imobilizar a inulinase de Aspergillus niger e estudar a cinética e as condigdes Otimas da

enzima imobilizada, comparando-as com a livre.
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Marquez et al., (2008) estudaram a imobilizacdo de invertase em resinas de troca
ibnica para a hidrdlise de sacarose e obtiveram melhor atividade com a resina Duolite A-568.

Ozdural et al., (2008) imobilizaram B-galactosidase em uma resina de troca i6nica
fracamente basica, Duolite A-568, em um reator continuo. Concluiu-se que 0 modelo que
melhor se ajustou ao estudo cinético foi a de Michaelis- Menten.

Guidini et al., (2010) estudaram a imobilizacdo P-galactosidase de Aspergillus
oryzae em resinas de troca ibnica para a hidrolise de lactose e obtiveram melhor atividade

com a resina Duolite A-568.

2.5 Efeitos da Imobilizacdo nas Propriedades da Enzima

2.5.1 Efeitos dos métodos de imobilizacao na cinética e propriedades das enzimas

As propriedades quimicas e fisicas das enzimas podem sofrer modificacBes apds a
imobilizacdo. Devem ser considerados os efeitos da imobilizacdo sobre a estabilidade, as
propriedades cinéticas e especificidade, além da produtividade da enzima. As mudancas nas
propriedades das enzimas podem ser causadas por diversos fatores (KENNEDY e CABRAL,
1987; SHELDON, 2007), tais como:

a) Efeitos conformacionais: quando mudanga conformacional na molécula da enzima
ocorre devido a alteracdo de aminoacidos no centro ativo da enzima e mudanca na proteina da
enzima.

b) Efeitos estereoquimicos: uma parte da molécula da enzima é imobilizada numa
posicdo tal que o sitio ativo é relativamente inacessivel.

c) Efeitos de particdo: este efeito é relatado para a natureza quimica do material do
suporte, podendo surgir interagdes eletrostaticas e hidrofobicas entre a matriz e moléculas de
baixo peso molecular presente na solucédo, levando a uma modificacdo de microambiente.

d) Efeitos difusionais ou transferéncia de massa: surge a partir da resisténcia de
difuséo de solucédo de substrato para os sitios cataliticos e difusdo de produtos.

A mudanca observada das propriedades das enzimas na imobilizacdo é o resultado
das interacOes destes fatores. Todos esses fatores podem influenciar nas propriedades da
enzima imobilizada que adquirem novas propriedades cinéticas, modifica¢cdes em seus valores
de Kmax e Vmax, deslocamento dos valores de pH e comportamentos diferentes de acordo
com temperatura (KENNEDY e CABRAL, 1987; MARKOGLOU e WAINER, 2003).
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2.6 Reatores para biocatalisadores imobilizados

Define-se como biorreator, um reator quimico convencional adaptado para operar
com biocatalisadores (células, enzimas, organelas). O reator enzimatico, portanto, € um
biorreator no qual a reacéo é catalisada por uma enzima.

Deve-se avaliar a conveniéncia de se empregar a enzima na forma soltvel ou
imobilizada em biorreatores. Neste caso, 0s aspectos a serem considerados sao:

- alteracdo do perfil catalitico da enzima ap0s a imobilizacao;

- o tipo de processo no qual a enzima vai ser utilizada (por exemplo, no processo
de amaciamento de carnes somente o uso da enzima na forma soluvel tem importancia);

- a estabilidade operacional apresentada por ambas as formas da enzima;

- a origem da enzima, se extracelular (pode ser usada na forma soltvel ou
imobilizada) ou intracelular (usada na forma imobilizada) (BAILEY e OLLIS, 1986).

Os reatores enzimaticos podem ser divididos em dois grupos, descontinuos e
continuos conforme Figura 2.7, os continuos, por sua vez, podem ser do tipo leito agitado ou
fixo Quando a enzima encontra-se na forma livre o Unico reator utilizavel é o reator em
batelada. Os processos que utilizam enzimas imobilizadas podem ser conduzidos de forma
descontinua (batelada) ou continua.

REATOR LEITO FIX0

(—————s= Produte Erodite

Enzima
Imobilizada Enzima
Imobilizade

Enzima Alimentagdo
Imebilizada

Alimentagdo

REATOR DE RECICLO " |REATOR DE LEITO FLLHDLZADO‘ |CSTRfUF Cnnbinudoa‘
Frodufo

) Reciclo de
—a= Produto Alimentacdo Enzima

R

Enzima
Imobilizada

Enzima | ~Raciclo
Imobilizada f

[ ———]— Unidade de

______ Ultratiltragdo

Produto

Alimentacdo

|
Alimentagdo —p]

Figura 2.7 — Tipos de reatores enzimaticos (RIBEIRO, 1989).



Capitulo 2 — Revisao Bibliografica 33

Embora varios tipos de reatores possam ser selecionados para um dado sistema
imobilizado, a eficiéncia 6tima requer uma escolha adequada. A escolha inadequada do reator
pode provocar rompimento do suporte de imobilizagcdo. (PILKINGTON, MARGARITIS e
MENSOUR, 1998; CAO, 2005).

Os fatores a serem considerados para escolher o tipo de reator sdo:

a) modo de operacdo: descontinuo (mais barato e de multiuso) e continuo (mais caro
e desenhado para um processo especifico);

b) custo do catalisador frente ao custo total do processo;

c) estabilidade da enzima ao longo do processo;

d) requisitos operacionais, a saber, possibilitar pleno controle do pH e da
temperatura, permitir operar em concentragcbes ndo inibitorias de substrato, ser adequado
frente as caracteristicas da matéria-prima e permitir a substituicdo do catalisador desgastado
pelo uso sem interrupcdo do processo (LIMA et al., 2001). Na Tabela 2.7 mostra a
classificacdo de reatores levando em conta 0 modo de operacdo e as caracteristicas

hidrodinamicas.

Tabela 2.7 - Classificagdo de reatores enzimaticos.

Modo de Caracteristicas )
. ) . Tipo de reator
operacao hidrodinamicas
] ) ) Reator batelada de tanque agitado
Descontinuo Mistura perfeita
(BSTR)
Tipo tubular Reator batelada com recirculacdo (BRR)
] ) ) Reator continuo de tanque agitado
Continuo Mistura Perfeita
(CSTR)
Reator continuo com agitacéo e
membranas de ultrafiltracdo (CSTR-UF)
Reator de leito fixo (PBR), leito
Tubular

fluidizado (PFR) e de membranas

Fonte: ZANIN, 1989.
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2.6.1 Reatores descontinuos

S&o reatores utilizados, em sua maioria, para processos com enzimas em solucéo,
onde o substrato e a enzima sdo introduzidos juntos no reator e o conteudo é descarregado
quando se atinge o grau de conversédo desejado.

Como vantagem o reator batelada possui alta eficiéncia da transferéncia de calor e
massa devido & boa agitacdo do sistema. E como principais desvantagens tém-se (ZANIN,
1989):

- Mudancgas nas condic¢des no decorrer da reacdo, 0 que acarreta equipamentos de
controle mais complexos;

- Problemas na ampliacdo de escala, pois é dificil manter a entrada proporcional de
poténcia a medida que o volume do reator aumenta;

- Variacdo da qualidade do produto de uma batelada a outra;

- Presenca de tempo morto entre as bateladas.

Um reator batelada tipo tanque agitado (“BSTR”- Batch Stirred Tank Reactor) é de
concepcao bastante simples, pois trata-se de um tanque com um agitador mecanico, que
permite um bom grau de mistura. Quando as enzimas imobilizadas sdo utilizadas neste reator
estas devem ser separadas em uma etapa subseqiiente, podendo ser por filtragdo ou
centrifugacdo, o que pode provocar perdas de particulas do catalisador, bem como a
desativacdo parcial das enzimas imobilizadas. Ainda pode haver a quebra de alguns suportes
devido ao contato com o agitador. Para superar ou minimizar alguns desses problemas foram
criados outros modelos de reatores descontinuos. Um desses é o reator com agitagdo provido
de um cesto (“basket reactor”) que retém as enzimas imobilizadas, impedindo sua perda por
atrito com o agitador ou no processo de separacdo de produtos (CARBERRY, 1976;
MESSING, 1978).

Bergamasco et al., (2000) utilizaram o reator batelada com a invertase livre e
imobilizada covalentemente em silica de poros controlados, com volume de solucdo de
substrato de 50 mL, onde a reacdo ocorreu com intensa agitacdo e com o controle de

temperatura.
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J& no trabalho de Tanriseven e Dogan (2001) a atividade da invertase imobilizada em
capsulas de gel foi determinada em um reator de mistura com agitacdo magnetica de 450
rev./min, de volume de 1000 pL, 50 uL de mistura de reacéo e 950 uL de agua destilada.

Marquez et al., (2008) utilizaram o reator batelada com a invertase livre e
imobilizada por adsorcdo i6nica em Duolite A-568, com volume de solucdo de substrato de

100 mL, onde a reacdo ocorreu com intensa agitacdo e com o controle de temperatura.

2.6.2 Reatores continuos

A maior parte dos processos industriais é operada em reatores continuos, pois este
oferece vantagem superior as bateladas, pois possibilita o controle automatico facilitando a
obtencdo de um produto de qualidade. Os reatores de fluxo continuo podem ser divididos em:
reator continuo tipo tanque agitado (“CSTR” — Continuous Stirred Tank Reactor), com
mistura completa e o reator tipo tubular, em que a mistura ocorre radialmente (VICENTE,
2000).

O reator CSTR consiste em um tanque bem agitado contendo a enzima imobilizada.
O fluxo de substrato € continuamente bombeado para o reator, a0 mesmo tempo em que 0
fluxo do produto é removido.

A vantagem do CSTR é a sua facilidade de construcdo, versétil e barato, a qual
permite a catalise simples, carregamento e facil substituicdo. Permite controle simples sobre a
temperatura, pH da reacdo e do fornecimento ou remocédo de gases. Neste tipo de reator ndo
existem gradientes de temperatura ou de concentracdo, devido a eficiente agitacdo que
promove contato intimo entre a enzima e 0 meio de reagdo (CHIBATA, 1978; KENNEDY e
CABRAL, 1987; NAJAFPOUR, 2007).

O reator PBR (Continuous Packed Bed Reactor) é o mais amplamente utilizado para
enzimas imobilizadas e células microbianas. Neste caso é necessario considerar a queda de
pressdo em todo o leito e o efeito das dimensGes da coluna na taxa da reagdo. No que se refere
ao fluxo do substrato, ha trés possibilidades: método de fluxo ascendente, fluxo descendente e
reciclo (CHIBATA, 1978).

O metodo continuo tem as seguintes vantagens:

- Facil controle automatico e operacional;

- Reducéo dos custos de trabalho;

- Estabilizacdo das condic¢des de operagéo;

- Facil controle na qualidade dos produtos.
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O reator FBR (Fluidized Bed Reactor) é usado quando a solucdo de substrato tem
alta viscosidade e quando ha substrato ou produtos gasosos. Neste sistema devem-se tomar
alguns cuidados para ndo haver destruicdo e decomposicdo de enzima imobilizada
(CHIBATA, 1978).

O reator de membrana é um sistema continuo, sendo utilizado para substrato de alto
peso molecular e um produto de baixo peso molecular. A enzima usada neste caso € soltvel, e
um ndo melhoramento da estabilidade da enzima € esperado.

Ozdural et al., (2003) estudaram os pardmetros cinéticos de uma inibicdo competitiva
do produto por uma enzima P-galactosidase imobilizada covalentemente em uma resina
utilizando um reator de leito empacotado de fluxo continuo.

A estabilidade da invertase imobilizada foi estudada utilizando um reator de leito
empacotado, a 30°C e observou-se um decréscimo de 20% em relacdo a atividade inicial apds
as 50 h em um processo continuo (GOMEZ et al., 2005).

Bayramoglu et al., (2003) utilizaram um reator continuo de leito fixo para hidrolisar
a sacarose com invertase imobilizada em um filme de HEMA-GMA (poli (hidroximetil
metacrilato-co-glicidil metacrilato)).

Fisher (2010) utilizaram um reator continuo de leito fixo para hidrolisar soro de leite
com B-galactosidase imobilizada em Duolite A-568 seguida pelo processo de ligacéo cruzada

com o uso do agente reticulante glutaraldeido.

2.6.3 Influéncia de alguns fatores na escolha do reator

Os fatores que devem ser considerados quanto a escolha de um determinado tipo de
reator para enzimas imobilizadas sao:

- Requerimento de transferéncia de massa;

- Método de imobilizacdo empregado;

- Natureza do substrato;

- Caracteristica do suporte de imobilizagdo utilizado;

- Facilidade de substituicdo do biocatalisador e sua regeneragéo;

- Facilidade de construcdo do reator e custo do mesmo.

A escolha inadequada do reator pode provocar rompimento do suporte de
imobilizacdo. Desta forma é importante escolher um reator que permita uma adequada mistura
do meio sem provocar danos ao suporte de imobilizacdo (PILKINGTON, MARGARITIS e
MENSOUR, 1998; CAO, 2005).
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2.7 Cinética Enzimatica

Entende-se por cinética enzimética a andlise quantitativa do efeito de cada um dos
fatores que influencia a atividade enzimatica avaliada através do aumento ou da reducéo da
reacao catalisada. A atividade da enzima, e, portanto a cinética enzimatica é determinada pela
concentracdo de enzima, concentracdo de cofatores, concentracao e tipo de inibidores (quando
presentes) e ainda pH, temperatura e forga idnica (BAILEY e OLLIS, 1986).

O estudo da cinética enzimética faz-se necessario para conhecer as melhores
condicdes para a acdo da enzima e os efeitos de diversos fatores sobre ela (DIXON e WEBB,
1979; SEGEL, 1993). Dentre 0s seus objetivos estao:

- Estudar a influéncia de condicdes de trabalho: concentracdes de reagentes e das
enzimas, temperatura, pH, concentracGes de ativadores e inibidores;

- Medir as velocidades das transformagdes que se processam;

Contribuir para a otimizagao do processo;

Estabelecer critérios para o controle do processo;

Projetar o reator mais adequado.

Qualquer taxa de reacéo catalisada por enzima depende diretamente da concentragéo
desta. Uma técnica experimental muito utilizada em cinética enzimética é a determinacdo das
taxas iniciais de reacdo. A taxa de formacdo de produto ou de consumo de substrato deve ser
constante em toda a faixa de tempo de estudo para se medir a verdadeira taxa inicial. Assim, é
preciso estabelecer o limite de linearidade para utilizar o procedimento de taxas iniciais, antes
que a concentracdo de produtos (P) versus tempo (t) e velocidade (v) versus concentracéo de
enzimas (E;) se tornem né&o lineares.

Na reacdo catalisada por enzimas, sabe-se que esta combina com o substrato de
maneira muito especifica. Dentre as varias maneiras que tentam explicar a especificidade da
enzima e sua atividade, o conceito de sitio ativo e complexo enzima-substrato s&o
universalmente aceitos e sé&o a base para os diversos modelos de equacgbes propostos
(CARBERRY, 1976; SEGEL, 1979).

A equagdo de Michaelis-Menten e muito utilizada para modelar diversas reagoes
enzimaticas, mas sabe-se que para ser aplicada com sucesso a concentracdo da enzima deve
ser pequena se comparada aquela do substrato e ainda a concentragdo de produto deve ser

desprezivel, ou seja, nos instantes iniciais da reacdo. Para situacdes em que as concentraces
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de enzimas e substratos sdo compardveis, a equacdo de Michaelis e Menten pode ser
inapropriada, como ocorre nos finais dos processos enzimaticos conduzidos em batelada. Para
situacOes de processos industriais, em presenca de altas concentracGes de substrato ou de
produtos e em presenca de inibidores presentes no meio reacional, devem-se utilizar modelos
cinéticos mais elaborados, porém a maioria destes tem como ponto de partida a equacdo de
Michaelis-Menten, na qual s&o inseridos termos de correcdo, para levar em conta 0s
inibidores, ativadores e multiplos substratos (RIBEIRO, 1989).

2.7.1 Determinacdo dos Parametros Cinéticos

Cada sistema enzima-substrato apresenta valores caracteristicos dos parametros
cinéticos para cada modelo cinético considerado, para condicbes especificas de pH,
temperatura e concentragao de substrato.

2.7.2 Influéncia do meio na atividade e estabilidade das enzimas

A estrutura e a forma do sitio ativo sdo decorréncia da estrutura tridimensional da
enzima e podem ser afetadas por quaisquer agentes capazes de provocar mudancas
conformacionais na estrutura protéica. Isto torna a atividade e estabilidade enzimatica

dependente do meio ambiente, notadamente do pH e da temperatura (MARIOTTO, 2006).

2.7.2.1 Influéncia do pH

Geralmente as enzimas sao ativas numa faixa restrita de pH e na maioria dos casos
ha um pH 6timo definido. Como as enzimas sdo proteinas contém muitos grupos ionizaveis,
elas existem em diferentes estados de ionizacgdo, por isso, a atividade catalitica é restrita a uma
pequena faixa de pH. A atividade enzimatica deve ser entdo medida no pH 6timo. Os varios
aminoacidos que compde a proteina possuem grupos laterais basicos, neutros ou acidos,
portanto a enzima pode ser carregada positivamente ou negativamente, dependendo do pH.
Tais grupos ionizaveis sdo frequentemente parte do sitio ativo, ja que um mecanismo
catalitico &cido-base estd ligado a catalise enzimatica. Assim a enzima para estar
cataliticamente ativa so existe um estado particular de ionizagdo. Dessa forma, a enzima ativa
sera uma fracdo maior ou menor da concentragéo total da enzima, dependendo do pH. A taxa

da reacdo aumenta com pH até um valor 6timo a partir do qual a taxa decresce, ou devido a
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desnaturacdo ou a existéncia de estados de ionizagdo inadequados (SEGEL, 1979; DIXON &
WEBB, 1979).

Bora, Kannan, e Nahar (2005) obtiveram o pH 6timo tanto para a invertase livre
quanto para a imobilizada igual a 5,0, embora as atividades residuais da enzima imobilizada
foram menores do que a sollvel.

Marquez et al., (2008) estudaram a influéncia do pH na atividade e stabilidade de
invertase soltvel e imobilizada. O pH 6timos para a atividade de invertase soluvel foi 4,7, ja
para invertase imobilizada o pH 6timo foi 4,9. O intervalo de estabilidade da invertase soltvel
em relacdo ao pH foi entre 5,5 a 7,5, enquanto o intervalo para invertase imobilizada foi de
5,5a6,0.

2.7.2.2 Influéncia da temperatura
A atividade catalitica das enzimas é altamente dependente da temperatura, como no
caso dos catalisadores convencionais, porém, a medida que se eleva a temperatura dois efeitos

ocorrem simultaneamente:

- A taxa de reacdo aumenta como se observa na maioria das reac@es quimicas;

A estabilidade da proteina decresce devido a desativacao térmica.

A influéncia da temperatura sobre a atividade da enzima é geralmente, representada
em termos de atividade ou velocidade de reacdo em fungéo da temperatura, ou seja, a maioria
das reacBGes quimicas se processa a uma velocidade maior a medida que a temperatura
aumenta (SEGEL, 1979).

Todo biocatalisador apresenta uma temperatura Gtima par que atinja sua atividade
maxima, ou seja, temperatura 6tima € a temperatura maxima na qual a enzima possui uma
velocidade constante por um periodo de tempo.

Amaya-Delgado Hidalgo-Lara e Montes-Horcasistas (2005) observaram a influéncia
da temperatura na atividade da invertase na hidrolise de sacarose. A temperatura de maior
atividade da invertase foi na faixa de 65 a 70°C para a imobilizada e 55 a 65°C para a livre, e
ambas tiveram uma rapida queda a partir de 70°C.

Marquez et al., (2008) estudaram a influéncia da temperatura na atividade e

stabilidade de invertase sollvel e imobilizada. A temperatura étima para a atividade de
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invertase soltvel foi 47°C, ja para invertase imobilizada houve uma reducgdo da temperatura
Otima para 40°C.
As constantes de taxa de reacdo variam com a temperatura segundo o modelo de

Arrhenius, Equacéo 2.2.

—-Ea
k=A*eRT (2.2)

Sendo:

k = constante de velocidade;

A = fator de frequéncia para a reacao;
Ea = constante de energia de ativacéo;
R = constante da lei dos gases;

T = temperatura absoluta.

O intervalo de validade do referido modelo € bastante limitado, pois qualquer
temperatura significante superior aquela do ambiente bioldgico natural, pode desnaturar a
enzima (BAILEY e OLLIS, 1986).

Na reacdo enzimatica a constante de velocidade k é funcdo crescente da temperatura
do sistema. A Figura 2.8 representa a Equacédo 2.2 (MARIOTTO, 2006):

Ink l

Figura 2.8 — Representacdo da variagdo da constante de velocidade k com a temperatura
absoluta T (BAILEY e OLLIS, 1986).
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O conhecimento da cinética de desativacdo das enzimas é de grande importancia no
projeto de reatores enzimaticos. A estabilidade das enzimas € um dos fatores primordiais na
determinacdo da possibilidade de sua aplicacdo em muitos processos biotecnologicos.
Segundo HENLEY & SADANA (1985) o modelo de desativacdo de primeira ordem é
freqlientemente adequado para representar a cinética de desativacdo enziméatica. No entanto,
por uma revisdo na literatura disponivel, verificaram que a taxa de decréscimo em atividade
ndo é sempre constante. Esses autores classificaram as curvas de desativacdo em dois casos.
Num deles, a atividade é sempre menor que a inicial e no outro, a atividade pode ser maior
que a inicial num periodo de tempo e propdem uma cinética de desativacdo em série e
agrupam os casos de desativagdo, encontrados nesta literatura, em varias categorias diferentes.

O modelo de desativacdo térmica em série esta representado no mecanismo seguinte.

E—>E"—*> E,
- - E E :
Sendo: a; € ap as taxas especificas de atividade El e EZ respectivamente;

k; e ky 0s coeficientes da taxa de desativacao de primeira ordem;

E, E; e E; 0s estados de enzima que possuem diferentes atividades especificas.

O estado intermediario E; e o estado final E, sdo ambos homogéneos. Este modelo
considera duas etapas de primeira ordem irreversiveis na presenca da enzima ativa (E), tanto
guanto as espécies modificadas (E; e Ey), sendo estas com atividades especificas diferentes da
enzima na sua forma nativa (JURADO et al., 2004). A Equacdo 2.3 ilustra a expressdo da
atividade média que foi obtida derivando o estado final E,, admitindo valor especifico de
atividade diferente de zero GIACOMINI et al., (2001):

A= {1+ k?l—klkl — kO:Z—kzkl } exp(—kt) —[ﬁ} (o — o) exp(—k,t) + o, (2.3)

Se k; for igual a zero a Equacao 2.3 se reduz a 2.4:

A=(1-a)exp(-—kt)+ (2.4)
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Na maioria dos estudos de desativacdo térmica de enzimas, considera-se cinética de
primeira ordem para relacionar atividade enzimatica com o tempo, a uma dada temperatura

(RIBEIRO, 1989). Supondo desativacdo de primeira ordem, obtém-se a Equacao 2.5.

=k -A 2.5
pra (2.5)
Integrando a Equacéo 2.5 para o intervalo de tempo t = 0 até t, obtém-se a Equagéo
2.6.
A= Ay.exp(—k,.t) (2.6)

Sendo kg a constante cinética de desativacao téermica, ou taxa especifica de inativacdo

térmica, representada na equacgéo 2.4 por Kk;.

Um conceito comum em cinética quimica e enzimatica é o tempo de meia vida, t; ,
gue é o tempo necessario para que a atividade relativa da enzima (A/A,), da Equacdo 2.6, seja
igual a 0,5, ou seja, 0 tempo necessario, a uma temperatura T, sob condic¢des especificas, para
que a atividade catalitica seja reduzida a metade da inicial. Da Equacdo 2.6, e com 0 conceito

de tempo de meia vida, tem-se a Equacao 2.7.

In(0,5
t, (0.5) (2.7)
kd
Por outro lado, kq varia com a temperatura segundo o modelo de Arrenhius, dado
pela Equacdo 2.8.
-E
k, = A-ex d 2.8
: p[R_T] (28)

A Equacéo 2.8 na forma linearizada pode ser representada pela Equacao 2.9, na qual
é possivel determinar a energia de ativacdo do fendbmeno de desativacdo térmica da enzima

estudada.

m

d .

1
e (2.9)
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Sendo:
kq = constante cinética de desativagdo térmica;
A = fator de frequéncia para a reacao;
Eq = energia de ativacdo do processo de desativacao termica;
R = constante da lei dos gases;
T = temperatura absoluta.

2.8 Planejamento Composto Central

Segundo Oliveira (2004), deve-se seguir duas etapas em qualquer andlise
experimental: o planejamento experimental e a analise estatistica dos dados, esta Ultima é
dependente do tipo de planejamento realizado. Além disso, a utilizacdo de um método
cientifico de planejamento leva a realizacdo de experimentos significativos e confiaveis, ainda
mais quando o problema envolve dados que podem conter erros experimentais.

As vantagens do uso do planejamento experimental séo:

- Reducdo do tempo de experimentacdo, pois permite a otimizacdo do nimero de
experimentos;

- Reducdo dos custos relativos a execu¢do dos ensaios, fato que esta relacionado a
reducdo da quantidade de experimentos;

- Permite a avaliacdo e minimizag&o do erro experimental,

- Permite uma otimizacdo multivariada;

- Permite a verificacdo conjunta da influéncia das variaveis estudadas.

Supondo que dentro da regido experimental a atividade enzimatica pode ser ajustada
por uma superficie de resposta de 22 ordem, optou-se por estudar as variaveis que influenciam
na imobilizag&o. Neste caso em particular a temperatura e o pH que propiciam um melhor
resultado de atividade enzimatica para condi¢fes de enzimas livre e imobilizada, por um
Planejamento Composto Central.

Esse tipo de planejamento estatistico estuda os efeitos da interagdo dos parametros
em questdo. Cada varidvel é estudada com 5 diferentes niveis (-a, -1, 0, 1, +a), cada nivel
possui seu respectivo valor nominal. O parametro o utilizado foi o ortogonal de modo a se
obter um planejamento, onde a matriz de variancia e covariancia € diagonal e os parametros
estimados ndo sdo correlacionados entre si (BOX, HUNTER e HUNTER 1978).
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O valor de a, foi calculado pela Equacéo 3.1:

~ % 1/4
a—( 1 ] (3.1)
Sendo:Q =| (G+T)"* —G”ZT (3.2)

G = nlimero de pontos fatoriais (G = 2¥, se completo);
T = nAmero de pontos adicionais no PCC;
T = 2k + nimero de réplicas centrais.

Os niveis das variaveis estudadas foram colocados na forma codificada

(adimensionalizada), utilizando a Equacao geral de codificacéo (3.3).

_ (X _xo)
Xn—m (3.3)

2
Sendo: Xn é o valor da variavel no experimento na forma codificada;
X é o valor real da variavel a ser calculado;
Xo € 0 valor real da variavel no ponto central,

X+1 € 0 valor real da variavel no nivel superior;

X1 € o valor real da variavel no nivel inferior.
As variaveis dependentes, atividade enziméatica e conversdo de substrato sdo
representadas pela resposta (). A equacdo do modelo polinomial de segunda ordem obtido

por um método de regressdo multipla é representada pela Equacéo 3.4.

k k k Kk
=1 J=Lm=1 =1

Sendo: Y = atividade enzimatica
k= n° de variaveis independentes
X = variaveis independentes

bo, bj, bij, bj; = pardmetros do modelo
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Com a equagdo empirica da regressdo mdultipla é possivel construir uma superficie de
resposta que permite verificar a existéncia de uma regido 6tima para a atividade enzimética
onde se encontra uma faixa de combinacdo das variaveis em questdo, além de fornecer
informacdes sobre a robustez do processo, ou seja, qual a variacdo de uma variavel que pode
ser admitida ao redor do valor 6timo que mantém o processo na condi¢do otimizada.

A esta equacdo foram aplicados os resultados experimentais obtidos e feita uma
avaliacdo estatistica da estimagdo dos parametros por meio dos valores de t de Student para
cada um, sendo eliminados aqueles com nivel de significancia (p) superior a 10%, ou seja, as
variaveis relacionadas a estes sdo consideradas nédo relevantes quando (p) superior a 10%.
Assim os parametros ndo significativos sdo eliminados, obtendo-se assim, uma equacao que
representa os efeitos das variaveis em determinado estudo. Pode-se ainda, prever qual a
melhor condicdo para este processo. O valor do coeficiente de determinacdo (R?) e a
comparacdo entre F calculado (superior ao tabelado) e F tabelado foram utilizados para
constatacdo da significancia ou ndo do modelo conforme descrito por Rodrigues e lemma
(2005).

Com o objetivo de encontrar o valor do ponto estacionario da resposta estudada

deriva a equacao da resposta Y pela variavel Xy, isto é:

o _o o _, (3.5)
X, OX, X,

Sendo, Y = by + x’b + x’Bx (3.6)
@=ﬁ[bo+xb+x'3x]=b+23x=o (3.7)
X X

Sendo: by é o termo independente;
x’b sdo os termos de 1* ordem na funcdo de resposta;
x’Bx € a contribui¢do quadratica.

Entdo, o ponto estacionario sera dado por: Xo = - (1/2) B*b, onde B é a matriz (k x k)
na qual a diagonal é composta pelos coeficientes dos termos quadraticos da equagdo e 0s
termos fora da diagonal sdo correspondentes aos coeficientes das intera¢des divididos por 2
(ex: a1 e ap correspondem a metade do coeficiente da interacdo X;X, ). A matriz b € uma
matriz coluna composta pelos coeficientes associados as variaveis isoladas (variaveis

lineares).
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O ponto estacionario (Xo) pode ser:

- Um ponto onde a superficie atinge um méaximo;

- Um ponto onde a superficie atinge um minimo, ou

- Um ponto nem de m&ximo, nem de minimo = Ponto de sela (saddle point).

Para determinar a natureza desse ponto estacionario foi necessario fazer uma analise
candnica, que considera uma translacdo da superficie de resposta da origem (Xi, Xz, ..., Xx) =
(0, 0, ..., 0) para 0 ponto estacionario X, (Figura 3.7). Dai a funcdo de resposta é formulada

em termos de novas variaveis, wy, Wy, ..., Wk.

W;

W,

X
Figura 2.9 — Translacdo da superficie de resposta da origem para o ponto estacionario.



CAPITULO 3
MATERIAL E METODOS

3.1 Enzima e Reagentes

A enzima utilizada neste trabalho foi invertase (B-frutofuranosidase, E.C.3.2.1.26,
Grau V, codigo 9001-57-4, da levedura Saccharomyces cerevisae), da marca Sigma, (Figura
3.1). A atividade enzimatica declarada no roétulo pelo fabricante era de 46 U/mg de s6lido,
sendo U definido como 1 micromol de sacarose hidrolisada a agUcar invertido por minuto a
pH 4,5 e 55°C. Esta enzima € utilizada na forma de pé e por todo trabalho a concentracdo da

mesma refere-se a grama do produto comercial por litro (g/L).

Figura 3.1 — Enzima Invertase (B-frutofuranosidase, E.C.3.2.1.26, Grau V, codigo 9001-57- 4,
da levedura Saccharomyces cerevisae), marca Sigma.

3.2 Suporte para Imobilizacéo

A escolha do suporte, tempo e demais condi¢Ges para imobilizacdo de invertase
foram estudadas por MARQUEZ et al., (2008). A resina de troca idnica Duolite A-568 foi
doada pela Dow Chemical Company. Esta resina é um trocador anidnico fracamente basico,
com ligagBes cruzadas de fenol-formaldeido, usado como suporte de enzimas em varias
aplicacdes de bioprocessos, possui um tamanho médio de poro de 0,78 mL/ grama de volume
de poro. Uma amostra desta resina esta apresentada na Figura 3.2, cujas principais
caracteristicas indicadas pelo fabricante sdo apresentadas na Tabela 3.1.
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Figura 3.2 — Resina Duolite A-568 empregada para imobilizagdo da enzima invertase.

Tabela 3.1 — Caracteristicas da resina Duolite A-568 (Rohm Haas).

Caracteristicas

Propriedades

Estrutura hidrofilica

Alta porosidade

Distribuigdo do tamanho e

volume dos poros

Matriz: Fenol — formaldeido

Grupo funcional: Amina terciaria

Forma fisica: Granular

Cor: Verde e cinza

pH: 7,0-9,0

Tamanho de poro: 15 a 25 nm

Volume de poro: 0,78 a 1 mL/g

Densidade: 1,10 a 1,14 g/mL

Capacidade total de troca idnica: > 1,20

equivalente/litro

3.3 Substratos

O substrato utilizado em testes de reator batelada foi sacarose de grau analitico das

marcas Isofar e Vetec, j em reator tipo leito fixo utilizou-se agucar refinado comercial. Todos

o0s demais reagentes foram de grau analitico.

3.4 Unidades Experimentais
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Utilizaram-se as unidades experimentais montadas no Laboratorio de Engenharia
Bioquimica da Faculdade de Engenharia Quimica.

3.4.1 Reator batelada (descontinuo)

A unidade experimental, representada pelas Figuras 3.3 e 3.4, consistia em um bio-
reator de mistura de volume reacional de 100 mL. O mesmo possuia uma camisa externa para
circulacdo de &gua proveniente de um banho termostatizado para controle de temperatura. Nos
experimentos de hidrélise da sacarose 0s bio-reatores foram submetidos a agitacdo magnética.
Nos ensaios com a enzima imobilizada, as particulas contendo o biocatalisador imobilizado
eram retidas em uma cesta de aco inox de 100 mesh, evitando assim as colisdes entre o
agitador e as particulas cataliticas. Os bio-reatores de mistura possuim alturas 8,2 cm,
diametros internos de 5,5 cm e as cestsa de ago inox possuiam alturas iguais a 6,7 cm e

didmetros de 2,4 cm.

Figura 3.3 — Foto dos reatores tipo mistura com operacao batelada utilizados para realizar as
reacOes de hidrolise de sacarose por invertase imobilizada.
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]
2
=4
3 Q
Legenda
1-Micrrorreator, Vg = 200 mL

2- Cesta de ac¢o inox (malha de 100 mesh)
com enzima imobilizada

3- Agitador magnético

4- Banho em ebuli¢do

5- Banho termostatizado

Figura 3.4 — Representacdo esquematica da unidade experimental do reator tipo batelada
utilizado para realizar a hidrélise de sacarose por invertase imobilizada (FISCHER, 2010).

3.4.2 Reator tipo leito fixo (continuo)

A unidade experimental apresentadas nas Figuras 3.5 e 3.6, ilustrava um reator tipo
leito fixo, de volume atil de 21,93 mL, dotado de uma camisa externa para circulacdo de agua
proveniente de banho termostatizado para controle de temperatura. O reator tipo leito fixo
apresentava 14,55 cm de altura e 1,38 cm de diametro. A enzima imobilizada em Duolite A-
568 foi empacotada no reator, ocupando um volume de 16,93 mL, o substrato era bombeado

com o auxilio de uma bomba peristaltica, com escoamento ascendente.

Figura 3.5 — Foto do reator tipo leito fixo utilizado para realizar a conversdo de sacarose por
invertase imobilizada.



Capitulo 3 — Material e Métodos 51

(el

Legenda 2
1- Bomba peristaltica

2-Reatorh=145cm: d=14cm

Vocupado = 16.93 mL; com enzima imobilizada

3- Banho termostatizado

4- Banho em ebuli¢io

Figura 3.6 — Representacdo esquematica da unidade experimental do reator tipo leito fixo
utilizado para realizar a conversdo de sacarose por invertase imobilizada (FISCHER, 2010).

3.5 Determinacdo da Atividade pelo Método das Taxas Iniciais

A atividade da enzima invertase em sua forma imobilizada foi determinada pelo
método das taxas iniciais de reacao, para hidrolises de sacarose realizadas em reatores tipo
batelada.

A reacdo de hidrélise de sacarose por invertase era realizada em pH, temperatura e
concentracédo de substrato definidas para cada experimento. Inicialmente colocava no reator a
solucdo de sacarose no tampdo adequado, apds atingir a temperatura desejada para o
experimento, adicionava ao reator uma cesta de aco inox com a enzima imobilizada, usando
para todos 0s experimentos 0,5 gramas de particulas de resina.

As amostras foram tomadas, normalmente em ndmero de cinco, a intervalos de trés
em trés minutos. Cada amostra foi introduzida em um tubo de ensaio tampado, os quais
imediatamente eram colocados em um banho de agua em ebulicdo por 10 minutos para a
completa inativacdo da invertase. A glicose formada nas amostras foi dosada pelo método da
glicose-oxidase (BAO et al., 2004) conforme Apéndice A. A concentracdo de agUcar redutor
(glicose e frutose) correspondia a soma da concentracdo de glicose e frutose.

A atividade a partir do método das atividades iniciais, para cada reacdo da hidrolise
da sacarose, era obtida por meio das inclina¢Ges das retas de concentracdo de agUcar redutor

em funcdo do tempo de reacdo. Todos os experimentos foram realizados em triplicata para
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uma maior confiabilidade nos resultados obtidos. A atividade foi calculada com a curva de
calibragéo, conforme Apéndice B. A hidrdlise da sacarose foi realizada nas condi¢Ges 6timas
encontradas por Marquez et al., (2008), que avaliou a influéncia da temperatura, pH e
concentracdo de sacarose na atividade da enzima imobilizada. Marquez et al., (2008)
encontrou as seguintes condi¢des que maximizaram a atividade enzimatica:

- Temperatura 6tima de hidrdlise da sacarose: 40 + 1°C;

- pH da solucéo de sacarose: 4,9 (tamp&o acetato 10™ M);

- Concentracdo de sacarose no meio: 50 g/L.

A unidade de atividade (Us) foi definida como grama de glicose produzida por litro

do meio por minuto por grama de enzima imobilizada (Jacucar redutor/L-MiN.Gresina)-

3.6 Imobilizacdo do biocatalisador

3.6.1 Ativacao do suporte

A resina Duolite A-568 foi ativada de acordo com a metodologia do fabricante: acido
cloridrico 1M, na razéo de dez volumes de solugdo por volume de resina, durante 30 minutos
sob agitacdo de 100 rpm. Em seguida adicionou-se hidréxido de sédio 1M nas mesmas
proporcdes e procedimento realizados para o tratamento basico. Entre os tratamentos acidos e
béasicos, e no final do processo as resinas foram lavadas com agua destilada. Apds lavadas as

resinas foram filtradas a vacuo e posteriormente secas a temperatura ambiente.

3.6.2 Influéncia do tempo no processo de imobilizacdo por adsorcéo iénica

No procedimento de imobilizacdo por adsorgédo ionica em Duolite A-568 utilizou-se
um tempo de 24 h, tempo 6timo de imobiliza¢do encontrado por Marquez et al., (2008).

3.6.3 Otimizacéo do Processo de Imobilizacéo

Marquez et al., (2008) estudaram a influéncia conjunta da temperatura, pH e
concentracdo de enzima no processo de imobiliza¢do através de um Planejamento Composto
Central (PCC) com 17 experimentos, visando otimizar o processo de imobilizagdo de
invertase em Duolite A-568. Marquez et al., (2008) obtiveram as seguintes condi¢es 6timas

para as variaveis estudadas:
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- Temperatura de imobiliza¢éo: 29 + 1°C;
- pH de imobilizagdo (tamp&o acetato 10M): 5;
- Concentracdo de enzima no meio: 12,5 g/L;

- Tempo de imobilizagdo: 24 horas.

No processo de imobilizacdo por adsorcéo idnica apresentado por Marquez et al.,
(2008), em 0,5 g de resina Duolite A-568 adicionou-se 10 mL de solucdo de invertase,
preparada a partir da enzima comercial, nas condi¢fes 6timas de imobilizacdo. Em todos os
procedimentos de imobilizacdo por adsorcdo ibnica adotou-se as condi¢fes Otimas

encontradas por Marquez et al., (2008).

3.7 Testes em Reator Batelada

3.7.1 Estudo preliminar para o processo de ligacédo cruzada

Visando estudar a influéncia do agente reticulante glutaraldeido na atividade da
invertase realizou-se um teste preliminar para avaliar a influéncia na atividade enzimatica do
processo de ligacdo cruzada apo6s a imobilizacdo por adsorcdo idnica. Para realizacdo deste
estudo seguiu-se as condicGes 6timas encontradas por Guidini et al., (2010) que estudou a
imobilizacéo de B-galactosidase em Duolite A-568.

A imobilizacdo da enzima invertase em 0,59 de resina Duolite A-568 de acordo com
as condicgdes apresentadas em 3.6.3, seguida da adicdo de 5 mL de solucdo de glutaraldeido
com concentracdo de 3,5 g/L em um tempo de reticulacdo de 1,5 h, sob agitacdo de 150 rpm
em incubadora. Entre os procedimentos de imobilizacdo lavou-se as amostras com tampéao
acetato pH 4,9.

Ao final do procedimento, realizou-se a determinagdo da atividade conforme item
3.5. A hidrdlise da sacarose foi realizada nas condigdes 6timas encontradas por Marquez et

al., (2008), condicdes estas apresentadas no item 3.5.

3.7.2 Estabilidade de invertase imobilizada em Duolite A-568 por adsorcdo ibnica e
ligacéo cruzada em relacgéo ao pH

Apols estudar-se a influéncia do agente bifuncional glutaraldeido na atividade

enzimaética, estudou-se o efeito do mesmo sobre a estabilidade do biocatalisador em relacdo
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ao pH. Inicialmente imobilizou-se a invertase em Duolite A-568 nas condi¢Bes 6timas de
imobilizagdo definidas em 3.6.3 por Marquez et al., (2008). Posteriormente, realizou-se a
reticulacdo por ligacao cruzada de acordo com as condic¢des 6timas encontradas por Guidini et
al., (2010) para B-galactosidase apresentadas em 3.7.1. A enzima imobilizada e reticulada era
lavada e incubada em 10 mL de tampéo acetato 10 M para a faixa de pH 3,0 a 6,0 em
intervalos de 0,5 e tampdo citrato-fosfato 10" M para a faixa de pH 6,5 a 7,0 em intervalos de
0,5. Estas amostras de enzima imobilizada incubadas nos respectivos tampdes foram mantidas
a temperatura ambiente durante 24 horas. Apds esse periodo, os biocatalisadores imobilizados
foram lavados com tampdo acetato pH 4,9 e colocados na cesta de ago inox para a
determinacdo da atividade residual com uma solucdo de sacarose 50 g¢/L, pH 4,9 a
temperatura de 40 £ 1°C, visando encontrar o valor do pH de maior estabilidade. A atividade
relativa para cada valor de pH foi determinada pela relacdo entre a atividade residual e a

atividade antes da incubacao (atividade inicial).

3.7.3 Estabilidade térmica da enzima imobilizada em Duolite A-568 por adsorcao ibnica
e ligacdo cruzada

Analisou-se também a influéncia do processo de ligagdo cruzada na estabilidade
térmica do biocatalisador, utilizando como agente de reticulacdo o glutaraldeido. A enzima
invertase foi imobilizada em amostras de 0,5 g Duolite A-568 nas condic¢des apresentadas no
item 3.6.3 e em seguida realizou-se a imobilizagdo por ligacdo cruzada de acordo com as
condicdes colocadas em 3.7.1. Posteriormente, as amostras foram lavadas com tampéo de pH
de maior estabilidade encontrado em 3.7.2, incubadas em 10 mL do referido tampao na
temperatura do respectivo experimento em um banho termostatizado.

A temperatura de cada incubacdo variou entre as temperaturas de 51, 57, 60 e 63 £
1°C, sendo que as amostras foram retiradas em intervalos adequados de tempo e em seguida
resfriadas rapidamente em banho de gelo. Para temperaturas maiores utilizou-se menores
tempos de incubagdo. Apds o resfriamento, as amostras foram novamente lavadas com o
tampéo de pH de maior estabilidade encontrado em 3.7.2, transferidas para a cesta de ago inox
e a atividade residual foi determinada em reator batelada utilizando 100 mL de solucéo de
sacarose a 50 g/L, pH 4,9 e temperatura igual a 40 = 1°C.

Utilizando-se as equagOes 2.4 e 2.6 e os resultados de atividade enzimética relativa
obtidos para cada temperatura determinou-se os melhores ajustes e parametros cinéticos por

meio de regressfes ndo lineares e modelagem em série. Os tempos de meia vida, foram
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também determinados para cada temperatura, de acordo com o melhor ajuste dos resultados
de atividade enzimética as equaces para o calculo da constante de desativacdo térmica
(Equacbes 2.4 e 2.6). A equacdo de Arrhenius (2.9) foi utilizada para se obter a energia de

ativacdo do processo de desativacdo térmica por meio de regressdo linear.

3.7.4 Otimizacéo do processo de ligacdo cruzada

3.7.4.1 Influéncia da concentracéo de glutaraldeido e tempo de reticulacdo no processo
de ligacdo cruzada

Com o objetivo de estudar a influéncia da concentracéo de glutaraldeido e tempo de
reticulacdo no processo de ligacdo cruzada realizou-se um Planejamento Composto Central
(PCC) com trés réplicas centrais e duas variaveis totalizando 11 experimentos, 22 ensaios para
investigagcdo de um modelo linear, 3 réplicas centrais e 4 ensaios distribuidos rotacionalmente
(pontos axiais) a uma distancia o do ponto central, com a de ortogonalidade igual a 1,14744.
As variaveis estudadas foram a concentracdo de glutaraldeido no intervalo de 0,6 (-o) a 3.4
g/L (o) e o tempo de reticulagdo na faixa de 1,8 (-a) a 10,2 horas (o), em temperatura fixa de
29 + 1°C. As faixas de concentracdo de glutaraldeido e tempo no processo de ligacdo cruzada
escolhidas para cada variavel foram obtidas com base no trabalho de Guidini (2009), o que
sugere o0 uso de glutaraldeido para a resina Duolite A-568 como um ligante entre enzima e
suporte.

O processo de ligacdo cruzada foi realizado incubando-se a amostras do
biocatalisador previamente imobilizado em 0,5 g de Duolite A-568 em 5 mL solugdo de
glutaraldeido sob temperatura de 29 + 1°C e agitacdo de 150 rpm, nas condicBes definidas
pelo Planejamento Composto Central apresentadas na Tabela 3.2.

Ao final do processo de ligacdo cruzada o biocatalisador foi lavado com tampao
acetato 10* M pH 4,9 determinando-se a atividade conforme item 3.5, a 40 + 1°C, pH 4,9 e
concentragéo inicial de sacarose de 50 g/L no meio reacional. Os valores codificados e reais
das variaveis do planejamento (X;= concentracdo de glutaraldeido (g/L) e X,= tempo de
reticulagéo (h)) estdo apresentados na Tabela 3.2. Todos os experimentos foram realizados em

triplicata.
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Tabela 3.2 - Matriz Planejamento Composto Central do efeito conjunto da concentragéo de
glutaraldeido e tempo de reticulagdo no processo de ligacéo cruzada

Valor Real (Valor Codificado)

Experimentos Concentracéao de Tempo
Glutaraldeido (g/L) (h)

1 1(-1) 3(-1)
2 1(-1) 9(1)
3 3(1) 3(-1)
4 3(1) 9(1)
5 0,6 (-a) 6 (0)
6 3,4 (o) 6 (0)
7 2 (0) 1,8 (-a)
8 2 (0) 10,2 (o)
9 2 (0) 6 (0)
10 2(0) 6 (0)
11 2(0) 6 (0)

As equacles de codificacdo da concentracdo de glutaraldeido e tempo sdo

apresentadas nas Equacdes 3.9 e 3.10, respectivamente.

x, - Cltl=2 (3.9)
1
X, = TGL;% (3.10)

Os resultados experimentais obtidos foram ajustados por regressdo mdltipla,
utilizando o software Statistic® 7.0 e pela avaliagdo estatistica da estimacdo dos parametros
por meio dos valores de t de Student, sendo eliminados aqueles com nivel de significancia
(valor-p) superior a 10%. Assim, com 0s parametros significativos obteve-se uma equagdo
que representa os efeitos das varidveis em estudo. Com a equagdo empirica da regressao
multipla foi possivel construir as superficies de resposta para verificar a existéncia de uma
regido Otima para a resposta atividade que se encontra em uma faixa de combinacdo das

variaveis estudadas, além de deter informac6es sobre a robustez do processo, ou seja, qual a
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variacdo de uma varidvel que pode ser admitida ao redor do valor 6timo que mantém o

processo na condicdo otimizada.

3.7.4.2 Influéncia da temperatura e do pH na atividade de invertase imobilizada em
Duolite A-568 por adsorcéao iénica e ligacao cruzada

Um segundo Planejamento Composto Central (PCC) foi realizado visando
determinar as melhores condi¢Bes operacionais do processo de hidrélise de sacarose por
invertase imobilizada em Duolite A-568 seguida pelo processo de ligacdo cruzada. O PCC
estudou o efeito conjunto de duas varidveis: temperatura e pH, totalizando 11 ensaios, 2°
ensaios para investigagdo de um modelo linear, 3 réplicas centrais e 4 ensaios distribuidos
rotacionalmente (pontos axiais) a uma distancia a do ponto central, apresentados na Tabela
3.3. O valor do o ortogonal foi de 1,1474.

A atividade enzimética foi obtida pelo método das taxas iniciais de reacdo de
hidrélise de sacarose apresentado em 3.5, num minireator de mistura, com agitacéo controlada
e operacdo batelada, contendo 100 mL de sacarose a 50 g/L, pH e temperatura variaveis de
acordo com a Tabela 3.3.

Os experimentos foram realizados utilizando tampéo acetato 10™M com pH variavel
entre 3,85 a 5, e no intervalo de pH variavel entre 6 a 6,15 utilizou-se tampao fosfato 10*M.
O efeito da temperatura foi analisado para temperaturas variaveis entre 22 a 68 + 1°C. Todos
o0s experimentos foram realizados em triplicata.

As equac0es de codificacdo da temperatura °C (X1)e do pH (X3) sdo apresentadas nas
Equacdes 3.11 e 3.12, respectivamente.

X, =— 3.11
= (311)

(3.12)
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Tabela 3.3 - Matriz do Planejamento Composto Central no estudo do efeito conjunto da
temperatura e do pH na atividade de invertase imobilizada na resina Duolite A-568 por
adsorcéo ionica e ligacdo cruzada.

Valor real (valor codificado)

Experimentos Temperatura (°C) pH
1 25 (-1) 4 (-1)
2 25 (-1) 6 (1)
3 65 (1) 4 (-1)
4 65 (1) 6 (1)
5 22 (-a1) 5(0)
6 68 (+a) 5(0)
7 45 (0) 3,85 (-a)
8 45 (0) 6,15 (+o)
9 45 (0) 5 (0)
10 45 (0) 5 (0)
11 45 (0) 5 (0)

Os resultados experimentais obtidos foram ajustados por regressdao mdltipla,
utilizando o software Statistic® 7.0 com uma avaliacdo estatistica da estimacdo dos
parametros dada por meio dos valores de t de Student, sendo eliminados aqueles com nivel de
significancia (valor-p) superiores a 10%. Assim, com o0s parametros significativos obteve-se
uma equacao que representa os efeitos das variaveis em determinado estudo. Com a equagédo
empirica da regressdo multipla foi possivel construir as superficies de resposta para verificar a
existéncia de uma regido 6tima para a resposta em questdo, na qual se encontra uma faixa de
combinacdo das variaveis estudadas, além de deter informacGes sobre a robustez do processo,
ou seja, qual a variacdo que pode ser admitida ao redor do valor 6timo e que mantém o

processo na condicdo otimizada.

3.7.4.3 Estudo da estabilidade de estocagem de invertase imobilizada em Duolite A-568
por adsorcéao idnica e ligacao cruzada

O biocatalisador imobilizado em Duolite A-568 nas condi¢fes Gtimas apresentadas
em 3.6.3 seguida pelo processo de ligagdo cruzada nas condigOes apresentadas em 3.7.1, foi

estocada sob a temperatura de 4 + 1°C, em tampdao acetato pH 4,9, por um periodo de 60 dias.
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Inicialmente a atividade residual foi medida a cada 7 dias, posteriormente a cada 14 dias, pelo
método das taxas iniciais (3.5), sob as condi¢des 6timas de hidrdlise encontradas por Marquez
et al., (2008) (temperatura de reacdo de 40 + 1°C, concentracdo de sacarose no meio de 50

g/L em tampéo acetato 10™*M pH 4,9).

3.8 Testes em Reator de Leito Fixo

3.8.1 Imobilizacéo da invertase em Duolite A-568 por adsorcao i6nica e ligacao cruzada

Utilizou-se o procedimento de imobilizacdo em Duolite A-568 de acordo com as
condicdes Otimas de imobilizacdo encontradas por Marquez et al., (2008), seguido pelo
processo de ligacdo cruzada nas condigBes Otimas encontradas em 3.7.4.1. Para testes em
reator tipo leito fixo, incubou-se 110 mL de solucdo de invertase a 12,5 g/L (em tampéo
acetato pH 5) com 5,5 g de Duolite A-568 ativada, com tempo de imobilizacdo de 24 h,
agitacdo de 150 rpm a 29 £ 1°C em incubadora rotativa. Na sequéncia, a enzima imobilizada
em Duolite A-568 foi lavada com tamp#o acetato 10 M pH 4 (pH 6timo encontrado em 3.7.2)
e realizado o processo de ligacdo cruzada, no qual adicionou-se 27,5 mL de glutaraldeido na
concentracdo de 0,6 g¢g/L durante um tempo de reticulacdo de 6 h (concentracdo de

glutaraldeido e tempo de reticulacdo 6timos encontrados em 3.7.4.1).

3.8.2 Influéncia conjunta da concentracdo de sacarose, tempo de residéncia e
temperatura na conversdo de sacarose

Com base na metodologia apresentada por Fischer (2010), estudou-se a influéncia
conjunta da concentracdo de sacarose, vazao de alimentacdo de sacarose e temperatura no
reator tipo leito fixo por um Planejamento Composto Central (PCC) com trés réplicas centrais
e trés variaveis, totalizando 17 experimentos, com o de ortogonalidade igual a 1,35313.

As equacdes codificadas para concentracdo de sacarose em g/L (X;), tempo de
residéncia em min (X;) e temperatura em °C (X3) sdo demonstradas pelas Equacdes 3.13,

3.14 e 3.15, respectivamente:

_ [Sacarose] - 550
150

X, (3.13)

X, = (3.14)
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X, = (3.1)

Na Tabela 3.4 é apresentada a matriz do planejamento composto central, com 17
experimentos. Estes experimentos foram realizados na faixa de 347 (-a) a 753 g/L (+a) para a
concentracéo de sacarose, de 26,5 (-a) a 53,5 min (+a) para o tempo de residéncia e de 27 (-a)
a 49 £ 1°C (+a) para temperatura. A faixa adotada para a concentracdo de sacarose foi
baseada no trabalho de Podadera (2007), o qual mostrou que xaropes comerciais de agucar
invertido apresentam cerca de 70 a 80% de acgUcares redutores, justificando assim os altos
valores para variavel X; (Concentracdo de Sacarose ).

Tabela 3.4 — Matriz Planejamento Composto Central da influéncia conjunta da concentracéo
de sacarose, tempo de residéncia e temperatura na conversao de sacarose em reator tipo leito

fixo.
Valor Real (Valor Codificado)
Experimentos % %o %s
Concentracédo de Tempo de Temperatura
sacarose (g/L) residéncia (min) (°C)
1 400 (-1) 30 (-1) 30 (-1)
2 400 (-1) 30 (-1) 46 (1)
3 400 (-1) 50 (1) 30 (-1)
4 400 (-1) 50 (1) 46 (1)
5 700 (1) 30 (-1) 30 (-1)
6 700 (1) 30 (-1) 46 (1)
7 700 (1) 50 (1) 30 (-1)
8 700 (1) 50 (1) 46 (1)
9 347 (-a) 40 (0) 38 (0)
10 753 () 40 (0) 38 (0)
11 550 (0) 26,5 (-a) 38 (0)
12 550 (0) 53,5 (o) 38 (0)
13 550 (0) 40 (0) 27 (-a)
14 550 (0) 40 (0) 49 ()
15 550 (0) 40 (0) 38 (0)
16 550 (0) 40 (0) 38 (0)
17 550 (0) 40 (0) 38 (0)
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Os experimentos foram realizados em reator tipo leito fixo, operando em regime
continuo, com escoamento ascendente, (Figura 3.5). As amostras eram retiradas na saida do
reator, a cada tempo de residéncia do respectivo experimento apds circulacdo de no minimo
um tempo de residéncia para obtencdo do estado estacionario.

Para o preparo das solucBes de sacarose utilizou-se tampdo acetato em pH étimo
encontrado em 3.7.4.2, para a solucdo de sacarose.

Os resultados experimentais obtidos foram ajustados por regressdo mdltipla,
utilizando o software Statistic® 7.0 e realizada uma avaliacdo estatistica da estimacdo dos
pardmetros por meio dos valores de t de Student, sendo eliminados aqueles com nivel de
significancia (valor-p) superior a 10%. Assim, com 0s parametros significativos obteve-se
uma equacdo que representa os efeitos das variaveis em determinado estudo. Com a equacao
empirica da regressdo multipla foi possivel construir as superficies de resposta para verificar a
existéncia de uma regido 6tima para a resposta em questdo, na qual se encontra uma faixa de
combinacdo das variaveis estudadas, além de deter informacGes sobre a robustez do processo,
ou seja, qual a variacdo de uma variavel que pode ser admitida ao redor do valor 6timo que
mantém o processo na condicao otimizada.

Diante dos resultados de conversao obtidos em 3.8.2, observou-se que para algumas
concentragdes de sacarose combinadas a maiores tempos de residéncia dentro da faixa
estudada, obteve-se conversao total de substrato em xarope de agucar invertido.

Para a preparacdo das solucdes de sacarose estudadas no PCC apresentado na Tabela
3.4 utilizou-se tamp&o acetato 10™M pH 4, pH 6timo encontrado em 3.7.4.2. De acordo com
Moroz et al., (1973), o pH de xaropes comerciais de acgUcar invertido varia em torno de 4,5 a
5,5. Assim, ao preparar as solucdes de sacarose para o PCC apresentado na Tabela 3.5
utilizou-se tampao acetato 10*M pH 5, em que a conversdo de sacarose neste pH foi
comparada com a conversdo de solucdes de sacarose em tampao acetato 10*M pH 4 ( Tabela
3.5). Com o objetivo de avaliar a influéncia do tamp&o acetato 10*M pH 5 na conversio de
sacarose em xarope de agucar invertido, repetiu-se os experimentos 7, 8 e 3 apresentados na
Tabela 3.5. Sendo que a solucdo de sacarose nos novos experimentos apresentados na Tabela
3.5 foram preparados com tamp&o acetato 10™M pH 5, buscando aproximar ainda mais o

produto deste trabalho de um produto comercial.
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Tabela 3.5 — Comparacao entre valores de conversdo de substrato, em reator tipo leito fixo,
para solucdo de sacarose em tamp#o acetato 10™M pH 4 e 5.

Solucdo de Sacarose em tampao acetato 10*M pH 4

Experimentos  Concentracao de Tempo de Temperatura

sacarose (g/L) Residéncia (°C)
(min)
1 700 (+1) 50 (1) 30 (-1)
2 700 (+1) 50 (1) 46 (1)
3 400 (-1) 50 (1) 30 (-1)

Solucdo de Sacarose em tampao acetato 10°M pH 5

Experimentos  Concentracéo de Tempo de Temperatura
sacarose (g/L) Residéncia (°C)
(min)
1 700 (+1) 50 (1) 30 (-1)
2 700 (+1) 50 (2) 46 (1)
3 400 (-1) 50 (1) 30 (-1)

Assim, buscando a producdo de xaropes comerciais altamente ricos em glicose e
frutose, aumentou-se os valores para a faixa de concentracfes de sacarose bem como para a
faixa de tempo de residéncia a partir de um novo Planejamento Composto Central (PCC) com
trés varidveis com trés réplicas centrais e trés variaveis totalizando 17 experimentos, com a de
ortogonalidade igual a 1,35313. Em que X; corresponde a concentracdo de sacarose em g/L,
X, tempo de residéncia em min e X3 temperatura em °C. As equacgdes codificadas para
concentracdo de sacarose em g/L (X1), tempo de residéncia em min (X;) e temperatura em °C

(X3) séo demonstradas pelas Equages 3.16, 3.17 e 3.18, respectivamente:

_ [Sacarose]—-700
100

X, (3.16)

x, - 1=7° (3.17)
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X, = (3.18)

Na Tabela 3.6 é apresentada a matriz do planejamento composto central, com trés
réplicas centrais, totalizando 17 experimentos. Os experimentos foram realizados na faixa de
564,7 (-0) a 853,3 g/L (+a) para a concentragdo de sacarose, de 54,7 (-a) a 95,3 min (+a) para

o tempo de residéncia e de 27 (-a) a 49 °C (+a) para temperatura.

Tabela 3.6 — Matriz Planejamento Composto Central da influéncia conjunta da concentracéao
de sacarose, tempo de residéncia e temperatura na conversao de sacarose em reator tipo leito
fixo.

Valor Real (Valor Codificado)
X1 X5 X3

Concentracdo de  Tempo de Residéncia Temperatura (°C)

Experimentos

sacarose (g/L) (min)
1 600 (-1) 60 (-1) 30 (-1)
2 600 (-1) 60 (-1) 46 (1)
3 600 (-1) 90 (1) 30 (-1)
4 600 (-1) 90 (1) 46 (1)
5 800 (1) 60 (-1) 30 (-1)
6 800 (1) 60 (-1) 46 (1)
7 800 (1) 90 (1) 30 (-1)
8 800 (1) 90 (1) 46 (1)
9 564,7 (-a) 75 (0) 38 (0)
10 853.,3 (o) 75 (0) 38 (0)
11 700 (0) 54,7 (-a) 38 (0)
12 700 (0) 95,3 (o) 38 (0)
13 700 (0) 75 (0) 27 (-o)
14 700 (0) 75 (0) 49 ()
15 700 (0) 75 (0) 38 (0)
16 700 (0) 75 (0) 38 (0)
17 700 (0) 75 (0) 38 (0)
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Ajustou-se os resultados experimentais obtidos por regressdo multipla, utilizando o
software Statistic® 7.0 em que estimou-se 0s parametros por meio dos valores de t de Student,
eliminando aqueles com nivel de significancia (valor-p) superior a 10%. Obteve-se uma
equacdo com os parametros significativos que representa os efeitos das variaveis em
determinado estudo. Com a equacao empirica da regressdo multipla foi possivel construir as
superficies de resposta para verificar a existéncia de uma regido 6tima para a resposta em
questdo, na qual se encontra uma faixa de combinacéo das variaveis estudadas, além de deter

informacdes sobre a robustez do processo.

3.8.3 Estudo da estabilidade operacional da invertase imobilizada em Duolite A-568 por
adsorcéo i6nica e ligacdo cruzada

A viabilidade de reutilizacdo da enzima imobilizada foi analisada durante
aproximadamente 3 dias. O biocatalisador foi previamente ativado conforme item 3.6.1,
imobilizado em Duolite A-568 conforme item 3.6.3 seguido pelo processo de ligacdo cruzada
diante das condi¢cbes 6timas encontradas em 3.7.4.1, colocado no reator de leite fixo,
operando em regime continuo, escoamento ascendente, nas condi¢fes 6timas encontradas em
3.8.2:

- Temperatura 38 + 1°C;
- Concentracéo da solucéo de sacarose: 700 g/L;
- Tampéo acetato 10™M pH 5;

- Tempo de residéncia de 95,3 min (vazdo de alimentacdo de 0,178 mL/min).

A atividade residual foi determinada diariamente de acordo com item 3.5 a fim de
acompanhar a conversdo de sacarose em xarope de acuUcar invertido rico em glicose e frutose,
para estudo da viabilidade em trabalhar de forma continua com o biocatalisador imobilizado

em Duolite A-568 por adsorcao idnica e ligacdo cruzada em reator tipo leito fixo.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Condicdes adotadas para a imobilizacdo de invertase

O suporte, o tempo e as condicBes para imobilizagdo de invertase foram obtidas por
Marquez et al., (2008). Entre as resinas estudadas a que apresentou os melhores resultados na
imobilizacdo de invertase por adsorc¢éo e ligacdo idnica foi a Duolite A-568. As condicdes que
otimizaram 0 processo de imobilizacdo foram: tempo de imobilizacdo de 24 horas,
temperatura 29 + 1°C, tampéo acetato 10*M pH 5,0 e concentragdo da enzima no meio de
12,5 g/L.

4.2 Atividade da Invertase

Marquez et al., (2008) obtiveram uma atividade média de 4,06 U (grama de acgucar
redutor produzido por litro, por minuto, por grama de invertase em p6 comercial), ao realizar
a hidrélise de sacarose com invertase solivel em reator batelada a 30 + 1°C, solugdo de
sacarose de concentracdo a 50 g/L, em tamp&o acetato pH 4,5.

Ao imobilizar o biocatalisador em Duolie A-568 por adsorcdo ibnica e ligacao
cruzada realizou-se, inicialmente, o teste de proteina segundo o Método de Lowry (1951)
(Apéndice B), em que determinou-se o teor de proteina inicial presente na solugdo de
invertase a 12,5 g/L e no sobrenadante apos realizada a imobilizacdo. Obteve-se 14,72% de
proteina na solucdo de invertase a 12,5 g/L em sua forma livre e no sobrenadante obteve-se
11,03% de proteina. Assim, 0 processo de imobilizacdo de invertase por adsor¢do idnica em
Duolite A-568 alcangou uma eficiéncia de 25%.

A temperatura e o pH o6timos de atividade de invertase imobilizada em Duolite A-
568 encontrados por Marquez et al., (2008) foram respectivamente, 40 + 1°C e 4,9 (tampéo
acetato). Nos experimentos apresentados em 3.7.1, 3.7.2 e 3.7.3 utilizou as condic¢Bes 6timas

encontradas por Marquez et al., (2008) de hidrolise enzimatica de sacarose.
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4.3 Testes em Reator Batelada

4.3.1 Estudo preliminar para o processo de ligacdo cruzada

Com a realizacdo dos experimentos conforme item 3.7.1, pode-se notar (Tabela 4.1)
que a atividade enzimatica sofreu um aumento com o processo de ligacdo cruzada apés a
imobilizacdo de invertase em Duolite A-568 por adsorcdo ibnica. Assim, justifica-se em
relacdo a atividade enzimatica, 0 uso combinado do método de adsorcdo ibnica e ligacao

cruzada com glutaraldeido no processo de imobilizacéo de invertase.

Tabela 4.1 — Resultado preliminar para o processo de ligagéo cruzada com uso de
glutaraldeido.

Processo de imobilizacao Atividade (Us)
Imobilizacdo sem ligacdo cruzada 0,732
Processo de ligacdo cruzada apds a imobilizacao 0,808

Us= (Jacucar redutor/ L..MiN.Qresina)

4.3.2. Estabilidade de invertase imobilizada em Duolite A-568 por adsorcéo ibnica e
ligacédo cruzada em relagéo ao pH

A influéncia do pH na estabilidade de invertase imobilizada por adsor¢do ionica
seqguida pelo processo ligacdo cruzada foi estudada incubando-se amostras de invertase
imobilizada e reticulada em 10 mL de tampéo, utilizando tampéo acetato 10" M para a faixa
de pH 3,0 & 6,0 em intervalos de 0,5 e utilizando tampéo citrato-fosfato 10™ M para a faixa de
pH 6,5 a 7,0 em intervalos de 0,5. Apds 24 horas, foram determinadas suas atividades
residuais a 40 = 1°C, utilizando solucdo de sacarose 50 g/L em tampdo acetato pH 4,9. A
atividade relativa para cada valor de pH foi determinada pela relacdo entre a atividade
residual e a atividade antes da incubacao.

Na Figura 4.1 sdo representadas as atividades relativas, A/Ao, definidas pela relacdo
entre a atividade ap0s 24 horas de incubacdo em pH determinado para cada experimento

apresentado em 3.7.2 e a atividade inicial.
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Figura 4.1 — Influéncia do pH na estabilidade de invertase imobilizada em Duolite A-568
seguida pelo processo de ligacdo cruzada. (CondicGes de determinacdo da atividade
enzimatica: Concentracéo de sacarose 50 g/L, temperatura: 40 + 1°C e tamp&o acetato 10™M,
pH 4,9).

Observa-se na Figura 4.1 um aumento de atividade de invertase imobilizada e
reticulada em relacdo a sua atividade inicial (Ao) para pH variando de 3,5 a 5,5. Os valores de
atividade relativa (A/Ao) foram justados através do polinémio representado pela Equacéo 4.1,

apresentando um coeficiente de determinacéo (R?) igual a 0,95.
A/A, =-0,0107(pH) 2+ 0,1013(pH) - 0,0271 (4.1)

Através do ajuste do polindmio aos resultados da Figura 4.1, obteve-se o pH de
maior atividade igual 4,7.

Pode-se verificar que na faixa de pH 3 a 4,5 houve um aumento na atividade
enzimatica de 16,14% e para faixa de pH 4,5 a 7 houve uma queda de 28,64%. Marquez et al.,
(2008) obteve uma faixa de estabilidade de 5,5 a 6 para invertase imobilizada apenas por
adsorcdo i6nica em Duolite A-568, enquanto o uso do agente retilculante glutaraldeido
aumentou a faixa de estabilidade de invertase imobilizada, para a faixa de 3,5 a 6, como
mostra a Figura 4.1. Coutinho Filho et al., (2005), encontrou a faixa de 4,5 a 5,0 com
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invertase imobilizada em silica de porosidade controlada sem processo de ligacdo cruzada,
faixa esta ainda inferior ao intervalo encontrado neste trabalho.

O método de ligacdo cruzada com uso de glutaraldeido mostrou-se eficaz na
manutencdo da estabilidade da enzima em relacdo a diferentes valores de pH, quando
comparado com os resultados sem o referido tratamento. Ao estudar a imobilizacdo de f-
galactosidase por adsor¢do i6nica em Duolite A-568, Guidini et al., (2010) obteve também
maior estabilidade ao utilizar o processo de ligacdo cruzada com glutaraldeido apds a
adsorcéo iénica. Os resultados obtidos estdo de acordo com os trabalhos de Oosterom (1998),
Letca (2004) e Haider e Husain (2008), que observaram uma maior estabilidade da enzima [3-
galactosidase de Escherichia coli, apds o tratamento do suporte com glutaraldeido. Segundo
Tomotani e Vitolo (2006), Arica e Bayramoglu (2006), o pl (ponto isoelétrico) de invertase
situa-se na faixa de pH 3,4 a 4,5, o que significa que para valores baixos de pH ha um
predominio de cargas positivas nas moléculas da enzima, facilitando o seu desprendimento da
resina. Por outro lado para valores altos de pH ocorre uma tendéncia de ligagdo dos grupos

(OH)" presentes no meio na resina competindo com a ligacéo da enzima na resina.

4.3.3 Estabilidade térmica da invertase imobilizada em Duolite A-568 por adsorcao
ibnica e ligacdo cruzada

A estabilidade térmica da invertase imobilizada foi analisada conforme descrito no
item 3.7.3. Os resultados de atividade relativa em funcdo do tempo, a vérias temperaturas, sdo

apresentados na Figura 4.2.
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Figura 4.2 — Perfis de inativacdo térmica para invertase imobilizada em Duolite A-568
sequida pelo processo de ligacdo cruzada. Incubacdo em tampéo acetato 10 M, pH 4,7 e
temperaturas 51, 57, 60 e 63 £ 1°C.

Uma anélise da Figura 4.2 evidencia a forte dependéncia da estabilidade da invertase
imobilizada em relagdo a temperatura. Temperaturas maiores que 57 + 1°C implicam em
rapida desnaturacédo da proteina enzimatica.

Observa-se que para a temperatura de 51+ 1°C em 210 minutos houve uma queda de
apenas 25,74% na atividade em relacdo a inicial. Em 48 minutos, observou-se uma queda de
58,99% de atividade em relacdo a inicial para a temperatura de 57 + 1°C. Para as temperaturas
mais altas a perda de atividade mostrou-se maior em um menor intervalo. Para a temperatura
de 60 x 1°C houve uma queda de 67,06% de atividade em 24 minutos e para a temperatura de
63 = 1°C a atividade da enzima imobilizada diminui em 78,87% em apenas 10 minutos.

Os resultados de atividade relativa (A/Ao0) para invertase imobilizada para as
temperaturas estudadas em funcdo do tempo foram ajustados as Equacdes 2.4 e 2.6 por uma
regressdo ndo-linear pelo método Levenberg-Marquardt (MORE, 1977) utilizando o software
Statistica 7.0. Os resultados dos melhores ajustes alcangados para cada temperatura com 0s
coeficientes de determinacdo para cada equacgdo, os quadrados dos desvios, 0S respectivos
parametros ajustados e a analise de significancia utilizando o teste t-Student, adotando como
parametros significativos os que apresentam niveis de significancia menores que 10%, estéo
apresentados na Tabela 4.17.

Para nenhuma das temperaturas estudadas foi possivel ajustar a cinética de
desativacdo segundo a Equacdo 2.3, com todos os parametros significativos (p < 10%), o que
pode ser explicado pela pequena quantidade de dados experimentais para cada temperatura.
Este fato também ocorreu no trabalho de Marquez et al., (2008), considerando 0 modelo com
dois estagios intermediarios como representativo da desativacdo da invertase imobilizada em
Duolite A-568.

Para todas as temperaturas estudadas foi possivel ajustar a cinética segundo a
Equacdo 2.6, com pardmetros significativos (p < 10%), como pode ser visualizado pelos
valores dos niveis de significancia na Tabela 4.2. Ja o ajuste para 0 modelo em série com uma
Unica etapa apresentou parametros significativos apenas para as temperaturas de 57 e 63°C.
Optou-se pelo ajuste que mais se adequava aos dados experimentais, adotando resultados que

apresentaram significados fisicos juntamente com maior coeficiente de determinagéo.
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Tabela 4.2 — Ajustes dos dados experimentais aos modelos de desativacao térmica de primeira
ordem e em série com uma Unica etapa para invertase imobilizada em Duolite A-568 seguida

pelo processo de ligacdo cruzada, nas temperaturas 51, 57, 60 e 63 + 1°C.

Temperatura 63°C R® (V- Temperatura 60°C R® (V-
Vimodelo)’ Vimodelo)’
Eq. Eq.
26 ki 02359 p 0,003 0,91 0,0379 26 ki 00455 p O 097 0,0094
24 ki 05079 p 0,011 0,98 0,0052 24 k; 00591 p 0,199 0,97 0,0089
o, 0,2404 p 0,007 oy 01401 p 0,649
Temperatura 57°C R’ (V- Temperatura 51°C R’ (V-
Vimodelo)’ Vimodelo)’
Eq. Eq.
26 ki 00223 p 0 09 0,0118 26 ky 00014 p O 096 0,0012
24 k; 0,0662 p 0,004 0,99 0,0005 24 k; 00061 p 0175 0,98 0,0007

op 0388 p 0

a; 0,6754 p 0,001

p — valor de p encontrado na analise de t-student.

Os ajustes dos resultados experimentais e 0s previstos pelos modelos representados

pelas Equacbes 2.4 e 2.6 para as temperaturas 63, 60, 57 e 51 + 1°C estdo representados

respectivamente, nas Figuras 4.3, 4.4, 4.5 e 4.6.
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Figura 4.3 - Perfil da desativacdo térmica a 63 + 1°C para invertase imobilizada em Duolite
A-568 seguida pelo processo de ligagdo cruzada. Ajuste de modelo matematico aos dados
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experimentais: Equacdo 2.6 = modelo de desativacdo térmica de primeira ordem; Equacéo 2.4
= modelo de desativacdo térmica em série em uma Unica etapa.

Analisando a Figura 4.3 e a Tabela 4.2, observa-se que os dados experimentais para a
temperatura de 63°C foram ajustados para ambos os modelos apresentados, em que todos 0s
parametros calculados foram significativos. Verifica-se que o melhor ajuste entre os valores
experimentais e teoricos sdo obtidos com o modelo representado pela Equacdo 2.6, com
coeficiente de determinacédo de 0,98. Os parametros ajustados a0 modelo estdo representados
na Equacéo 4.2.

A _ (1-0,2408).69507% | 02404 4.2)

Para a temperatura de 60 £ 1°C o modelo cinético da Equacdo 2.6 se ajustou de
maneira significativa aos dados experimentais, com coeficiente de determinacdo de 0,97 e
soma dos quadrados dos desvios de 0,0094. Apesar do coeficiente de correlagdo obtido para o
modelo em série com uma Unica etapa ter sido igual a 0,94, os parametros obtidos pelo
modelo ndo foram significaticos, ou seja, apresentaram valor p para a analise de t-student
superior a 10%, conforme visto na Tabela 4.2. Assim 0s ajustes aos modelos cinéticos, para a

temperatura de 60 + 1°C estdo representados na Figura 4.4.

11

10 « Experimental
Equacéo 2.6
0,9 — Equacéo 2.4

0,8
0,7
0,6
0,5

04

Atividade Relativa (A/Ag)

0,3

0,2
0o 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26

Tempo (min)

Figura 4.4 - Perfil da desativacdo térmica a 60 + 1°C para invertase imobilizada em Duolite
A-568 seguida pelo processo de ligagdo cruzada. Ajuste de modelo matematico aos dados
experimentais: Equacdo 2.6 = modelo de desativacdo térmica de primeira ordem; Equacéo 2.4
= modelo de desativacao térmica em série em uma Unica etapa.
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Analisando a Figura 4.4 observa-se que o0 modelo cinético de desativacdo térmica de
primeira ordem ajustou adequadamente aos dados experimentais para a temperatura de 60 +
1°C. Com um R? de 0,97 os parametros ajustados ao modelo apresentado na Equacéo 2.6
estéo representados na Equacéo 4.3.

2 — exp(~0,04551) @3

No trabalho desenvolvido por Marquez et al., (2008) para a temperatura de 60°C o
modelo cinético da Equacdo 2.4 ndo se ajustou de maneira significativa, pois apesar de terem
obtido coeficientes de determinacdo de 0,97, os parametros obtidos ndo apresentaram

significado fisico. Para a temperatura 60°C Marquez et al., (2008) obtiveram valor negativo
A ) x ces . E o
para 0 parametro oy, 0 qual é a razdo especifica de atividade El , hdo apresentando

portanto significado fisico.

Ao avaliar a estabilidade térmica a 57 + 1°C de invertase imobilizada em Duolite A-
568 seguida pelo processo de ligacdo cruzada obteve-e melhores resultados para 0 modelo
cinético apresentado pela Equacédo 2.4 com o coeficiente de determinacdo de 0,99 e soma dos
quadrados dos desvios de 0,0005, conforme apresentado na Tabela 4.2. O modelo cinético
representado pela Equacdo 2.6 apresentou um coeficiente de determinacdo de 0,95 com todos
0s parametros significativos.

Para a temperatura de 57°C, Marquez et al., (2008) obtiveram maior coeficiente de
determinacdo para o modelo cinético da Equacédo 2.6, igual a 0,99 e valor da somatéria dos
quadrados dos desvios igual a 0,000002. Marquez et al., (2008) obtiveram pela Equagéo 2.6 o
valor da constante cinética de desativacdo térmica (kq) igual a 0,027.

Assim os ajustes aos modelos cinéticos apresentados pelas Equacbes 2.6 e 2.4, para

57 + 1°C estéo representados na Figura 4.5.
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Figura 4.5 - Perfil da desativacdo térmica a 57 £ 1°C para invertase imobilizada em Duolite
A-568 seguida pelo processo de ligacdo cruzada. Ajuste de modelo matematico aos dados
experimentais: Equacdo 2.6 = modelo de desativacao térmica de primeira ordem; Equacéo 2.4
= modelo de desativacao térmica em série em uma Unica etapa.

Como ja visto a partir do valor do coeficiente de determinacdo apresentado na Tabela
4.2, confirma-se pela anélise da Figura 4.5 que para temperatura de 57 £ 1°C o melhor ajuste
aos valores experimentais foi pela Equacdo 2.4 Os parametros ajustados a este modelo estdo

representados na Equacéo 4.4.

A (1-0,3858).e%%%%2) 10,3858
AO (4.4)

A menor temperatura utilizada no estudo de estabilidade térmica deste trabalho foi
51 £ 1°C, em que os dados experimentais apresentaram melhores ajustes ao modelo de
desativacdo termica de primeira ordem (Equacéo 2.6) como pode ser observado na Figura 4.6.
Apresentando um coeficiente de determinacédo igual a 0,97 para a Equacédo 2.6 e igual a 0,97
para 0 modelo cinético em série com uma etapa. Apesar do alto valor obtido para o
coeficiente de correlacdo referente a Equacdo 2.4, ao ajustar os dados experimentais 0s
parametros obtidos ndo foram significativos (p<10%) como pode ser visto na Tabela 4.2.

Marquez et al., (2008) obtiveram para a temperatura de 51°C um coeficiente de

determinacdo de 0,25 para 0 ajuste da cinética de desativacdo de primeira ordem apresentada
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na Equacéo 2.6, j& para a Equagdo 2.4 obtiveram um R? de 0,84, um kd de 0,023 e o valor de

0,85 para o parametro a.
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Figura 4.6 - Perfil da desativacdo térmica a 51 + 1°C para invertase imobilizada em Duolite
A-568 seguida pelo processo de ligacdo cruzada. Ajuste de modelo matematico aos dados
experimentais: Equacdo 2.6 = modelo de desativacao térmica de primeira ordem; Equacéo 2.4
= modelo de desativacao térmica em série em uma Unica etapa.

Os parametros ajustados ao modelo da Equagéo 2.6 para a temperatura de 51 £ 1°C

estdo representados pela Equacao 4.5.
A

As atividades relativas encontradas por Marquez et al., (2008) para a temperatura de
51 + 1°C decairam lentamente em relacdo as outras temperaturas praticamente, constante com
0 tempo. Apo6s 4 horas de incubacdo da enzima imobilizada em Duolite A-568 nesta
temperatura, a atividade relativa encontrada por Marquez et al., (2008) foi da ordem de 90%
e ndo apresentou tendéncia de queda.

Quanto maior a temperatura maior o pardmetro da constante da taxa de desativacao
térmica (kq), como visto na Figura 4.2, pois de acordo com Arrhenius kq é diretamente

proporcional a temperatura.
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Para o célculo do tempo de meia vida para as temperaturas 51, 57, 60 e 63°C
utilizou-se as constantes de ativacdo do processo de desativagdo térmica obtidas pelo modelo
cinéticos de primeira ordem, ja que ao ajustar os dados experimentais obetev-se parametros
significativos para a Equacdo 2.7. Os tempos de meia vida foram calculados pela Equacéo 2.5

e apresentados na Tabela 4.3.

Tabela 4.3 — Célculo do tempo de meia vida para cada temperatura estudada na estabilidade
em relacdo a temperatura.

Temperatura (°C) Equacéo do Modelo kg Rz ty, (min) tip
experimental (min)
63 2.4 0,508 0,902 2,937 2,108
60 2.4 0,045 0,972 15,226 19,687
57 2.4 0,022 0,952 30,972 25,612
51 2.4 0,001 0,961 484,718 *

* Né&o foi possivel calcular o tempo de meia-vida pelos resultados experimentais, indicando

um tempo de meia-vida alto.

Ao analisar a Tabela 4.3 pode-se observar que os valores de tempos de meia vida
calculados pelo modelo de desativacdo térmica de primeira ordem apresentaram-se bem
proximos aos resultados experimentais. De acordo com o modelo de Ahrrenius, o valor da
constante cinética de desativacdo térmica ky, aumenta, com o aumento da temperatura, assim
0 tempo de meia vida diminui, o que ocorreu com 0s valores encontradas para os valores
calculados pela Eugacédo 2.7.

Marquez et al., (2008) obtiveram respectivamente, para as temperaturas 63, 60, 57 e
+ 1°C os tempos de meia-vida de 3,33; 10,66; 25,67, sendo que para a temperatura de 51°C
n&o foi possivel calcula-lo.

Ao analisar os tempos de meia-vida obtidos por Marquez et al., (2008) para as
temperaturas de 60 e 57 £ 1°C nota-se que 0s mesmos foram inferiores aos encontrados neste
trabalho pela Equacgéo 2.7, iguais a 15,226 e 30,972 min, respectivamente. Pode-se interpretar
que ao imobilizar invertase pelo processo de adsorcdo i6nica em Duolite A-568 combinado
com o processo de ligacdo cruzada, aumentou-se a estabilidade térmica da enzima para as

temperaturas estudadas. Este biocatalisador imobilizado com uso do agente bifuncional
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glutaraldeido mostrou-se resistente a altas temperaturas por tempos mais longos quando
comparado a trabalhos em que foi imobilizado apenas por adsorcao idnica.

No trabalho de Amaya-Delgado et al., (2005), tanto para temperaturas mais altas
guanto para as mais baixas o0 tempo de meia vida obtido para invertase imobilizada
covalentemente em Nylon-6 foi maior se comparada a soltvel. O mesmo ocorreu no trabalho
de Danisman et al., (2004), para invertase imobilizada por ligagdo covalente em membranas
de poli hidroxi metacrilato.

Para encontrar a energia de ativacdo do processo de desativacdo térmica realizou-se
uma regressédo linear na equacgdo de Arrhenius (Equagdo 2.9), utilizando as constantes de
desativacao térmica calculadas pela Equacdo 2.6 apresentados na Tabela 4.3, como pode ser

observado na Figura 4.7.
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0,00298 0,00302 0,00306 0,00310

UT (KD

Figura 4.7 — Regressao linear da equacao de Arrhenius.

O ajuste linear obtido alcangou uma determinacdo linear de 0,99 e esta representada

na Equacéo 4.7.

In(k,) =132,14 — 44949, 21(%) (4.6)

Assim a energia de ativacdo encontrada foi da ordem de 373,73 kJ/mol ou 89,32
kcal/mol.
Marquez et al., (2008) obtiveram um valor de 415 kJ/mol para a energia de ativagdo

térmica com um coeficiente de determinacdo de 0,97 ao imobilizar invertase apenas por
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adsorcédo i6nica em Duolite A-568. Ao comparar o valor da Energia de ativagdo encontrado
por Marquez et al., (2008) ao valor encontrado neste trabalho, pode-se observar um aumento
na estabilidade do biocatalisador obtido a partir da combinacdo do método de adsorcdo i6nica
e ligacdo cruzada. Visto que diante do aumento da Energia de Ativacdo, obteve-se uma

enzima menos sensivel a temperatura, apresentando-se mais estavel aelevadas temperaturas.

4.3.4 Otimizacéo do processo de ligagdo cruzada

4.3.4.1 Influéncia da concentracéo de glutaraldeido e tempo de reticulacdo no processo
de ligacdo cruzada

Com o intuito de otimizar o processo de ligacdo cruzada, foi proposto um estudo da
influéncia conjunta da concentracdo de glutaraldeido em g/L (X1) e tempo de reticulacdo em
horas (X;) utilizando-se um Planejamento Composto Central (PCC), conforme apresentado
em 3.7.4.1. Os resultados das atividades enziméticas obtidos estdo apresentados na Tabela
4.4,

Tabela 4.4 — Atividade enzimatica obtida em cada experimento do planejamento composto
central para a otimizacao do processo de ligacdo cruzada.

Valor Real (Valor Codificado)

Experimentos Concentragéo de Tempo Atividade
Glutaraldeido (g/L) (h) (Us)
1 1(-1) 3(-1) 0,884
2 1(-1) 9(1) 0,926
3 3(1) 3(-1) 0,72
4 3(1) 9(1) 0,77
5 0,6 (-a) 6 (0) 1,002
6 3,4 (o) 6 (0) 0,7924
7 2(0) 1,8 (-a) 0,8084
8 2(0) 10,2 (o) 0,8828
9 2(0) 6 (0) 0,9412
10 2(0) 6 (0) 0,9368
11 2(0) 6 (0) 0,9504

Us= (Qacicar redutor/ L.MIN.Yresina)
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Observando a Tabela 4.4 pode-se notar que a atividade enzimética alcangada durante
0s experimentos variou de 0,72Us a 1,002Us. Verifica-se que o maior valor encontrado foi no
experimento 5, que corresponde a concentracao de glutaraldeido de 0,6¢/L (-a) e tempo de 6 h
(0) de processo de ligacdo cruzada. Nota-se que altas concentracfes de glutaraldeido nao
apresentaram influéncia t&o significativa quanto o tempo de reticulacdo, o que € demonstrado
no experimento 3, no qual a menor atividade foi encontrada com a concentracdo de
glutaraldeido de 3 g/L (+1) e tempo de 3 horas (-1).

Os resultados experimentais de atividade enzimatica foram ajustados por regressdo
mdaltipla, utilizando o software Statistica 7.0. Na Tabela 4.5 estdo representados os termos
lineares, os termos quadraticos, as interagdes das duas variaveis estudadas e as respectivas
analises no teste t —Student, adotando como parametros significativos 0s que apresentam

niveis de significancia menores que 10%.

Tabela 4.5 — Resultados da regressdo multipla com todos os pardmetros referentes a
otimizacdo do processo de ligagédo cruzada.

Coeficiente Nivel de
Erro - - ~ -
Fatores de 3 significancia
. Padréo
regressao p-valor

Média 0,944563 0,005679 0,000000
X1 (L) -0,084499  0,008043 0,000005
X1 (Q) -0,038912  0,011125 0,000920
Xz (L) 0,026739 0,008043 0,001160
X2 (Q) -0,078103  0,011125 0,000033
X1 X2 0,002000 0,010357 0,715236

Apds realizar a regressdo multipla, obteve-se a Equacédo 4.7 completa com todos 0s

parametros:

Atividade = 0,944563 — 0,084499 X, —0,038912X? +0,026739X, —0,078103X 2 +0,002X, X,  (4.7)

Observa-se na Tabela 4.5 que as seguintes variaveis do modelo foram significativas:
concentracdo de glutaraldeido e tempo de reticulagdo, ambos em seus termos lineares (X3 (L)

e X, (L)) e quadraticos (X1 (Q) e X, (Q)), as quais estdo apresentadas na Tabela 4.6.
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Tabela 4.6 — Resultados da regressdo maltipla com os parametros significativos aplicados ao
PCC de otimizacéo do processo de ligagéo cruzada.

Coeficiente Nivel de
Erro o
Fatores de 3 significancia
B Padréo
regresséo p-valor

Média 0,944563 0,005261 0,000000
X1 (L) -0,084499  0,007451 0,000000
X1(Q) -0,038912  0,010306 0,000280
Xz (L) 0,026739 0,007451 0,000370
X2 (Q) -0,078103  0,010306 0,000005

Apds a regressdo multipla, obteve-se a Equacdo 4.8 com apenas 0S parametros

significativos:
Atividade = 0,9444563—0,084499X, —0,038912X Z +0,026739X , —0,078103X 2 (4.8)

Foram considerados significativos os parametros de nivel de significancia menores
que 10% (p<0,1). O coeficiente de determinacdo R? obtido foi de 0,99, o que indica um ajuste
adequado aos dados experimentais na obtencdo da atividade da enzima imobilizada,
mostrando que 99,301% da variabilidade dos dados foram explicadas pela equacdo empirica
proposta.

Realizando a andlise de variancia (ANOVA) visualizada na Tabela 4.7, verifica-se
que 0 Feuc foi altamente significativo (p<0,0007). O resultado de F calculado (Fcac) foi
superior ao F tabelado (Ft) para um nivel de significancia de 10%. Esses resultados indicam
uma boa concordancia entre os valores experimentais e previstos pelo modelo, expressos na

Figura 4.9.
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Tabela 4.7 — Analise de Variancia (ANOVA) para a resposta de atividade enzimatica aplicada
ao PCC de otimizacdo do processo de ligagdo cruzada.

Fonte de Soma de Graus de Quadrado
— . o Fealc P - valor
Variagdo  Quadrados Liberdade Meédio
Regressao 0,0785 4 0,0196 852,7252 0,0006
Residuos 0,0005 6 0,0001
Total 0,0790 10

Fr="F45601=3,18

A Figura 4.8 ilustra a representacdo dos valores preditos em fun¢édo dos observados e

a Figura 4.9 mostra a distribuicao dos residuos em torno do zero.

Valores preditos
= f=1
® oo
= h

0,75 |

0,70 |

0,65
065 070 075 08 085 090 0,95 1,00 1,05

Valores observados

Figura 4.8 — Valores experimentais em funcdo dos valores previstos pelo modelo para a
resposta de atividade enzimatica da otimizacao do processo de ligacdo cruzada.
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Figura 4.9 — Distribuicdo dos residuos em torno da reta que indica normalidade para a

resposta de valores de atividade enzimética resultantes da otimizacdo do processo de ligacéo
cruzada.

Observando a Figura 4.8, nota-se que as respostas experimentais obtidas para a
atividade enzimaética apresentaram valores bem proximos aos fornecidos pela equacéo 4.8. Na
Figura 4.9, verifica-se que a distribuicdo dos residuos comportou-se aleatoriamente em torno
do zero, ndo apresentando nenhuma tendéncia quanto a distribuicdo. Como o modelo
mostrou-se significativo foi possivel construir a superficie de resposta apresentada na Figura

4.10 e otimizar os parametros estudados no processo de ligacao cruzada.

1z

10

‘

Tempo (horas)

a6 0s 10 1,5 20 2,5 30 35 40

Concentrac¢ao de
Glutaraldcido (g/L)

E ) 0RPDN

107
10,
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Figura 4.10 — Superficie de resposta da influéncia conjunta da concentracdo de glutaraldeido e
tempo de reticulagédo na atividade de enzima imobilizada em Duolite A-568 seguida do
processo de ligacdo cruzada.
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Ao observar a Figura 4.10 pode-se observar que a concentracdo de glutaraldeido de
0,6 g/L e tempo de reticulacdo de 6 h correspondem ao ponto 6timo de atividade enzimatica.
Sendo a regido de oOtimo correspondente a faixa de 0 a 2 g/L para a concentracdo de
glutaraldeido de 4 a 8 h para o tempo de reticulacéo.

Para validar o modelo, foram realizados trés experimentos nas condi¢Bes 6timas do
Planejamento Composto Central (PCC), concentracdo de glutaraldeido de 0,6 g/L e tempo de
reticulacdo de 6 h, obtendo-se as atividades experimentais iguais a 1,104Us (erro relativo
igual a 0,089); 1,04Us (erro relativo igual a 0,036) e 1,036Us (erro relativo igual a 0,033).
Estes resultados indicam a boa reprodutibilidade do experimento, permitindo assim trabalhar
com concentragdes de glutaraldeido entre 0,2 e 0,8 g/L e tempos de ligacdo cruzada na faixa
de 6 a 8 horas para otimizar o processo de ligacdo cruzada combinado a adsor¢do i6nica na
imobilizacdo e invertase. A metodologia utilizada estd de acordo com o trabalho de Letca
(2004), que sugere o uso de glutaraldeido no tratamento da resina Duolite A-568 como um
ligante entre enzima e suporte.

Guidini et al., 2010, estudaram a imobilizagdo de B-galactosidase em Duolite A-568
seguida pelo processo de ligacao cruzada utilizando o glutaraldeido como agente reticulante.
Obtiveram, respectivamente, como pontos 6timos de concentragdo de glutaraldeido e tempo
de reticulacdo 3,5 g/L e 1,5 h. O processo de ligacdo cruzada ndo causou uma queda na
atividade do biocatalisador imobilizado apenas por adsor¢éo idnica em Duolite A-568.

Para os estudos subsequentes de imobilizacdo de invertase em Duolite A-568 com
posterior adi¢do de glutaraldeido foi utilizado para este Gltimo a concentracao de de 0,6 g/L e

tempo de reticulacéo de 6 horas.

4.3.4.2 Influéncia da temperatura e do pH na atividade de Invertase imobilizada em
duolite A-568 seguida do processo de ligacéo cruzada

Os resultados da influéncia simultanea do pH e da temperatura na atividade
enzimatica de invertase soltvel, definidos pelo Planejamento Composto Central conforme

item 3.7.4.2, estdo representados na Tabela 4.8.
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Tabela 4.8 — Matriz com resultados obtidos para avaliar a influéncia conjunta da temperatura
e pH na atividade de invertase imobilizada em Duolite A-568 seguida pelo processo de
ligacdo cruzada.

Valor real (valor codificado)

Experimentos  Temperatura (°C) (X1) pH (x2)  Atividade enzimatica (Us)
1 25 (-1) 4,0 (-1) 0,512
2 25 (-1) 6,0 (1) 0,364
3 65 (1) 4,0 (-1) 1,016
4 65 (1) 6,0 (1) 0,66
5 22 (-a) 5,0 (0) 0,388
6 68 (+0) 5,0 (0) 0,756
7 45 (0) 3,85 (-0) 1,316
8 45 (0) 6,15 (+a) 0,72
9 45 (0) 5,0 (0) 0,948
10 45 (0) 5,0 (0) 0,982
11 45 (0) 5,0 (0) 1,08

Ao analisar a Tabela 4.8 nota-se que a atividade enzimatica alcancada durante os

experimentos variou de 0,364 Us, temperatura de 25°C e pH 4,0, a 1,316 Us, para a

temperatura de 45 + 1°C e pH 3,85.

Com os resultados experimentais de atividade enzimatica em funcdo do pH e

temperatura realizou-se uma regressdo mdaltipla utilizando o software Statistica 7.0 e analisou

os valores de p encontrados pelo teste t- Student, adotando como parametros significativos o0s

qgue apresentam niveis de significancia menores que 10%. Em que X; representa a

temperatura em °C e X; representa 0 pH. Na Tabela 4.9 estdo apresentados os parametros

lineares (L), os termos quadraticos (Q) e as interagdes das variaveis estudadas.
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Tabela 4.9 — Resultados da regressdo multipla com todos os parametros aplicada ao PCC para
avaliar a influéncia conjunta da temperatura e pH na atividade de invertase imobilizada.

Coeficiente Nivel de

Erro o )
Fatores de significancia
Padrao

regressao p-valor

Média 1,012557 0,050782 0,000006
X1 (L) 0,184262 0,071916 0,003694
X1 (Q) -0,349987 0,099475 0,000895
Xz (L) -0,179079 0,071916 0,004175
X2 (Q) -0,011242 0,099475 0,830129
X1 Xo -0,052000 0,092611 0,312455

Ao utilizar os resultados da atividade enzimatica apresentados na Tabela 4.8, apos a

realizacdo da regressao maltipla no programa Statistica 7.0, obteve-se a Equacédo 4.9 completa

com todos os parametros:

Atividade =1,012557 + 0,184262 X, —0,349987 X 2 —0,179079X, —0,011242X 2 —0,052X, X ,

(4.9)

As variaveis significativas, que apresentaram nivel de significancia inferior a 10%, e

seus respectivos coeficientes de regressdo sao apresentados na Tabela 4.10. O modelo com

apenas variaveis significativas codificadas esta representado na Equacao ajustada 4.10.

Tabela 4.10 — Resultados da regressdo multipla com os parametros significativos aplicada ao
PCC para avaliar a influéncia conjunta da temperatura e pH na atividade de invertase

imobilizada.

Coeficiente Nivel de

Erro o )
Fatores de significancia
Padréo

regressao p-valor

Média 1,005777 0,038914 0,000000
X1 (L) 0,184262 0,068292 0,001012
X1 (Q) -0,349987  0,094461 0,000148
Xz (L) -0,179079  0,068292 0,001193

Atividade =1,00577 +0,184262 X, —0,349987X 2 —0,179079X ,

(4.10)
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O coeficiente de determinacdo (R?) de 0,94 indica um ajuste adequado dos dados
experimentais na obtengdo da atividade de enzima imobilizada, mostrando que 94% da

variabilidade dos dados foram explicadas pela Equacéo 4.10.

Realizando a analise de variancia (ANOVA) visualizada na Tabela 4.11, verifica-se
que o Feqc foi altamente significativo (p<0,003). O resultado de F calculado (Fcaic) foi superior
ao F tabelado (Ft) para um nivel de significancia de 10%. Esses resultados indicam uma boa
concordancia entre os valores experimentais e previstos pelo modelo, expressos na Figura
4.12.

Tabela 4.11 — Analise da variancia (ANOVA) para a resposta de atividade enzimatica
resultante da avaliacdo da influéncia conjunta da temperatura e pH na atividade de invertase

imobilizada.
Fonte de Soma de Graus de Quadrado
. . o Fealc P - valor
Variacdo  Quadrados Liberdade Medio
Regressao 0,8630 3 0,2877 111,5358 0,0023
Residuos 0,0541 7 0,0077
Total 0,9171 10

Fr=F37,01=3,07

A Figura 4.11 ilustra a representacao dos valores preditos em func¢do dos observados

e a Figura 4.12 mostra a distribui¢do dos residuos em torno do zero.
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Figura 4.11 — Valores experimentais em funcdo dos valores previstos pelo modelo para a
resposta de atividade enzimatica resultante da avaliacdo da influéncia conjunta da temperatura
e pH na atividade de invertase imobilizada.

0,15

0,10 .

0,05 hd

0,00 — -

0,05

Residuos

0,10

-0,15

-0,20 ‘ ; ; ‘ ‘ ; ‘ ; ; ‘ ‘
02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12 13 14

Valores preditos

Figura 4.12 — Distribuicdo dos residuos em torno da reta que indica normalidade para a
resposta de atividade enzimatica resultante da avaliacdo da influéncia conjunta da temperatura
e pH na atividade de invertase imobilizada.

Observando a Figura 4.11, nota-se que as respostas experimentais obtidas para a
atividade enzimatica apresentaram valores bem préximos aos fornecidos pela equacao
empirica e na Figura 4.12, verifica-se que a distribuicdo dos residuos comportou-se
aleatoriamente em torno do zero, ndo apresentando nenhuma tendéncia quanto a distribuicao.
Como o modelo mostrou-se significativo foi possivel construir a superficie de resposta e
estudar a influéncia da temperatura e pH na atividade de enzima imobilizada em Duolite A-
568 seguida pelo processo de ligacéo cruzada.

Como o modelo foi significativo, assim foi possivel construir uma superficie de
resposta para analisar a regido de interesse, com o uso da Equacdo 4.10. A superficie esta

representada na Figura 4.13.
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Figura 4.13 - Superficie de resposta da influéncia da temperatura e do pH na atividade
enziméatica de invertase imobilizada em Duolite A-568 seguida do processo de ligacao
cruzada.

Observa-se pela superficie de resposta apresentada na Figura 4.13 que para uma faixa
de temperatura e pH préximos ao ponto central do PCC, a atividade enzimatica obtida é
méaxima. Assim a faixa de temperatura que alcanca a maxima atividade esta entre 40 a 60 +
1°C e o intervalo de pH esta compreendido entre 3,6 e 4,0.

Na maioria dos trabalhos citados na literatura as faixas de temperatura e pH 6timos
estdo proximos a encontrada neste trabalho. No trabalho de), as influéncias da temperatura e
do pH foram analisadas isoladamente uma da outra, mas mesmo assim obtiveram resultados
proximos aos deste estudo. Bagal e Karve (2006) obtiveram uma faixa de temperatura entre
30 e 50°C que resultou em alta atividade e o pH 4,5 foi o responsavel pela maior atividade
enzimatica.

Ao observar a superficie de resposta da influéncia da temperatura e do pH na
atividade enzimética de invertase imobilizada seguida do processo de ligag¢do cruzada, nota-se
que a faixa de temperatura que maximiza a atividade enzimatica é de 40 a 60°C combinada a
valores de pH entre 3,6 € 4,2..

Para a validacdo do modelo, foram realizados experimentos nas condi¢des do ponto
otimo encontrado e as atividades obtidas foram 1,3808Us e 1,4216Us. Realizou-se também
experimentos nas temperaturas de 55 e 60 = 1°C com o objetivo de observar o
comportamento de invertase imobilizada com o aumento da temperatura em tampé&o acetato
pH 4, obtendo-se respectivamente 1,332Us (erro relativo igual a 0,238); e 1,144Us (erro

relativo igual a 0,111) Estes resultados indicam a boa reprodutibilidade do experimento,
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permitindo assim trabalhar com temperaturas mais altas e menores valores de pH para estudar
a influéncia da temperatura e pH na atividade de invertase imobilizada com o uso do processo
de ligacao cruzada combinado a adsorcdo i6nica em Duolite A-568. Estes valores confirmam
a tendéncia apresentada pela superficie de resposta apresentada na Figura 4.14, em que
valores de temperaturas maiores que 55 + 1°C causam uma queda na atividade enzimatica.

Li et al., (2010) imobilizaram nuclease P1 em resina de macroporos absorventes
fortemente polar (SPPSD). A maior atividade obtida para o biocatalisador livre e imobilizado
foi a pH 4,5.

Vujcic et al., (2011) estudaram o efeito do pH na atividade de invertase livre e
imobilizada em paredes celulares (CWI) a diferentes valores de pH a 25°C. O biocatalisador
livre e imobilizado apresentou maxima atividade na faixa de pH de 4 a 5.

Karkas et al., (2012) obtiveram a maxima atividade de invertase na faixa de pH de 5 a
7, com o pH 6timo de 5,5. A temperatura 6tima encontrada foi de 60°C. Geralmente, invertase
de diferentes micro-organismos apresentam altas atividades na faixa de temperatura de 50 —
90°C.

Raj et al., (2011) estudaram o efeito da temperatura na atividade de invertase livre e
imobilizada covalentemente em funcfes de nanogel na faixa de 25 a 75°C. Uma répida perda
na atividade foi observada em temperaturas acima de 45°C no caso da enzima livre e um

aumento na atividade da enzima imobilizada na faixa de 60 a 65°C

4.3.5 Estudo da estabilidade de estocagem de invertase imobilizada em Duolite A-568
seguida do processo de ligacdo cruzada

A invertase imobilizada nas condi¢Ges Otimas apresentadas em 3.6.3 seguida do
processo de ligagcdo cruzada nas condi¢Bes Gtimas encontradas em 3.7.4.1, foi estocada em
geladeira (temperatura de 4 + 1°C), tampédo pH 4,9 (pH étimo encontrado por Marquez et al.,
(2008)), por um periodo de 60 dias. Inicialmente a atividade residual foi medida a cada 7 dias,
posteriormente a cada 14 dias, pelo método das taxas iniciais (3.2.1), sob as condi¢Ges 6timas
de hidrdlise encontradas por Marquez et al., (2008); temperatura 6tima de hidrélise da
sacarose: 49 + 1°C, tampéo acetato pH da solucdo de sacarose: 4,9, concentragdo de sacarose
no meio: 50g/L. O perfil da atividade relativa (Ap) ao longo do tempo esta representada na
Figura 4.14.
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Figura 4.14 — Estabilidade de estocagem de invertase imobilizada. Estocagem a 4 + 2°C em
tampdo acetato 0,1 M, pH 4,9; testes em reator tipo cesta (batelada), meio reacional: 40°C,
solucgéo de sacarose 50 g/L (tampéo acetato 0,1 M, pH 4,9).

Segundo Zanin e Moraes (2004) a estabilidade de estocagem das enzimas
imobilizadas em solucdo ou secas, geralmente é superior aquela da enzima livre, porém, isto
depende do método de imobilizacdo, do suporte e da solucdo em que estd estocada. Ao
analisar a Figura 4.14, nota-se que a invertase imobilizada em Duolite A-568 por adsor¢édo
ibnica e ligacdo cruzada apo6s 60 dias, apresentou uma queda de 55,97% em sua atividade,
indicando a baixa manutencdo da estabilidade da mesma frente a estocagem diante das
condicdes adotadas.

Haider e Hussain (2007) imobilizaram p-galactosidase de Aspergillus oryzae por
oclusdo em alginato de célcio, reticulado com concanavalina A e obtiveram uma atividade de

93% em relacdo a inicial apds 2 meses de estocagem a 4°C.

4.4 Testes em Reator Tipo Leito Fixo

4.4.1 Influéncia conjunta da concentracdo de substrato, tempo de residéncia e
temperatura na converséo de sacarose

Um Planejamento Composto Central (PCC) foi proposto para o estudo da influéncia
conjunta da concentracdo de sacarose em g/L (X3), tempo de residéncia em minutos (X;) e

temperatura em °C (X3), na hidrolise de sacarose pela invertase imobilizada em Duolite A-
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568 seguida pelo processo de ligacdo cruzada, em reator de leito fixo. A matriz do PCC e a
conversdo de sacarose em xarope de acucar invertido estd apresentada na Tabela 4.12.

Tabela 4.12 — Matriz do Planejamento Composto Central para a influéncia conjunta da
concentragdo de sacarose, tempo de residéncia e temperatura no reator tipo leito fixo.

Valor Real (Valor Codificado)

Experimentos % %o % Conversao
Concentracgéao de Tempo de Temperatura (%)
Sacarose (g/L) Residéncia (min) (°C)
1 400 (-1) 30 (-1) 30 (-1) 100
2 400 (-1) 30 (-1) 46 (1) 100
3 400 (-1) 50 (1) 30 (-1) 100
4 400 (-1) 50 (1) 46 (1) 100
5 700 (1) 30 (-1) 30 (-1) 59,66
6 700 (1) 30 (-1) 46 (1) 79,81
7 700 (1) 50 (1) 30 (-1) 76,1
8 700 (1) 50 (1) 46 (1) 96,7
9 347 (-a) 40 (0) 38 (0) 100
10 753 () 40 (0) 38 (0) 79,8
11 550 (0) 26,5 (-a) 38 (0) 96,7
12 550 (0) 53,5 (o) 38 (0) 99,59
13 550 (0) 40 (0) 27 (-a) 73,51
14 550 (0) 40 (0) 49 () 89,56
15 550 (0) 40 (0) 38 (0) 91,68
16 550 (0) 40 (0) 38 (0) 91,79
17 550 (0) 40 (0) 38 (0) 93

Ao observar-se a Tabela 4.12 nota-se que para concentracfes de sacarose de 347 e
400 g/L obteve-se conversdes totais, justificando o aumento dos valores da faixa de

concentracdo de sacarose e tempo de residéncia empregados no PCC apresentado em 3.7.4.1.

Inicialmente como apresentado em 3.2.5.2 utilizou-se o tampéo acetato pH 4, pH
otimo de atividade enzimatica encontrado em 3.2.4.4.2. Porém, com o objetivo de se obter um

xarope com alto teor de glicose e frutose a nivel comercial (pH entre 4,5 e 5,5 (MOROZ et
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al., 1973)), realizou-se testes comparativos com tampao acetato 10™M pH 5, como pode ser
visto na Tabela 4.13.

Tabela 4.13 — Comparacéo entre valores de converséo de substrato, em reator tipo leito fixo,
para solucdo de sacarose em tampao acetato pH 4 e 5.

Solucdo de Sacarose em Tampéo acetato 10*M pH 4

Experimento  Concentracao de Tempo de Temperatura Converséao
sacarose (g/L) Residéncia (min) (°C) (%)
1 700 (+1) 50 (1) 30 (-1) 73,23
2 700 (+1) 50 (1) 46 (1) 75,94
3 400 (-1) 50 (1) 30 (-1) 100
4 400 (-1) 50 (1) 46 (1) 92,11
Soluc&o de Sacarose em Tampéo acetato 10"M pH 5
Experimento  Concentracao de Tempo de Temperatura Converséao
sacarose (g/L) Residéncia (min) (°C) (%)
1 700 (+1) 50 (1) 30 (-1) 76,10
2 700 (+1) 50 (1) 46 (1) 75,96
3 400 (-1) 50 (1) 30 (-1) 100
4 400 (-1) 50 (1) 46 (1) 100

Ao observar a Tabela 4.13 nota-se que o0s valores de conversao para 0s experimentos
realizados com solucdo de sacarose em tampdo acetato 10"M pH 4 e tampéo acetato 10°M
pH 5 apresentaram-se bastantes proximos. Para o experimento com concentracdo de 700 g/L
de sacarose, tempo de residéncia de 50 min e temperatura de 46°C, realizado em tampao
acetato pH 4 obteve-se uma conversdo de 75,95%, ja 0 experimento realizado em tampédo
acetato pH 5, obteve-se uma conversdo de 75,97%, apresentado um erro relativo de 0,026%.
Assim diante dos resultados apresentado na Tabela 4.13, utilizou-se tampéo acetato 10™*M pH

5 no preparo da solucéo de sacarose dos experimentos subsequentes.
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Para a conversdo de sacarose em glicose e frutose, conforme a Tabela 4.12, pode-se
observar que os resultados de conversdo de sacarose variaram de 59,66 a 100%. Obteve-se
total conversdo nos experimentos 1,2,3 e 4, todos com concentracdo de sacarose de 400g/L,
tempos de residéncia de 30 e 50 min e temperaturas de 30 e 46°C. No experimento 9,
também obteve-se conversao total, com a menor concentracdo de sacarose estudada no PCC,
igual a 347 g/L, tempo de residéncia de 40 min e temperatura do ponto central de 38 = 1°C.
A menor conversdo obtida igual a 59,66% foi no experimento 5, com concentracdo de

sacarose de 700 g/L, tempo de residéncia de 30 min e temperatura de 30 £ 1°C.

Com os resultados experimentais de conversdo de substrato em fungdo da
concentracdo de sacarose, temperatura e tempo de residéncia realizou-se uma regresséo
maultipla utilizando o software Statistica 7.0 e analisou os valores de p encontrados pelo teste
t- Student, adotando como pardmetros significativos os que apresentam niveis de significancia
menores que 10%. Em que X; representa a concentracdo de sacarose em g/L, X, tempo de
residéncia em minutos e X3 a temperatura em °C. Estdo representados na Tabela 4.14 os
parametros lineares (L), os termos quadréaticos (Q) e as interacOes das trés variaveis estudadas.

Tabela 4.14 — Resultados da regressdo multipla com todos os parametros aplicada ao PCC

para avaliar a influéncia conjunta da concentracdo de sacarose, tempo de residéncia e
temperatura no reator tipo leito fixo.

Fatores Coeficiente Erro Nivel de
de Padrdo  significancia
regressao p-valor

Média  91,96432  1,498636  0,000000
Xi (L)  -9,86658  1,691043  0,000008
X1(Q)  -0,99267  2,230219  0,402917
X, (L) 319335 1691043  0,006921
X (Q) 351046  2,230219  0,016195
X (L) 535656  1,691043  0,000391
X3(Q)  -556133  2,230219  0,001588
X1 X; 416625  2,041712  0,004683
X1 Xs 500375 2041712  0,001584
X5 Xs 005625  2,041712  0,957598
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Utilizando os resultados de conversdo de sacarose apresentados na Tabela 4.14, ap6s
a realizacdo da regressdo multipla pelo software Statistica 7.0, obteve-se a Equacdo 4.11

completa com todos 0s parametros:

Conversso = 91,96432 —9,86658X, —0,99267X? +3,19335X,, + 3,51046X +5,35656 X , +

—5,56133X2 +4,16625X, X, +5,09375X, X, +0,05625X,X,,
(4.12)

Tabela 4.15 — Resultados da regressd@o multipla com os parametros significativos aplicada ao
PCC para avaliar influéncia conjunta da concentracao de sacarose, tempo de residéncia e
temperatura no reator tipo leito fixo.

Fatores Coeficiente Erro Nivel de
de Padrdo  significancia
regressao p-valor

Média 91,28336 1,199367 0,000000
X1 (L) -9,86658 1,573820 0,000001
Xz (L) 3,19335 1,573820 0,002850
X2 (Q) 3,51046 2,075620 0,008094
X3 (L) 5,35656 1,573820 0,000078
X3 (Q) -5,56133 2,075620 0,000457
X1 X2 4,16625 1,900180 0,001758
X1 X3 5,09375 1,900180 0,000456

O modelo com apenas as variaveis significativas codificadas e seus respectivos

coeficientes de regressao esta representado na Equacéo ajustada 4.12.

Converséo = 91, 28336 —9,86658X, +3,19335X, +3,51046 X2 +5,35656 X, +
=5, 56133X§ +4,16625X, X, +5,09375X X,

(4.12)

Ao ajustar os dados experimentais obteve-se um coeficiente de determinacéo (R?)

de 0,975 indicando um ajuste adequado dos dados experimentais na obtencéo da conversao de

sacarose em acucar redutor, mostrando que 97,54% da variabilidade dos dados foram

explicadas pela Equacao 4.12.
Atraves da Equacgdo 4.12 pode-se notar a forte dependéncia da conversdo de sacarose

em relacdo a concentracdo de substrato. JA que o coeficiente de regressdo desta variavel
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apresentou o maior valor em mdédulo. Sendo que o aumento desta variavel causa uma

diminuig&o na resposta.

Realizando a analise de variancia (ANOVA) visualizada na Tabela 4.16, verifica-se
que 0 F¢qic foi altamente significativo (p<0,02). O resultado de F calculado (Fcac) foi superior
ao F tabelado (Ft) para um nivel de significancia de 10%. Esses resultados indicam uma boa
concordéncia entre os valores experimentais e previstos pelo modelo, expressos na Figura
4.15e 4.16.

Tabela 4.16 — Analise de Variancia (ANOVA) para valores de conversdo de sacarose

resultantes da influéncia conjunta da concentracdo de sacarose, tempo de residéncia e
temperatura no reator tipo leito fixo.

Fonte de Soma de Graus de Quadrado
C . . o Fealc P - valor
Variacdo  Quadrados Liberdade Medio
Regressao 2225,238 7 317,8911 308,1462 0,0137
Residuos 64,992 9 7,5546
Total 2290,230 16

Fr=F79.01=2,51

A Figura 4.15 ilustra a representacao dos valores preditos em func¢do dos observados

e a Figura 4.16 mostra a distribuicdo dos residuos em torno do zero.

Valores preditos

ss 60 65 70 75 8 85 90 95 100 105
Valores observados

Figura 4.15 — Valores preditos em funcéo dos valores observados para valores de converséo
de substrato resultantes da influéncia conjunta da concentragdo de sacarose, tempo de
residéncia e temperatura no reator tipo leito fixo.
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Figura 4.16 — Distribuicdo dos residuos relativa para valores de conversdo de substrato
resultantes da influéncia conjunta da concentracdo de sacarose, tempo de residéncia e
temperatura no reator tipo leito fixo.

Observando a Figura 4.15, nota-se que as respostas experimentais obtidas para a
atividade enzimatica apresentaram valores bem préximos aos fornecidos pela equacao
empirica e na Figura 4.16, verifica-se que a distribuicdo dos residuos comportou-se
aleatoriamente em torno do zero, ndo apresentando nenhuma tendéncia quanto a distribuicéo.
Como o modelo mostrou-se significativo foi possivel construir as superficies de resposta e
estudar a influéncia dos pardmetros dois a dois na conversao de sacarose em agucar redutor
para analisar as regides de interesse. As superficies estdo representadas nas Figuras 4.17, 4.18,
4.19.

Tempo de Residéncia (min)

25
300 360 420 480 540 600 660 710 780

120 Concentraciio de Sucrose (g/L)
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Figura 4.17 — Superficie de resposta da influéncia da concentracéo de sacarose e do tempo de

residéncia na conversao de substrato por invertase imobilizada em Duolite A-568 seguida do
processo de ligacdo cruzada.

Observa-se pela superficie de resposta apresentada na Figura 4.17 que para uma faixa
de concentracdo de sacarose menores de 300 a 420 g/L combinadas a tempos de residéncia

entre 25 e 30 min a conversao de sacarose em xarope de acucar invertido obtida € maxima.

L L L L
(=2 = e oo

L
[¥]

T'emperatura (°C)

28

{B7g) HLIIINGOTY

300 360 420 480 540 600 660 70 TR0

Concentragiio de sacarose (g/L)

Figura 4.18 — Superficie de resposta da influéncia da concentragdo de sacarose e da

temperatura na conversdo de substrato por invertase imobilizada em Duolite A-568 seguida
do processo de ligacao cruzada.

Ao observar a influéncia conjunta da concentracdo de sacarose e temperatura na
conversdo de substrato na Figura 4.18, observa-se uma regido de maxima conversao para

temperaturas entre 30 e 45°C combinadas a concentracgdes inferiores a 420 g/L de sacarose.
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Figura 4.19 — Superficie de resposta da influéncia do tempo de residéncia e da temperatura na

conversdo de substrato por invertase imobilizada em Duolite A-568 seguida do processo de
ligagéo cruzada.

Analisando a Figura 4.19 observa-se a influéncia conjunta do tempo de residéncia e da
temperatura na conversdo de substrato. Nota-se que para obter-se altas conversdes de sacarose
devem-se combinar temperaturas na faixa de 38 a 46°C a tempos de residéncias em torno de
55 min.

Com o objetivo de se obter xarope de acgucar invertido a concentragdes de interesse
comercial (xaropes com 70% a 80% de acUcares redutores (PODADERA, 2007)) explorou-se
maiores concentracdes de substrato a partir de um novo PCC com trés variaveis com trés
réplicas centrais e trés variaveis totalizando 17 experimentos, com o de ortogonalidade igual a
1,35313. Em que X; corresponde a concentracdo de sacarose em g/L, X, tempo de residéncia
em min e Xz temperatura em °C. Os valores de conversdo de sacarose em glicose e frutose
para 0s 17 experimentos estdo representados na Tabela 4.17 abaixo.
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Tabela 4.17 — Matriz Planejamento Composto Central da influéncia conjunta da concentracéao
de sacarose, temperatura e tempo de residéncia no reator tipo leito fixo.

Valor Real (Valor Codificado)

Experimentos % %o % Conversao
Concentracédo de Tempo de Temperatura (%)
sacarose (g/L) Residéncia (min) °O
1 600 (-1) 60 (-1) 30 (-1) 90,715
2 600 (-1) 60 (-1) 46 (1) 92,35
3 600 (-1) 90 (1) 30 (-1) 91,56
4 600 (-1) 90 (1) 46 (1) 94,01
5 800 (1) 60 (-1) 30 (-1) 69,97
6 800 (1) 60 (-1) 46 (1) 91,68
7 800 (1) 90 (1) 30 (-1) 77,06
8 800 (1) 90 (1) 46 (1) 98,7
9 564,7 (-a) 75 (0) 38 (0) 91,41
10 853.,3 (o) 75 (0) 38 (0) 77,02
11 700 (0) 54,7 (-a) 38 (0) 85,24
12 700 (0) 95,3 () 38 (0) 100
13 700 (0) 75 (0) 27 (-a) 85,33
14 700 (0) 75 (0) 49 (o) 93,81
15 700 (0) 75 (0) 38 (0) 91,55
16 700 (0) 75 (0) 38 (0) 91,61
17 700 (0) 75 (0) 38 (0) 90,82

Para a conversdo de sacarose em glicose e frutose, conforme a Tabela 4.17, pode-se
observar que os resultados de conversdo de sacarose variaram de 69,97 a 100%. Obteve-se
total conversdo no experimento 12, com concentracdo de sacarose de 700g/L, tempo de
residéncia de 95,3 min e temperatura de 38°C. No experimento 8, alcan¢ou-se uma conversdo
de 98,7%, com concentracdo de sacarose de 800 g/L, tempo de residéncia de 90 min e
temperatura de 46°C. A menor conversdo obtida de 69,97 % foi no experimento 5, com
concentracdo alta de sacarose de 800 g/L, tempo de residéncia de 60 min e temperatura de
30°C. Os resultados de conversao apresentados na Tabela 4.18 expressam a inter dependéncia

das variaveis na influéncia da conversdo de sacarose. Como visto nas Figuras 4.15, 4.16 e
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4.17 para altas concentragOes de sacarose devem-se combinar maiores temperaturas e tempos
de residéncia. Como no experimento 8, em que combinou-se o tempo de 90 min (+1) com a

temperatura de 46 °C (+1) e obteve-se uma das maiores conversdes do PCC.

Para validar o modelo foram realizados dois experimentos ambos nas condi¢des em
que se alcancaram o0s maiores valores de conversdo de sacarose. O primeiro foi na
concentracdo de 700 g/L, tempo de residéncia de 95,3 min e temperatura de 38°C, o qual
apresentou uma conversao de 99,105%, com erro relativo de 0,895%. O segundo experimento
de validacao foi a 800 g/L, tempo de residéncia de 90 min e temperatura de 46°C, alcancando
uma conversdo de 97,839%, com erro relativo de 0,00872. Os valores de erros relativos
calculados indicam uma boa reprodutibilidade dos experimentos.

Com os resultados experimentais de conversdo de sacarose em funcdo da
concentracdo de sacarose, tempo de residéncia e temperatura realizou-se uma regressao
maltipla utilizando o software Statistica 7.0 e analisou os valores de p encontrados pelo teste
t- Student, adotando como parametros significativos os que apresentam niveis de significancia
menores que 10%. Estdo representados na Tabela 4.18 os parametros lineares (L), as
interacdes e os termos quadraticos (Q) das duas variaveis estudadas.

Tabela 4.18 — Resultados da regressdo multipla com todos os parametros aplicada ao PCC

para avaliar a influéncia conjunta da concentracdo de sacarose, tempo de residéncia e
temperatura no reator tipo leito fixo.

Fatores  Coeficiente Erro Nivel de
de Padrdo  significancia
regressao p-valor

Média 91,0201  1,472316  0,000000
Xi (L)  -4,34719  1,661344  0,001208
X;(Q)  -350188  2,191051  0,015139
X, (L) 315682  1,661344  0,006712
X; (Q) 1,13451  2,191051  0,334840
X (L) 505145  1,661344  0,000500
X3(Q)  -057717 2191051  0,614581
X1 X; 1,45062  2,005854  0,191315
X1 X3 490813  2,005854  0,001766
X5 Xs 009312  2,005854  0,928622
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Utilizando os resultados de conversdo de sacarose apresentados na Tabela 4.14, ap6s
a realizacdo da regressdo multipla no programa Statistica 7.0, obteve-se a Equacdo 4.13

completa com todos 0s parametros:

Conversao =91,02011—4,34719X, —3,50188X” +3,15682X,, +1,13451X,2 +5,05145X , —0,57717X,” +
+1,45062X,X,, +4,90813X X ,+0,09312X, X,
(4.13)

Tabela 4.19 — Resultados da regressdao multipla com os parametros significativos aplicada ao
PCC para avaliar a influéncia conjunta da concentragédo de sacarose, tempo de residéncia e
temperatura no reator tipo leito fixo.

o Nivel de
Coeficiente Erro o
Fatores . 3 significancia
de regresséo  Padrao
p-valor

Média 91,38077  0,984286  0,000000

Xy (L) -4,34719 1,604922  0,000211
X1 (Q) -3,48469 2,116639  0,007171
Xz (L) 3,13732 1,604922  0,002436
X3 (L) 5,05145 1,604922  0,000059
X1 X3 4,90812 1,937732  0,000363

O modelo com apenas as variaveis significativas codificadas esta representado na

Equacdo ajustada 4.14.

Conversdo =91,38077 —4,34719X, —3,48469X * +3,13732X, +5,05145X, +4,90812X X,  (4.14)

A obtencédo do valor de 0,9165 para o coeficiente de determinacéo (R indica um
ajuste adequado dos dados experimentais na obtencdo da conversdo de sacarose em glicose e
frutose, mostrando que 91,65% da variabilidade dos dados foram explicadas pela Equacgéo
4.14.

Realizando a andlise de variancia (ANOVA\) visualizada na Tabela 4.20, verifica-se
que o Fyc foi altamente significativo (p<0,02). O resultado de F calculado (Fcaic) foi superior

ao F tabelado (Fr) para um nivel de significancia de 10%. Esses resultados indicam uma boa
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concordéncia entre os valores experimentais e os previstos pelo modelo, expressos na Figura
4.21.
Tabela 4.20 — Andlise de Variancia (ANOVA) para valores de conversdo de sacarose

resultantes da influéncia conjunta da concentracdo de sacarose, tempo de residéncia e
temperatura no reator tipo leito fixo.

Fonte de Soma de Graus de Quadrado
- . o Fealc P - valor
Variagdo  Quadrados Liberdade Medio
Regressao 905,7249 5 181,145 118,9461 0,010389
Residuos 83,7609 11 7,6146
Total 989,4858 16

Fr=Fs11.01=2,45

A Figura 4.20 ilustra a representacdo dos valores preditos em funcdo dos observados

e a Figura 4.21 mostra a distribuicdo dos residuos em torno do zero.

100
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Valores preditos
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65 : : : : : : :
65 70 75 80 85 90 95 100

Valores observados
Figura 4.20 — Valores preditos em funcdo dos valores observados para valores de conversao
de substrato resultantes da influéncia conjunta da concentracdo de sacarose, tempo de
residéncia e temperatura no reator tipo leito fixo.
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Figura 4.21 — Distribuicdo dos residuos relativa para valores de conversdo de substrato
resultantes da influéncia conjunta da concentracdo de sacarose, tempo de residéncia e
temperatura no reator tipo leito fixo.

Observando a Figura 4.20, nota-se que as respostas experimentais obtidas para a

atividade enzimatica apresentaram valores bem préximos aos fornecidos pela equacao

empirica e na Figura 4.21, verifica-se que a distribuicdo dos residuos comportou-se

aleatoriamente em torno do zero, ndo apresentando nenhuma tendéncia quanto a distribuicéo.

Como o modelo mostrou-se significativo foi possivel construir as superficies de resposta e

estudar a influéncia das variaveis X1, X, e X3 tomadas duas a duas na conversao de sacarose

em acUcar redutor para analisar as regides de interesse. As superficies estdo representadas nas

Figuras 4.22, 4.23, 4.24.

Tempo de residéncia (min)

600 650 700 TS0 800
Concentracio de Sacarosce (g/1.)

850

Figura 4.22 — Superficie de resposta da influéncia da concentracéo de sacarose e do tempo de
residéncia na conversao de substrato por invertase imobilizada em Duolite A-568 seguida do

processo de ligacdo cruzada.
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Observa-se pela superficie de resposta apresentada na Figura 4.22 que para uma faixa

de concentracdo de sacarose de 600 a 700 g/L e tempo de residéncia entre 85 e 100 min a
conversdo de sacarose obtida € maxima.
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Figura 4.23 — Superficie de resposta da influéncia da concentragdo de sacarose e da

temperatura na conversdo de substrato por invertase imobilizada em Duolite A-568 seguida
do processo de ligacao cruzada.

Ao observar a influéncia conjunta da concentracdo de sacarose e temperatura na
conversdo de substrato na da Figura 4.23, observa-se uma regido de maxima conversao para
temperaturas superiores a 45°C combinadas a concentracdes superiores a 700g/L de sacarose.
Pode-se observar a temperaturas inferiores a 28°C, combinadas a concentracfes de substrato,

inferiores a 550¢/L, uma regido de maxima conversdo de sacarose em xarope de agucar
invertido.
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Figura 4.24 — Superficie de resposta da influéncia do tempo de residéncia e da temperatura na
conversdo de substrato por invertase imobilizada em Duolite A-568 seguida do processo de
ligacdo cruzada.

Analisando a Figura 4.24 observa-se a influéncia conjunta do tempo de residéncia e
da temperatura na conversdo de substrato. Nota-se que para obter-se altas conversbes de
sacarose deve-se combinar temperaturas superiores a 40°C com tempos de residéncias
superiores a 80 min. Ao trabalhar com temperaturas superiores a 40°C deve-se atentar a
estabilidade do biocatalisador, propriedade esta importante para a operacdo do reator de leito
fixo. Assim como visto nas Figuras 4.22 e 4.23 ao trabalhar com altas concentragdes de
sacarose, deve-se também trabalhar com altas temperaturas e longos tempos de residéncias
para obtencdo de altas conversbes de substrato, evidenciando alta atividade do biocatalisador
imobilizado.

Pode-se entdo obter xarope de agUcar invertido de interesse comercial, como visto
nas Figuras 4.22, 4.23 e 4.24 em que se obtiveram elevadas conversGes de substrato,
resultando xaropes com alto teor de acglcares redutores.

Fischer (2010) estudou a conversdo de lactose em reator de leito fixo preenchido por
[-galactosidade imobilizada por adsor¢éo ionica em Duolite A-568 seguida pelo processo de
ligacdo cruzada. Obtiveram como melhor condi¢édo reacional concentracdo de lactose igual a
50 g/L, e vazdo de alimentacdo igual a 6 mL/min, atingindo uma conversédo de 65%.

Tomatoni e Viltolo (2007) estudaram a producdo de xarope com alto teor de frutose a
partir de invertase imobilizada utilizando um reator de membrana. Concluiram que a
conversdo de sacarose é dependente da concentracdo de substrato e da vazao de alimentacéo.
Alcancaram méaxima atividade enzimética em tampdo acetato pH 5,5, temperatura igual a

30°C, obtendo xaropes com 70% de teor de frutose .

4.4.2 Estudo da estabilidade operacional da invertase imobilizada

A viabilidade de reutilizacdo da enzima imobilizada foi analisada durante
aproximadamente 3 dias. O biocatalisador foi previamente ativado conforme item 3.6.1,
imobilizado em Duolite A-568 conforme item 3.6.3 seguido pelo processo de ligacdo cruzada
diante das condigcbes 6timas encontradas em 3.7.4.1, colocado no reator de leite fixo,
operando em regime continuo, escoamento ascendente, nas condi¢fes 6timas encontradas em
3.8.1:
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- Temperatura 38 + 1°C;
- Concentracéo da solucéo de sacarose: 700 g/L;
- Tampéo acetato 10™M pH 5;

- Tempo de residéncia de 95,3 min (vazdo de alimentacdo de 0,178 mL/min).

A glicose em cada amostra na saida da coluna foi determinada diariamente de acordo
com item 3.5 a fim de acompanhar a conversdo de sacarose em glicose e frutose, para estudo
da viabilidade em reutilizar-se a enzima imobilizada. O perfil de conversdo de sacarose ao

longo do tempo estd demonstrado na Figura 4.25.
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Figura 4.25 — Estabilidade operacional da invertase imobilizada na hidrolise de sacarose em
reator de leito fixo em regime continuo. Condi¢cdes experimentais: solucdo de sacarose 700
g/L (tampéo acetato pH 5), tempo de residéncia igual a 95,3 min e temperatura igual a 38°C.

o

A enzima imobilizada manteve sua atividade hidrolitica durante 73,58 horas, nas
condigBes citadas anteriormente, demonstrando uma queda de 2,17% na conversdo de
substrato ao longo do perido de operacdo. O menor valor de conversdo de sacarose
apresentado foi igual a 84,54 %. Esse resultado evidencia que o processo de imobilizagéo foi
eficaz na manutencéo da estabilidade operacional da enzima imobilizada.

Mariotti et al., (2008) estudaram a estabilidade operacional da p-galactosidase de
Aspergillus oryzae imobilizada em silica, em reator de leito fixo, utilizando solucédo de

lactose 45 g/L a pH 4,5, na temperatura de 40°C. Obtiveram como resultado, para vazédo de
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alimentacdo de 0,5 mL/min uma reducdo de 24% apds 130 dias de operacdo. Para a vazdo de
alimentacdo de 5 mL/min o reator operou 130 dias como uma reducdo de 32% na atividade.
Fischer (2010) estudou a estabilidade operacional da -galactosidase de Aspergillus
oryzae imobilizada em Duolite A-568, em reator de leito fixo com vazdo de alimentagdo de
solucéo de lactose 50 g/L igual a 0,3 mL/min. A enzima imobilizada, manteve sua atividade
durante 30 dias de operacao.
Almeida (2003), obteve 62% de rendimento de agUcar invertido por via enzimética ao
operar um sistema de leito fixo utilizando uma concentracéo inicial de 100 g/L de substrato e
tempo de residéncia de 31,6 minutos, com invertase auto-imobilizada no fungo Cladosporium
cladosporioides 4331. Ao utilizar uma concentracdo 200g/L de sacarose obteve um
rendimento de hidrolise de 38%. Observou também que apds a primeira hora de processo o

perfil de concentragdo demonstrou um comportamento estacionario.



CAPITULO 5
CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos pode-se concluir que:

- A combinacédo do processo de imobilizagdo por adsorgdo i6nica em Duolite A-
568 com o processo de ligacdo cruzada empregando o agente glutaraldeido levou a um
aumento da atividade e estabilidade da enzima invertase.

- O intervalo de estabilidade da invertase imobilizada em relacdo ao pH foi entre
3,5 e 6, em tampdo acetato 10 M.

- Observou-se uma forte dependéncia da estabilidade do biocatalisador
imobilizada em relacdo a temperatura. A 63°C, em 10 minutos houve uma queda de 78,87%
da atividade em relacdo a inicial. Para temperatura de 51°C, apds 180 minutos, ocorreu queda
de apenas 25,74% na atividade.

- O modelo de desativacdo térmica de primeira ordem descreveu de forma
significativa a cinética de desativacdo térmica da enzima imobilizada em todas as
temperaturas estudadas.

- Ao estudar o processo de cross-linking a concentracdo de glutaraldeido e
tempo de reticulagdo que maximizaram a atividade enzimatica, foram respectivamente, 0,6
g/L e 6 horas.

- A temperatura em que a invertase de Saccharomyces cerevisiae imobilizada
apresentou maior atividade foi 50°C. Combinado a esta temperatura o pH 6timo para
invertase imobilizada foi igual a 4 (tamp&o acetato 10™*M).

- Ao estudar a conversdo de sacarose em processo continuo, observou-se que a
combinacdo de altas concentragcbes de sacarose (700 — 800 g¢/L), com altos tempo de
residéncia (90 — 95,3 min) e altas temperaturas (38 — 45°C) alcangou-se conversdes proximas
a 100%, resultando em acucares invertidos com alto teor de glicose e frutose.

- A enzima imobilizada, manteve sua atividade durante 73,58 horas de operacao
em reator de leito fixo, com vazéo de alimentagdo de solugcdo de sacarose de 700 g/L, tempo
de residéncia de 95,3 min e temperatura de 38°C.

- Com base nos altos valores obtidos de conversdo de sacarose em aclcar

invertido em processo continuo combinados a concentragdes de substratos na faixa de 700 a
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800 g/L, pode-se afirmar que a invertase imobilizada em Duolite A-568 apresenta potencial
industrial para producgéo de xarope com altos teores de glicose e frutose.



CAPITULO 6
SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

- Estudar o modelo cinético que melhor descreve a hidrolise em reator do tipo leito fixo.
Avaliar a influéncia da concentracao de substrato e produtos na cinética da reacdo da enzima
imobilizada em Duolite A-568 por adsor¢éo ionica e ligacéo cruzada.

- Estudar o reator tipo leito fixo com reciclo com objetivo de minimizar o tempo de
residéncia na conversdo de sacarose por invertase imobilizada.

- Avaliar a utilizacao de reator de leito fluidizado na conversdo de sacarose em agucar
invertido.
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APENDICE

APENDICE A
DETERMINACAO DE GLICOSE

A glicose-oxidase catalisa a oxidacao da glicose de acordo com a seguinte reacao:

Glicose+0, +H,0—2% 5 Acido Gluconico +H,0,

O peroxido de hidrogénio formado reage com 4-aminoantipirina e fenol, sob agédo
catalisadora da peroxidase, através de uma reacdo oxidativa de acoplamento formando uma
antipirilquinonimina vermelha cuja intensidade de cor é proporcional a concentragdo da

glicose na amostra.

2H,0, + 4 — Amin oantipirina + fenol —°2— Antipirilquinoni mina -+ 4H,0

O kit GLICOSE PAP Liquiform contém 1000 mL de Reagente 1 e 5 mL de Padro.
O Reagente 1 é apresentado pronto para uso utilizando metodologia enzimatica de grande
especificidade analitica, de simples e facil aplicacdo em laboratorio.

O método pode ser utilizado em técnica manual e é facilmente aplicavel em
analisadores semi-automaticos e automaticos capazes de medir com exatiddo a absorbancia
entre 420 e 520 nm.

Para determinacdo de teor de glicose em uma amostra, o primeiro passo foi a
determinacédo da curva padrdo, de absorbancia em funcdo das concentragdes de glicose. Para
isso foram utilizados tubos de ensaios contendo 2 mL do Reagente 1, aos quais foram
adicionados 20 pL de solucdo de glicose, na faixa de concentracdo de 0,0 a 4,5 g/L, com
intervalos de 0,5 g/L, os tubos de ensaio foram agitados vigorosamente e incubados em
banho-maria a 37 +/- 2°C durante 10 minutos. Apds esse tempo, eram lidas as absorbancias a
505 nm em espectrofotdmetro, considerando como branco o Reagente 1. Com os valores de
absorbancia em funcéo da concentracdo de glicose foi obtida a curva padrdo, considerando o

intervalo de concentragéo adotado.



Para uma amostra de concentracdo desconhecida de glicose seguia-se o0
procedimento supracitado, determinando-se a sua absorbancia, e a partir da curva padréo, a
concentracdo de glicose.

Os dados utilizados para determinacdo da curva padrdo, bem como o grafico e a

equacéo da curva padrdo obtida séo apresentados abaixo.

Curva Padrao

Absorbancia Concentracdo

) Glicose (g/L)
0,0020 0,0
0,1733 0,5
0,3432 1,0
0,4801 1,5
0,6626 2,0
0,8739 2,5
1,0363 3,0
1,1523 3,5
1,3053 4,0
1,4769 4,5

Curva Padrao

o de Glicose

aca

Concentr

0.0 0,2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 1.4 1.6
Absorbancia (i)




APENDICE B

DOSAGEM DE PROTEINA

A dosagem de proteina foi realizada através do Método de Lowry (1951), constituidos
das solugdes A, B e AB.

Reativo A: 2 g de Na,COj3 seco mais 0,02 g de tartarato duplo de sddio e potassio em
100 mL de NaOH 0,1 M

Reativo B: 0,5 g de CuSO, mais 2 gotas de H,SO, concentrado em 100 mL de agua
destilada.

Solucdo AB: 50 mL de reativo A e 1 mL de reativo B, preparado imediatamente antes
da dosagem.

Reativo de Folin: preparava uma solugdo 1 N e era armazenado ao abrigo da luz.

Solugdo padrédo de soro de albumina bovina (BSA) 100 mg/L. Adicionava-se
cuidadosamente 100 mg de BSA em 1000 mL para evitar a formacdo de bolhas. Esta solucédo
era conservada sob refrigeracéo.

Para a dosagem de proteina fazia-se a diluicdo das amostras para que a absorbancia
situasse na faixa de 0,0 a 1,0. Amostras de 1,0 mL contendo proteina a ser dosada eram
adicionadas a um frasco tipo penicilina cor ambar no qual eram acrescentados 3 mL de
solucdo AB, cobertos com parafilm, homogeneizados, protegidos da luz e mantidos desta
forma por 10 minutos. Apds este tempo adicionava-se 0,3 mL de reativo Folin 1 N e deixava
por mais 30 minutos ao abrigo da luz. Ao final efetuava a medida da absorbancia a 760 nm
em espectrofotdmetro, utilizando cubetas de vidro.

A leitura da absorbancia era convertida em concentracdo de proteina pela curva de
calibracdo realizada anteriormente pelo mesmo procedimento, com medidas de absorbancia
em relacdo a concentragdes de BSA na faixa de 0 a 100 mg/mL, que resultou em uma equacao
linear.

Os dados utilizados para determinacdo da curva padrdo, bem como o grafico e a

equacéo da curva padrdo obtida séo apresentados abaixo.



Curva Padréao

Absorbancia Concentracao

) BSA (mg/L)
0,0790 10,0
0,1310 20,0
0,1620 30,0
0,2085 40,0
0,2275 50,0
0,2775 60,0
0,2975 70,0
0,3340 80,0
0,3915 100,0

Curva Padrio - Método de Lowry
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