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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi estudar a cinética de hidrélise de lactose através da enzima j-
galactosidase, na forma livre ¢ imobilizada. Os estudos cinéticos da enzima na forma livre e
imobilizada foram realizados em um microrreator de mistura a 30°C e pH 6,5. O modelo
cinético encontrado, tanto para a enzima livre como imobilizada, foi o de Michaelis-Menten.
No caso da enzima livre, houve inibi¢do pela galactose e os pardmetros encontrados
foram Vy= 0,16 g/(Lmin), Kn=17,04g/L e Ki=54,26g/L. A enzima B-galactosidase quando
incubada em diversos valores de pH apresentou melhor estabilidade em pH 6,5. A
temperatura 6tima encontrada foi de 40°C e o pH o6timo 6,5. A cinética de hidrélise da
lactose foi estudada na faixa de 10 a 150g/L, dentro da faixa de solubilidade da lactose. A
atividade enzimatica foi crescente de 10 a 110g/L, estabilizando-se a partir desse ponto. Pelo
Planejamento Composto Central, montado para estudar a influéncia das trés variaveis,
temperatura, concentragdo de lactose e pH, conjuntamente na atividade da enzima livre.
percebeu-se uma marcante influéncia do pH, inibindo o efeito da temperatura e concentrag?

Ao estudar a estabilidade térmica da enzima livre, percebeu-se a sensibilidade desta ...
relagdio & temperatura pela determinagdo do tempo de meia vida. A 40°C, o tempo de meia
vida da enzima foi 682,2 min e a 55°C foi de 1.21 min. A imobiliza¢io da lactase foi
realizada utilizando-se dois suportes diferentes, a resina de troca iénica, de nome comercial
Duolite ¢ silica de porosidade controlada (SPC). A enzima imobilizada em SPC apresentou

uma atividade catalitica méxima de 1,49 g/(g.L.min) e imobilizada em Duolite de

0,84 g/(g.L.min).
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“ABSTRACT”

The objective of this work was to study the kinetics of lactose hydrolysis using the enzyme B-
galactosidase, in the free and immobilized form. The kinetic studies of the enzyme in the free
and immobilized form were conducted in a micro reactor, at 30°C and pH of 6,5. The kinetic
model found, for the free enzyme as well as the immobilized form, was the one of Michaelis-
Menten. In the case of the free enzyme there was an inhibition by the galactose and the
parameters found were Vy, = 0,16 g/(Lmin), Kn=17,04 /L and K;=54,26 g/L. The enzyme j3-
galactosidase, when incubated at several pH values, presented better stability at pH 6,5. The
optimum temperature was 40°C and the best pH was 6,5. The kinetics of hydrolysis of the
lactose was studied in a range between 10 to 150g/L, inside the range of the lactose solubility.
The enzymatic activity increased from 10 to 110g/L, and remained stable from this point on.
Through a Central Composed Planning System it was possible to study the influence of three
variables, temperature, concentration of lactose and pH jointly in the activity of the free
enzyme. There was a strong influence of the pH that inhibited the effects of temperature and
concentration. When studying the thermal stability of the free enzyme, it was noticed the
influence of temperature by determining the time of half live. At 40°C the time of half life of
the enzyme was 682,2 min and at 55°C, it was of 1,21 min. The immobilization of the lactase
was accomplished using two different supports, an ionic exchange resin (Duolite) and a
controlled pore silica (SPC). The enzyme immobilized on SPC had a maximum catalytic

activity of 1,49g/(g.L.min) and immobilized on Duolite of 0,84 g/(g.L.min).




1-INTRODUCAO

O leite, por ser um produto acessivel 3 populagdo, possuir um custo relativamente

baixo e por ser matéria-prima para a fabricagio de grande mimero de outros produtos

derivados, merece uma atengdo especial.
A lactose, chamada de aglcar do leite, é um dissacarideo que tem como

caracteristicas principais, baixa solubilidade em 4agua, de 15 a 20% a 20°C, e baixo poder
adocante
O alto nivel de lactose, um dissacarideo presente no leite, restringe o consumo deste
alimento por pessoas intolerantes a0 mesmo, devido a deficiéncia da enzima B-galactosidase
no intestino delgado, enzima que desdobra a lactose nos monossacarideos glicose e galactose.
A enzima B-galactosidase pode ser encontrada em plantas, particularmente em
améndoas, péssego, damasco e magd, em vérias espécies microbianas como leveduras e

mofos e também no intestino de animais, principalmente nos que estdo em fase de

amamentacgao.
Para a redugdo do teor de lactose no leite e seus derivados uma das alternativas

propostas € a hidrolise enzimatica através da enzima B-galactosidase. Um dos objetivos da
hidrolise da lactose em leite é de melhor atender as pessoas intolerantes a esse dissacarideo,
adequando o leite e produtos derivados a dieta de tais pessoas. Qutro objetivo € a producio de
produtos lacteos com melhores propriedades fisicas, tais como maior solubilidade dos
produtos da hidrolise e menor presenca do efeito denominado “arenosidade” devido a

cristalizagdo da lactose em tais alimentos. A reagdo simplificada da hidrélise &

Lactose + Agua — D-galactose + D-glicose

Com a hidrolise, o agiicar relativamente insolivel ¢ transformado em monossacarideos
mais doces ¢ com menor tendéncia 2 cristalizagdo. O processo de hidrélise tem sido, na
maioria dos casos, realizado utilizando enzimas livres, mas ji existem alguns processos
industriais que fazem uso da tecnologia de enzimas imobilizadas.

Com o processo de imobilizagdo da enzima espera-se uma conversio final maior em
menor tempo de reagdo. E pode-se ainda reaproveitar a enzima através de um simpiss
processo de filtracdo da mistura reacional, o que promove uma grande economia operacicnel.

Como aplicagdes da lactose hidrolisada pode-se ter a producio de iogurte ou queyo

fresco, onde o processo de hidrdlise reduz o tempo gasto para produzi-los, toma o iogurte

~le



mais doce e obtém-se melhores condi¢des de armazenamento a longo prazo. No caso de
logurte de frutas, a quantidade de adogante pode ser diminuida e assim, o produto final tera

menos calorias, além de ndo ter o efeito da arenosidade, causado pela cristalizagdo da lactose.

Os principais objetivos deste trabalho foram:

a) Determinar o modelo cinético da hidrélise de lactose, em termos de taxas iniciais de
reagdo em fungdo da concentragdo inicial de lactose, para B-galactosidase livre, usando a
faixa de solubilidade do substrato em estudo, a lactose.

b) Estudar a influéncia dos produtos da reagdo, glicose e galactose na cinética de reacio
catalisada pela B-galctosidase livre.

¢) Testar a possibilidade de imobilizagdo da f-galactosidase na resina Duolite.

d) Estudar a imobilizagio de lactase em silica de porosidade controlada, ativada por

silanizag3o.
e) Verificar a influéncia do pH e temperatura na atividade e estabilidade da enzima [3-

galactosidase na forma livre.
f)  Verificar a influéncia do pH, temperatura e concentracio de substrato, conjuntamente na

atividade enzimdtica da B-galactosidase através de um Planejamento Composto Central,

da estatistica, o qual diminui a quantidade de ensaios a serem realizados.
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2-REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1-ENZIMAS COMO CATALISADORES
Enzimas sio catalisadores biologicos de natureza protéica, que participam nas reagdes
quimicas que ocorrem nas células vivas. Atuam acelerando uma reagdo termodinamicamente

possivel, sem alterar a constante de equilibrio e a energia livre da reagdo. Uma das diferencas

basicas entre enzimas e catalisadores quimicos sintéticos € a capacidade da primeira em

catalisar reagdes sob condi¢des suaves, €m solucBes aquosas, a temperatura e pressao

normais, reduzindo a possibilidade de alteragdo de compostos senswels a0 calor, bem como

reduzindo as necessidades energéticas e os efeitos de corrosao do processo (BAILEY 1986).

As enzimas tém sido utilizadas pelo homem mu1to antes que sua ﬁmc;ao e natureza, ou

mesmo Os proprios microrganismos, fossem conhecidos. Somente apds os trabalhos de

Pasteur, no final do século passado, sobre fermentagdo alcodlica, em que se evidenci- .

intervencio de leveduras nesse processo € oS de Buchner, que extraiu em 1897, pela p:

vez, enzimas ativas de células vivas, ¢ que foi considerada a existéncia de enzimas. O trabaino

de Buchner foi muito importante, pois evidenciou que as enzimas exerciam seu papel de

catalisador fora da célula viva (RIBEIRO, 1989).
Com a compreensio da natureza das enzimas e de seu potencial catalitico, sua

utilizacdo tem aumentado bastante, €m diversos campos, tais como produ¢@o de alimentos,

cervejas, industrias téxteis, farmacéuticas € na medicina (CABRAL,1982).

Ao contrario dos catalisadores sintéticos comuns, as enzimas apresentam uma elevada

especiﬁcidade em relacdo ao substrato € sud utilizag8o reduz a obtengdo de subprodutos

indesejaveis na reagdo, diminuindo dessa forma, os custos de separagdo dos produtos, bem
como os problemas de tratamento de efluentes (SEGEL, 1993). Esse alto gran de
especificidade das enzimas, devido & conformagdo tridimensional das mesmas, levou Emil
Fischer, em 1894 a sugerir a hipotese da chave e fechadura. Esse modelo considera que a

enzima possui uma regiao, chamada sitio ativo, o qual € complementar em tamanho, forma e

natureza quimica & molécula do substrato (RIBEIRO, 1989).

Tanto os catalisadores quimicos, como O0s biologicos, perdem gradualmente sus

atividade ao participar das reagdes que catalisam. As enzimas, de um modo geral, s&o tu.s
frageis, porém a temperatura ambiente, sio mais ativas que os catalisadores sintéti.os

(BAILEY, 1986).



2.2-ENZIMAS NO PROCESSAMENTO DE LEITE

Enzimas sio catalisadores biologicos e semethantemente aos outros catalisadores, na»
sio consumidos nas reacdes que elas catalisam. Obviamente, para que Os processos possam

ser melhorados economicamente pelo reuso das enzimas, ha necessidade de recuperagdo

destas no processo.
O leite bovino contém cerca de 50 enzimas nativas € mais de 27 delas tém sido

classificadas pela INTERNATIONAL UNION OF BIOCHEMISTRY ENZYME

COMMISSION (KENNEDY, 1987).
Uma das aplicagdes das enzimas nos produtos lacteos € no processo de coagulac@o do

leite para fazer queijo. As enzimas responsaveis pela coagulacdo s3o as enzimas proteoliticas

embora nem todas gerem um produto de qualidade aceitdvel (REED, 1993).
O uso de lactases nos produtos industriais derivados do leite ¢ uma das mais

promissoras aplicagdes de enzimas no processamento de alimentos. A fermentagio de lactosr

por leveduras tais como Kluyveromyces lactis e Kluyveromyces fragilis, ou fungica cor.
Aspergillus niger e Aspergillus oryzae tem sido utilizada em muitas preparagdes. Enzimas

fungicas com pH 6timo na faixa acida tém sido vantajosas na preparagdo de massa de pio

(REED, 1993).
E muito comum adicionar lactase nas misturas para aumentar o poder adogante,

reduzir o potencial de intolerncia e prevenir contra a cristalizag@o nos produtos. As lactoses

para sorvetes tém sido hidrolizadas por incorporagdo direta da [B-galactosidase (lactase) na

mistura e mantida por 5 dias a 7,5°C.
Existe uma enzima também chamada lactase encontrada no intestino dos ratos. 7 -

apresenta pH 6timo proximo de 3,0 que reage com o O-nitrophenyl-B-D-galactoside

com a lactose.

Como ja mensionado anteriormente as enzimas ocorrem em plantas, especialmente em

améndoas, péssego, damasco e magis e tém sido encontradas em varias espécies de bactérias

e também no intestino de animais, principalmente naqueles em fase de amamentagéo.

Entre as varias enzimas requeridas para processar produtos lacteos, muitas coagualam

o leite para manufatura do queijo, como as proteases, as lipases intensificam o sabor e

aceleram a maturagdo do queijo e a lactase diminui a lactose do leite, sendo este usado para a

manufatura de sorvetes com menor tendéncia a formar arenosidade e produtos para pessoas

que possuem problema de digestdo da lactose (KENNEDY, 1987).



As enzimas, como visto anteriormente, possuem uma infinidade de aplicacdes e para
poder usa-las de maneira eficiente ja se estuda a imobiliza¢do destas por diferentes métodos e
em diferentes suportes. Alguns dos métodos de imobilizagdo encontrados na literatura sio a

adsorcdo fisica, ligagio covalente dentre outros e os suportes citados para imobilizacio das

enzimas podem ser resinas fenoliticas, vidro poroso e até mesmo o nylon.

2.3-FONTES DE ENZIMAS

Lactase é o0 nome mais comum para a enzima f-galactosidase ou mais formalmente j3-
D-galactoside galactoidrolase. Em catalise, entre outras, a rea¢do de hidrélise de lactose di
uma mistura equimolar de glicose e galactose. Possiveis fontes de enzimas sdo: plantas.
organismo animal, bactéria, levedura (enzima intracelular), fingica (enzima extracelulsr:.
Algumas dessas fontes sio usadas como preparagGes de enzimas comerciaisﬁ? em-se varia:
fontes de B-galactosidase, mas nem todas sdo aceitaveis ou recomendadas’como seguras.
Preparacdes de Aspergillus niger, Aspergillus oryzae e de Saccharomyces sp (lactis ou
Jragilis) sdo consideradas seguras porque essas fontes ja t€m uma histéria de uso e tem sido
submetidas a numerosos testes. A lactase de Escherichia coli, embora seja uma espécie muito
investigada, ndio é usada no processo alimentar por causa do seu custo e o fato de oferecer

problemas de toxidade com extratos brutos de coliforms (GEKAS, 1985).

2.3.1-PROPRIEDADES DA LACTASE

As propriedades das enzimas dependem de suas fontes. Suas melhores condicdes
operacionais de temperatura e pH diferem de acordo com a fonte da mesma e, se imobilizada.
com a técnica adotada na imobilizagdo. Tipos de transportador também podem influenciar na
determinagdo das condigbes de temperatura e pH. Em geral, lactases fungicas apresentam a
melhor coridicdo de operago em relagdo ao pH, numa faixa 4cida (2,5-4,5), e lactases de
leveduras e bactérias numa regido de pH neutro (6,0-7,0 e 6,5-7,5 respectivamente). Estas
diferentes condictes de pH fazem com que cada lactase seja apropriada para uma aplicagio
especifica. Entdo, lactases fungicas sdo usadas para hidrolise de soro 4cido enquanto as

lactases de leveduras e bactérias s@o apropriadas para leite (GEKAS, 1985).




2.4-LACTOSE

A presenga de lactose no leite e seus derivados ¢ hoje motivo de estudo para muitos
pesquisadores, uma vez que muitas pessoas evitam o consumo deste produto, como ja foi dito
anteriorrnente.

Através de alguns estudos ja realizados com esse substrato, hoje ja se produz leite
aromatizado a partir de leite tratado com lactase. Este tratamento realizado com a enzima B-
galactosidase diminui a quantidade de agucar a ser adicionada, sem que a dogura do produto
seja com isso reduzida. Outrossim, a quantidade de esséncia a ser usada, pode ser diminuida.

Na produgio de leite condensado, a cristalizacio da lactose pode ser evitada atraveés de
um fratamento com lactase, reduzindo-se assim o risco de espessamento provocado pela
coagulagio da caseina sobre os cristais de lactose (publicagio da NOVO NORDISK).

A presenga de lactose em vérios produtos e subprodutos industriais derivados do leite,
segundo médicos, nutricionistas e ambientalistas é indesejavel. Um dos problema importante

€ a deposigio de soro, especialmente soro 4cido que ¢ um produto da manufatura do queijo

ricota. Este material contém lactose , cerca de 5% em peso, e exige uma alta demanda

bioquimica de oxigénio (DBO)W,“4 poluindo o ambiente. Em principio, este problema pode se:

resolvido pela hidrolise e imégica da %actose. O resultado dessa hidrolise ¢ um Xarope com
(o /0 2dosernd

grande poder adogante, e que pode ser adicionado a varios produtos do leite, reduzindo entdo

a demanda de sacarose e o custo do tratamento do residuo.

2.4.1-HIDROLISE DA LACTOSE

Lactose, o agucar encontrado no leite e soro, e sua correspondente hidrolise pela 2
galactosidase, foi objeto de pesquisa durante a década passada. Isto & devido ao
desenvolvimento da técnica de imobilizagdo de enzimas que di nova e interessante
possibilidade para a utilizagdo em muitas indistrias que processam o leite (GEKAS, 1985). A
hidrdlise da lactose do soro e do leite resulta em produtos alternativos para pessoas que
possuem baixo nivel de lactase intestinal fazendo com que as mesmas nio passem a evitar tais
produtos, como acontece atualmente (TREVISAN, 1996; GEKAS,1985). A ingestdo direta de
lactase, por via oral, por essas pessoas tem sido feita, mas tem provocado reagOes alérgicas
(BODALO, 1991). Tecnologicamente, lactose é facilmente cristalizada e isso limita cerccs

processos na industria do leite. Queijo manufaturado de leite hidrolisado matura muite mais

rapidamente que o feito com de leite normal. O problema da lactose no soro & principalmente



relatado no caso de polui¢do ambientaﬁ"Um caminho atrativo para a utilizacdo do soro € a
hidrélise de sua lactose para obter xaropes doces constituidos de glicose e galactose.

Comparado com a sacarose (valor adogante relativo de 100%), o xarope tem um valor cerca

de 70%, enquanto a lactose tem um valor consideravelmente menor, atingindo apenas a faixa

de 40% (GEKAS, 1985).

2.4.1.1-PRODUTOS DA HIDROLISE DA LACTOSE
O xarope doce produzido do soro por hidrélise da lactose pode ser usado como fonte

de acicar, em alguns casos como fonte de proteina em produtos de padaria, confeitaria,

refrigerantes, sorvetes, sobremesas Ou em alimentos para o gado. Varios graus de

concentragdo e proporgdo de mistura com outros produtos podem ser utilizados. Um xarope

concentrado com 80% total de s6lidos ¢ preparado de soro de queijo ricota, através de :

desproteinizagio, hidrélise e concentragdo. O xarope tem um agradavel sabor adogante e uma -

od i, 07
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leve coloragdo amarela. Ele da ao sorvete de baunilha uma qualidade comparavel ao que ¢ ;

dado pelo xarope de milho. Uma bebida com sabor de laranja, preparada da hidrolise e

30 do soro de queijo, € recomendada para atletas. Uma nova companhia (Num-_:

desproteinizag

search Company, Kentucky, USA) usa o produto da hidrolise do soro para crescimento das;.;

leveduras de pio (GEKAS, 1985).

2.5-METODOS ALTERNATIVOS PARA HIDROLISE DE LACTOSE

Atualmente existem dois métodos importantes para a hidrolise de lactose, o méto.:

catalitico ou acido e o enzimatico com uso de lactase. O primeiro método € caracterizado p«.

severas condigdes de pH e temperatura (pH 1-2 € T 100-150°C). Um alto grau de hidrolise é

obtido num curto periodo de tempo com o método acido. Um exemplo tipico € 80% de
hidrolise em 3 minutos quando o pH for 1,2 e a temperatura, 150°C (GEKAS, 1985). O
método enzimético depende das propriedades das enzimas utilizadas. Suas condigdes de
operagio geralmente Sa0 mais suaves, o pH deve estar numa faixa de 3,5 a 80 e a

temperatura, de 5 a 60°C.




2.6-CINETICA ENZIMATICA

A cinética enzimatica é o ramo da enzimologia que lida com os fatores que afetam a
velocidade das reagBes catalisadas por enzimas. Os fatores mais importantes sio a

concentragio de enzima, concentragdes de ligantes (substratos, inibidores e ativadores), pH,

forca idnica e temperatura. Quando todos esses fatores s&o analisados apropriadamente, é

’ ) - TN
possivel se ter um melhor conhecimento sobre a natureza da reagdo en21matlca/':Por exemplo,
variando-se a concentracdo de substrato € de produto, € possivel deduzir o mecanismo
cinético da reacdo, isto é, a ordem com a qual os substratos se ligam e os produtos se liberam

da enzima e se esta ordem ¢ obrigatoria ou aleatoria. Tais estudos podem estabelecer os tipos

de complexos enzima-substrato € enzima-produto que podem se formar e, em alguns casos,

fornecem evidéncias para intermediarios estaveis, ligados por covaléncia, que ndo seriam

determinados por analises quimicas comuns. Certas constantes cinéticas podem ser
determinadas, e a partir destas, pode-se deduzir as concentragdes intercelulares de substratos e
produtos e o-sentido fisiologico da reagdo. A cinética de uma reagdo pode indicar o modo pelo
qual a atividade da enzima € regulada.

Um estudo do efeito da variagdo do pH e da temperatura nas constantes cinéticas pode

fornecer informagdo em relagao 3 identidade dos grupamentos R dos aminoécidos do sitio

ativo. Uma analise cinética pode levar a um modelo para uma reagdo enzimatica e,

reciprocamente, 0s principios da cinética enzimatica podem ser usados para escrever a

equacdo de velocidade para um modelo proposto, o qual poderda ser entdo testato

experimentalmente (SEGEL, 1993).

Os modelos cinéticos s&o determinados por dois caminhos, o primeiro € o tratamen=~

em equﬁﬁnio rapido (HENRI, MICHAELIS E MENTEN) e o segundo o tratamento do estau:

HALDANE) , mas ambos chegam a mesma equa¢do matematica

estacionario (BRIGGS E
representativa do modelo, com uma diferenca sutil na constante de saturacdo do substrato.{

IR

2.6.1-MODELO CINETICO DE MICHAELIS-MENTEN
A reacdo enzimatica mais simples envolve um Unico substrato transformando-se em

um unico produto. Algumas teorias tentam explicar a elevada especificidade e atividade das
enzimas, porém OS conceitos de sitio ativo € complexo enzima-substrato s3o universalmene

aceitos € € 0 ponto de partida para determinagdo da maioria das equagdes de taxa de reaqs

(RIBEIRO, 1989). IA dedu

P

¢do da equagdo da taxa por Michaelis-Menten parte do conceito de




formagdo do complexo enzima-substrato, ES, e do conceito de equilibrio rapido. A sequéncia

de reagdo € dada abaixo:

E+S ES EP:——“E‘FP

Onde:

E: enzima ndo complexada

S: substrato

ES: complexo enzima substrato

EP: complexo enzima produto.
ki: constantes de taxa de reagdo das etapas elementares

Na deduggo do modelo de Michaelis e Menten sao feitas algumas simplificagdes, tais como:

- considerar apenas 0O complexo central ES,

- areacdo de regeneragio do complexo ES € desprezivel,

Assim, 0 mecanismo simplificado para reagdo passa a ser:
?

E +8 = Es-'-‘E>E+P

A taxa de reagio para o modelo acima, em fungdo do complexo ES ¢ dada na Equag8o 2.1.

V=, *[ES] 2.1

Onde

ko : constante da taxa de reagdo de liberagdo do produto P.
V: taxa de reagdo

Com a Equagdo 2.1 e um balang
equacdo da ttaxa de reagao em fungdo da concentracao de substrato :

o de massa para enzima, chega-se & Equagio 2.2, que é a




Onde V,,, ¢ a velocidade maxima da reagdo se toda a enzima estivesse complexada e

_ k.
K.= _/-CT (2.3)

K, é a constante de Michaelis-Menten

O valor de K; estabelece um valor aproximado para o nivel intracelular de substrato,
além de estabelecer uma comparagio entre enzimas de diferentes organismos através .do sey
valor numérico. Através dos valores de K é possivel identificar inibidores fisiologicamente

N o

importantes. K, mostra o nivel de afinidade entre a enzima e o substrato.

2.6.2- INIBICAO ENZIMATICA

Um inibidor ¢ qualquer substdncia que reduz a taxa de reacio. Este processo de
inibigo enzimética é um instrumento de regulagio das células vivas e um dos procedimentos
de diagnoéstico, dos mais importantes para os enzimologistas. Na lida diaria, temos os
inibidores sendo representados por drogas, antibidticos, preservativos, venenos e toxinas
(SEGEL, 1993).

Em processos industriais a inibi¢do exerce um papel muito importante, pois trata-se

normalmente, com concentragdes elevadas de substratos e produtos, além de que, os

substratos niio sio substancias puras.
Temos na literatura varios modelos de inibi¢do, sendo que alguns serdo descritos

abaixo.

a) Inibicdo competitiva

Um inibidor competitivo ¢ uma substincia que se combina com uma enzima nio

complexada de forma a impedir a ligagdo do substrato com a enzima. O inibidor e o substrato

competem entre si pela ligagdo com a enzima.
O mecanismo que descreve a inibi¢do competitiva é:

E+§ =~pFg—>E+P
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Este fendmeno ¢é descrito pela Equagdo 2.4:

V,*s
(2.4)

I
S+ —
KS[HK,-)

V=

Onde:
I= concentragdo de inibidor

K, =constante de inibi¢do
nibitorio depende das afinidades relativas de K¢ e K; pela enzima e ¢ um

O processo i
o de S, o equilibrio ¢ deslocado no sentido do complexo ES e

processo reversivel. Pelo aument
V.. nfio ¢ alterado, mas o valor de K; € aumentado.

b) Inibicdo ndo competitiva
E caractetizada pela formagdo de um complexo inativo ESI, formado pela ligagio de

EI com S ou ES com I, segundo 0 mecanismo a seguir:

+ +

| | ;
K 1Ki

jELHSéELSI

=¥y bey
»
H

A Equagio 2.5, representativa do fendmeno. em termos cinéticos €:

AR

V.2 (2.5)

V=
I
K s 1+ —é— +8 1+ —K_]
Onde K; e I sdo as constantes de inibi¢do e a concentragao de inibidor respectivamente.

Pelas equagdes de equilibrio acima, podemos notar que com qualquer concentragdo de
r maior que seja a concentragio de substrato, ndo se consegue levar toda enzimz a

inibidor, po
forma ES, que é a forma produtiva. Em qualquer valor de 1, uma parte da enzima permarecxra

sob a forma de complexo néo produtivo ESI, de onde podemos prever que Vy, em presenca de
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S A2

O mesmao.

¢) Inibicio Acompetitiva ( Incompetitiva)
Um inibidor acompetitivo classico € uma substéncia que se liga reversivelment
ente ao

complexo enzima-substrato, fornecendo um complexo ESI inativo. O inibidor nfo se li
' e liga a

enzima livre. Trata-se de uma inibig8o rara em sistemas unireacionais

As reagdes de equilibrio que descrevem a inibigdo acompetitiva sdo:

Ks
E+S<=ES-SE+P
+

e

ESI
A Equaciio cinética 2.6 da inibigdo €:
yo_ Va5
(2.6)

K.,*+S l+—]é—J

Assim como no caso da inibigdo nao competitiva, para qualquer valor de I, ndo existe valor d
’ vaior de

S que leve toda a enzima & forma ES.

d) Inibicgo Mista Linear
Trata-se de uma forma de inibi¢do

ndo competitiva expressa pelo mecanismo:

E+ga=ps BE+P
| 1K,
oo

El+S=— ESl




- Vo A
@7

KS(I +~—[é~J+S[I + a;{)}

Neste tipo de inibi¢do, a presenca de I na enzima modifica a constante de dissociagio

de KS para a.Ks.

e)_Inibicdo Parcialmente Nio Competitiva
Neste tipo de inibigdo, o inibidor e o substrato se ligam a enzima em diferentes sitios

produzindo diferentes complexos ES, EI e ESI. Os complexos ES e ESI produzem produto

mas o complexo ES o faz com maior facilidade.
O mecanismo que descreve a seqiiéncia de equagdes é mostrado abaixo-

E+§ L ES B4 p
+ +
I |
o F

El+S <=pg) 28 F +P

A velocidade da reagdo para esse mecanismo € dada pela Equacio 2.8

VMS(I + —E—JJ
. X
28

) (S+KS{1+KLJ

H

f) Inibicdo pelo Substrato

Este tipo de inibigdo ocorre quando uma grande quantidade de substrato provoca

redugio na taxa de reagao.
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Para este tipo de comportamento, o modelo cinético do processo segue as equagses

abaixo:

E+S L~F3
Mos

ES-B»E +p

Nestas condi¢des, a Equagdo 2.9 representa a cinetica desse fenémeno:

por VoS 09

i
KS+K_

A maéxima taxa de reagdo teoricamente alcancada € obtida quando dv/dt=0 e e

representada pela Equagdo 2.10:

(2.10)

S =VK - K

2.7-INFLUENCIA DO pH NA ATIVIDADE E ESTABILIDADE DAS

ENZIMAS

O efeito do pH nas reagdes enzimaticas se deve a ionizagao reversivel do substrato e
residuos de aminoacidos das enzimas. Esses efeitos sdo manifestados como mudangas n:
atividade catalitica das enzimas, estabilidade, interagSes com ligantes, ou mudanga no
equilibrio da reagio (REED, 1993).

Os sitios ativos das enzimas sdo freqiientemente compostos por grupos ioniziveis que
se encontram numa forma idnica adequada para ligar ao substrato ou catalisar a reagdo. Os
efeitos do pH na estabilidade de uma enzima devem ser levados em conta em qualquer estudo
do efeito do pH na ligagdo do substrato e na catalise. A queda na atividade das enzimas pode
ser devido & constituigio de formas ibnicas improprias do substrato ou da enzima, ou amhos,
ou como conseqiiéncia da inativagdo das enzimas ou combinagio desses efeitos. O pFL, on

faixa de pH de maior estabilidade da enzima depende de muitos fatores, tais como:
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temperatura, fora iénica, natureza quimica do tampdo, concentragao de varios preservativas,

concentragdo de substratos, cofatores e concentragio de enzimas. Em muitos casos «

substrato pode induzir 4 mudanga conformacional da enzima para uma forma que € mais
resistente ou menos resistente ao pH e a temperatura de desnaturagao (SEGEL, 1993).

A melhor condi¢do de pH das enzimas, em um dado substrato, pode variar de 2,0,
como é o caso da pepsina, até 10,0 como para a fosfatase alcalina, e muitas exibem pH
proximo ao neutro, COmMO NO €aso da lactase. A mesma enzima isolada, de fontes diferentes,

pode exibir diferentes valores de pH otimos, provavelmente refletindo a necessidade

fisiologica do organismo de onde a enzima foi isolada (REED, 1993).

2 S INFLUENCIA DA TEMPERATURA NA ATIVIDADE E
ESTABILIDADE DAS ENZIMAS

Na maioria das reagdes quimicas ocorre 0 aumento da velocidade com a elevagii

temperatura. Um aumento na temperatura provoca maior energia cinética as moléculas de

reagente, ocasionando um maior numero de colisdes produtivas por unidade de tempo. As
>

reac3es catalisadas por enzimas se comportam, até certo ponto, de forma semelhante as outras

reagoes. (As enzimas sdo moléculas protéicas complexas% Sua atividade catalitica provém de

uma estrutura terciaria precisa, altamente ordenada ¢
e tal modo a formar sitios estéreo-especificos de ligagdo com o

ue justapde os grupamentos R

especificos dos aminoacidos d

substrato e o centro catalitico. Em termos praticos,
muito delicada e fragil. Se a molécula absorve muita energia , a estrutura terciaria rompe-se €
a enzima ficara desnaturada, isto &, perdera a ativida

temperatura cresce, 0 aumento esperado na taxa de reacdo pode, as vezes, ndo ocorrer dex
~>

a desnaturagdo da enzima. A temperatura étima depende do tempo escolhido para a realizagio

das medidas. (A melhor temperat
1v1dade constante por um longo periodo de tempo) Essa temperatura pode ser

uma molécula de enzima € uma estrutura

de catalitica. Logo, a medida qu» -

ura de operagdo € a temperatura maxima na qual a enzima

possui uma at

facilmente estabelecida pela pré-
o escolhido para a realizagdo dos testes experimentais, e ai, medindo-se a

incubagio da enzima em varias temperaturas, por uma ou

duas vezes o temp
atividade a uma temperatura suficientemente baixa para nao causar desnaturagdo da enzima.

stabilizagdo da enzima depende de outros fatores como pH, forga idrica

do meio, presenga ou auséncia de ligantes (SEGEL, 1993).

A temperatura de €
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A relagdo entre taxa de reagdo e temperatura € descrita pelo modelo de Arrhenius
representado pela Equagdo 2.11. O intervalo de validade do referido modelo é bastante

limitado, pois qualquer temperatura significantemente superior aquela do ambiente biologico

natural, pode desnaturar a enzima (BAILEY, 1986).

‘= Zex‘{ ‘ngaj @.11)

Onde:

k € a constante da taxa da rea¢do

T temperatura em K

R constante dos gases (cal/(mol K))

Z frequéncia de colisdes favoraveis entre reagentes (REED, 1993).

Ea energia de ativagdo da reagao
O conhecimento da cinética de desativagdo das enzimas € de grande importancia no

projeto de reatores enzimaticos. Na maioria dos casos considera-se cinética de primeira

ordem para relacionar atividade enzimatica com 0 tempo, a uma dada temperatura

(RIBEIRO, 1989).

Supondo desativagdo de primeira ordem, vem:

dA
o1 4 B
dt k. (

Onde:
A = 3 atividade da enzima num tempo t qualquer

kq= constante da taxa de desativagao

Integrando a Equagdo 2.12 entre t=0 et, obtem-se:

‘/

N e
~ln| = | =)t (2.13)
[Ao] |

Onde:
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A= atividade inicial da enzima

K4~ constante da taxa de inativagao

Um conceito comum em cinética quimica e enzimatica € o de tempo de meia vida, ti

4 >

que é o tempo necessario para que A/ Ao, na Equagdo 2.13 seja igual a 0,5, ou seja, o tempo
’ ]

necessario, a temperatura T, sob condigdes especificas, para que a atividade catalitica seja

reduzida a metade da inicial. Da Equagao 2.13, e com o conceito de tempo de meia vida

chega-se a Equagdo 2.14

In(0,5
) 2.14)

1
2 kd

Por outro lado, kg varia com a temperatura segundo o modelo de Arrenhius, dado pela

Equagdo 2.15.

k.= Aexp(_]gd] o (2.15)

A Equag;ao 2.15, na forma linearizada é apresentada na Equagdo 2.16: y

f ‘ f i (/;h/

/ v E )/ ! 7 /IQ

ln )= In(4 4Ly 2.16

(k,, @-7 ‘ 2.16)
Onde;:

E= Energia de ativagdo do processo de inativa¢do da enzima

R= constante da lei dos gases

Segundo HENLEY; SADANA (1985), o modelo de desativagdo de 1° ordem é

freqiientemente adequado para representar 2 cinética de desativag@o enzimatica, mas fazendo
uma revisio da literatura, verificaram que a taxa de decréscimo em atividade nio é sempre
constante. Esses autores classificaram as curvas de desativagdo em dois casos. Num deles, a
atividade é sempre menor que a inicial e no outro caso, a atividade pode ser maior que a
inicial em algum periodo de tempo € propdem uma cinética de desativacdo em série <
agrupam os casos de desativagao, encontrados nesta literatura, em varias categorias diferentes.
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2.9-IMOBILIZACAO DE ENZIMAS

Apesar das inumeravels vantagens das enzimas como catalisadores, o uso das mesmas

em aplicagoes industriais tem sido limitado, porque a maioria das enzimas sio relativamente
instaveis, seu custo € alto e a recuperagao da enzima ativa no processo final é dificil
(RIBEIRO, 1989). Para eliminar as desvantagens do uso das enzimas como catalisadores e
com o objetivo de obter catalisadores altamente ativos e estaveis, surgiu o processo de
imobilizagdo das enzimas. Enzimas imobilizadas sdo definidas como enzimas fisicamente
confinadas ou localizadas em certa regido definida do espago, com retengéo de sua atividade

catalitica e podem ser usadas repetida e continuamente, tornando as moléculas de enzimas

insoliveis no meio aquoso (RIBEIRO, 1989)
Nos processos com a enzima livre, a mesma deixa o reator juntamente com o

produto, ndo sendo possivel a sua reutilizagdo, sendo necessério adicionar mais enzima para

uma outra batelada de processo, contnbuindo assim, para aumentar o custo. As enzimas no

produto também podem ser um problema, pois podem ser uma impureza indesejavel qu»

devers ser removida. O uso de enzimas imobilizadas minimiza esses inconvenient.

Finalmente, uma enzima imobilizada pode ser fixada em posigdo proxima a outras enzimas

participando de uma seqiiéncia catalitica, aumentando a conversio em processos de

multietapas. Essas caracteristicas de imobiliza¢do de enzimas sdo atrativas se uma grande

quantidade de substrato é requerida e se
imobilizagio de enzimas sdo avaliados. Assim, os métodos de

as enzimas envolvidas sdo muito caras.

Muitos métodos de
imobilizagdo usados sdo devido as influéncias das propriedades dos biocatalisadores

resultantes, ja que as enzimas sio catalisadores biologicos. Entdo, a selecdo de uma estratégia

de imobilizagio deriva de especificagoes do processo para catélise, incluindo parametrc

como atividade catalitica, eficacia da utilizagdo de enzimas, caracteristicas de desativa¢io ¢

regeneragio, fontes € Custo.
Alguns parametros considerados na imobilizagao sao:

- atividade

- estabilidade operacional

- concentragio do substrato

- efeito da concentragdo de oligossacarideos
- minimo e méaximo tempo de residéncia
- formagdo de sub-produtos

- sensibilidade ao pH e temperatura
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- tamanho e forma do suporte utilizado na imobilizagdo

- densidade do suporte

No caso de imobilizagio de enzimas, as propriedades fisicas e quimicas do suporte
também sdo importantes, O tamanho do poro e a porosidade do sdlido determinam a
quantidade de enzima que pode ser imobilizada no suporte.

Algumas vantagens e desvantagens de imobilizagdo de enzimas sdo listadas no Quadro 2.1.

Quadro 2.1 Lista das vantagens € desvantagens da imobilizagdo de enzimas

Vantagens Desvantagens

Baixo custo da enzima Custo de imobilizagdo

A enzima ndo contamina o produto Inativagdo da enzima (as vezes)

Limita¢Ges de transferéncia de massa

A enzima torna-se mais estavel (as vezes)

O custo da enzima € um dos parametros mais importantes. Se a enzima tem um alto

custo ou se ela nio pode estar presente no produto final, a solucdo talvez possa ser a

imobilizagdo desta, pois neste caso a €nz
separagdo. Devido a estas duas vantagens da imobilizagdo de

ima podera ser reusada sem ter a necessidade de se

preocupar com métodos de
enzimas, reuso da mesma e a ndo necessidade de uso de métodos de recuperagio desta no

produto final, tem-se uma economia no custo do processo em estudo.

Embora a imobilizagdo das enzimas seja uma alternativa para uso das mesmas, tem-se

o problema das limitagdes de transferéncia de massa e inativagdo da enzima durante o

processo de imobilizagdo, que podem di
Todavia, algumas condi¢des operacionais podem ser

minuir a taxa de reagdo obtida com as enzimas ou

biocatalisadores imobilizados.

escolhidas a fim de minimizar estes efeitos.
A estabilidade da enzima imobilizada pode ser aumentada ou diminuida dependendo

da pureza da solugao de substrato, que muitas vezes pode conter agentes inibidores. As
nzimas imobilizadas virdo a ter contato com uma grande quantidade de

preparagdes de €

substrato, logo elas sdo mais sensivels a0
nzimas geralmente € feito quando se quer montar um processod

s efeitos de inativagdo que as enzimas livres.

A imobilizagdo de €
continuo. Quando usamos uma concentragio de enzimas muito alta temos um curto terzpo 12

e a interferéncia das reagdes espontdneas podem ser minimizadas. Para escolher-se

residéncia
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entre o uso da enzima livre e imobilizada muitos fatores devem ser levados em considerac¢do
2

mas o mais importante esta relacionado ao custo do processo.

2.9.1-METODOS DE IMOBILIZACAO DE ENZIMAS

Ha varias maneiras de classificar os varios tipos de enzimas imobilizadas

ZABORSKY, 1973 apud RIBEIRO, 1989, classifica os métodos de imobilizagdo de enzimas
em fisicos e quimicos. Métodos quimicos sdo aqueles dependentes da formagdo de ligagdes

covalentes, tais como ligagdo da enzima ao suporte, incorporagio da enzima & cadeia de um

polimero em crescimento € a ligagdo cruzada da enzima com um reagente multifuncional de

baixo peso molecular. Os métodos fisicos independem da formagéo de ligagio covalente, tais

como adsorgdo, ocluséo dentro de matrizes insoliveis em agua e oclusdo em microcapsulas.

Alguns dos métodos de imobilizacdo sdo descritos abaixo:

50 covalente em Suporte solido: normalmente a imobilizagdo de enzimas

a) Ligag

ocorre em duas etapas: na primeira etapa o su
seus grupos funcionais €, na segunda etapa, O suporte ativado € misturado com a enzima e
igagdo. Alguns dos reagentes usados para ativagdo dos suportes contém o

porte é tratado com reagente que ativa alguns de

entdo ocorre a !
grupo hidroxil ou amino. O glutaraldeido é um reagente freqiientemente usado na

imobilizagdo de enzimas nos processos industriais.

b)_Ligacdo cruzada: freqiientemente a ligacdo cruzada € usada em combinagdo com

lizagdo, por exemplo, para estabilizar prepara¢des de enzini*

outros métodos de imobi

imobilizadas por adsor¢ao fisica. O glutaraldeido é comumente usado como reagente du

ligacdo cruzada.

sorcio fisica: é talvez O método mais simples de imobilizagdo de enzimas. O

c)_Adsorgéo fisica.

suporte ¢ misturado com 2 solucdo
o. A atragio entre o suporte € a enzima pode ser por forcas de Van

de enzimas. Depois de algum tempo, o suporte com a

enzima adsorvida é filtrad
der Walls, interagdes ibnicas ou interagdes especificas. Comumente o adsorvente usado € a

alumina, carvdo ativo, tera de diat
a sua simplicidade.

omacea € vidro. A maior vantagem do método de

imobilizagio por adsorgdo €
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d) Enzimas em meio 0rganico: a maior vantagem desta técnica comparada com o uso

de reacdes em meio aquoso € O aumento da conversdo de substancias hidrofilicas devido ao

aumento da solubilidade do substrato. Um caminho pratico de preparacdo de enzimas para uso

em meio organico ¢ a técnica de imobilizagao em um suporte solido. A enzima ¢é adsorvida no
suporte ou simplesmente depositada numa mistura de suporte seco como uma solugdo aquosa
m ser usadas como catalisadores nos solventes orginicos:

de enzima. Essas preparagdes pode
e dgua (menor que 1% do total do volume do reator) € necessaria para

pequena quantidade d
ativar a enzima. Entdo as enzimas sao insoluveis em quase todo o solvente organico e o risco
da enzima transferir para essa fase é muito baixo. Os suportes usados no meio organico sio

celite, vidro e muitos outros (REED, 1993).
¢is_poliméricos: o polimero mais usado € a

¢) Entrelacamento Ou oclusio em g
solvida em um tampao aquoso contendo acrilamida e bisacrilato

policrilamida. A enzima € dis
para interagir fazendo liga¢do cruzada. A polimerizacdo ¢ inicializada por gerar radicais »-
SCOS para a enzima, primeiro o mondmero ¢ .

solugdo. A polimerizagao envolve dois 11
eacdo podem reagir com a enzima e inativa-la, e segundo, o
2

radical formado durante a T
te a polimerizagao também pode inativar a enzima. Uma alternativa ¢

aquecimento duran
transportar a polimerizagdo em uma emul

f)_Oclusdo_em microcapsulas: enzimas podem ser imobilizadas em microcapsulas
formadas de membranas de polimero permeavel ao substrato e ao produto, mas nio & enzima.
ulas pode ser variado, usando diferentes condigdes durante a

sio de solugdo aquosa em um solvente orginico.

O tamanho das microcaps

emulsificagdo. Muitos trabalhos com €ssa técnica sdo desenvolvidos em aplicagGes médicas.
g)_Imobilizacdo em membranas: membranas podem ser usadas para reter enzimas r:
ermite a remogdo dos produto
nas lisas e fibras ocas.

reator enquanto p s. Muitos tipos de membranas t€m sido usadas
em reagdes enzimaticas Como membra

c3o em sistema com duas fases: a enzima pode ser retida em uma das fases
ator com a outra fase. A enzima fica na fase aquosa e o

e o produto pode ser removido do re
rincipalmente na fase organica. A desnaturagio da enzima pode

h) Imobiliza

produto e o substrato ficam P
ocorrer na interface, especialmente € a5 fases sdo misturadas vigorosamente para alcangar

efetiva transferéncia de massa.




2.9.2-IMOBILIZACAO EM PROCESSO INDUSTRIAL
Muitos processos, em larga escala industrial, j4 em operagdo, empregam enzn:as
imobilizadas em alguns pontos. Dois notaveis exemplos sdo a producéo de xaropes de frutose

a partir de amido e manufatura de L-amino acidos por resolugcdo de misturas de amino acido

racémicos. Acido L-aspartico tem sido produzido enzimaticamente no Japdo desde 1973

usando aspartase, que catalisa a conversdo de ammonium fumarate para acido L-aspartico
(SATO et al, 1975; FUSEE, 1987 apud REED, 1993). O biocatalisador usado contém células

de Escherichia coli entrelagadas em policrilamida ou poliuretano (REED, 1993).

5.93.EFEITOS DE IMOBILIZACAO NAS PROPRIEDADES DAS

ENZIMAS

As enzimas imobilizadas apresentam varias vantagens na sua aplicagdo, quando

comparadas as enzimas livres, porém algumas alteragbes podem ocorrer nas suas

propriedades fisicas € quimicas apos a imobilizagdo, implic
estabilidade e cinética da enzima imobilizada (CABRAL, 1982; CHIBATA, 1978 ap: ..

se que as alteragdes nas propriedades enzimaticas sdo causadas

ando em mudangas na atividads

RIBEIRO, 1989). Considera-
por dois fatores. Um € devido a mudangas na enzima em si e o outro deve-se as propriedades

fisicas e quimicas dos suportes usados na imobilizagdo. Algumas dessas alteracBes estdo

descritas a seguir.

O DURANTE A IMOBILI_ZACAO

obilizagdo pode ocorrer devido a altas temperaturas -

2.9.3.1-INATIVACA

A inativagdo durante 2 im
outras condi¢des adversas durante o procedimento de imobilizagdo. Em métodos a.
imobilizagio em que OCOITe ligago quimica, ha o risco de que um grupo funcional
pertencente ao Sitio ativo da enzima faca parte da reagdo, o que normalmente resulta em

perda da atividade catalitica (REED, 1993).

1TOS DE TRAN SFERENCIA DE MASSA

o de um processo quimico € determinada pelo efeito de transferén:i>

2.9.3.2-EFE

A taxa de reagd
ico. Quando enzimas soliveis sdo usadas como catalisadores 25

de massa e efeito cinét
a de massa sao normalmente negligenciaveis, exceto quandu <

limitages de transferénci
palmente em outra fase, gasosa ou solida. Todavia, quando

substrato esta presente princi
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enzimas sdo ligadas a suporte soOlido, limitagdes de transferéncia de massa ocorrers
freqiientemente. A concentragdo de substrato local em volta da enzima ¢ normalmente
diferente da concentragdo de substrato no seio da solugdo. No caso mais simples, a enzima é
imobilizada em uma superficie lisa. Proximo a superficie esta um filme liquido estagnante
através do qual substratos e produtos sdo transportados por difusdo. As diferentes
concentragdes através do filme estagnante sdo devido as forgas de difusdo (REED, 1993). Na

imobilizacdo em particulas porosas tem-se limitagdes a transferéncia de massa externa e

interna & particula.

2.10-IMOBILIZACAO DE B-GALACTOSIDASE

B-galactosidase tem sido imobilizada por varios métodos: adsor¢do fisica, ligagdo
covalente, oclusdo em gel e outros (BODALO, 1991). Um grande nimero de diferentes
suportes tem sido utilizado na imobilizaggo de enzimas. A escolha do suporte ¢ determinada
pelas condicdes com que a enzima serd usada e pelo método de ligagdo envolvido. Por
exemplo, B-galactosidase tem sido ligada a géis hidrofilicos tais como Sephadex, DEAE
celulose, AE celulose, e policrilamida, bem como a materiais hidrofobicos como nylon,
resinas fenoliticas e vidro poroso.

WETTALL (1976), descreve a técnica de imobiliza¢do de enzimas em suportes
inorgénicos ativados por silanizacdo, pelo método de ligagdo covalente e discute a
importancia do tamanho de particula e poro na imobilizagdo, levando em consideragdo os
efeitos difiisionais e a queda de pressao em fungdo do tamanho da particula.

OLSON: STANLEY (1973), discorrem sobre a importancia da resina Duolite como

suporte adsorvente para imobilizagdo de enzimas. Enzimas como a f-galactosidase, invertase,

amiloglucosidase, sdo imobilizadas neste suporte por processo 1dnico combinado com ligagio
2

cruzada com o reagente glutaraldeido.
TREVISAN (1996), imobilizou B-galactosidase de Kluyveromyces fragilis em outro

tipo de suporte, a SPC silanizada e ativada com glutaraldeido para a hidrolise da lactose de

soro de leite. analisando a influéncia da atividade enzimatica tanto para a enzima livre como
bl

para a enzima imobilizada.

2.11-PLANEJAMENTO DE EXPERIMENTOS
O problema basico no planejamento de experimentos € decidir qual arranjo de

resultados sera melhor para revelar aspectos da situagdo de interesse. Dentre essas situacdes




de interesse, deve-se saber quais sdo as variaveis que influenciam na resposta, saber os
intervalos das variaveis influentes que minimizam os efeitos das variaveis ndo COn;roléveis e
conhecer os intervalos de cada uma das variaveis influentes, onde as respostas encontram-se
proximas de seus valores nominais desejados (BOX, 1978, COUTINHO, 1996)

Para execugio dos experimentos, deve-se ter algumas informagdes preliminares como:

- variaveis mais importantes

- intervalo no qual as variaveis devem ser estudadas

- forma de apresentagdo das variaveis e respostas (exemplo: escala logaritimica, linerar e
>

outras).

Existem varias técnicas de planejamento experimental e algumas delas sdo:
a) planejamento fatorial
b) planejamento composto central ou por superficie de resposta
¢) planejamento “Latim Square”

Analisando a aplicabilidade de
actose foi o planejamento composto central, pois este planejamenio

stes planejamentos, o que melhor serviu para analise

dos dados de hidrolise da 1
nos fornece uma equagdo com a superficie de resposta, levando em consideragio os efeitos de
cada variavel separadamente, interacdes entre estas varigvels e seus termos quadraticos.
Através desta equagdo torma-sé possivel construir graficos em trés dimensdes correlacionando
a resposta obtida em fungdo de duas das varaveis em estudo. Este planejamento € um

plenejamento fatorial de primeira of
ma superficie de resposta de segunda ordem. No planejamento

dem, aumentado por pontos adicionais para permitir

estimar parametros para u
. . k , i

se o planejamento fatorial 2° onde k € o numero de variaveis
>

composto central tém-

aumentado de 2k mais n, onde B €
‘o codificar as varidveis em estudo de maneira a montar a

o numero de réplica dos experimentos. Para montar

0 planejamento € necessar.

Tabela 2.1, a seguir, quando k=3.




Tabela 2.1: Valores codificados das varidveis concentragdo, pH e temperatura na montagem

do planejamento composto central.

C(glh) T(°C) PH
-1 -1 -1
+1 -1 -1
-1 +1 -1
+1 +1 -1
-1 -1 +1
+1 -1 +1
-1 +1 +1
+1 +1 +1
0 0 0
0 0 0
- 0 0
+oL 0 0
0 ol 0
0 +ot 0
0 0 -0l
0 0 +al

Onde o é o coeficiente de ortogonalidade e o0s valores —1 e +1 sdo valores obt'.

através de equagdes de codificagdo das variaveis em estudo.



3-MATERIAIS E METODOS

3.1-ENZIMA

Neste trabalho foi utilizada a enzima [-galactosidase, produzida a partir da
fermentagdo de uma cepa selecionada da levedura Kluyveromyces fragilis. Essa enzima, cujo
nome comercial ¢ Lactozym, foi produzida e doada pela NOVO NORDISK. A enzima
apresenta-se disponivel na forma de um liquido claro, dourado, cuja densidade € de l,z‘g;"[L, 0
Lactozym tem uma atividade declarada de 3000 LAU/mL. Uma unidade de lactase (LAU) foi
quantidade de enzima que é capaz de liberar 1umol de glicose por minuto,

definida como a

sob as condigdes padrio, pH 6,5 e temperatura 37°C (Publicagdo da NOVO NORDISK).

PORTES PARA IMOBILIZACAO

perimentos, descritos a seguir, apresentavam grau d..

3.2-REAGENTES E SU
Todos os reagentes utilizados nos X

pureza analitica:
,H2,0,1H20, na forma monohidratada, peso molecular

1-Lactose, cuja formula molecular é C1
360,31g/mol, produzida pela LABSYNTH Produto para Laboratorio LTDA

2-Glicose Anidra, com formula molecular C¢H120s e peso molecular 180,16g/mol,

industrializado pela VETEC Quimica Fina LTDA.
para uso em laboratdrio, pelo Laboratério DIFCO

3-Galactose, produzida especialmente
SPC, correspondente & fracdo que passou pela peneira

4-Silica de Porosidade Controlada.
5, com didmetro médio de poro 375A, produzida pele

Tyler 32 e ficou retida na Tyler 3

Corning Glass Works.

4-Duolite S-761, Resina de troca idnica, fornecida pela Diamond Shamrock Corporation.

5-Sais. utilizados na preparagao de tampdo lactico e tampdo fosfato

3.3-TAMPAO LACTICO

50 foi preparada com agua destilada, diversos sais € 0,01% de azida

A solugao tamp

ativo Os sais foram adicionados de modo a fornecer os componentes

sodica como preserv
uralmente no leite. O tampio lactico

¢ao de minerais encontrados nat

quimicos, na concentra )
edeu a enzima em estudo. Na tabela 2.1 a

NOVO NORDISK, que nos €

foi recomendado pela .
osicdo do tamp@o utilizado.

seguir é apresentada a comp
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Tabela 3.1: Composicio do tampdo lactico e concentragdes de sais utilizados na preparagio

do tampdo lactico

Compontes Concentragdo (g/L)

NasCitrato2H,0 | 0,795

Acido Citrico L0 | 1,663

K,SO, 0,180 ///9/) l .

K;HPO, 0,520 ; /,/’,,_;,i; “ b e .
KH,PO, 1,470 % /}'[;‘(, /'/ = i
KOH 1,090 oA I
MgCl,.6H;0 0,830 N /

CaCl, 2H,0 0,750 T S VS PR 13 1 A
NaOH 0,00 [0l de nido ) o
E&HCO3 0,280 | Cajﬁ/)pr,);%ff'ffj Y

Pegava-se um baldo com capacidade de 1L e colocava-se trés quartos de agu..

destilada. Adicionava-se entdo os componentes descritos na Tabela 3.1 e dissolvia-os por

m solugao de’HCL. Adicionava-se ainda 0,01% (0,1g/L)

agitagio. Ajustava-se o pH em 6,5 €O
Depois completava-se o volume a 1L com 4gua

d¢ NaN3, que atuou como preservativo.
destilada, tendo o cuidado de manter o pH em 6,5.

RIMENTAL PARA USO DA ENZIMA LIVRE

a na realizagio dos ensaios de laboratdrio, com a enzima

3.4-UNIDADE EXPE

A unidade experimental usad
e na Figura 3.1. Ela consistia de um microrreator de

livre esta representada esquematicament
ado (1) contendo um mecanismo de recirculagio

mistura (4) ligado a um banho termostatiz
canismo de agitagdo foi promovido por um

para manter a temperatura constante. O me

agitador mecanico (2), com pas construidas em d
evitar a formagao de vortice, foi adaptado um sistema de chicanas ao

imensdes compativeis com o tamanho do

microrreator. Para

reator.
Ao lado, foi coloca

Busen, com o objetivo de inatl

do um béquer (3) com 4agua fervendo, aquecido por um bico de

var a enzima, depois da reagdo.
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LEGENDA

Banho Termostatico

2. Agitador Mecénico

3. Becker +Bico de Bunsen

4. Microrreator

unidade experimental para estudo cinético da

Figura 3.1: Representagao esquematica da

enzima na forma livre.




29

3.5 UNIDADE EXPERIMENTAL PARA USO DA ENZIMA
IMOBILIZADA

Para os ensaios com a enzima imobilizada, o mesmo esquema foi montado co

m

excegdo do agitador mecanico que foi substituido por um agitador magnético (2), e pelo
~Js

acréscimo de uma cesta de tela de ago inox, onde era colocado a enzima imobilizada
e

conforme Figura 3.2.

|
{
i
|
|
|

LEGENDA

Banho Termostatico

Agitador Magnético

Becker + Bico de Bunsen

Microrreator

" —

stica da unidade experimental para uso da

Figura 3.2: Representagdo esquem

enzima imobilizada
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3.6 METODOS EXPERIMENTAIS

3.6.1-DETEMINACAO DE GLICOSE

A glicose em todos os experimentos, foi dosada pelo método da glicose-oxidase,

utilizando-se Kits GLICOSE-GOD-NA do Labtest, Sistema para diagnéstico.
Esse método ¢ especifico para a glicose e se baseia na oxidagZo da mesma, de acordo

com a seguinte reagdo, catalisada pela glicose-oxidase:

Glicose + 02 + Hzo — acido glucénico -+ HzOg

O peréxido de hidrogénio formado reage com a 4-aminoantipirina e fenol, sob a ac¢fio da
peroxidase, formando uma antipirilquinonimina, cuja intensidade de sua cor vermelha, ¢

proporcional  concentragio de glicose no meio. Esse composto de tonalidade vermelha

apresenta a sua maxima absorc¢do de luz na faixa de 505nm.

3.6.2-METODOLOGIA DE DOSAGEM DE GLICOSE

O Kit de glicose oxidase € composto de dois frascos, sendo o nimero 1 a mistura de
enzimas e o numero 2, o tampdo, que também contém os reagentes 4-aminoantipirina e o
fenol. O frasco 2, contendo 100mL de solugdo, foi diluido a 500mL com 4gua destilada e
depois separado em dois frascos €scuros, cada um com 250mL do tampdo diluido. Essa
solugdo era estivel por 12 meses a uma temperatura entre 2 e 8°C. A um desses frascos foj
adicionado um dos frascos nimero 1, 0 qual continha a glicose oxidase e peroxidase, mistura
essa que j4 estava pronta para reagao corm amostras contendo glicose. Essa solugfio era estave]
por 2 meses.

Para determinagdo do teor de glicose em uma amostra, o primeiro passo foi a
determinagdo da curva padrdo ou de calibragdo, de absorvancia em fungdo das concentragses

conhecidas de glicose. Para isso, preparou-se tubos de ensaios contendo 2ml da solugdo de
teriormente, 20s quais foram adicionados 20uL de solugdo de

glicose-oxidase preparada an
: . 5 ixando-se reagi i og
glicose, na faixa de concentragio de 0,0 1,5¢/L, deixando it por 30 minutos a 30°C

Apos esse tempo, foram lidas as absorvancias para os varios tubos, em um espectrofotdémeiro
?

B 380, da MICRONAL, usando cubetas de vidro de lcm de percurso otico, a 505nm,



considerando como branco, a solugdo de glicose oxidase. Com os valores de absorvancia em

fungfio da concentragdo de glicose foram construidas retas e determinadas as equagdes das

mesmas, isto para o intervalo de concentragdes considerado, intervalo que apresenta uma

dependéncia linear. Durante a fase experimental desse trabalho, as curvas de calibragdo eram

determinadas semanalmente, com O intuito de garantir a representatividade dos resultados

Para uma amostra de concentragao de glicose desconhecida seguia-se 0 mesmo procedimento

anterior, determinando-se a sua absorvancia, e a partir da curva padrdo, a concentragdo de

glicose.

3.6.3.DETERMINACAO DA ATIVIDADE DE B-GALACTOSIDASE

LIVRE E IMOBILIZADA

A atividade catalitica de P
axa inicial da reagdo de hidrolise de lactose. Em um microrreator

-galactosidase livre, em todos o0s experimentos, foi

determinada através da t

conforme descrito no Item 3.4, eram coloc
do experimento, em tampao lactico no pH desejado, aguardava-se a estabilizagdo da

desejado e adicionava-s¢ 1mL da enzima B-galactosidase, diluida a@

a c%aercxal Nesse instante, iniciava-se a marcag¢do do

ados 80mL de solug@o de lactose, na concentragdo

temperatura no valor

em tampdo lactico, em relagao ie enZIm
s de lmL de 5 em 5 minutos, até 25 minutos, as quais eram

tempo, retirando-se amostra

colocadas em tubos de ensaio com tampa
ativagio da enzima. Apos essa etapa, dosava-se a glicose de

e imediatamente colocados em um banho de agua
=

fervente por 15 minutos para ina
o da olicose-oxidase, c
¢ reacdo, eram obtidas através da curva padrdo

H

cada tubo pelo métod onforme item 3.6.2. Com os resultados '

absorvancia em fungdo do tempo d
m fung¢io do tempo, cuja incli
atividade catalitica da enzima.

concentragdes de glicose € naqéo/ da reta, passando pela origem,
fornecia a taxa inicial da reagdo, ou seja, a )
atividade da enzima na
colocada numa cesta de ago-inox, conforme

Para a determinagdo da forma imobilizada, foi usado o mesmo

a enzima imobilizada era
itaglo mecanica pela magnética e usando um volume de

X

descrto no Item 3.5, substituindo 2 28
,,‘ p/; e —e _,(/Yﬂ L " ;/ [,

procedimento, porém

50 mL.
// } . [ Eelelons !



3.7-IFLUENCIA DO pH E DA TEMPERATURA NA ATIVIDADE DE B-
GALACTOSIDASE LIVRE

Com o objetivo de estudar a influéncia do pH e da temperatura na atividade da enzima
B-galactosidase na forma livre, foram determinadas as taxas iniciais de reagio conforme item

3.6.3, utilizando uma concentragdo de lactose de 50g/L. Ao estudar a influéncia do pH,

manteve-se a temperatura de 30°C era mantida constante e variava-se o pH das amostras de
enzima na faixa de 4,0 a 9,0. A temperatura dos ensaios foram mantidas a 30°C, uma vez que
nesta temperatura a enzima se mantém estavel durante todo o tempo do experimento. Quando
0 objetivo era estudar a influéncia da temperatura na atividade da enzima, o pH era mantido

constante em 6.5 e variava-se a temperatura de 10 a 60°C. Os experimentos réalizados, em

todos os casos foram Gnicos, ou seja, ndo se trabalhou com réplica dos mesmos.

3.8-ESTABILIDADE DA ENZIMA (- GALACTOSIDASE EM RELAY
AO pH EE R ; 5 fj\/’/ e

Amostras de p-galactosidase a 0 Swem tampao lactico foram incubadas por 24 horas

a temperatura de 30°C, a valores de pH na faixa de 4,0 a 8,0. Apds esse tempo, foi
determinada a atlvxdade da. enzlma de cada tubo usando solugdo de lactose a 50@ pH igual

a 6,5 e temperatura de 30°C. Nesses experimentos, 0 volume reacional foi de’ SOmL)e )

volume de enzlma utilizado foi de IZmL O tampéo utilizado no estudo da estabilidade da

enzima lactase fm o proprio tampao lactico, ja citado antenormente

3.9-ESTABILIDADE TERMICA DA ENZIMA oy B

A estabilidade térmica da enzima era estudada através de experlmentos onde as

m mantidas em diferentes temperaturas em fungdo do tempo.

amostras da enzima e€ra
nsaio contendo a enzima B-galactosidase, incubando-os no

Preparava-se varios tubos de €
a. A intervalos adequados de tempo recolhia-se um

banho a uma temperatura pré estabelecid
tubo e determinava-se 2 atividade da enzima conforme item 3.6.3, a 300(;) PH 6,5, 1o tampiio
igual a 50g/L. Nesses experimentos, amostras de

lactico, usando uma concentragio de lactose i
m temperaturas de 40; 45; 47,5; 50; 53 e 55°C. Cuidado especial

enzimas eram incubadas €



era tomado na escolha do intervalo de retirada do tubo do banho, para cada valor da

temperatura.

3.10-INFLUENCIA DA CONCENTRACAO DE LACTOSE NA
ATIVIDADE DE B—GALACTOSIDASE NA FORMA LIVRE

A dependéncia entre taxa inicial de reagdo de hidrolise de lactose € a concentragdo
desse agicar, foi determinada experimentalmente através das taxas iniciais- de reagdo,
conforme item 3.6.3, no intervalo de 10 a 150g/L, a 30°C-e pH 6,5. O pH 6,5 usado foi
recomendado pelo fabricante da enzima B-galactosidase. O limite superior do intervalo de
concentragdes, 150g/L deve-se 3 solubilidade da lactose no tampao considerado.

3.11-DETERMINACAO DA INFLUENCIA DOS PRODUTOS NA

ATIVIDADE DA ENZIMA LIVRE

s taxas de reacdo em presenca de galactose, foram feitas de

As determinagdes da
erimentos, mas variando-se a concentracdo de galactose de 0 a

variagio da lactose de 10 a 50g/L. Foram realizados 6

entragio de lactose constante em 10g/L e variando-se a

maneira similar aos demais €Xp
50g/L, conjuntamente com 2

experimentos mantendo a cOnC
a 50g/L. O mesmo procedimento foi adotado para a

concentragio de galactose de 0

concentracio de lactose 20g/L e assim sucessivamente, até a concentragao de lactose de

. ~ (o] -
50g/L. Estes experimentos foram realizados a 30°C e pH igual a 6,5 e com a mesma
concentragio da enzima. As taxas iniciais

testados varios modelos de inibi¢do aos result
actose, tais como: inibi¢do co

foram determinadas conforme item 3.6.3. Foram
ados experimentais de taxa de reacdo em fungio
mpetitiva, inibi¢do ndo competitiva, inibigdo

concentragdo de |
itiva e inibi¢do mista linear. Para a escolha

pelo substrato, inibi¢do parcialmente ndo compet

do melhor modelo for

am feitos os testes do Qui Quadrado e soma dos quadrados dos desvios.
Estudos similares foram realizados em presenca de glicose no meio reacional, porém néo se

obteve qualquer tipo de inibigdo.



3.12-ANALISE CONJUNTA DA TEMPERATURA, CONCENTRACAO
E pH ATRAVES DO PLANEJAMENTO COMPOSTO CENTRAL.

Apbs a realizagdo dos varios experimentos descritos, para a analise isolada das trés

varidveis, temperatura, concentragao ¢ pH, foi feito um planejamento estatistico objetivando

analisé-las conjuntamente. O plangjamento escolhido foi o planejamento composto central
com um total de 16 experimentos, sendo 2 réplicas. Este planejamento permitiu estimar os
coeficientes de uma equagdo de superficie de resposta de segunda ordem. O planejamento fez
a combinaio de 3 variaveis, onde a faixa de temperatura foi de 27 a 53°C, a de pH foi de 4,7
a7,3 e a de concentragio de lactose de 27 a 107g/L. Com este teste foi possivel encontrar um
ponto timo de trabalho, ou seja, 0 melhor valor de temperatura, concentra¢do ¢ pH. As
s trés variaveis concentragao de lactose, temperatura e pH sdo

equagdes de codificagdo para 2

mostradas a seguir:

_C,-75 G.1)
25

L= (3.2)
10

pH = P1{0—6 (3)

A Tabela 3.2 apresenta 0S valores reais das variaveis (trés primeiras colunas), seus

valores codificados (trés colunas segumtes).
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Tabela 3.2° Valores das varidveis reais e codificadas para montagem do Planejamento

Composto Central.

—SeD T Teo | PR S@D [ 160 | pH |
50 30 5 -1 -1 1

100 30 5 +1 -1 |
50 50 5 -1 +] 1
100 50 5 +1 +1 -1
50 30 7 -1 -1 1
100 30 7 +1 -1 +1
50 50 7 -1 +1 +1
100 50 7 +1 +1 +1
43 40 6 -0 0 0
107 40 6 +o 0 0

|75 27 6 0 - 0
75 53 6 0 +a 0
75 40 4.7 0 0 -o
75 40 ’_z’:,—’_ 0 0 +q
75 20 | 6 0 0 0

3.13-IMOBILIZACAO DE B-GALACTOSIDASE EM RESINA FENOL-

FORMALDEIDO (DUOLITE)

Amostras de 0,2g da resina fenol formaldeido, de nome comercial Duolite, eram

lavadas com agua destilada € deixadas
0 vacuo, €0

por 24 horas em solugdo 0,1 mol/L de NaCl, sendo =

seguir lavadas com tampao sob ligeir nforme procedimento descrito por OLSON,;

STANLEY (1973). Posteriormente, 2 cada amos
enzima a 5%, em tampao, cujo valor do pH variava de 3.0 a 8,0. Apbs esse tempo, o

be'queres eram mantidos a temperatur

tampdo lactico pH 6,5 € determinadas as

tra de suporte, eram adicionados 4mL de

a de 4°C por 3 horas, sendo a seguir lavados com

atividades enzimaticas no reator tipo cesta, conforme

item 3.63,apH65¢ temperatura 30°C.
ento de imobilizagao descrito anteriormente era repetido e como etapa

se 0,5ml de
por aproximadamente 8h na geladeira. Esse

s diferentes de pH, 6,5; 7,0 ¢ 7,5. Esta escolha

O procedim .y e ¢
. s lutaraldeido de concentragao 20 meio d
subsequente as demais, adicionava- g ¢ . o de

imobilizac;ﬁo e deixava-0os €l contato
lizado com trés valore

Procedimento era rea
ade na imobiliza¢o do

Duolite, nesses valores de pH.

devia-se a maior ativid



3.14-IMOBILIZACAO DE B-GALACTOSIDASE EM siLica bk
POROSIDADE CONTROLADA (SPC)

A técnica de silanizagdo aquosa adotada foi desenvolvida por Weeta]] (1976),

conforme metodologia descrita a seguir:
a) Preparava-se solugbes de y-aminopropiltrietoxilano a 1% e ajustava-se o pH num valor

entre 3 e 4, com solugdo de HCI 6N.

b) Adicionava-se certa quantidade da solug¢do preparada no item anterior ao suporte, a fim
de embebé-lo, utilizando ligeiro vacuo para retirar o ar dos poros. Apés alguns minutos,

quando nio se notava a formagdo de bolhas de ar na solugdio, acrescentava-se o resto da

mesma. Usava-se a relagdo de 20ml de solugdo de silano por grama do suporte. O pH

permanecia entre 3,0 e 4,0.
Colocava-se o erlenmyer com O suporte € a solugdo de y-aminopropiltrietoxilano num

banho com agitagio a 75°C, reagindo por 3 horas.

d) Lavava-se. entio o material, sob vacuo, com dgua destilada e deixava-se secar por uma
noite a 100£5°C. Este produto era estocado em vidro protegido da Iuz constituindo assim,

O suporte silanizado.
Apos silanizagdo da Silica de Porosidade Controlada, era feita a ativagdo do suporte e

_salactosidase conforme metodologia descrita a seguir:

a imobilizagio da enzima B-g
e) Tomava-se uma certa quantidade do suporte silanizado e adicionava-se a ele, a relagdo de

10 mi de solugio de glutaraldeido a2 5%, em tampdo fosfato 0,IM e pH igual a 7,0, por
o sobre vacuo por algum tempo para desaerar as particulas e

grama de suporte. Deixava-
depois colocava-se no skaker sob agitagdo a 25°C, deixando reagir por aproximadamente

45min (MONSAN, 1977/78 apud RIBEIRO, 1989)
utaraldeido, o suporte era lavado com é4gua destilada e seco sob

D Apos agitagio com gl

vacuo. o

8) A seguir, 1 grama do suporte €ra dividido em 10 partes iguais e colocadas em béqueres

diferentes para reagir por 24 ho .

variando de 2.0 2 9,0 Posteriormente as amostras de suportes, com. lagtase- imobilizada,
iando de 2,0 a 9,0. ,

eram lavadas com solugdo tampao

ras com 1mL da enzima lactase a 10%, em valores de pH

e determinadas suas atividades cataliticas no reator tipo

cesta. C dados obtidos, verificava-se qual o pH 6timo de imobilizagfo, o quai seria
sta. Com o0s ) o

utilizado para realizar os demais experimentos de imobilizagdo em SPC.



Apos definidas as melhores condi¢des de imobilizagdo de B-galactosidase em SPC, era

estudada a influéncia da concentragdo de lactose na taxa de reacdo de hidrolise da mesma, a

30°C e pH 6,5, conforme item 3.6.3.

3.15-VARIACAO DA CONCENTRACAO DA B-GALACTOSIDASE NO
PROCESSO DE [MOBILIZACAO EM SPC

Como o pH do meio de :mobilizagio que proporcionava uma maior atividade catalitica
m torno de 6,5, esse valor era escolhido para se estudar a

da enzima imobilizada era ¢
de imobilizagio, com a concentragio da enzima variando de 3%

influéncia da mesma no meio
a 12% (v/v), seguindo 0 procedimento de imobilizacio em SPC descrito anteriormente.



4-RESULTADOS E DISCUSSAO

eliminare imel
s, primeiramente com a enzima $3-galactosid
- osidase na

f()rma iv i1 po 101N
livre utlllzando 0 tampﬁo fOSfatO, € ste i
e 1 ili oy ~ oLt
ada utlhzando tampao lactico Visando obter as melhores condi¢de
m¢ ’]) a a 1 0 S ~
z ¢oes de operagio

dest
a no idréli
processo de hidrélise de lactose. Os primeiros ensaios fora 1
m realizado
s com o

objeti :
jetivo de estudar a influéncia do pH e te

melhor 1cO jonai
es condigdes operacionais destas variaveis estudou-
¢do da mesma, tanto para a enzima livre como para

a enzima

m er i ol
. as

se a taxa de reagdo de hidrolise de

lact 3
ose em fungdo da concentra

imobili influénci
bilizada, a influéncia dos produtos d

da enzi i
nz ivi i i
ima livre e a atividade da enzima retida nos d
o um planejamento composto central, com o qual 1
analisou

a reagdo, concentragdo d i
a enzima na t
axa de reaga
ao

ois diferentes suportes utilizados. Apos

e :
ste estudo foi montad
conju 1avei

Juntamente as variaveis temperatura, concentra¢ao e pH.

R

ENZIMA LIVRE

Estudos prelim
galactos@dase. Assim, o primeiro

Conforme item 3.3. Verificava-se eXper
H 6timo, depende muit
ando tampdo 10 pH 6,5,
s taxas de reagdes alcangavam valores menores que

inares indicaram uma forte influéncia d
o pH na ativi
idade de f-

passo foi a defini¢io do tampdo lactico a ser utilizad
e ! ;mentalmente que a taxa de reagdo de hidrolise do;

N © smo no P o da composicdo do tampdo. Verificava-
perimentalmente que, utiliz porém sem a presenca dse
0s

co o
mponentes indicados na Tabela 3.1, @
m o tampao Jactico. Os

se no ANEXO E.
rminadas 2 30°C, numa concentragdo de lactose d
e de

aqueles
encont ' .
rados co resultados experimentais, utilizando o tampa
pao

fo i
sfato como diluente, encontra-
As taxas de reagdo eram dete

5
Og/L, em valores de pH?

Figura 4.1.

o intervalo de 4,0 2 9,0, cujos resultados sdo apresentad
0s na
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g
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Fioura 4.1: Atividade enzimatica em fungio do pH do meio reacional
igura 4.1:

se que no intervalo de pH de 4,0 a 5,5, a enzima no apresentou

Pela mesma, verifica- o
ade elevou-se, apresentando pH étimo em pH

ivi ' : tivid
atividade catalitica, porém em pH 6,022

6,5. A partir desse valor, a atividade decresce. d ] .
x do com aqueles apresentados por Flores et a que
Esses resultados estdo de acor

i : um
diz que a B-galactosidase de leveduras tem . ‘
ara a hidrolise do leite, soro neutro e permead-

esse autor este pH € O mais adequado P

pH 6timo num intervalo de 6,0 a 7,0. Segundo

ey i luyveromices frag....
) ... 6,5 para diluir a enzima de Kluyv frag

TRE também utilizou pH 6, )
VISAN, 1996 ta HUK, 1980 realizaram ensaios com a enzima -

- ADAMC
co o lactico. MAHONEY; AD :
m tamp3o lactico ilis em pH 6,6, que € praticamente 0 mesmo pH

Salactosidase da levedura Kluyveromices frag

utilizado por FLORES (1996)-

4.2-ESTABILIDADE DA ENZIMA B-GALACTOSIDASE LIVRE EM

RELACAO AO pH e de B-galactosidase foi estudada incubando-se
A na ‘
A influéncia do P da. em solugdes tampdo a 30°C, durante 24 horas,

ivi heci
amostras da mesma, de atividade con

i 14,0 a 8,0; ApGs esse tempo, eram
conforme CABRAL (1&8‘,’2) em valores de PH variando de: 08t { AP p
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determinadas as atividades enzimaticas de cada amostra, em pH 6,5 e temperatura 30°C

numa solugdo com concentragao de lactose 50g/L, e comparado com a atividade inicial da

enzima. Os resultados em termos de atividade relativa sdo apresentados na Tabela 4.1.

Tabela 4.1: Valores de estabilidade da enzima em relagdo ao pH

o pH Atividade relativa(’o)
8,0 94,6
7,0 100,0
6,5 91,1
6,0 72,4
5,0 17,0
S D —

a foi considerada igual a 100% em pH igual a 7,0, sendo que este

A atividade relativ
a apresentou maior atividade. Em

pH 5,0 sua atividade foi de

foi 0 pH em que a enzim
al a 7,0. Verificou-se que no

apenas 17% em relagdo 2 atividade inicial, ou seja pH igu
intervalo de pH de 6,5 a 8,0 Pr pois a atividade da enzima

ficou em torno de 90%.

aticamente néo ocorreu desativagao,

Ficura 4.1 € Tabela 4.1 sugere que valores de pH menores

Uma analise conjunta d2
a mesma apresenta

que 5,0 implicam em grande desativagdo da enzima, na faixa de 6,0 a 8,0
alta estabilidade, e que para valores acima de 6,5, embora a enzima nio apresente alta
Inativacdo, ela se encontra num estad

MAZZOBRE (1997) diz

fatores determinantes para 2 caracteriza

o de ionizagao inadequado para a catalise.
que © estudo da estabilidade das enzimas é um dos

¢do e aplicagéo das mesmas em muitos processos

biotecnologicos. .
ROGALSKI et al (1994) estudaram 2 estabilidade da enzima B-galactosidade de
diferentes fontes, bactérias € fungos. A forma

estabilidade para pH proximo de 7,8. Em pH @
caso de enzima fingica de Aspergillus flavus, verificou-se uma estabilidade de 70%

nativa das enzimas de bactérias exibiram alta

cido sua estabilidade decresceu bastante. No

a de Aspergil[us notatum apresentou 100% de estabilidade em

em pH 4,5. A enzima fungic
abilidade de enzimas pr

H . ovenientes de leveduras.
PH 3,0. Ele no menciona 2 st |
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4-3— 1
INFLUENCIA DA TEMPERATURA NA ATIVIDADE DE
B-

GALACTOSIDASE NAF ORMA LIVRE
As taxas iniciais de hidrolise de Jactose com B-galactosidase livre sdo ap
resentadas na

Figura 42
gura 42, para temperaturas na faixa de 10 a 60°C, determinadas em pH 6
concentracjﬁo d ’ > nume
e lactose de 50 gL Através desta, verifi
. ) ica-se que a atividad
e da enzima

aument 3
a com o aumento da temperatura até que esta atinja 40°C, que € a temperat
ratura 6tima
2

decres :
cendo rapidamente a partir desse V U tu
alor. Uma temperatura d <
e 60°C é sufici
iente para

inati . .
ivar rapidamente a enzima em estudo..

- -
\

0.03 —
4

V (g/Lmin)
o
S
.
\ﬁs

&
|
_{ -
_\\
0.00 i \ =
10.00 20.00 30. 4000 5000 6000
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Figura 4.2: Atividade de p-galactosidase livre em fungdo da temperatura

ma temperatura 6tima de 30°C para a B-galactosidase

ROGALSKI (1994) encontrot u
¢ uma temperatura ot

se mais ativas nest

Proveniente de bactéria ima de 40°C para B-galactosidases fingicas. As
a faixa de temperatura.

ey
nzimas em geral apresentan-



4.4-FESTABILIDADE TERMICA DA ENZIMA $-GALACTOSIDASE

A influéncia da temperatura na estabilidade de B-galactosidase foi estudada conforme

item 3.12 e os resultados de atividade relativa (A;) em fun¢do do tempo, para cada

temperatura, sio apresentados na Tabela 4.2.

Tabela 4.2: Dados de tempo ¢ taxa de reagio para diferentes temperaturas <
T (° t (mm) Ar ' T
E(T310°c 0 1,00 ]
| 4 0,93 |
8 0,39
12 0,21
16 0,13
T=45°C 105 igg
3 0,73
4.5 0,24
6 0,12
0 1,00
T=47,5 0.5 1,67
1 1,52
2 1,16
3 0,48
] 4 0,16
B) 0,09 .
S

s da Tabela 4.2, calculou-se os valores de kg,

i 3 3 a0s resultado

Aplicando a Equagao 2.1 ’

uais a0 apresentados na Tabela 43. Com os valores de kq ,

o cadn tempera® © X la Equagao 2.14, 08 quais se encontram na mesma tabela.
s de t12 peld e

determinou-se os valore




Tabela 4.3: Valores de kg € ty2 em fungdo da temperatura

e L R
40,0 0,0010 682,2 NS N
450 0,0091 76,6 ST
475 00699 | 90 ;0]
50,0 0,1392 5.0 LA
53,0 0,4026 1,72

55,0 ; 0,5722 1,21 \
!

ocesso de inativagdo da enzima,

rminar a energia de ativagdo do pr
fungdo de 1/T, na faixa 40 a 55°C, utilizando a Equagio 2.16. O

nzima lactase foi de’ 89244 3 cal/mol sendo este menor que a

ase, que teve um valor de 122171,17 cal/mol (RIBEIRO,

elagio entre kg (min”) e /T (K 'Y encontrada, com um

Objetivando dete
correlacionou-se In(ks) em
valor de E4 encontrado para a €
energia de desativagdo da invert
1989). A Equagdo 4.1 mostra & T
Coeficiente de correlagdo de 0,98.
s (4.1)

192"
ey

I“(kd)= 138,8 - 44909,6—Tl—

orrelacionando 0s valores de kq da Tabela 4.5 em fungéo da

gura 4.3, cujos pontos rep
ponde a0 modelo dado pel

O grafico de Arrhenius, € .
resentam os valores obtidos a

temperatura, esta apresentado 1 Fi i
a Equagdo 4.1.

Partir dos experimentos ¢ a reta Corres
9 94 _)J J 7

-

/f’ L /
i \/' “ [
‘ P
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= /'
E’ 4.00 — //
J S
{f °
200 —
| e
i /
0
| ¢/
0.00 ! Z
| !
3.04 3.08 3.12 3.16
(1/T)*1000 520

Figura 4.3 Grafico de Arrhenius para a inativagdo térmica de B-galactosidas
€

escritos anteriormente, € possivel perceber a tendéncia d
5]

m temperaturas proximas
nforme a Figura 472, a enzima apresentou alta

Com os resultados d
a 40°C, que corresponde a

INativacs ..
ativagio térmica da enzima. E

tem . ..
peratura de maxima gtividade, €O
em 682,2min. Para temperaturas maiores que

e meia vida da ord

omega a decrescer rapidamente, sendo a inativagdo muito

estabilidade, com tempo d

400 . .
C, a atividade enzimatica €
e sensibilidade da enzima B

S
€vera a temperaturas da ordem de SOOC. Isto mostra a grand

gal i a3
actosidase em relagio & temperatird
mostrou resultados muito proximos a estes ao analisar a

MAZZOBRE (1997),
estabilidade térmica da B-galactosidase. O tempo de
0.5 minutos a 55°C. MAHONEY; WILDER (1987)

tosidase de Escherichia coli, aquecida em

meia vida encontrado por ele foi em

t
oo de 60 minutos a 45°C € menos que
ia vida da B-galac

NaN3 e MgCh) foi de 1,1 minuto.

Con .
cluiram que o tempo de Me

tamms
ampio fosfato a 60°C, (com adigdo de



4.5 INFLUENCIA DA CONCENTRACAO DE LACTOSE NA

ATIVIDADE DE B-GALACTOSIDASE LIVRE

50 de hidrolise de lactose pela enzima livre, na auséncia dos

As taxas iniciais de reag
rminadas experimentalmente conforme item 3.10, na faixa de

produtos da reagdo, foram dete

concentraggo de 10 a 150 g/L e

ao modelo de Michaelis-Menten, conduziram & Equagao 4.2,
=918 g/L e@= 0,14 g/ (L.min), com um coeficiente de

estdo apresentadas na Figura 4.4. Esses resultados ajustados
cujos pardmetros determinados

1

I
por regressio nio linéar, foram Km

correlagio de 0,98.
O modelo de Michaelis-Menten encontrado esta representado abaixo pela Equagio 4.2:
{ '/
v VaS (4.2)
917+ S
0.16 — ; .
i
|
l o
0.14 — / /
o o ’
Ly
‘{ ° ° e °
N : : ‘ °
\ J o .

=
E | p
= /
2 j L ?
>  / © pontos experimentais |
R / B modelo teérico l
/‘o i /\  pontos teoricos i
0.08 — // ‘
e 120.00 160.00

y  80.00
000 7 0% coNCENTRAGRO O
i . 1 4lise de lactose em fungdo da
. oie de reagdo d¢ hidro
Figura 4.4: Taxas iniciats

a a.
concentragal da mesm
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Uma comparagio entre 0s resultados experimentais e a curva de ajuste dos mesmos,
s experimentais se ajustaram

representados na Figura 4.3, mostra claramente que OS resultado
entados na Figura 4.4 devem-se

a0 modelo de Michaelis-Menten, Os desvios dos pontos apres
evou em considera¢do a presenca

Provavelmente a erros experimentais . Nesta analise ndo se |
os com hidrélise total de produtos

de produtos da reagdo, glicose e galactose. Em process
dem de 50g/L, os produtos foram

derivados do leite, com concentragoes de lactose da O

considerados como no item 4.6.
ANDREW (1990), HENG (1994) e BODALO (1991) estudando a hidrolise da lactose

pela enzima B-galactosidase proveniente de outras fonte

dados experimentais seguindo 0 modelo de Michaelis-Menten.

s, obtiveram o melhor ajuste dos

4.6-AVALIACAO DA PRESENCA DE GALACTOSE NO MEIO

REACIONAL

A influéncia da g
3.11. As reacdes ocorreram na presenga de conce

drolise de lactose foi estudada conforme item

alactose na reagdo de hi
ntragGes iniciais conhecidas de galactose e

0s resultados obtidos encontram-s€ Tabela 4.4.

e reagdo (V) em fungdo da concentragdo de

Tabela 4.4: Resultados experimentais ¢ 7% d

V (e/Lmin)
0.05171
0.06523
0.07541
0.09033
0.10494
0.04759
0.06379
0.07806

a0 | 010854

0.10837

0.04574

50 | 0.06225
0.07788

e e e

0,08616

TP A A ALt e

0.11272

lactoge (S) e galactose (D)
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. Os valores experimentais da Tabela 4.4 foram ajustados aos vérios modelos
1r'ub1§:ao propostos na literatura conforme SEGEL (1979). Os modelos que melhore e
31%Sitaram aos dados experimentais foram o de inibi¢do competitiva e inibigdo mista Jinease

tilizou-se como critério de discriminagdo o teste do Qui-quadrado e a minimizacdo dl;
Quadrado dos desvios. Pelo teste do Qui-quadrado, efetuado com o software Microsoft Exce]
30, todos os modelos representaram os dados experimentais com uma probabilidade de
100%, entao o critério utilizado para escolha do melhor modelo foi o da soma dos quadrados

dos rec;
I ey e~ .. ey .
esiduos. Os modelos de inibigio competitiva ¢ o de inibicdo mista linear apresentaram

Prany .
Camente a mesma soma dos quadrados dos residuos, conforme Tabela 4.5.

Ta
bela 4.5: Soma dos quadrados dos residuos referente a cada modelo de inibigdo

S(V-Vimodeto) !
0,002883
0,003112

Modelo

I M RN
Nibiczo competitiva

Inibjcsn o
1bi¢do nao competitiva (

Injhinz
nibicao acompetitiva

0,002883

0,004860

o competitiva no presente trabalho por concordar

Inipjes——
1bicdo mista Iinear

I SN
Mibi¢3o pelo substrato

Foi escolhido o modelo de inibi¢d
Com trabalhos anteriores, como O de PAPAYANNAKOS (1993) e GLATZ (1994). Eles
encOntraram o modelo de inibi¢do competitiva pela galactose tanto para a enzima livre como
Parg 4 enzima imobilizada, enquanto 2 glicose ndo ini
Os parimetros cinéticos encontrados , para ©
Vo0, 16g/Lmin, K,=17,04 g/L e Ki=54,26 &L, Dtidos P
de B-galactosidase pela galactose esta

biu a atividade da enzima.
modelo de inibigdo competitiva, foram

or regressdo ndo linear. O modelo

Cingt .
1C0 que representa a inibigd0 competitiva

a
Presentado na Equagdo 4.3:

Ve VWS @43)
S+17,04(1+ ! )

Ong
el Iepresenta a concentragdo de galactose
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A seguir é mostrado a Figura 4.5 que correlaciona a taxa de reagdo da hidrélise da
1
actose em fungdo da concentragio da mesma e do produto galactose

v =0,16*S/ [S+ 17,04 {1+(1/54,26)]

) above |

76 lactose em fungdo da concentragio do préprio

M

Figura 4.5 Taxa de reaqid de hidrolise
Substrato e do produto da reagdo, 2 galactose, segundo o modelo de inibigdo competitiva.

Através da Fieura 4.5 verifica-se qué 2 taxa de reagdo é elevada quando aumenta-se 2
gura 4.
concentragdo do inibidor, a galactose. Quando a

Co - e e s
Ncentragio de lactose e diminui-s€ 2
actose é baixa tem-se 0 menor valor da

C .

Oncentragio do inibidor ¢ alta € 2 concentragdo de ]

axa de reagdo. A partir destes comentarios € possivel verificar qu
ara altos valores da concentragdo de lactose,

e-se altas taxas de reagdo o que

e a presenga do inibidor na

reaes .
3640 provoca a diminuigdo da taxa da mesma. P
dor galactose, ating

bigdo competitiva, 0 qual indica que para

e B —y
SMO para altas concentragdes do inib1
nto do equilibrio para o lado do

€st] . .
4 de acordo com o mecanismo do modelo de ini

a , .
o5 valores de concentragdo do Substrao: hd o deslocam

c
OMplexo produtivo ES.

MPOSTO CENTRAL

47-ANALISE DO PLANEJAMENTO co '
entral, como descrito no item 3.10, fez-se um
ose, temperatura € pH do meio reacional

Através do planejamento composto ¢
de lact

es ) )
Wdo da influgncia conjunta da concentragao -
ais encontram-se na Tabela 4.6.

ha .
X2 de r eagio, cujos resultados experiment
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mento composto central para a influéncia das variaveis

T
abela 4.6: Resultados do planeja

peratura sobre a taxa de reagdo

C ~
&Uacao de substrato, pH e tem
g ___ ]
Nl Teo)  |PH S@L) TCC)  |PH V (g/L.min)
30 30 5 1 1 1 0,0000
— - - B ? 0
00 30 z T 1 |- 0,00000
50 L,//—}»—//—f———* ’
50 5 1 +1 1 [0,00000 |
/___,./——L,_.__—-——
& 5 : 1 1 1 |0,00000 ;
5 T }oe !
0 30 rr’/ﬁ’/ 1 +1 0,09012 A
L 5 - | 1 0,08526 |
[ M |
50 _,,,..JSO = 5 +1 +1 0,01088 |
\-\~__—‘
_,__.--————-"""_——’-""_’1 |
100 = |7 1 +1 013288 |
5 = B Fean — 0,08808 |
o7 — ] 0,1553
40 6 e 15535
75 57 7// 0 0,08645
~—— —
75 _///
% 7 E,/«— 0,00000 |
75 | 5
5 E B,,/ 0,12002 |
75 L
40 - 3// 0,11964
-

ica, para verificar a

alisados através do software Staust
i4veis € seus termos

Estes resultados foram an

nflyane:
éncia de cada varidvel separd

¢oes entre €ssas var

damente, intera
se a Equagdo geral 4.4.

Quadréticos. Pelo método dos minimos quadrados, obteve”

=By + BiXy + PoXo T BiXs T ﬁuX]Xz + BI3X*X3 + posXeXs T PuXiXi +

Bsz2X2 +B33X3X3 (4.4) |
}

Onde

Xi=
1=Co
Concentracdo

Xo=
“temperatura




Xi=pH

0 . .. A
s Coeficientes de Xz e X5X 3, obtidos através do software Statistica tém um valor numéricc

be . ,
M superjor a0s demais, conforme pode ser visto pela Tabela 4.7.

Ta e . .
| bela 4.7: Valores dos coeficientes das varidveis codificadas, concentragdo, temperatura e

PH

Calculados através do software Statistica
Xg [X_; /XJXZ /X1X3 /XZXB /XIXI szXg

/0,37 /35,68 /o,oo /o,oo /0,01 /0,06 /-o,os

Pela angjise dos valores dos coeficientes de X;, X», e X3 na Tabela 4.7, conclui-se que
a Mportancia do pH na taxa de reagio ¢ muito superior as varidveis temperatura e
Concentraggo Como X ; representa o pH, apenas o seu efeito é verificado nas condi¢des do

plaﬂejamento Proposto. Logo a Equagio 4.4, de acordo com as consideragdes anteriores, pode
- (=]

Se
T'r CPresentad, pela Equagio 4.5.

Y3 45
5568X3 - 35’ 73X3X3 ( g )
A Equagio 4.5 mostra que o efeito da temperatura e da concentragio foram
mascarados Ou seja, apenas o efeito do pH predominou. Esse resultado provavelmente foi
’ , ap . ~
Obtido, devido a uma ma escolha da faixa de pH. Em pH 5,0 a enzima nio apresentou
atividade € isso pode ter influenciado muito o resultado. Se um novo intervalo de pH fosse
escolhido no qual ‘ma fosse mais ativa, talvez fosse possivel tirar novas conclusdes a
’ a enzi ’
Tespe; o
Peito 4q efeito conjunto das trés varidveis.

Neste caso nfo & possivel mostrar as superficies de resposta esperadas, pois tem-se o
ndo é

efejt
©de apenas uma das variaveis, 0 pH.
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4.8-IMOBILIZACAO DE LACTASE EM DUOLITE

Apés imobilizagdo de P-galactosidase em resina Duolite, conforme procedimento
escri . .
SCIito 1o Ttem 3.14, em diferentes pHs, foram determinadas as atividades cataliticas da

eNzimn : oy N
12ima mobilizada de acordo com o Item 3.6.3 as quais sao apresentadas na Tabela 4.8

Tabel 4.8: Resultados de atividade catalitica obtidos na imobilizagio de B-galactosidase em

Dires e o
uolite ¢y, fungdo do pH do meio de imobilizagdo

A maxima atividade catalitica encontrada ocorreu para o pH do meio de imobilizagso
8uaj 4 6,0. Em pH 6.5 a atividade caiu em aproximadamente 70% e em pHs menores que 6,0
Mo houye fetencio de atividade enzimatica pela resina. Isto mostra a restri¢o na faixa de pH

Parg imobilizagao da B-galactose em Duolite. Usando glutaraldeido, como agente de
&

18aciq Cruzada, com o suporte Duolite nenhuma atividade catalitica foi encontrada. Isto
2
? - -
Se Ve, provavelmente. 4 reagdo do glutaraldeido com o sitio ativo da enzima ou com
> . .
res1duos de aminoicidos que alteram .a estrutura quaterndria da enzima, sugerido por

TREVISAN (1996),

L9INFLUEN CIA DO pH NA IMOBILIZACAO DA SILICA DE

P
OROSIDADE CONTROLADA
;dase foi realizada em silica de porosidade controlada, na

A imobilizago de B-galactos

¢do de B-galac ' R o

axg de PH de 2023 90. 4 : mperatura de 30°C, como descrito no Item 3.15. As atividades
€20a90 ate

. : de foram
catah’ticas das amostras de enzima imobilizada, em diferentes valores pH,
~ o m
determmadas a 30°C H 6.5, numa concentragdo de Jactose de 50g/L, utilizando u
, em pH 6,5,

' jo estdo apresentados na
ICron-eator tipo cesta e os resultados em termos de taxa de reaga p .

'Surg 4 6



1.60 —

atividage (9/(g.min, L)
o©
3
S
|
/

/
J ' I ‘
6.00 8.00 10.00

2.00 4.00

pH
H do meio de imobilizagdo na retencdo de atividade
-galactosidase por silica de porosidade controlada.

Figura4.6: Influéncia do p
enzimatica de B

Através da mesma, ¢ possivel verificar que a maior atividade da enzima imobilizada
2

0. . . ~
Lem py 6,5. Este foi o pH que apresentou 0 melhor estado de ionizagdo tanto para a
Imga imobilizada como para a enzima livre, como foi observado no Item 4.1. Em pH de 2,0

d . . .
| 5,0 Nenhuma atividade enzimatica foi retida pelo suporte, ou seja, nesta faixa a enzima
aCta c . .
%€ € inativa, quando imobilizada em SPC.
0 PH, como se pode perceber pelos dados obtidos € segundo OLSON; STANLEY

(197 o
3), tem grande efeito na atividade da 1actase imobilizada.
AYANNAKOS ( 1993) relatam a dependéncia da

At SUNGUR; AKBULUT (1994) € PAP | | 8
IVldade da B-galactosidase imobilizada com aquela da enzima nativa, Ou S¢ja, s€ 0 pH otimo
2 mesma faixa de pH sera utilizado para

2 ep.:
. 2ima livre encontra-se na faixa de 7,0, est

imoh:
Obili>n
llza9a0 desta enzima.



4.10-INFLUENCIA pa CO
p 3
ROCESSO DE IMOBILIZACA

Uma vez verificado que 0P
esso ¢ jmobili

Tete
ncio de atividade no proc
con!

tinuidade do estudo da imo

A influéncia da conce

2.00 —

Atividade da Enzima
Qo
[e2)
[®]
L

blhzaqao
ntragao da enz

con ' .
forme item 3.16 €08 resultados de ativida

A atividade da enzima p-

da
m
N esma, no meio de
ndénci
ncia a se estabilizal & P

bela
concentragdo da enzima,

acio queé jmplicou

. de 6,5, esté pH foi escothido pard

o de :mobiliza¢d
entados N Figura 4.7.

stao apr €S

30 foi estudada
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Ta > . . ’ , . ~
eradativamente ocupados 2 me oléculas de proteina ativé vao

du \
mentando no meio, até chegar 85
(1990) a0 apresentat um

Resultados semelhantes fora
inato de calcio em funcdo

grafi
co que correlaciona poscentas
ida pelo alginato foi

da
razio da massa de B-g _oalactosidas®:

de enzima ref

rmanecendo pratxcamente

cr ) .
escente até uma determmad oncentra@ao
3 porcentagem

cons oot .

tante a partir dat, 0¥ seja, mes™

da :oje de sat d
m ~ 4 espécie de S8 uragio do
esma, ligada, permanece b

Supone'

411-CINETICA DA REACAO
LACTASE IMOBILIZADA £M SPC
em fungao da concentragﬁo de lactose

Os resultados experimentais de taxd | ‘

em pH 6,5, temperatura 30° concentr ¢io de lactose 50g/L determlnadas em reétor 1ipo

cesta, para a enzima i mobilizada, §30 apresentad s na F1g¥ 48.0s resultados exp‘en;nientms

$80 representados por pomntos, os quais S ajustar odelo téone 4 Michaelis® *emen,

conforme a Equacdo 4.6 arametl S cinéticos contrados fora Vlm f);ldf/(?gmm e

Kw=36,22 /L, através 4 regressad nio lineal co eficient® Zelc :: ;:haehs-,Meme
Uma comparagd® entre 05 res JtadoS expenmentax e 0 m0AeO ,

Lda na P8V 4.8

dad
o pela Equagdo 4.6, 6 mOStT
(4.6)

p U85
36,22 +S
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ontrado para a €0zt ’ ;drolise ctose O P
a 35505 e ) pidro 1€ 0 modelo
Urante os dois diferentes s pro N ced jzar @ 1 o5t encontrou ol
1993 noﬁuca mO
. star AI¥
PAPAYANNAK o e am C ctOSe pOlS d te delo quaﬂ‘
4Aspergillus niger, imobihzada etiva cla £°° g O mestO e
) _ . sucdo © ontral «Anica.
Michaglis Menten com™ ™ * {ambe™® ene and troca 19
Cinéticos. HENG GL ATZ (1994) id coli em mem 1
. , ichi
cheri¢

mobilizaram B_galactosidase
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5-CONCLUSOES

A cinética de reagdo

livre seguiu O modelo

galactomdase
e, um dos produtos da reagdo. O

ela galactos®

os valores dos parametros cinéticos

de Mi .
ichaelis-Menten com inibicd
Equagao 43, ¢

model L.
o cinético estd representado pela
igual 2 54,26g/L-

trados foram K igual 8 17,04g/L-¢ Ki
encontrados foram

A temperatura € 0 pH 6timos
. extremamente

A at1v1dad
alores de pH menores

40°C
€ 6,5 reSpectivamente
al, desanvando e rapid

- fluéncia 1a atividade

dG:pen

N 6dente do pH do meio reacion
0 e maiores que T.0- & tempe

que obtém-5€

Cata e
litica da mesma, uma V&%
ode ipativar € enzimad

mas
estas na
s niio podem ser altas ponto

a da enzl ima JivT
g, isto mostra

1,21 minuto

A estabilidade térmic
energia d¢ ativagdo

meia vi
vi . :
da (t;2) igual 682,2 minutos; mas ©

do
processo de inativagao da enzimd fot 89244,30a1/mol.

ili fenol—formaldeido, d
io de 1mob1hzaqao,

o A imobilizacdo de ! e
m .
e comercial Duolite, por pr .anico f0l dependente dop

apre
Sen
tando méaxima retensa® o de

atividade catalitica de 0,84 g/(g L™ min)- .
q A imobilizagdo da enzima e silica de porosidade controladd sofreu forte influénc1a
°. PH do meio de imobilizasa® cendo que @ pAxima atividade alcangada foi em PH 6.5
atividade da enzima imobiliz? 4 aument 4 com 2 concentrasa® 4a enzima Ve o meio d¢
1mob1hzaqao a6 12%, apresentaﬂd o uma tendénct? de e 1abiliz ¢ao rtir desse ponto
:?lea atividade de 12ctes® o " alcemc;ada, 10 processO ;mobilizage? descrito
Ima, foi de 1,49 g/(g.L.min). o
- A silica de P orosida ptrolad ativada sjlanizagad com Y-
1mmopropihrietOXisilano e ativadd com gl taraldelt® most ou-se U porte adequado par
Mobilizagao da enzima P8 oalactosidas® de Kt oromicesf’ agihts o
“ A cinética da reagdo el pidrolise de 1a6105° or ﬁ—galactosidas m blhzaia e "
Siu uma cinética tipO MJchaehs—Mente ,© Kn igual a 36,22g/L e Vm jgua

0,1
Bg/ (g.L.min).
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6-SU -
GESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

centragio do substrato © dos

1o central, gtilizando uma

Est

u C A Anc

dar a influéncia conju
 amento cOMPOS

produ
tos na taxa da reagao, através de um plane]

faix
a L
adequada para as yariavels.

Utis
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taxa de hidr
ngio do pH do

slise da lactose, utilizando a enzima p-
meio e da temperatura, s80 apresentados na



59

ANEXOA

Os
val
Salactog; . o> SXPeri '
1 o
: ;%SI dase ry forpma Igs?tals de taxa de hidrélise da lactose, utilizando a enzi
elas 071 0 oy e, em fungdo do pH do meio e da temperatura, sdo a frmma -
, Tespectivamente. Através destas tabelas foram construz”das as };iisuentaiols
guras 4.

< Mostr
ad
as no Resultados e Discussio.

Tabela 0
1:
Vii(;ires experimentais de pH e taxa de reagdo
I V(g/(Lmin)) |
] 0,0000 /
/ 0,0003 ]
] 0,0002 |
/ 0,0219 il
[ 0,0181 |
; 0,0108 |
] 0,0046 |

] V(g/(Lmin))

; 0,0076

{ 0,0134 ]

[[ 0,0248 ]
0,0381

/ 0,0297 :j
0,0044 ]

|
0,0005
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Dado
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ANEXO B

e, utilizando a enzima B-galactosidase na
s relativos & enzima imobilizada em SPC
esentados os valores de concentrag@o do

O 3 idroli

forme 7'dado§ de taxa de reagdo de hidrolise de lactos

o & rIVTe sdo apresentados na Tabela 03, e os dado

Substfafsentados na Tabela 04. Nestas tabelas sdo apr
o, taxa experimental € tedrica respectivamente.

e, taxa de reagdo experimental € tedrica, sendo

de lactos
o enzima livre

-Menten, utilizand
of/Lmin)

T

e;gecl)ztgj Valores de concentragdo
El:d pelo modelo de Michaelis

min) | Ve (¢/(gLmin)

10
20
30
40
50
60
70
80
90
100
110
120
130
150

012785

¢ao experimental € tedrica, sendo

a de rea
ima imobilizada em SPC.

Tab
ela 04: Valores de concentragao de lactose, tax
-Menten, utilizando €nz

E5ta obtida pelo modelo de Michaeli

: js-MEmt, ————=
\XM) Vexp (/& :min) eor (g/LI0AD
10 0,41792 039583
— 20 [ 067685 0,65101
— 30 | 082708 082906
—0 | 0.96105 _/,9,9,@355/

| 106612

%0 vooo7s | LiA—]
1.20599

—~ 60 |

_—__—’/-

70 1.05435 12009 —
125968

\\38____ 1,24486 /ﬂ,j.
\\10\0”__————”"”%1’35243 ST

i 1,48529 L’—"liﬁs@/

NL#%W

o 1,47849 LA

— 140 | 141467 145380

42404 LT

wﬁ 1
o e




ANEXO C

~ ‘Ui da B-galactosidase, imobilizada
o de atividade
Os valore~s d;arsf::;a s3o apresentados na Tabela 05, ¢ os que corre
da concentragdo

; -galactosidase, imobilizada em SPC, e
5 ivi da enzima [-ga
(rietelga;o (iz;zvé:ef:obﬂjzagao sdo apresentados na Tabela 06.
o pH do

em SPC, em funcgio
laciona os valores de
m fungio da variacio



o ANEXO C
s valores de retencio de atividade da B-galactosidase, 1 ili
3 e, imobil o
da concentragao da mesma, sdo apresentados na Tabela 05 erllc;izcri;oemuipc’ em fungdo
ividade da enzima B-galactosidase, imobilizada em SPC, em %Jnggs d‘;alor?s de
> variagao

retengdo de at
sio apresentados na Tabela 06.

do pH do meio de imobilizag¢do

ima imobilizada em SPC em fung¢do da concentragdo da mesm
a.

Tabela 05: Atividade da enz

Enzima %(v/V) Atividade (g/(gLmin))

3 0,03723

4 0,04503

5 0,05701

6 0,07449

7 0,10604

8 0,11805

9 0,15899

10 0,17776

12 0,18657
15 0,16204 ]

Tabela 06: Atividade enzimatica da B-galactosidase imobilizada em SPC e valores de pH d
o

meio de imobilizacdo
pH Atividade (g min
2.0 , 0,00000
0| o000
4.0 0,00000
5.0 0.00000

6,0

6,5 0,13035
D R L TR
I~ 5.0 " 0,05806
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ANEXOD

oeficientes das varl

Os valores dos ¢
ectivam

representadas por X1, X2 € X3 1€5P
do Statistica

sveis concentragdo, temperatura e pH, que sdo

ente, sdo apresentados na Tabela 07, proveniente



ANEXOD

eis concentragio, temperatura ¢ pH, que sdo

g coeficientes das variav
te, sao apresentados na Tabela 07, proveniente

Os valores do
X3 respectivamente,

representadas por X1, X2e
do software Statistica.

972768
015375
1,000000
988621

977245
995459
994297
,015284




ANEXOE

Resultados experimentais da taxa de hidrélise de lactose por B-galactosidase usando

tampdo fosfato. Estes valores ndo foram apresentados na tese devido a grande oscilacio dos

pontos experimentais, causada pelo uso do tamp3o inadequado para este ensaio.



Resultados experimentais da taxa de hidroélis

tampdo fosfato

Tabela O : Taxa inicial

Concentragdo | taxas iniciais

5 0,002565
10 0,005913
15 0,007255
20 0,009647
25 0,013719
30 0,015233
35 0,047886
40 0,015769
45 0,014446
50 0,019196
55 0,022397
60 0,028206
65 0,025488
70 0,024687
75 0,028301
80 0,026985
85 0,034506
90 0,033699
95 0,036342
100 0,032557

s de hidrolise de lactose por B-galactosidase usa

67

ANEXO E

e de lactose por B-galactosidase usando

ndo tamp@o fosfato.
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