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RESUMO

Neste trabalho estudou-se a hidrdlise de lactose por B-galactosidase de Aspergillus oryzae
imobilizada por adsorgdo e ligagdo cruzada com glutaraldeido, utilizando como suporte a
resina de troca idnica Duolite A568. A temperatura de maxima atividade para a enzima
imobilizada para a faixa estudada foi de 60°C, com energia de ativacdo de 5,32 kcal/mol de
lactose, utilizando uma concentragéo inicial de lactose de 50 g/L em solucdo a pH 4,5. A
estabilidade térmica da enzima foi estudada na faixa de 55 a 65°C. O modelo de desativacéo
térmica de primeira ordem descreveu de forma significativa a cinética de desativacdo térmica
da enzima imobilizada em todas as temperaturas estudadas, enquanto o modelo de desativacédo
em série em uma Unica etapa s6 descreveu a cinética de desativacdo térmica para as
temperaturas de 55 e 57°C. A energia de ativagdo do processo de desativacdo térmica de p-
galactosidase imobilizada foi 66,48 kcal/mol com tempos de meia-vida de 8,9 horas a 55°C.
A enzima imobilizada manteve sua atividade ap6s 90 dias de armazenamento, em tampéao
acetato pH 4,5 a 4 + 2°C. A influéncia da concentracdo de lactose e da vaz&do de alimentacdo
na taxa média de reacdo de hidrdlise e conversdo da lactose em reator de leito fixo, operando
em regime continuo, com escoamento ascendente foi estudada empregando um Planejamento
Composto Central (PCC) fixando uma temperatura de 35 = 1°C. A melhor condigdo para a
taxa média de reacdo de hidrolise e conversdo foi: concentracdo de lactose igual a 50 g/L e
vazdo de alimentacdo igual a 6 mL/min, atingindo taxa média de reacdo de 2074 U e
conversdo de 65%. Com a finalidade de aumentar a conversao de lactose foram realizados
testes em dois reatores de leite fixo em série, operando em regime continuo, escoamento
ascendente, na melhor condicdo definida pelo PCC para um reator de leito fixo. A utilizacdo
do segundo reator em série aumentou a conversao de lactose em 26%. A enzima imobilizada,
manteve sua atividade durante 30 dias de operacdo em reator de leito fixo, com vazdo de
alimentacdo de solucdo de lactose 50 g/L igual a 0,3 mL/min, & temperatura ambiente. As
determinacgdes de distribuicdo de tempos de residéncia para as vazdes de alimentagdo na faixa
de 0,6 a 12 mL/min indicaram um escoamento néo ideal para a coluna utilizada com formagao
de curtos-circuitos “by-pass” no reator de leito fixo. Para o estudo da cinética em reator de
leito fixo, as vazbes de alimentacdo estudadas foram as mesmas das utilizadas nas
determinagdes de DTR, com lactose 50 g/L em solucdo a pH 4,5, temperatura de 35 + 1°C,
empregando o modelo cinético de inibicdo competitiva por galactose. A cinética de hidrolise
de lactose em reator de leito fixo se ajustou adequadamente ao modelo dispersao axial.

Palavras-chave: B-galactosidase, hidrolise de lactose, imobilizacdo, Duolite A568, reator de
leito fixo.
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ABSTRACT

In this work was studied the lactose’s hydrolysis by B-galactosidase of Aspergillus oryzae
immobilized by adsorption and cross-linking with glutaraldehyde, using as carrier the ion
exchange resin Duolite A568. The temperature of maximum activity for the immobilized
enzyme in the range studied was the 60°C, with activation energy of 5,32 kcal/mol of lactose,
using an initial concentration of lactose from 50 g/L in solution in pH 4,5. The thermal
stability of enzyme was studied in the range of 55 to 65°C. The thermal deactivation model of
first order described significantly the kinetics of thermal deactivation from immobilized
enzyme at all temperatures studied, while deactivation model in series in a single step only
described the kinetics of thermal deactivation at temperatures of 55 and 57 °C. The activation
energy of thermal deactivation process from p-galactosidase immobilized was 66,48 kcal/mol
with times of half life from 8,9 hours in 55°C. The immobilized enzyme kept its activity after
90 days of storage, in buffer acetate pH 4,5 in 4 + 2°C. The influence of lactose concentration
and the feed flow in the average rate of reaction from hydrolysis and lactose’s conversion in
fixed bed reactor, operating in continuous duty, with upflow was studied employing a Central
Composite Design (CCD) fixing a temperature of 35 £ 1°C.The best condition for the average
rate of reaction from hydrolysis and conversion was: lactose concentration equal to 50 g/L
and feed flow equal to 6 mL/min, reaching an average rate of reaction and conversion in 2074
U and 65%, respectively. In order to increase the lactose conversion were performed
experiments in two reactors of fixed bed in series, operating in continuous duty, upflow, in the
best condition determined by CCD for a fixed bed reactor. The utilization of the second
reactor in series increased the lactose conversion in 26%. The immobilized enzyme kept its
activity during 30 days of operation in fixed bed reactor, with feed flow of lactose solution 50
g/L equal to 0,3 mL/min, in the room temperature. The determinations of distribution of
residence times for the feeding flows in the range of 0,6 to 12 mL/min indicated a non-ideal
flow for the column used with formation of short circuits “by-pass” in the fixed bed
reactor.For the study of kinetics in fixed bed reactor, the feeding flows studied were the same
of those used in the Residence Time Distribution (RTD) determinations, with lactose 50 g/L
in solution at pH 4.5, temperature of 35 + 1°C, employing the kinetic model of competitive
inhibition by galactose. The Kkinetics of lactose hydrolysis in fixed bed reactor fitted
accordingly to the axial dispersion model.

Keywords: B-galactosidase, lactose hydrolysis, immobilization, Duolite A568, fixed bed
reactor.



CAPITULO 1
INTRODUCAO

A lactose é um importante componente do leite e do soro de queijo, mas sua
utilizacdo em produtos lacteos é bastante limitada devido a sua baixa solubilidade, forte
tendéncia a absorver odores e sabores, além de ser um agucar higroscopico, 0 que causa 0
endurecimento dos derivados lacteos em pd. Outra restricdo deve-se a intolerancia a este
dissacarideo por grande parte da populagdo mundial. A utilizagdo de soro de queijo tem sido
também limitada, sendo este normalmente descartado como um efluente de dificil degradacéo,
em funcgéo de seu alto teor de lactose (CARRARA e RUBIOLO, 1994).

A produgdo mundial do leite de vaca em 2009 foi de 701 bilhGes de litros, com uma
projecdo de aproximadamente 714 bilhdes de litros para 2010. O Brasil é o sexto maior
produtor mundial de leite e primeiro da América do Sul, com aproximadamente 28 bilhdes de
litros/ano (http://www.embrapa.br). Quanto & producgdo de queijos, o Brasil é o sétimo maior
produtor mundial, com um total de aproximadamente 480.000 toneladas em 2005, gerando em
torno de 4,3 milhdes de toneladas de soro de queijo (USDA, 2009).

Nos laticinios, a hidrdlise da lactose do soro de leite apresenta-se como alternativa
para ampliar as possibilidades de uso comercial deste insumo, além de contribuir com a
reducdo dos impactos ambientais causados pelo efeito poluidor do mesmo
(MUKHOPADHYAY et al., 2003).

A hidrolise da lactose em glicose e galactose por B-galactosidase € preferivel a
hidrolise &cida por ocorre em condi¢fes mais brandas de temperatura e pH e os produtos
obtidos preservarem as suas propriedades (HATZINIKOLAOU et al., 2005). Este é um
importante processo na industria de alimentos, pois proporciona uma melhoria nas
caracteristicas tecnologicas e sensoriais de produtos lacteos, conferindo a estes maior poder
adogante e maior solubilidade, além de permitir a obtengdo de produtos economicamente mais
atrativos e adequados a alimentagdo de individuos intolerantes a lactose (JURADO et al.,
2002).

A enzima B-galactosidase de Aspergillus oryzae é adequada para a hidrdlise da
lactose, em especial a do soro de leite, devido a sua estabilidade em ampla faixa de pH e
atividade 6tima em pH &cido e alta estabilidade térmica (HATZINIKOLAOUE et al., 2005).

Os processos enzimaticos empregam as enzimas nas formas livre (soldveis) ou

imobilizada. A utilizagdo de enzimas livres em processos industriais tem certas limitacdes
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devido ao seu alto custo, a dificuldade de recuperacdo das mesmas no final do processo e
ainda a sua instabilidade (HAIDER e HUSAIN, 2008). A aplicagdo da enzima na forma
imobilizada pode apresentar diversas vantagens em relacdo a forma livre, tais como
reutilizagé@o do biocatalisador heterogéneo, reducgéo de custo, possibilidade de melhor controle
de processo, operacdo continua, aumento de estabilidade, dentre outras. Alguns fatores
essenciais devem ser levados em consideracdo para a escolha do suporte adequado a
imobilizagdo, tais como compatibilidade suporte-enzima, eficiéncia, produtividade,
estabilidade no processo, disponibilidade do suporte e custos (CAO, 2005; KRAJEWSKA,
2009).

A imobilizacdo em resinas de troca idnica envolve interaces entre os ions da
proteina e 0s ions de carga oposta da resina. A estabilidade da enzima adsorvida pode ser
melhorada através da criacdo de ligacOes cruzadas adicionais, usando-se um reagente
bifuncional, como o glutaraldeido (LETCA et al., 2004; TOMOTANI e VITOLO, 2006). A
resina Duolite A568 é uma resina de troca i6nica fracamente basica, muito utilizada como
suporte para imobilizacdo de enzimas em bioprocessos alimenticios.

Tendo em vista 0 aumento significativo na expansdo do consumo mundial de leite,
queijos e derivados lacteos e ao alto volume de soro de leite gerado, seu valor nutricional e
também poluente, torna-se necessario buscar novas alternativas para o aproveitamento deste
importante insumo.

Com base no exposto até o momento, tem-se como objetivo do presente trabalho
estudar a hidrolise de lactose por B-galactosidase de Aspergillus oryzae imobilizada em resina
de troca ibnica Duolite A568. E 0s objetivos especificos foram:

> Estudar a influéncia da temperatura na atividade e estabilidade da enzima imobilizada;

> Analisar a estabilidade operacional da enzima imobilizada na hidrdlise de lactose;

> Avaliar a hidrolise de lactose utilizando B-galactosidase de Aspergillus oryzae

imobilizada em reator de leito fixo.



CAPITULO 2
REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste capitulo serdo abordados temas pertinentes a este trabalho, sendo 0s mais
relevantes: o leite; o soro lacteo e a lactose; enzimas, como B-galactosidase; imobilizacdo de
enzimas; hidrolise enzimatica de lactose; principais reatores enzimaticos e cinética

enzimatica.

2.1 - Leite

O leite sob o ponto de vista legal é o produto oriundo da ordenha completa e
ininterrupta, em condi¢Oes de higiene, de vacas sadias, bem alimentadas e descansadas. O
leite de outros animais deve denominar-se segundo a espécie de que proceda (BRASIL,
2002). E considerado 0 mais nobre dos alimentos, pois sua composicdo é rica em proteinas,
gorduras, carboidratos, sais minerais e vitaminas, garantindo prote¢do imunoldgica e maior
fonte de célcio absorvivel ao homem, seja ele crianca, jovem ou adulto. Além do seu elevado
valor nutritivo, oferece elementos anticarcinogénicos presentes na gordura, como o acido
linoléico conjugado, &cido butirico, B-caroteno, vitaminas A e D (MULLER, 2002 apud
TREVISAN, 2008).

A composicgdo do leite de vaca varia de acordo com a espécie, a raga, a alimentagéo,
0 tempo de gestacdo e outros fatores. Assim, € dificil definir uma composi¢do “normal” do
leite. Entretanto, as relagdes entre seus diferentes constituintes sdo muito estaveis e podem ser
utilizadas para indicar se houve qualquer adulteracdo na sua composi¢do. O leite em
condi¢des normais contém aproximadamente 87,5% de agua, 3,8% de gordura, 4,6% de
lactose, 3,1% de proteina, 0,8% de cinzas/vitaminas (BLOWEY, 1992).

A 4gua é o componente mais abundante, no qual se encontram em solugdo os demais
compostos. Os lipideos, também denominados como gordura do leite, sdo constituidos de
triglicerideos (97-98% do total de lipideos), pequenas quantidades de esterdis, acidos graxos
livres e fosfolipideos. Os globulos de gordura encontram-se protegidos por uma membrana de
natureza protéica, na qual ficam associados fosfolipideos, proteinas e outras substancias, esta
membrana impede a unido de todos os glébulos, mantendo a gordura do leite como uma
emulsdo (TRONCO, 2003).
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As proteinas do leite sdo subdivididas em caseina (80%), sendo a principal proteina
do leite, € uma substancia coloidal complexa, associada ao célcio e ao fésforo, podendo ser
coagulada por acdo de é&cidos, coalho e/ou alcool; e proteinas do soro (20%), que se
encontram completamente dissolvidas na agua do leite, sdo formadas pelas fragdes: albumina
do soro, a-lactoalbumina, B-lactoglobulina, imunoglobulinas e protease-peptonas (TRONCO,
2003)

A lactose esta totalmente em solucdo verdadeira na fase aquosa do leite,
representando aproximadamente a metade dos sélidos ndo gordurosos e contribuindo para o
valor energético do leite, pois cerca de 30% das calorias fornecidas pelo leite sdo devidas a
lactose (quatro calorias por grama). Pequenas quantidades de outros carboidratos séo
encontrados no leite, parcialmente ligados a fosfatos, lipideos e/ou proteinas e parcialmente
livres, como por exemplo, 0os monossacarideos glicose e galactose a uma concentracdo de
aproximadamente 10 mg/L e os oligossacarideos a aproximadamente 100 mg/L (RENNER,
1983 apud VINHAL, 2001).

As substancias minerais sdo designadas cinzas e sao formadas pelo célcio, fosforo, e
pequenas quantidades de sddio, potéssio, magnésio, fltor, iodo, enxofre, cobre, zinco, ferro,
entre outras. O leite contém ainda diversas vitaminas, classificadas como lipossolaveis, A, D,
E, e K e hidrossoliveis, B e C (TRONCO, 2003 apud TREVISAN, 2008).

O leite fresco normal tem um sabor ligeiramente adocicado, devido principalmente a
lactose. Entretanto, todos os elementos do leite participam de forma direta ou indireta na
sensacdo de sabor. Possui uma cor definida como branco-amarelada e opaca, que se deve
principalmente a dispersdo da luz pelas micelas de fosfocaseinato de calcio. Os glébulos de
gordura também dispersam a luz, mas contribuem muito pouco para a cor branca do leite. O
caroteno e a riboflavina contribuem para a cor amarelada (BELITZ, GROSH e
SCHIEBERLE, 2009).

As principais propriedades fisico-quimicas do leite sdo: pH, que varia de 6,4 a 6,9;
acidez, que varia de 0,14 a 0,18 g de &cido latico em 100 mL; densidade relativa, que varia de
1,028 a 1,034 g/mL e indice crioscopico maximo de -0,512°C, sendo esta caracteristica a mais
constante do leite e aquela mais utilizada pelos laticinios para detec¢do de adulteracdo do
mesmo com agua. Essas propriedades auxiliam na caracterizagdo do leite e determinacdo da
sua qualidade (BRASIL, 2002)
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2.2 — Soro lacteo

As industrias de laticinios geram trés residuos na forma liquida: o soro, resultante da
producdo de queijos; o leitelho, resultante da producdo de manteiga e o leite &cido. Desses, 0
soro é o de maior importancia devido ao volume produzido, ao amplo espectro de
possibilidades de reutilizagéo visto seu potencial nutritivo e, principalmente, pelo seu elevado
poder poluente (ZIMMER, 2006).

O soro do queijo pode ser definido como a por¢do aquosa que se separa do coégulo
durante a fabricacdo convencional do queijo ou manufatura da caseina. E um liquido quase
opaco, de cor amarelo-esverdeado, consiste em aproximadamente 85 a 90% do volume do
leite utilizado na producdo de queijo e retém cerca de 55% dos nutrientes do leite. A
composicdo natural do soro € rica em lactose (4,0 a 5,0%), proteinas (0,7 a 0,9%) e possui
pequenas quantidades de acidos organicos, lipideos e sais minerais (MIZUBUTI, 1994).

Existem dois tipos de soro de queijo, o soro doce e soro acido. O soro doce é
proveniente da coagulacdo enzimatica do leite (pH 6,3 a 6,7). E obtido de queijos tipo
cheddar, minas frescal, minas padrdo e mussarela. O soro acido (pH 4,6 a 4,7) é resultante de
manufatura de caseina ou de queijos feitos com leite coagulados inicialmente por &cido, tal
como 0 queijo cottage, quarg, requeijdo e ricota. A partir dessas classes, variantes como 0
soro desmineralizado, o soro deslactosado, enriquecido com gordura, dentre outros podem ser
encontrados (MORR & HA, 1993 apud VEREDAS, 2000).

Os principais constituintes do soro séo basicamente os mesmos do leite, sendo que a
gordura e a caseina foram retiradas no processo de producdo do queijo. A composic¢ao do soro
é varidvel, sendo fungdo do leite que Ihe deu origem e também das perdas que ocorrem
durante a fabricacdo do queijo. Permanece no soro, doce e &cido, aproximadamente metade
dos solidos contidos no leite, dos quais a lactose € o constituinte presente em maior
quantidade, correspondendo 70 a 80% dos 7% de solidos totais do soro (VILANI, 2001).

Uma comparacdo entre as composicOes do leite integral, leite desnatado, soro doce e

acido é apresentada na Tabela 2.1.
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Tabela 2.1 — Composicdo do leite integral, leite desnatado e do soro do queijo doce e &cido
(USDEC, 2009)

Leite _ Soro Doce Soro Acido
Componente (%) Leite Desnatado
Integral (PH 6,7) (PH 4,6)

Umidade 84,7 90,4 93,7 93,5
Lactose 4,8 51 4,9 4,9
Gordura 3,5 0,1 0,5 0,04
Proteina 3,5 3,6 0,8 0,7
Cinzas 0,7 0,7 0,5 0,8

Para cada litro de leite processado na fabricacdo de queijos, cerca de 9 litros de soro
séo gerados. Este grande volume representa um problema ambiental significativo, devido seus
elevados valores de DBO (Demanda Bioquimica de Oxigénio), na faixa de 30.000-60.000 mg
O-/L, sendo a lactose o principal responsavel pela alta DBO. Seu descarte diretamente em rios
ou esgotos publicos atualmente ndo é permitido, mas, em média, cada tonelada de soro ndo
tratado despejado por dia no sistema de tratamento de esgoto equivale & poluicdo diaria de
cerca de 450 pessoas (HATZINIKOLAOU et al., 2005).

Durante muito tempo o soro foi considerado um problema no que se refere a residuos
industriais ou produto com valor comercial residual, utilizado apenas como alimentacéo
animal. Nas trés dltimas décadas, foi percebido o potencial econémico da utilizagdo do soro
como fonte de produtos de valor agregado, visto que contém metade dos solidos do leite e alto
valor nutritivo (TREMARIN, 2007).

Industrialmente, o soro pode ser processado utilizando-se uma série de técnicas
diferentes que inclui filtracdo, centrifugacdo, evaporagdo, secagem, ultrafiltracéo,
microfiltracdo, osmose reversa, desmineralizagdo, fermentacdo, entre outros métodos de
separacdo fisica, para obtencdo de diferentes produtos de soro, com teores varidveis de
proteina, minerais, lactose, propriedades funcionais, e outras especificagdes. A Figura 2.1
mostra as diversas possibilidades de utilizacdo do soro de queijo na inddstria alimenticia e
farmacéutica (RIBEIRO, 2000).
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Figura 2.1 - Possibilidades de utilizacdo do soro de queijo (adaptado de RIBEIRO,
2000)

Dentre os métodos que podem ser aplicados para o aproveitamento do soro, as
técnicas de filtragdo com membrana permitem a separacdo de fracbes de componentes de
diversos tamanhos moleculares e cargas quimicas presentes em alimentos liquidos como leite
ou soro. Por exemplo, a osmose inversa é utilizada na retencdo de ions metélicos, sais em
solucdo e aclcares de baixa massa molecular. A microfiltracdo é normalmente utilizada para
remover particulas em suspensdo e células em processos fermentativos e na clarificacdo de
liquidos. Ja a ultrafiltracdo exerce um papel intermediario entre estes dois processos, pois é
uma técnica efetiva para a concentracdo ou fracionamento de macromoléculas ou quando se
deseja um permeado cristalino, livre de qualquer particula em suspensdo (PETRUS, 1997).

Analisando a situagao e as tendéncias de laticinios nacional, pode-se notar o interesse
do setor em continuar investindo e expandindo seus negécios. Este é, portanto, 0 momento
oportuno para analisar o impacto econdmico que a industrializagdo e a comercializacéo

otimizadas do soro e seus derivados podem ter para a indUstria. Assim, uma iniciativa
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inteligente seria centrar esforgcos no sentido de otimizar o uso de soro resultante da fabricagéo
de queijos, uma vez que este € um promissor campo de estudo, importante social, ecoldgica e
economicamente (FOOD INGREDIENTS, 2003 apud GALVAO, 2004).

2.3 — Lactose

A lactose, principal carboidrato do leite e outros produtos lacteos, esta presente no
leite de mamiferos, que é formado nas glandulas mamarias a partir da glicose do sangue. E o
componente majoritario do extrato seco do leite de vaca, aproximadamente 40 a 50%, e no
soro de leite em torno de 70 a 80%. J& no leite humano, a lactose é encontrada na proporgédo
de 7% (GANZLE, HAASE e JELEN, 2008).

E um dissacarideo constituido por um radical p-D-galactose e um radical o-D-
glicose unidos por ligacdo glicidica p-1,4. Por apresentar ambas as moléculas em forma de
anel piranosidico, a lactose deve ser denominada propriamente de 4-0-B-D-galactopiranosil-
D-glucopiranose. E considerada um agtcar redutor, porque o grupo no carbono anomérico da
porcdo glicose ndo estd envolvido na ligacdo glicosidica, portanto, ela esta livre para reagir
com agentes oxidantes (CAMPBELL, 2000).

A lactose apresenta-se em duas formas anomeéricas, alfa e beta (que sdo responsaveis
pelas diferentes propriedades deste acucar). Na temperatura do corpo do animal, encontra-se
em equilibrio, com duas partes de a-lactose por trés de B-lactose (FREYER, 1972). A

estrutura da o-lactose e da B-lactose sdo apresentadas respectivamente na Figura 2.2.

(|‘H3{‘.IH CH,OH CH,OH CH,OH
H H
/;_— cH HC 0\ /ﬁ cH l;l/-‘: o\fil-i
H H
HC J,,, CoH CH HC o He OH CH
Na 7/ N,7 N\ w/] Ne 7/ No7 N w7/
HO ‘| E— 2 ‘l OH HO ‘-“| = a ‘T
OH c—lactose OH OH B-factose OH

Figura 2.2 - Estrutura molecular basica de uma molécula de a-lactose e B-lactose
(GANZLE, HAASE e JELEN, 2008)
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Conforme NICKERSON (1974), a lactose, quando em solucdo, estid sujeita ao
fendmeno de mutarrotacdo, ou seja, pode ocorrer uma mudanca na posicdo da hidroxila e do
hidrogénio do grupo redutor da lactose, fazendo com que a forma a se transforme em 3 e
vice-versa. Essa mudanga na rotagdo e a transformacdo de uma forma na outra persiste até que
haja o equilibrio mutarrotacional, que ocorre quando, a 25°C, possui 62,25% da lactose na
forma B e 37,7% na forma a.. As formas 3 e o possuem caracteristicas fisicas distintas, como
por exemplo, a solubilidade. A forma o possui “solubilidade verdadeira”, a 15°C, de 7g/100g
de &gua, enquanto que a forma a, sob as mesmas condicfes, apresenta solubilidade de
50¢/100g de agua (a solubilidade média da lactose, a 20°C, é de 20g/100g de agua). Por isso,
o fendmeno da mutarrotagdo é muito importante no processo de cristalizagéo.

O processo de cristalizagdo da lactose é condicionado a varios fatores, como a
velocidade de mutarrotacdo das formas o e B, 0 grau de saturacdo da solugéo, viscosidade, pH
e a temperatura dos produtos lacteos. A formagdo de cristais de dimensdes superiores a 10
micrdmetros contribui para o aparecimento de uma estrutura arenosa nos produtos lacteos,
causando sua depreciagdo (KISKA et al., 1973).

Em relacdo a outros aglcares, a lactose possui baixo poder adogante e baixa
solubilidade, contudo seus componentes monossacarideos, glicose e galactose, possuem um
alto poder adogante, além de outras caracteristicas desejaveis. A Tabela 2.2 relaciona a dogura

de varios acUcares e suas solubilidades.

Tabela 2.2 — Poder adogante relativo e solubilidade de alguns dissacarideos e
monossacarideos (ZADOW, 1984)

Poder adocante Solubilidade (g lactose/100 g 4gua)

relativo 10°C 30°C 50°C
Sacarose 100 66 69 73
Lactose 16 13 20 30
D-galactose 32 28 36 47
D-glicose 74 40 54 70

D-frutose 173 - 82 87
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2.4 — Intolerancia a lactose

A intolerancia a lactose é uma inabilidade do organismo para digerir completamente
a lactose, ocorre devido aos baixos niveis (ou auséncia) de atividade da enzima pB-
galactosidase na mucosa intestinal. Essa condicdo afeta mais de 75% da popula¢do mundial,
dos quais aproximadamente 5% ocorrem no norte da Europa e mais de 90% em alguns paises
da Asia e da Africa. No Brasil 20 a 25% da populagdo sofrem de intolerancia a lactose.
Estudos mostram prevaléncias de 8% a 45% nas regides sudeste e sul, com aumento
significativo na regido nordeste, 75%. Estes dados s&o explicados pelo fato de a raca negra ter
normalmente menos producdo de lactase, com a idade, que a branca (SPARVOLI, 1989;
PRETTO et al., 2002; PEREIRA FILHO e FURLAN, 2004; BULHOES et al., 2007 apud
MOREIRA et al., 2009 ).

E importante entender a clara diferenca existente entre trés situacdes possiveis com
relacdo a lactose, a saber, a intolerdncia, a alergia e a sensibilidade, as quais s&o
constantemente confundidas. A intolerancia € uma reacao adversa que envolve a digestdo ou o
metabolismo, causando inchaco, flatuléncia, dores abdominais, diarréia, porém nao envolve o
sistema imunitério. A alergia consiste huma resposta do sistema imunitario a componentes
alimentares, geralmente proteinas; € quase que exclusivamente limitada aos recém-nascidos.
A sensibilidade evidencia-se como uma resposta anormal, por vezes com uma reacao
semelhante a da alergia (INSUMOS, 2010).

A deficiéncia de B-galactosidase é geralmente diagnosticada com base em historia de
sintomas gastrointestinais, que ocorrem apos ingestdo do leite; por teste para niveis anormais
de hidrogénio na respiracdo (a fermentacdo da lactose digerida resulta na producdo de
hidrogénio); ou medicdo da atividade dissacariddsica da mucosa intestinal por intubagdo
intestinal (LOMER, PARKES e SANDERSON, 2008).

Existem trés classes de intolerancia a lactose, decorrentes de diferentes processos:
deficiéncia congénita da enzima; diminuicdo enzimética secundaria oriunda de doencas
intestinais; deficiéncia priméria ou ontogenética (FARIAS e FAGUNDES NETO, 2004;
LONGO, 2006).

Deficiéncia congénita de lactase: é um defeito genético muito raro e manifesta-se
nos recém-nascidos, logo apds a primeira ou segunda ingestdo de leite, sendo uma condigédo
permanente. Existem apenas algumas duzias de casos levantados no mundo todo.

Diminuic&o enzimatica secundaria: é a mais comum e pode ocorrer em consequéncia

de doencas que causam algum tipo de dano & mucosa intestinal ou apds todas as cirurgias no
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aparelho digestivo, ou também em prematuros em que uma imaturidade enzimatica associada
a um processo infeccioso ocasiona uma deficiéncia temporéria de lactase, sendo eliminada a
medida que houver recuperacdo dessas células, mas pode levar a intolerancia.

Deficiéncia primaria ou ontogenética: é o tipo mais comum na populagdo, consiste
em uma tendéncia natural do organismo em diminuir a produgao de lactase com o avangar da
idade.

Quanto ao tratamento, no caso de intolerdncia congénita a lactose, existe a
necessidade de seguimento de dieta isenta de lactose. Se a deficiéncia enzimatica for
adquirida, essa forma de se alimentar ndo é permanente, podendo-se retornar a dieta habitual
apos a resolucdo do problema. No caso de deficiéncia ontogénica, como existe apenas uma
diminuicdo de atividade enzimatica, ndo ha a necessidade de excluir a lactose completamente
da dieta, bastando haver uma reducdo da quantidade de leite e derivados de acordo com a
tolerancia individual. Uma das grandes preocupagdes com a diminuicdo da lactose na
alimentacdo é a garantia do fornecimento de quantidade apropriada de proteinas, calcio,
riboflavina e vitamina D, que tem no leite e em seus derivados sua maior fonte (UGGIONI e
FAGUNDES, 2006).

Segundo O"CONNELL e WALSH (2006) nenhum dos medicamentos disponiveis no
mercado possuem os critérios adequados para suplementagdo da hidrolise de lactose no trato
digestivo humano com lactase como medicamento, pois sdo instaveis no pH estomacal e ndo
ajudam a todos os individuos da mesma forma. Isto justifica a importancia da hidrélise antes
da ingestao do alimento.

A hidrolise da lactose é uma das principais tecnologias aplicadas para a producao de
produtos lacteos com baixa lactose; ainda existem outras técnicas para remoc¢éo da lactose do
leite. O método preferencialmente utilizado hoje € a hidrolise enzimatica pela adicdo de B-
galactosidase. A lactose pode ser hidrolisada antes do tratamento térmico, ou apds, se a
enzima for adicionada antes do envase do produto. Ao ser adicionada ao leite, a enzima -
galactosidase efetua a quebra da molécula de lactose tal como a lactase intestinal, o que da
aqueles que possuem a deficiéncia desta enzima a possibilidade de usufruir dos outros
nutrientes presentes no leite, como a proteina, 0 célcio e a vitamina A, evitando 0s
inconvenientes e desconfortos causados pela mé absorcdo da lactose (TANRISEVEN e
DOGAN, 2002).
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2.5 — Hidrélise da lactose

A hidrolise da lactose é um processo promissor a nivel industrial, pois possibilita o
desenvolvimento de novos produtos para consumidores intolerantes a esse carboidrato, além
de oferecer certas vantagens tecnologicas, como a diminuicéo da cristalizagdo da lactose em
produtos lacteos (leite condensado, doce de leite, iogurte, sorvete, concentrados de leite ou
soro) e 0 aumento do poder adogante.

Dois métodos podem ser citados como principais na hidrélise da lactose, 0 método
acido e o método enzimatico:

e Meétodo acido: a reagdo é muito rapida, mas envolve solugdes diluidas de
acido fortes, como sulfdrico e cloridrico, e condi¢@es operacionais severas de
pH e temperatura (1,0<pH<2,0; 100<temperatura<150°C), e por isto tem sua
aplicacdo comercial na industria alimenticia restrita, pois acarreta
alteragbes no sabor e cor dos alimentos, além causar desnaturagdo das
proteinas do leite.

e Método enzimatico: pode ser aplicado no leite ou soro sem um tratamento
prévio. A hidrolise é catalisada pela B-galactosidase e se processa em
condi¢des amenas de pH e temperatura (30 a 40°C), reduz ndo sO a
possibilidade de alteracdo dos compostos sensiveis ao calor, como as
necessidades energeéticas, os efeitos de corrosdo do meio sobre equipamentos
e a formacg&o de subprodutos indesejaveis (GEKAS e LOPEZ-LEIVA, 1985;
BAILEY e OLLIS, 1986).

A hidrolise enzimatica € um dos métodos mais interessantes para reducao do teor de
lactose no leite e nos seus derivados. Este processo é conhecido e utilizado em escala
industrial. Nele a enzima B-galactosidase, na forma livre ou imobilizada, hidrolisa a ligagéo 3
(1-4) da molécula de lactose, dando origem aos seus mondmeros, glicose e galactose
conforme Figura 2.3, de grande interesse para a industria de laticinios (GEKAS e LOPEZ-
LEIVA, 1985).
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Figura 2.3 — Hidrdlise enzimatica de lactose catalisada por 3-galactosidase

A docgura da lactose hidrolisada é de aproximadamente 70% da dogura da sacarose. A
hidrélise da lactose em leite resulta em economia de sacarose na preparacdo de produtos
acucarados, pois diversos produtos fabricados a partir de leite com baixo teor de lactose
requerem pouca ou nenhuma adigdo de sacarose. O soro de leite hidrolisado é adequado para
adocar produtos lacteos, tais como iogurtes de frutas, sorvetes e bebidas a base de soro. Os
xaropes sdo utilizados em produtos alimenticios processados, como doces e produtos de
panificagdo. Uma das razbes para usar a lactose hidrolisada, além de aumentar a dogura e a
solubilidade, é a formacdo de cores e substancias aromaticas devido a reacdo de Maillard
(INSUMOS, 2010).

A hidrolise deste agucar também aumenta a facilidade de corte e confere
cremosidade as misturas para sorvete, diminui o tempo de maturacdo dos queijos Manchego e
Cheddar, além de aumentar em cerca de 10% a producdo dos queijos Cottage e Quark
(KARDEL, FURTADO e NETO, 1995; MAHONEY, 1997) e produzir oligossacarideos, que
favorecem o crescimento bacteriano da microflora intestinal (GEKAS e LOPEZ-LEIVA,
1985; PRENOSIL, STUKER e BOURNE, 1987; ALMEIDA e PASTORE, 2001; JURADO et
al., 2002).

Existe também um método de separacdo cromatogréfico para eliminar a lactose do
leite, desenvolvido pela empresa finlandesa de lacticinios Valio, maior do género na
Finlandia, e a nivel mundial oferece a maior variedade de produtos com baixo teor de lactose
ou sem lactose. Com esse processo pode-se obter uma solucdo sem lactose de proteinas
lacteas e seus sais. O leite sem lactose (e sem carboidratos) ndo apresenta o0 gosto doce do
leite hidrolisado, 0 que pode agradar alguns consumidores, mas por outro lado este leite

possui apenas 40% do valor energético do leite normal (68 calorias) (INSUMOS, 2010).
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Inameros trabalhos sobre hidrélise de lactose tém sido apresentados na literatura:

XUEMEI LI, ZHOU e CHEN (2007) estudaram a hidrélise da lactose presente no
leite por B-galactosidase de Kluyveromyces lactis imobilizada em tecido de algodao e ligagéo
cruzada com glutaraldeido em reator de leito fixo. Obtendo aproximadamente 95% de
conversdo da lactose ap0s 2 h de operagdo em batelada com reciclo.

BAKKEN, HILL e AMUDSON (1990) imobilizaram a B-galactosidase obtida de
Aspergillus oryzae em um reator de fluxo axial-anular para hidrolisar a lactose presente em
leite desnatado. Os dados foram obtidos em trés temperaturas (30, 40 e 50 °C). Utilizando um
tempo de residéncia de 10 min e temperatura de 40 °C, 70% da lactose foi hidrolisada no
reator.

BAKKEN, HILL e AMUDSON (1989) utilizaram a lactase extraida de Aspergillus
oryzae imobilizada em um reator de fluxo espiral para estudar a hidrolise da lactose contida
em leite desnatado. Os dados de tempo de residéncia foram utilizados para avaliar a disperséo
longitudinal. A 30 °C e um tempo de residéncia de 7 minutos, 80% da lactose presente foi

convertida em glicose e galactose.

2.6 — Enzimas

Enzimas sdo macromoléculas de natureza protéica ou glicoprotéica, com atividade
intracelular ou extracelular, que atuam de forma a acelerar uma reacdo bioquimica, reduzindo
a energia de ativacdo necessaria para converter o substrato no produto, sem alterar o equilibrio
da reacdo. Pode, portanto, ser definida como um biocatalisador, cuja natureza protéica
determina algumas propriedades, tais como: especificidade de substrato, dependéncia da
temperatura e pH (CHIBATA, 1978; FABER, 2004).

As limitagGes existentes na obtencdo de produtos e intermediarios de interesse
comercial podem ser associadas aos tipos de catalisadores quimicos empregados, que sao
pouco versateis e exigem altas temperaturas para atingir razoavel velocidade de reacdo. Além
disso, possuindo baixa especificidade, geralmente fornecem produtos de composi¢do quimica
mista, ou produtos contaminados, que requerem uma etapa posterior de purificacdo
(KRAJEWSKA, 2004). Com enzimas, a catalise é realizada em condigdes brandas, sob
pressdo e temperaturas amenas. Além disso, as enzimas sdo mais seletivas, resultando em um
produto mais limpo e um maior rendimento, devido principalmente a estas caracteristicas sao
preferiveis a catalisadores quimicos (MOFFAT et al., 1994 apud VIEIRA 2009).
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As enzimas sdo utilizadas em ampla variedade de aplicacGes, nas industrias de
alimentos, quimicas e farmacéuticas. Também sdo muito utilizadas para fins analiticos. A
tecnologia enzimética apareceu como area de investigacdo durante a década de 60, com a
imobilizacéo de enzimas para utilizacdo em processos quimicos (KRAJEWSKA, 2004).

Apesar das excelentes perspectivas que apresentam as enzimas como catalisadores,
sua aplicagdo em processos industriais de grande escala sdo limitados pelo seu alto custo de
estabilizacdo em relagdo ao armazenamento. Durante a utilizacdo, a estabilidade diminui
devido a alteragcdes no pH, temperatura, atrito, pressdo osmotica e um efeito cumulativo de
todos esses fatores em fungdo da duracdo da sua utilizagdo (ALEKSANYAN e
MARKOSYAN, 1986). A imobilizacdo de enzimas em suportes solidos € uma importante
ferramenta para viabilizar a utilizacdo das enzimas, pois possibilidade sua reutilizagdo e
promove um aumento significativo na estabilidade da mesma (LOPEZ-GALLEGO et al.,
2005).

2.6.1 - Enzima p-galactosidase

A enzima B-galactosidase (E.C. 3.2.1.23) é uma proteina usualmente chamada de
lactase, ou ainda pelo nome sistematico B-D-galactosideo-galactohidrolase, é classificada
como hidrolase e catalisa, entre outras, a reacdo de hidrolise da lactose a 3-D-galactose e a-
D-glicose (GEKAS e LOPEZ-LEIVA, 1985; HOLSINGER, 1997; BLANCH e CLARK,
1997).

Enquanto todas as lactases sdo B-galactosidase, o inverso ndo é verdadeiro, uma vez
que muitas de células de plantas e 6rgaos de mamiferos, que ndo o intestino, tem pouca, ou
até mesmo nenhuma atividade sobre a lactose, que é seu substrato especifico. As pB-
galactosidase sdo distribuidas na natureza de acordo com suas multiplas fungbes. J& as
lactases, sdo encontradas essencialmente em micro-organismos, como bactérias, leveduras
(enzima intracelular), fungos (enzima extracelular), e no trato intestinal de mamiferos
(VINHAL, 2001).

O uso da B-galactosidase para produzir pequenas quantidades de leite com baixo teor
de lactose para alimentacdo de criancas e adultos foi feito durante anos em clinicas médicas.
No entanto o interesse comercial no produto acentuou-se nos anos sessenta, estimulado pela
oportunidade de vender mais leite e pela necessidade de encontrar novas aplicagdes para o
soro de queijo (MAHONEY, 1997).
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2.6.1.1 — Principais fontes de p-galactosidase

As B-galactosidases podem ser encontradas na natureza, distribuidas entre vegetais,
em 0Orgdos de animais e também por grande quantidade de micro-organismos, tais como
fungos filamentosos, bactérias e leveduras (GEKAS e LOPEZ-LEIVA, 1985; ALMEIDA e
PASTORE, 2001), sendo esta Gltima e os fungos as fontes preferidas para produgdo da
enzima para fins comerciais (NIJPELS et al., 1981; LADERO et al., 2001; JURADO et al.,
2002). Na Tabela 2.3 estéo relatadas fontes de obtencao de p-galactosidase.

Tabela 2.3 — Possiveis fontes de obtencdo de pB-galactosidase (SHUKLA, 1975)

LEVEDURAS | Kluyveromyces (Saccharomyces) lactis
Kluyveromyces (Saccharomyces) fragilis
Candida pseudotropicalis
BACTERIAS | Escherichia coli

Lactobacillus bulgaricus

Bacillus sp

Streptococcus lactis

FUNGOS | Aspergillus foetidus

Aspergillus niger

Aspergillus oryzae

Aspergillus phoenecis

Nem todas as lactases séo aceitas ou reconhecidas como seguras para a utilizagdo na
industria de alimentos, a Escherichia coli, por exemplo, é a lactase mais conhecida em niveis
estruturais e cataliticos, entretanto, ela ndo é recomendavel para 0 uso em processos
alimenticios devido ao fato de oferecer problemas de toxicidade, associados aos extratos
brutos de coliformes. Enzimas extraidas de A. niger, A. oryzae e Saccharomyces sp (lactis ou
fragilis) sdo consideradas seguras, devido ao historico de suas aplicacfes e aos numerosos
estudos realizados (GEKAS e LOPEZ-LEIVA, 1985).

As lactases apresentam diferengas marcantes em varias de suas propriedades, como
resultado das diferentes fontes de obtencdo, conforme pode ser observado na Tabela 2.4 e
também de acordo com o método de preparacdo comercial (GEKAS e LOPEZ-LEIVA, 1985).
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Tabela 2.4 — Propriedades de algumas enzimas microbianas (MARIOTTI, 2000)

Peso
. pH Cofatores  Temperatura
FONTE pH 6timo o o molecular
estabilidade  necessarios 6tima (°C)
(Da)
Aspergillus niger 3-4 25-8 Nenhum 55 - 60 124000
Aspergillus oryzae 4,5 35-8 Nenhum 50 - 55 90000
Kluyveromyces 66  65-75 Mm% K 37 201000
fragilis
Kluyveromyces lactis 6,9 - 7,3 7-75 Mn*?, Na' 35 135000
Escherichia coli 7,2 6-8 Na’, K* 40 540000
Lactobacillus 6,2 N.d N.d 55 540000
thermophilus
Leuconostox 6,5 N.d Nenhum 60 N.d
citrovorum

As enzimas de leveduras do género Kluyveromyces sdo ativas a pH neutro e,
portanto, convenientes para hidrélise do leite e do soro doce. Elas sdo menos estaveis que as
fangicas, devem ser usadas somente em temperaturas moderadas. E sdo completamente
dependentes de metais como Mn*, Mg® e K" (cofatores necessarios). Os metais e as enzimas
estdo envolvidos em uma reagdo reversivel que promove a formacdo de um complexo
enzimatico. Esse complexo enzima-ion metélico € 50% mais ativo do que a enzima sozinha
(LADERO et al., 2002 apud VIEIRA, 2009). E relatado que enzimas deste género sio
inibidas na presenca de produtos da reacdo (MATEO et al., 2004 apud VIEIRA, 2009).

As enzimas com pH 6timo acido e temperatura 6tima relativamente alta (A. oryzae e
A. niger) sdo convenientes para a hidrolise de lactose em soro &cido. Comparada com a lactase
de bactérias e leveduras, as fungicas sdo proteinas relativamente pequenas, com ampla faixa
de estabilidade a pH, que ndo requerem ions metalicos para a estabilidade ou atividade, como
mostrado na Tabela 2.4, uma grande vantagem em processos alimenticios. A lactase de
Aspergillus oryzae possui elevada atividade na sintese de oligossacarideos (YANG e OKOS,
1989 apud VIEIRA, 2009).

A inibicdo pela galactose (produto) é uma propriedade que depende da fonte da
lactase. Segundo SEVERINSEN (1979), a enzima de Aspergillus niger ¢ mais fortemente
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inibida pela lactose do que a enzima de Aspergillus oryzae. A inibicdo pela galactose,
segundo a literatura disponivel, é do tipo competitiva com o substrato, ou seja, a lactose.

Cabe salientar que apesar de uma extensiva tecnologia ter sido empregada usando as
diversas fontes de [B-galactosidase, existe ainda uma grande procura por enzimas com
propriedades superiores, tais como melhor estabilidade térmica a pH neutro, ou boa atividade
a baixas temperaturas. Algumas fontes originadas de micro-organismos termofilos, sdo muito
interessantes em relagdo a termoestabilidade da enzima. Enzimas termoestaveis, capazes de
permanecer com sua atividade a temperaturas maiores ou iguais a 60°C por prolongados
periodos, maiores conversdes, ou menores tempos de residéncia para uma dada taxa de
conversdo, além de serem menos susceptiveis a contaminacdo microbioldgica (VINHAL,
2001).

Existem basicamente duas formas de usar B-galactosidases. A forma de enzima
soltvel, que é normalmente utilizada em processos batelada e a forma imobilizada, que ocorre
em operacdo continua. Devido ao alto custo da enzima, o sistema de imobilizacdo de f-
galactosidase continua a ser mais vidvel economicamente do que 0s sistemas enzimaticos
livres, uma vez que estes processos podem ser realizados continuamente e por oferecerem a
possibilidade de reutilizacdo da enzima, além de conferir uma maior estabilidade
(SZCZODRAK, 2000).

2.7 — Imobilizacédo de enzimas

Entende-se por enzima imobilizada, aquela fisica ou quimicamente associada a um
suporte ou matriz, usualmente insolivel e inerte, que ndo seja essencial a sua atividade
(CHIBATA, 1978). O desenvolvimento de técnicas de imobilizacdo de enzimas tem sido
importante por proporcionar a reutilizacdo das enzimas ou uso continuo, insolubilidade e
estabilidade, caracteristicas desejadas comercialmente.

O principal interesse em imobilizar uma enzima € obter um biocatalisador com
atividade e estabilidade que ndo sejam afetadas durante o processo, em comparacdo a sua
forma livre. Porém, ndo deverdo ocorrer alteragdes estruturais na enzima, como modificagdes
no sitio ativo (VIEIRA, 2009).

O primeiro trabalho sobre imobilizagdo de enzima foi em 1916, quando NELSON e
GRIFFIN adsorveram invertase em carvao ativado e alumina, com retencdo de atividade na

inversdo de sacarose, embora o objetivo destes pesquisadores fosse a purificagdo da enzima.



Capitulo 2 — Reviséo Bibliogréfica 19

A prética de se imobilizar enzimas por diversos protocolos de imobilizagdo vem se
expandindo extensivamente nos ultimos 30 anos na medida em que seus beneficios vém sendo
reconhecidos e empregados na produgdo de alimentos, produtos farmacéuticos e outros
produtos biologicamente importantes (MATEO et al., 2007).

No inicio dos anos 70, pesquisadores da empresa finlandesa Valio, desenvolveram
um método para hidrélise da lactose, utilizando uma enzima propria, a Valio IML, que é uma
B-galactosidase imobilizada a uma resina adsorvente de qualidade alimenticia. Esse processo
rende um grau de hidrdlise de até 95%, com as vantagens adicionais de permitir um
processamento continuo e um baixo custo de enzimas. No centro do sistema Valio tem uma
coluna com enzimas, Valio IML (Immobilized Lactase), as quais, sob condi¢cbes normais de
operacdes, continuam ativas por varios anos (INSUMOS, 2010).

A imobilizacéo enzimatica tem um custo elevado, tanto o suporte como a enzima é
caro, mas a imobilizagdo de enzimas se torna viavel, a medida que possibilita utilizar o
biocatalisador imobilizado repetidamente, em reacfes bateladas ou reagdes continuas, € em
sistemas de reatores tubulares (UHLIG, 1991). Algumas das principais vantagens da enzima
imobilizada sdo citadas abaixo (ALBAYRAK e YANG, 2002; GOMEZ et al., 2005;
SZYMANSKA et al., 2007):

e Transmite uma maior estabilidade para a enzima, de modo que possa ser
utilizado em processos continuos;

e Permite um grande aproveitamento econémico, pelo fato da possibilidade
de sua reutilizacéo;

e Permite o0 processamento de grandes quantidades de substrato, uma vez
que pode ser separado e recuperado o produto da mistura de substrato-
produto;

e Promove a reutilizacdo sem um significativo decréscimo da atividade;

e Diminui o volume de reagdo, pois a enzima imobilizada pode ser utilizada
em alta concentracdo em um menor volume de reator;

e Proporciona um maior controle do processo catalitico;

e Melhora o controle operacional;

e Flexibiliza o projeto do reator;

e A enzima ndo contamina o produto.

No entanto, as propriedades quimicas e fisicas das enzimas podem sofrer

modificacOes apds a imobilizagdo. Devem ser considerados os efeitos da imobilizagdo sobre a
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estabilidade, as propriedades cinéticas e especificidade, além da produtividade da enzima. As
mudancas nas propriedades das enzimas podem ser causadas por diversos fatores
(KENNEDY e CABRAL, 1987; SHELDON, 2007).

e Efeitos conformacionais: modificacdo conformacional na molécula de enzima
devido a alteracdo na estrutura terciéria do sitio ativo.

e Efeitos esterioquimicos: uma parte da molécula da enzima é imobilizada
numa posicao tal que o sitio ativo é relativamente inacessivel.

e Efeitos de particdo: este efeito é relatado para a natureza quimica do material
do suporte, podendo surgir interacfes eletrostéticas e hidrofobicas entre a
matriz e moléculas de baixo massa molecular presente na solucédo, levando a
uma modificagdo de microambiente.

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

Todos esses fatores podem influenciar nas propriedades da enzima imobilizada que
adquirem novas propriedades cinéticas, modificacbes em seus valores de Kpn e Vp,
deslocamento dos valores de pH e comportamentos diferentes de acordo com temperatura
(KENNEDY e CABRAL, 1987; MARKOGLOU, 2003).

Entretanto, os problemas citados acima podem ser evitados ou diminuidos pela
escolha criteriosa do método de imobilizacdo e suporte adequado, bem como o tipo de
solvente, a quantidade de agua e a solubilidade dos substratos e produtos devem ser avaliados
e otimizados (VIEIRA, 2009).

2.7.1 — Métodos de imobilizacao de enzimas

N&o existe um método universal de imobilizacdo. Isto se deve as diferentes
caracteristicas e composi¢do quimica das enzimas, as diferentes propriedades do substrato e
do produto e a finalidade de aplicacdo do produto obtido. Cada método tem suas vantagens e
desvantagens que devem ser consideradas e investigadas para todos os biocatalisadores e
reacdo enzimatica. Assim, para cada aplicacdo de enzima imobilizada é necessario escolher o
procedimento mais simples e mais barato, que resulte em uma imobilizagdo com boa retencéo
de atividade e alta estabilidade operacional (SCOUTEN, 1987).
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A selecdo do método de imobilizacdo deve ser baseada em parametros como
atividade global do derivado imobilizado, caracteristicas de regeneragdo e desativacdo, custo
do procedimento de imobilizagdo, toxicidade dos reagentes de imobilizagcdo e propriedades
finais desejadas para a enzima imobilizada (MALCATA et al., 1990).

O desenvolvimento de técnicas de imobilizacdo tem sido importante por
proporcionar a reutilizacdo das enzimas, facilitar a separagdo dos produtos e aumentar a
estabilidade térmica e em solventes organicos (VIEIRA, 2009).

Vaérias técnicas podem ser aplicadas para imobilizar ou confinar as enzimas em
suportes sélidos, estando baseadas em mecanismos fisicos e quimicos. Entre os métodos de
imobilizacdo estdo: retengdo fisica, que consiste no encerramento das moléculas da enzima
em matriz polimérica, microcapsula ou membrana; a imobilizacéo por ligagdo da enzima a um
material insoluvel, e pelo uso de um reagente multifuncional por ligacGes cruzadas (HAIDER
e HUSAIN, 2008), conforme pode ser verificado na Figura 2.4.

METODOS PARA IMOBILIZAGAO DE ENZIMAS

Ligacao a Retencao Fisica Ligacao
Suportes Cruzada
] L
- B e
’%@\‘ B\ | € €
IN&® /| | __€.
| Em matriz I | Em microcapsula | | Em membrana |

Agdh

I | Adsorcio Fisica |

S | Ligagao Covalentel

e | Ligagao Iénica |

Figura 2.4 — Métodos para imobilizacdo de enzimas (adaptado DALLA-VECCHIA et al.,
2004)
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2.7.1.1 — Imobilizacéo por retencgéo fisica

Este método consiste na formacdo de uma estrutura porosa na presenga da enzima,
envolvendo-a em uma estrutura tridimensional (matriz), ou a retengdo do biocatalisador por
uma membrana porosa. Em ambos 0s casos, a enzima tem sua mobilidade mantida, pois néo
sdo envolvidas ligagdes fisicas ou quimicas entre a enzima e o suporte. Consequentemente,
somente substratos de baixa massa molecular podem ser empregados com este tipo de enzima
imobilizada. Esse método inclui encapsulacdo em gel e em fibras e a microencapsulagéo
(ROSEVEAR, KENNEDY e CABRAL, 1987).

- Encapsulacdo em gel: Este método envolve a retencdo da enzima no interior de
uma matriz polimérica insolivel no meio da reacdo. Estes métodos sdo baseados na mistura
da enzima com um fluido precursor do gel e subseqlente gelificagédo por polimerizagdo ou
precipitacdo, ficando a enzima distribuida no interior da matriz, a qual é utilizada
preferencialmente as do tipo hidrogel, que podem ser obtidas nas mais variadas formas.

- Encapsulacé@o em fibras: Ocorre quando a enzima é envolvida nas microcavidades
de fibras sintéticas. As vantagens desse metodo € que as fibras so resistentes a &cidos fracos,
a alta forga ibnica e a alguns solventes orgénicos. Mas seu uso também € limitado para
substrato de baixa massa molecular (MARIOTT], 2000).

Uma grande vantagem da encapsulacdo de enzimas é a grande area superficial de
contato entre o substrato e a enzima no interior do suporte, porém, existem algumas
desvantagens que devem ser levadas em conta, como a possivel inativa¢do da enzima durante
0 processo de imobilizacdo, os possiveis efeitos de inibicdo por produtos ou substrato no
interior da matriz porosa, a alta concentragdo de enzima necessaria para garantir a
encapsulacdo e ainda a restricdo de que o substrato tem que ser de baixa massa molecular
(DALLA-VECCHIA et al., 2004; MARIOTTI, 2000).

- Microencapsulacéo: Consiste em aprisionar a enzima em membranas poliméricas
semipermeaveis, com grande superficie de contato. E um sistema limitado para substrato com
baixa massa molecular, pois este precisa atravessar a membrana para ter acesso a enzima. Ha
uma grande vantagem na utilizagdo desta técnica; a enzima ndo interage quimicamente com o
polimero evitando, assim, a desnaturacdo. Contudo, ha a possibilidade de haver incorporacéo
da enzima na parede da membrana (DALLA-VECCHIA et al., 2004; MARIOTT], 2000).

- Membrana: O método de imobilizacdo por meio de contengdo em membranas
envolve a utilizacdo de membranas pré-formadas (reatores do tipo hollow fiber) ou a

formacdo in situ da membrana em torno das enzimas a serem imobilizadas (KAREL,



Capitulo 2 — Reviséo Bibliogréfica 23

LIBICKI e ROBERTSON, 1985). Este método consiste em colocar a solugdo de enzima e o
substrato de um mesmo lado da membrana, permitindo o contato intimo entre a enzima e o
substrato. Esse processo pode ser utilizado na conversdo de substratos de alto peso molecular
(ROSEVEAR, KENNEDY e CABRAL, 1987). Devido a auséncia de nucleo gelificado, as
limitagBes a transferéncia de massa também séo reduzidas (PARK e CHANG, 2000).

2.7.1.2 — Ligacdo a suportes insoluveis

O método de ligacdo a suportes insoliveis pode ser dividido em adsorgdo fisica,
ligacdo metélica, ligacdo covalente e ligagdo idnica:

- Adsorcao fisica: O método de adsorgéo fisica é o procedimento mais facil para se
preparar um sistema imobilizado. E baseado em adsorcéo fisica da enzima na superficie de
suportes insollveis. A enzima fica retida na superficie do suporte insolGvel que se encontra
em meio aquoso, por meio interacfes de Van der Waals, interagdes hidrofobicas, ligagdes de
hidrogénio e interagdes especificas. Tal método promove pouca perturbacéo sobre a estrutura
nativa da enzima. Porém, apresenta como desvantagem a dessor¢do da enzima durante sua
utilizagdo (CHIBATA, 1978; BICKERSTAFF, 1997).

O procedimento consiste em misturar a enzima e o material do suporte em condicdes
apropriadas e ap6s um tempo de contato, é feita a separacdo do suporte imobilizado da
solugdo em que ele se encontra, por centrifugacdo ou filtracdo. A adsor¢do da enzima é
dependente do pH, da natureza do solvente, forca i6nica, concentragdo de enzimas e
temperatura. O controle dessas variaveis € requerido para a adsorc¢éo otimizada e retengdo da
atividade, devido a ligagdo fraca entre suporte e enzima. A maior desvantagem desse método
é a ligagdo fraca entre enzima-suporte e a preocupagao com as condi¢Ges de temperatura, pH,
forca idnica e tipo de solvente estar ou ndo em condic¢Oes 0timas para ndo haver dessorcéo da
enzima durante sua utilizacdo (KENNEDY e CABRAL, 1987). Uma etapa posterior com
ligacdo cruzada contribui para a estabilidade do biocatalisador imobilizado. Reagentes bi ou
multifuncionais, como glutaraldeido e disocianato de tolueno podem ser utilizados como
agentes de ligagcdo cruzada (WOODWARD, 1984; CAO, 2005).

- Ligacdo metalica: Neste método usa-se um metal de transicdo como ativador da
superficie do suporte, permitindo o acoplamento direto da enzima. Também é um método de
simples preparacdo e forca de ligacdo intermediaria. Mantém a atividade da enzima, porém a
estabilidade operacional obtida, quando se trabalha com substratos de alta massa molecular, é
baixa, devido aos metais envolvidos (ZANIN e MORAES, 2004).
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- Ligacdo covalente: A ligacdo covalente entre suporte e enzimas é baseada na
ligagdo forte entre moléculas de enzimas e suporte. A selecdo das condi¢Bes para
imobilizacdo por ligacdo covalente é mais dificultosa do que em outros métodos de ligacdo
enzima-suporte. Para alcancar eficiente ligacdo a funcionalidade do suporte e da enzima,
deve-se fazer a ativagdo do suporte antes da imobilizacdo. Alguns dos reagentes usados para
ativacdo dos suportes contém o grupo hidroxil ou amino (KENNEDY e CABRAL, 1987,
CAO, 2005).

As condicdes de reacédo requerida para a formagdo dessa ligacdo geralmente ndo sdo
brandas. Em alguns casos, a ligacdo altera a estrutura conformacional da enzima e o centro
ativo da mesma, resultando em diminuicdo da atividade e mudanca de especificidade de
substrato. Por outro lado, como a ligacdo covalente é forte, a enzima imobilizada é estavel e
ndo ocorre perda da enzima para a solucdo, e assim pode influir na alta resisténcia a
temperaturas, a desnaturantes e a solventes organicos em geral. A extensdo disso depende das
condi¢cbes do sistema, da natureza da enzima e do tipo de suporte (CHIBATA, 1978;
KENNEDY e CABRAL, 1978; ARICA, 2000 apud BAYRAMOGLU et al., 2003).

A grande variedade de processos covalentes de imobilizacdo e de matrizes com
grupos quimicos capazes de participarem diretamente ou serem ativados para formar as
ligagdes, faz desse método uma aplicacdo quase geral. A maior dificuldade é o conhecimento
da estrutura da enzima, o que dificulta o estabelecimento de uma regra geral para a
imobilizagdo (VICENTE, 2000).

Ligacéo covalente multipontual: consiste na imobilizagdo e estabilizagdo da enzima
através da formagdo de ligagdo covalente entre grupos amino da enzima (-NH), e grupos
aldeido do suporte. Esses grupos aldeido que se encontram ligeiramente afastados da
superficie do suporte, sdo introduzidos atraves de sua ativagcdo prévia, e tornam o suporte
fortemente eletrofilico para se ligar aos grupos doadores de elétrons dos amino&cidos da
superficie da enzima. O ligeiro distanciamento dos grupos aldeido provocado pela ativacdo
permite a formacdo de ligacbes multipontuais — bases de Schiff - entre enzima e suporte,
ligaches adicionais que s80 menos estaveis, porém que aumentam consideravelmente a
estabilidade do derivado obtido, em relagdo a enzima livre. A possibilidade de que ligacdes
adicionais sejam efetivadas aumenta consideravelmente com o aumento da densidade
superficial de grupos aldeidos ativados no suporte (GUISAN, 1988).

A imobilizacdo de enzimas com ligacdo covalente multipontual tem sido citada por

diversos autores, como uma maneira de aumentar a estabilidade em relagdo a enzima livre
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(OTERO, 1995; FERNANDEZ-LAFUENTE et al., 1995; MATEO, 2000), sendo também
capaz de alterar a especificidade e seletividade.

- Ligacéo ibnica: O principio envolvido no método de imobilizacdo por ligacéo
ibnica baseia-se na atracdo da enzima pelo suporte sélido, que contém residuos para troca
ibnica. A principal diferenca entre a adsor¢éo fisica e a ligacdo i6nica é a energia envolvida
entre a enzima e o0 suporte, pois as ligacdes idnicas sdo mais fortes do que as forgas de Van
der Waals ou ligagdes de hidrogénio, porém mais fracas do que a ligacdo covalente
(FERNANDES et al., 2006).

O procedimento deste método é feito da mesma forma que no processo de adsor¢do
fisica. Como desvantagem, neste método também pode haver a liberacdo da enzima pelo
suporte, por variagGes de pH e forga idnica do meio, visto que para este método ha total
dependéncia destes. As vantagens sdo: possibilidade de reutilizagdo do suporte, baixo custo,
simplicidade do método, disponibilidade de suportes, pouca mudanca conformacional na
enzima, devido ao cardter idnico da ligacdo e as condi¢cGes amenas de imobilizacdo, o que
conduz & obtencdo de derivados imobilizados com altas atividades enziméticas (WEETALL,
1975).

A combinacdo de métodos de imobilizagdo de enzimas como, por exemplo, a ligacdo
ibnica seguida de ligacdo cruzada entre as moléculas da enzima com glutaraldeido, é realizada
para melhorar a estabilidade da proteina imobilizada e para obter enzimas imobilizadas com
maior atividade (MATEO et al., 2006).

2.7.1.3 — Ligagéo cruzada

A ligagdo cruzada € um método livre de suporte e as enzimas estdo ligadas umas as
outras ou a proteinas inativas (gelatina, aloumina), formando uma estrutura tridimensional
complexa. Pode ser obtida via métodos fisicos ou quimicos. Quando obtidas por métodos
quimicos sdo resultantes das ligaces covalentes entre as enzimas e sao favorecidas pelo uso
de agentes bi ou multifuncionais, obtendo-se uma enzima quase pura (SHELDON, 2007).
Entre os agentes de ligacdo cruzada mais usados estd o glutaraldeido, que induz a auto-
reticulagdo das enzimas resultando, assim, na formacdo de uma rede tridimensional de
moléculas de enzima (KENNEDY e CABRAL, 1987).

Como desvantagem do método esta a necessidade de grande quantidade de enzima,
resultando em baixas retencdes da atividade e baixa estabilidade mecénica, o que dificulta sua

aplicagdo industrial, além de pouca reprodutibilidade. Como alternativas ao método
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convencional foram desenvolvidos os métodos por ligacdo cruzada utilizando-se de enzimas
cristalinas (CLEC - cross-linked enzymes crystals) e o método de formacdo de agregados
fisicos, por precipitacdo, e subsequente entrecruzamento (CLEAs - cross-linked enzyme
aggregates) das enzimas do agregado (SHELDON, 2007). O uso dos CLEAs tem atraido a
atencdo, por sua simplicidade, extensa aplicacdo, alta estabilidade e preservacdo da atividade
(JOSIC et al., 2001; HAGE, 2002; SHELDON, 2007 apud GUIDINI, 2009).

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

dos diferentes métodos de imobilizag&o.

Tabela 2.5 — Vantagens e desvantagens dos diferentes métodos de imobilizacdo (KENNEDY
e CABRAL, 1987)

Ligagdes  Adsorcgédo Ligacdo Ligacdo Ligacdo

Caracteristicas . . o Ocluséo
cruzadas fisica ibnica metalica covalente
Preparacdo  Intermediario Simples Simples Simples Dificil Dificil
Forca de . . o
L Forte Fraca Intermediario Intermediario Forte  Intermediario
ligagdo
Atividade Baixa Intermediario  Alta Alta Alta Baixa
Recuperacéo . ) ) ) )
Impossivel  Possivel Possivel Possivel Rara Impossivel
do suporte
Custo Intermediario Baixo Baixo Intermediario  Alto  Intermediario
Estabilidade Alta Baixa Intermediario Intermediario Alta Baixa
Aplicabilidade Né&o Sim Sim Sim Nao Sim
Protecéo . 3 5 3 5 ]
Intermedidrio  N&o Nao Nao Nao Sim

microbiana
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2.7.2 — Suportes para imobilizacéo

De acordo com KENNEDY (1987), na selecdo de um suporte para imobilizacdo de

enzimas devem ser analisadas suas propriedades fisicas e quimicas, bem como caracteristicas

primordiais tais como:

Estabilidade térmica: Esta € uma caracteristica muito importante, pois
dependendo do seu coeficiente de expansdo, o suporte pode sofrer distor¢éo
ou destruir o sitio ativo da enzima sob expansdo ou contracdo, quando
submetido a variacOes de temperatura.

Natureza hidrofilica: S&o mais desejaveis suportes com caracteristicas
hidrofilicas, de modo a se obter uma boa difusividade do substrato, além de
permitir a estabilizacdo da enzima. Os suportes de natureza hidrofobica
costumam diminuir a estabilidade e a atividade da enzima imobilizada, por
um mecanismo semelhante a desnaturacdo das enzimas em solventes
organicos.

Porosidade: A morfologia do suporte é muito importante, pois 0 mesmo
deve ter alta porosidade, o que permite ter uma grande area superficial interna
para a imobilizacdo da enzima, e poros com diametro suficiente para permitir
o facil acesso da enzima e do substrato.

Insolubilidade: E uma caracteristica essencial, ndo somente para prevenir a
liberagdo da enzima do suporte, mas principalmente para evitar a
contaminacéo do produto pelo suporte dissolvido e pela enzima.

Resisténcia mecanica: O processo de imobilizagdo e o0 uso repetido e
continuo do derivado, algumas vezes, requerem 0 uso de operacbes como
filtracdo, centrifugacéo e agitacdo, portanto, o suporte deve ter boa resisténcia
mecanica.

Resisténcia quimica: O suporte deve ser quimicamente resistente, nas
condicOes de ativagdo, durante o processo de imobilizacdo e nas condigdes
em que se processa a reacdo, devem possuir grupos quimicos que podem ser
ativados ou modificados de modo a permitir a ligagdo da enzima sem
desnatura-la.

Resisténcia ao ataque microbioldgico: O suporte deve resistir a degradagao

por micro-organismos, evitando a liberagdo da enzima para a solucéo.
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e Capacidade de carga: o suporte deve fixar um namero elevado de unidades
enzimaticas por unidade de area; um pequeno reator com uma grande
capacidade catalitica.

O material do suporte deve ser efetivamente inerte, conter um grande nimero de
sitios para a imobilizacdo da enzima e impor a menor quantidade de limitacbes para a
ocorréncia da reagcdo. A possibilidade de regeneracdo, bem como a reutilizagdo da matriz,
deve ser considerada na avaliagdo econdmica do sistema com enzima imobilizada. Os
suportes sdo classificados quanto a composi¢do quimica em: orgéanicos (naturais e sintéticos)

e inorganicos (minerais e fabricados), conforme Figura 2.5.
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Figura 2.5 — Classificacdo dos suportes de acordo com a composi¢do (ZANIN, 1989)

Para o uso industrial, os suportes inorganicos sdo mais adequados por apresentarem
elevada resisténcia mecanica, estabilidade térmica, resisténcia a solventes organicos e ao
ataque de micro-organismos e facil regeneracdo por processo de pir6lise. No mais, materiais
inorganicos ndo apresentam modificacdo na estrutura em uma larga faixa de presséo,
temperatura e pH. Contudo, a maioria das enzimas imobilizadas e comercializadas é obtida
com matrizes organicas, provavelmente devido a grande variedade de grupos funcionais
reativos que podem ser introduzidos em suportes orgéanicos (ROSEVEAR, KENNEDY e
CABRAL, 1987).
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Quanto a morfologia, os suportes podem ser: porosos, ndo porosos e estrutura gel. Os
suportes porosos, tanto organicos quanto 0s inorganicos, apresentam como vantagem grande
area superficial interna disponivel para imobilizagdo da enzima, que neste caso fica protegida
de turbuléncia externa e permite o acesso das moléculas de produtos e substratos. Os nao-
porosos eliminam a resisténcia a transferéncia de massa interna, contudo, apresentam uma
limitada éarea superficial disponivel para imobilizagdo de enzimas. Os géis, embora de uso
simples, sdo Uteis apenas nos casos em que a grade formada seja de malha suficiente para
reter a enzima sem implicar em restricbes difusionais sérias para o substrato (PEREIRA,
1996).

2.7.2.1 — Imobilizacéo em resinas

Segundo LETCA et al. (2004) a utilizacdo de resinas de troca idnica como suporte, é
muito importante no campo da imobilizacdo de biocatalisadores, pois permite um rapido
isolamento e separagdo ao final da reagédo, reduzindo o custo operacional na separagéo da
enzima imobilizada com o meio. Estes suportes magnéticos sdo adotados em diferentes
inddstrias, tais como: industria alimenticia, farmacéutica, processos quimicos e tratamento de
residuos.

Resinas de troca ibnica sdo matrizes solidas que contém sitios ativos. A operacao de
troca ibnica € a troca entre ions presentes numa solugdo e os ions solidos presentes na resina.
As resinas anidnicas trocam seus anions disponiveis (OH’) com os anions do meio até atingir
0 equilibrio. As resinas catiénicas sdo semelhantes, trocam cations (Na* ou H") com o meio
(KREMER, 2007).

As resinas de troca ibnica sintéticas sdo constituidas, na sua maioria, por matrizes de
copolimeros como estireno-divinilbenzeno ou fenol-formaldeido, na forma de particulas
esféricas. Os grupamentos &cidos ou basicos inseridos nos nucleos de benzeno dos
mondmeros utilizados conferem funcionalidade as resinas (KREMER, 2007).

Entre os grupamentos basicos inseridos nas cadeias das resinas anidnicas, tem-se
aminas terciarias que produzem resinas fracamente basicas e os quaternarios de amonio, que
produzem resinas fortemente basicas. Entre os grupamentos acidos, 0 mais comum é o acido
sulfonico, produzindo a resina catibnica fortemente acida e 0 menos comum, o &cido
carboxilico, produzindo a resina catiénica fracamente acida (GONZALES, 2010).

Duolite A568 é uma resina de troca aniénica, fracamente basica, granular e altamente

porosa, com matriz de fenol-formaldeido policondensado. Sua estrutura hidrofilica,
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combinada com uma distribuicdo controlada do tamanho dos poros, torna esta resina mais
adequada para ser utilizada como suporte para imobilizagdo de enzimas em muitos
bioprocessos. A forca idnica, o tamanho das particulas, tamanho e volume de poro da Duolite
A568, foram projetados para otimizar a imobilizacdo de enzimas utilizadas em industrias de
amido, gordura, entre outras inddstrias de alimentos.

Dentro do vasto campo da biotecnologia, destaca-se 0 uso de resinas como suporte
para imobilizacdo de enzimas. Encontram-se na literatura varios trabalhos, com diferentes
enzimas:

OOSTEROM et al. (1998) imobilizaram as enzimas B-galactosidases de Aspergillus
orizae e de Kluyveromyces fragilis em uma resina de troca iénica, fenol-formaldeido, tipo
Duolite S-761 e Duolite A-7, respectivamente.

OZDURAL et al. (2003) imobilizaram a enzima B-galactosidase em uma resina de
troca idnica fracamente basica, Duolite A568, em um reator de leito empacotado para a
obtencéo de glicose e galactose.

LETCA et al. (2004) testaram algumas resinas de troca ionica em inulase Il a partir
de uma cepa Esherichia coli geneticamente modificada e obteve a melhor atividade para a
resina Duolite A568.

MARQUEZ et al. (2008) estudaram a imobilizagéo de invertase em resinas de troca
ibnica para a hidrolise de sacarose e obtiveram melhor atividade com a resina Duolite A568.

OZDURAL et al. (2008) imobilizaram B-galactosidase em uma resina de troca idnica
fracamente bésica, Duolite A568, em um reator continuo. Concluiu-se que a equacdo que
melhor se ajustou ao estudo cinético foi a de Michaelis- Menten.

GUIDINI et al. (2009) estudou a imobilizagdo p-galactosidase de Aspergillus oryzae
em resinas de troca ibnica para a hidrélise de lactose e obtiveram melhor atividade com a
resina Duolite A568.

2.8 — Reatores enzimaticos

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

Os reatores enziméticos podem ser divididos em dois grandes grupos, a saber,
descontinuos (incluindo a variante descontinuo-alimentado) e continuos. Os continuos, por

sua vez, podem ser do tipo leito, agitado ou fixo (http://www.fcf.usp.br), conforme Figura 2.6.
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Quando a enzima encontra-se na forma livre o Unico reator utilizavel é o reator em
batelada. Os processos que utilizam enzimas imobilizadas podem ser conduzidos de forma
descontinua (batelada) ou continua. Em alguns casos, estes reatores vém sendo operados de
forma semi-continua através da retirada intermitente de parte do meio reacional e adicdo de

nova solugéo de substrato.
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Figura 2.6 — Tipos de reatores enzimaticos (VIETH et al., 1976 apud RIBEIRO, 1989)

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

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

e Modo de operagao:

Descontinuo: menor custo de investimento, mais indicados para processos de
pequena escala, utilizados em carater multi proposito-menor ociosidade.

Continuo: elevado custo do investimento, desenhado para um processo especifico,

custo de mado-de-obra reduzido, possibilita automacdo, apresentam maior produtividade,



Capitulo 2 — Reviséo Bibliogréfica 32

constancia na qualidade dos produtos, facil controle automatico e operacional, estabilizacdo
das condigdes de operacao.

e Custo do catalisador frente ao custo total do processo;

e Estabilidade da enzima ao longo do processo;

e Requerimento de transferéncia de massa;

e Método de imobilizacdo empregado;

e Natureza do substrato;

e Caracteristica do suporte de imobilizacdo utilizado;

e Facilidade de substituicdo do biocatalisador e sua regeneracao;

e Facilidade de construgéo do reator e custo do mesmo;

e Requisitos operacionais, a saber, possibilitar pleno controle do pH e da

temperatura, permitir operar em concentracfes ndo inibitorias de substrato,

ser adequado frente as caracteristicas da matéria-prima (LIMA et al., 2001).

A Tabela 2.6 mostra a classificagdo de reatores levando em conta 0 modo de

operacdo e as caracteristicas hidrodinamicas.

Tabela 2.6 — Classificacao de reatores enzimaticos (ZANIN, 1989)

Modo de Caracteristicas Tipo de reator

operagao hidrodinamicas

Descontinuo Mistura Ideal Reator batelada de tanque agitado (BSTR)
Tipo Pistdo Reator batelada com recirculagdo (BRR)
Continuo Mistura Ideal Reator continuo de tanque agitado (CSTR)

Reator continuo com agitacdo e com membranas
de ultrafiltracdo (CSTR-UF)
Tipo Pistdo Reator de leito fixo (PBR), leito fluidizado (PFR)

2.8.1 — Reatores descontinuos

O reator batelada (Batch Reactor) ndo realiza alimentacdo e nem saida do material

antes do término do processo. O substrato e a enzima sdo introduzidos simultaneamente no
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inicio da reacdo. A medida que a reacéo se processa, a concentragdo de substrato decrescendo
e de produto aumentando com o tempo. Este reator é usado quando se esta utilizando enzimas
na forma livre e solGvel. Ap6s o surgimento de enzimas imobilizadas, este tipo de reator foi
usado em processos onde se desejava uma facil separacdo ao final do processo da enzima
imobilizada e do meio (CHIBATA, 1978; ROSEVEAR, KENNEDY e CABRAL, 1987).

Para este tipo de reator batelada, a principal vantagem é a melhor eficiéncia da
transferéncia de calor e de massa devido a boa agitacdo do sistema, controle de contaminacéo
e adequacdo flexivel a variagdes das caracteristicas da matéria-prima (ZANIN, 1989).

O reator batelada de tanque agitado (Batch Stirred Tank Reactor- BSTR) é um tipo de
reator muito simples, que apresenta um sistema de agitagdo. Este reator é usado para
processos que apresentam solucdo de alta viscosidade e para enzimas imobilizadas com baixa

atividade.

2.8.2 — Reatores continuos

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

A vantagem do CSTR é a sua facilidade de construgdo, versatil e barato, a qual
permite a catalise simples, carregamento e facil substituicdo. Permite controle simples sobre a
temperatura, pH da reacdo e do fornecimento ou remogdo de gases. Estes reatores CSTRs
tendem a ser bastante grandes quanto a necessidade de ser eficientemente misturados. Seus
volumes sdo geralmente cerca de cinco a dez vezes do volume de enzima imobilizada. Pode
haver um pequeno arraste de enzima na saida do reator, por este fato deve-se colocar um
coletor para poder recuperé-la. Neste tipo de reator ndo existem gradientes de temperatura ou
de concentracdo, devido a eficiente agitacdo que promove contato intimo entre a enzima e o
meio de reacdo (CHIBATA, 1978; ROSEVEAR, KENNEDY e CABRAL, 1987;
NAJAFPOUR, 2007).

O reator de leito fixo (PBR — packed bed reactor) é o mais utilizado na catélise com
enzimas imobilizadas. Neste tipo de reator a enzima imobilizada é empacotada,
permanecendo estacionaria, enquanto a solucdo de substrato é bombeada através dela
(PRADELLA, 2001). A alimentacdo continua do substrato pode ser feita tanto no sentido
ascendente, com o auxilio de bombas, como descendente, aproveitando a forca da gravidade.

Em alguns casos o fluxo descendente pode causar compactacdo do leito, promovendo a
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colmatacéo do sistema, o que faz com que o fluxo ascendente seja geralmente preferido para
aplicagdes industriais. A compactacdo natural das particulas pode ocasionar caminhos
preferenciais do fluido através da coluna, assim como variagdes de vazdes. Geralmente, este
tipo de reator caracteriza-se por uma significativa perda de carga, dependendo da vazdo de
alimentacdo, viscosidade do substrato, forma das particulas do suporte, extensdo e geometria
da coluna. A escolha de um suporte adequado facilita estabelecer condi¢cbes de melhor
equilibrio operacional (ILLANES et al., 1998, MARIOTT]I, 2000; OZDURAL et al., 2003).

Para CHIBATA (1978), o reator de leito fixo é o mais amplamente utilizado para
enzimas imobilizadas e células microbianas. Neste caso é necessario considerar a queda de
pressdo em todo o leito e o efeito das dimensdes da coluna na taxa da reacdo. No que se refere
ao fluxo do substrato, ha trés possibilidades: método de fluxo ascendente, fluxo descendente e
reciclo. Se ocorrer compactacdo do leito, é preferivel o reator com fluxo ascendente.

O reator FBR (Fluidized Bed Reactor) é usado quando a solucdo de substrato tem
alta viscosidade e quando ha substrato ou produtos gasosos. Neste sistema devem-se tomar
alguns cuidados para ndo haver destruicdo e decomposicdo de enzima imobilizada
(CHIBATA, 1978). Estes reatores necessitam de uma poténcia mais elevada para fluidizar o
leito, sdo dificeis de modelar e o projeto do reator deve ser baseado em correcbes empiricas.
Também, os reatores de leito fluidizado sdo maiores que os de leito fixo correspondentes,
devido & expansdo do leito de particulas de enzima imobilizada e pode ter que operar com
recirculacdo total ou parcial da solugdo de substrato, para se conseguir a conversédo desejada
(VIETH et al., 1976 apud RIBEIRO 1989).

A operacdo de reatores de membrana é fundamentada na separacdo de enzimas,
produtos e substratos por uma membrana semi-permeavel, que estabelece uma barreira
seletiva permitindo apenas a passagem do substrato e/ou produto (Figura 2.10). Os reatores de
membrana séo divididos em duas categorias: aqueles que operam com substratos de baixo
peso molecular, tanto produtos como substratos permeiam a membrana; e aqueles que
convertem substratos macromoleculares, somente 0s produtos permeiam a membrana
(PORTACCIO etal., 1998, HATZINIKOLAU et al., 2005).

2.8.3 — Problemas operacionais

Os principais problemas operacionais em reatores enzimaticos sao:

- Efeitos difusionais;



Capitulo 2 — Reviséo Bibliogréfica 35

- Retro-mistura;

- Gradientes de temperatura e pH no interior do reator;

- Variagdo da presséo interna;

- Queda do desempenho do reator com o tempo.

A queda do desempenho do biorreator com o tempo pode ser devido a perda de
enzima pelo reator (desintegracdo do suporte, solubilizacdo do suporte e/ou liberagdo da
enzima pelo reator-enzima do suporte); interacdo enzima/substrato deficiente (padréo de fluxo
irregular dentro do reator e/ou formag&o de pelicula sobre as particulas do suporte); perda da
atividade enzimatica (envenenamento, desnaturacdo e/ou degradacdo microbiana); perda do
produto (degradagdo microbiana) e estabelecimento de gradiente de pH no interior do
biorreator (LIMA et al., 2001).

As decisdes tomadas na concepgdo do biorreator escolhido podem ter um impacto
significativo no desempenho do processo global. O conhecimento da cinética das reagdes é
essencial para entender como um reator biologico trabalha. Outras &reas da engenharia de
bioprocessos, tal como balangco de massa e energia, transferéncia de massa e transferéncia de
calor, séo também requeridos (GUIDINI, 2009).

2.8.4 — Distribuicdo de tempos de residéncia (DTR)

Uma informacdo importante na pratica industrial em reatores quimicos (ou
biolégicos) € o conhecimento da DTR. A determinagdo da DTR permite diagnosticar
problemas de escoamento no reator.

Os principais defeitos sdo:

- Existéncia de zonas de estagnacdo do fluido ou zonas mortas;

- Curto-circuitagem extrema e subpassagem do fluido;

- Existéncia de canalizacdo, especialmente em operagdes em contracorrente;
- Disperséo axial em reatores tubulares;

- Segregacao, resultante das condigfes de mistura.

Outras técnicas além da DTR sdo necessarias para a previsdo do comportamento para
0 projeto de um reator real, tais como, modelos matematicos com parametros a serem
ajustados a partir de informagdes experimentais.

Esses parametros séo correlacionados como fungdes de propriedades do fluido, do
escoamento e da configuracdo do reator. Esses modelos sdo por natureza semi-empiricos. Em

detrimento disto, usa-se um certo modelo, preferencialmente a outro, para um certo tipo de
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escoamento. Por exemplo, um dos modelos que melhor representa fisicamente o escoamento
em um reator com enchimento (leito fixo) é denominado modelo de dispersdo axial. Reatores
de escoamento em mistura em série sdo bem representados utilizando-se 0 modelo de tanques
em série (FOGLER, 1992).

2.9 — Cinética enzimatica

A cinética enzimética é definida como o estudo da velocidade da reacdo enzimética e
como ela é alterada devido as mudancas nas condi¢cBes experimentais, principalmente em
respeito a concentracdo de enzima, concentracdo substratos, inibidores e ativadores, pH, forca
ibnica e temperatura. O estudo da cinética enzimatica faz-se necessario para conhecer as
melhores condigGes para a acdo da enzima e os efeitos de diversos fatores sobre ela (DIXON
e WEBB, 1979; SEGEL, 1993). Dentre 0s seus objetivos estao:

e Medir as velocidades das transformagdes que se processam;

e Estudar a influéncia de condicOes de trabalho: concentragGes de reagentes e
das enzimas, temperatura, pH, concentracdes de ativadores e de inibidores
naquelas velocidades;

e Correlacionar (equacdes empiricas ou modelos matematicos) as velocidades
das transformagdes com alguns dos fatores que as afetam;

e Colaborar na otimizagdo do processo;

e Estabelecer critérios para o controle do processo;

e Projetar o reator mais adequado.

Para todos os procedimentos enziméticos a velocidade de reacdo depende das
concentragdes da enzima e de seu substrato (mantendo-se constantes as demais condigdes).
Uma equacdo geral para a velocidade, conhecida como equacdo de Michaelis-Menten,
descreve a reagdo em que ocorre interconversdo do complexo enzima-substrato seguido da

formacdo irreversivel de produto (SMITH et al., 1985), o qual é apresentado na Equacéo 2.1.
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V_*S
7K, +s @1
Sendo:

v = velocidade de reacdo;

Vi = velocidade limitante de uma reagédo catalisada por enzima nas condigdes de saturacao;
sendo denominada velocidade ou taxa maxima da reacao;

Kmn = constante do modelo de Michaelis- Menten;

S= substrato.

A constante de Michaelis-Menten é uma constante dindmica, ou de pseudoequilibrio,
que expressa a relacdo entre as concentragdes reais no estado estaciondrio ao inves de
concentragdes no equilibrio. Ky, é equivalente a concentracdo de substrato na qual V é igual a
metade de Vnax, indica a “afinidade” de uma enzima pelo seu substrato (S). Quanto menor for
o valor de Ky, maior seré a afinidade da enzima pelo substrato.

Os parametros Vi, e Ky, caracterizam as reacdes enzimaticas que sdo descritas pela
cinética Michaelis-Menten. Vy, é dependente da concentragdo total da enzima, enquanto Ky, é
independente (FOGLER, 1992).

Em todas as reagOes enzimaticas hd sempre a formacdo de um complexo enzima-
substrato, proporcional pelo menos nos primeiros instantes da reacdo, & concentracdo da
enzima, cuja formacdo, provavelmente, se da através de vérias fases.

A velocidade inicial (V) de uma reagdo pode ser relacionada com a concentragao de
substrato, tal como representado pela curva hiperbélica da Figura 2.7 e pela Equacdo de
Michaelis-Menten (2.1).
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Figura 2.7 — Representacdo da cinética enzimética de acordo com a equacgéo de
Michaelis-Menten

A equacdo de Michaelis-Menten é muito utilizada para descrever diversas reaces
enzimaticas, mas sabe-se que para que se descreva 0 processo com sucesso, a concentra¢do da
enzima deve ser pequena se comparada aquela do substrato e ainda ndo deve ter acdo de
inibicdo da enzima. Para situagcbes em que as concentragbes de enzima e substrato s&o
comparaveis, a equacdo de Michaelis-Menten pode ser inapropriada, como ocorre nos finais
dos processos enziméaticos conduzidos em batelada. Para situacfes de processos industriais,
em presenca de altas concentragdes de substrato ou de produtos e em presencga de inibidores
presentes no meio reacional, deve-se utilizar modelos cinéticos mais elaborados, porém a
maioria destes tem como ponto de partida a equacdo de Michaelis-Menten, na qual séo
inseridos termos de correcdo, para levar em conta inibidores, ativadores e multiplos substratos
(RIBEIRO, 1989).

A hidrélise de lactose em glicose e galactose tem sido descrita por diversos autores
utilizando enzimas obtidas de bactéria, levedura e fungos filamentosos. Em geral, a
modelagem utiliza alguma forma da equagdo de Michaelis-Menten, que fornece a relagéo
entre a velocidade de hidrdlise do substrato e a concentracdo do substrato limitante
(SORENSEN e NOVAK, 1996; GHALY e BEN-HASSAN, 1995).



Capitulo 2 — Reviséo Bibliogréfica 39

2.9.1 — Presenca de inibidores no meio reacional

A catdlise enzimatica pode ser impedida por compostos, que, quando presentes no
meio, ligam-se diretamente & enzima, impedindo sua acdo, ou seja, reduzindo a velocidade da
reacdo. Os inibidores competitivos sdo substancias que tém forma estrutural suficientemente
semelhante a do substrato para poderem ligar-se ao sitio ativo da enzima. Falta-lhes,
entretanto, grupos quimicos que podem levar a reacdo a cabo; o resultado da sua presenca no
meio de reacdo € o estabelecimento de uma competicdo entre as moléculas do inibidor
competitivo e as do substrato pela ligacdo com o sitio ativo da enzima (MARIOTTO, 2006).

A inibicdo enzimética pode ser classificada em dois tipos: inibicdo reversivel e
inibicdo irreversivel. Na inibicdo reversivel a atividade enzimatica é recuperada com a
remogéo do inibidor. E caracterizada por um equilibrio entre o inibidor e a enzima definido
por constante de equilibrio, K; (FURIGO e PEREIRA, 2001).

A inibicdo reversivel pode receber tratamento quantitativo pelo uso das relacbes
estudadas ao longo da teoria de Michaelis-Menten sobre a formagdo do complexo enzima-
substrato, é usual quantificar o fenbmeno da inibicdo reversivel pelos mesmos métodos
graficos empregados para a determinagdo da constante de Michaelis-Menten. Os trés tipos de
inibicdo reversivel das enzimas sdo: inibicdo competitiva, inibicdo ndo-competitiva e a
inibicdo acompetitiva (VILLELA, 1978; DIXON e WEBB 1979; SMITH et al., 1985).

-Inibicdo  competitiva:  Os inibidores competitivos podem combinar-se
reversivelmente com o sitio ativo da enzima e competir com o substrato por este sitio. Assim,
enquanto este sitio ativo estiver ocupado, ndo podera efetuar a ligacdo do substrato. A
combinacdo de um inibidor competitivo 1 com a enzima E pode ser descrita da mesma
maneira que a combinacdo com o substrato, embora o inibidor ndo seja quimicamente
transformado em produto.

-Inibicdo n&o-competitiva: é o tipo de inibicdo em que o intercepto (1/Vn) € a
inclinacdo de 1/v contra 1/[S] sdo aumentados pelo mesmo fator. Nesse caso, o efeito inibidor
ndo competitivo ndo é reduzido quando a concentracdo do substrato é aumentada, de modo
que a velocidade inicial méxima é modificada, mas ndo a constante de Michaelis-Menten. .

-Inibicdo acompetitiva: este tipo de inibicdo é observado quando um inibidor se
combina reversivelmente apenas com ES, dando origem a ESI, que ndo pode formar produtos.
Como no caso da inibigdo ndo competitiva, a inibicdo acompetitiva ndo é revertida com o
aumento do substrato. Este tipo de inibicdo é frequentemente encontrado em reagdes

enzimaticas com dois ou mais substratos.
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A inibicdo Irreversivel ocorre sempre que a enzima experimenta modificagcdo
irreversivel de um ou mais de seus grupos funcionais. Entre as substancias que atuam dessa
forma estdo o acido monoiodoacético ou sua amina, a iodoacetamida, que blogueia grupos
sulfidricos da enzima por reacdo de alcoilagdo. Além desses compostos, devem ser
mencionados os inibidores organofosforados.

O modelo cinético geralmente utilizado para descrever a hidrélise enzimética da
lactose é a equacdo de Michaelis-Menten com inibicdo competitiva por produto-galactose
(YANG e OKOS, 1989).

As EquacBes dos modelos cinéticos estdo representadas na Tabela 2.7.

Tabela 2.7 — Alguns modelos cinéticos enzimaticos (SANTOS, LADERO, GARCIA-
OCHOA, 1998)

Michaelis-Menten sem inibigao les
V=
K +S (2.2)
Michaelis-Menten com inibicéo V= Vin-S (2.3)
competitiva por produto LS LK [1+|D
-
Ki
_ V.S
Michaelis-Menten com inibicéo V= | | 24)
. » Kp 1+— |+S.|1+—
ndo-competitiva por produto K, K
Michaelis-Menten com inibigédo V= Vin:S (2.5)
I
acompetitiva por produto LKm + S-(1+ KD
i
Michaelis-Menten com inibicéo Ve V.S (2.6)
mista linear K 1+L +sl14 I
"TK, 7 ak,
Michaelis-Menten com inibigéo B
. « - V.S [1+j
parcialmente ndo competitiva K.
V= : (2.7)
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A reacdo de hidrdlise de lactose por B-galactosidase de vérias fontes, tanto na forma
livre como imobilizada, tem sido modelada em termos de inibicdo pelos produtos,
especialmente pela galactose. Na grande maioria das citac0es, a galactose atua como um
inibidor competitivo, ao passo que a glicose ndo exerce efeito inibidor:

GUIDINI (2009) estudou a imobilizacdo de B-galactosidase de Aspergillus oryzae
em Duolite A568, utilizando glutaraldeido como agente reticulante, neste estudo o modelo
cinético que melhor se ajustou aos resultados experimentais de velocidade de reacdo de
hidrélise de lactose foi 0o modelo de Michaelis-Menten, com inibicdo competitiva por
galactose. Os valores dos parametros Vn, Ky e K; foram 0,77 U, 35,30 mM (12,07 g/L) e
27,44 mM (4,94 g/L).

HAIDER e HUSAIN (2008) realizaram um estudo comparativo usando alginato de
calcio e B-galactosidase de Aspergillus oryzae na hidrolise de lactose a partir leite e soro de
leite. Duas colunas foram preparadas, uma contendo alginato de célcio sollvel e a outra um
complexo imobilizado de ligagdo cruzada e “Concanavalin A”. O modelo de Michaelis
Menten foi usado para o estudo cinético, e os pardmetros encontrados foram para K, 2,51
mM; 5,18 mM e Vy 4,8. 10* mol/min; 4,2. 10* mol/min a enzima livre e imobilizada
respectivamente.

FREITAS (2007) imobilizou B-galactosidase de Aspergillus oryzae em alginato de
sodio e gelatina, utilizando glutaraldeido como agente reticulante e encontrou valores de K, e

Kide 46,78 e 53,33 mM para inibicdo competitiva pela galactose.

PORTACCIO et al. (1998) utilizaram a enzima B-galactosidase de Aspergillus
oryzae imobilizada em esferas de quitosana e membrana de nylon. No trabalho destes
pesquisadores, foi encontrado inibicdo competitiva pela galactose com valores de Ky, de 110 e
150 mM e K; de 5 e 30 mM, para a enzima imobilizada em membrana e quitosana

respectivamente, utilizando leite como substrato.

No trabalho de NAKKHARAT e HALTRICH (2006) a enzima B-galactosidase de
Talaromyces thermophilus foi imobilizada em um suporte insoltivel (Eupergit C) por ligacéo
covalente. Quando o substrato utilizado foi ONPG, observou-se a inibicdo competitiva tanto
pela glicose quanto pela galactose. Ja quando o substrato utilizado foi a lactose, a inibi¢do foi
a competitiva ocorrendo apenas pela galactose em que os valores de K, e K; foram 21 e 355
mM, respectivamente. Verifica-se que o alto valor para K; faz com que a galactose seja um

fraco inibidor.
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2.9.2— Influéncia do meio na atividade e estabilidade das enzimas

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

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

2.9.2.1- Influéncia do pH

O pH exerce grande influéncia sobre a velocidade das reacGes. Muitas enzimas
possuem velocidades méximas num determinado pH, denominado pH 6timo, enquanto outras
atuam com igual eficacia dentro de uma faixa limitada de pH (SMITH et al., 1985).

O pH, ou faixa de pH de maior estabilidade da enzima depende de muitos fatores,
tais como a temperatura, forca idnica, natureza quimica do tampé&o, concentracdo de varios
preservativos, concentracdo do substrato, cofatores e concentracdo de enzima (SEGEL, 1993).

Os vérios aminoacidos que compdem a proteina possuem grupos laterais basicos,
neutros ou &cidos, portanto a enzima pode ser carregada positivamente ou negativamente,
dependendo do pH. Tais grupos ionizéveis sdo frequentemente parte do sitio ativo, ja que um
mecanismo catalitico &cido-base esté ligado a catélise enzimética. Assim a enzima para estar
cataliticamente ativa sé existe um estado particular de ionizacdo. Dessa forma, a enzima ativa
sera uma fracdo maior ou menor da concentracdo total da enzima, dependendo do pH. A taxa
da reacdo aumenta com o pH até um valor 6timo a partir do qual a taxa decresce, ou devido a
desnaturacdo ou a existéncia de estados de ionizagdo inadequados na enzima (SEGEL, 1993;
DIXON e WEBB, 1979).

Existe uma concentracdo hidrogenionica que propicia um determinado arranjo de
grupos protonados e desprotonados, que leva a molécula de enzima a conformacdo ideal para
exercer seu papel catalitico. Esse pH 6timo depende do nimero e tipo de grupos ionizaveis
que uma enzima apresenta, ou seja, depende de sua estrutura priméaria. Por outro lado, quando
0 substrato contém grupos ionizaveis, as variagdes de pH também poderdo afetar sua carga
(MARIOTTO, 2006).

A Figura 2.8 apresenta uma curva experimental da Vo com relacéo a variacdo do pH
(curva A) e a curva de estabilidade (curva B) para uma enzima (MARIOTTO, 2006).
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Figura 2.8 — Efeito do pH na atividade e estabilidade de uma enzima, curva A:
atividade da enzima, curva B: Voem pH 6,8 apds incubacdo em outros valores de pH
(MARIOTTO, 2006)

Observa-se que a incubacdo da enzima em pH 5 ou pH 8 ndo produz nenhum efeito
na atividade medida em pH 6,8. Entdo, o declinio da atividade entre pH 6,8 e 8 e entre pH 6,8
e 5 deve resultar da constituicdo de uma forma idnica ndo adequada da enzima e/ou substrato.
Quando a enzima é incubada em pH > 8 ou pH > 5, a atividade total ndo é obtida em pH 6,8.
Portanto, parte do declinio na atividade acima de pH 8 e abaixo de pH 5 resulta em uma
inativacdo irreversivel da enzima. O efeito do pH sobre a afinidade pode ser eliminado
utilizando-se altas concentragbes de substrato de modo a se saturar a enzima em todos oS
valores de pH (MARIOTTO, 2006).

2.9.2.2 — Influéncia da temperatura

A influéncia da temperatura sobre a cinética da reacdo enzimatica deve ser entendida
em duas fases distintas: no principio, aumentos de temperatura levam a aumentos de
velocidade de reacdo, por aumentar a energia cinética das moléculas componentes do sistema.
Esse efeito € observado em um intervalo de temperatura compativel com a manutencéo da
estrutura espacial da enzima. Temperaturas mais altas levam a desnaturagdo da enzima por
alterarem as ligagdes quimicas que mantém sua estrutura tridimensional. Rompidas as pontes
de hidrogénio, que sdo ligacbes bastante termoldbeis, desencadeia-se uma cascata de

alteracOes estruturais, levando a enzima a uma nova conformacdo ou a um estado sem
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estrutura definida. A temperatura que provoca desnaturacdo esta, geralmente, pouco acima de
sua temperatura 6tima (MARIOTTO, 2006).

A melhor temperatura de operacdo é a temperatura maxima na qual a enzima possui
uma atividade constante por um longo periodo de tempo. A temperatura de estabilizacdo da
enzima depende de outros fatores que incluem o pH, a forga ibnica do meio e a presenga ou
auséncia de ligantes. Os substratos freqlientemente protegem a enzima da desnaturagdo pelo
calor (SEGEL, 1993).

A formulagéo geral do efeito da temperatura sobre a velocidade das reagdes foi feita
por Arrhenius, que indicou que, de todas as moléculas de um sistema, s6 pode reagir as que
tiverem suficiente energia de ativagdo para tanto (VILLELA et al., 1978; SEGEL, 1993). A
energia de ativacdo, ou seja, a energia necessaria para a conversdo das moléculas do sistema
ao estado reativo pode ser determinada nos sistemas enziméticos a partir da equacdo de

Arrhenius, Equagdo 2.8.

—Ea
k=A*eRT (2.8)

Sendo:

k = constante de velocidade;
A = fator de frequéncia para a reacao;
E. = constante de energia de ativagéo;
R = constante dos gases;

T = temperatura.

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

Na reacdo enzimatica a constante de velocidade k e fungdo crescente da temperatura
do sistema. A Figura 2.9 representa a Equacéo 2.8 (MARIOTTO, 2006):
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Figura 2.9 — Representacdo da variagcdo da constante de velocidade k com a
temperatura absoluta T (MARIOTTO, 2006)

Lembrando que as enzimas sdo termolabeis, a0 mesmo tempo em que ocorre a
reacdo enzimatica, desenvolve-se também a reacdo de inativagdo térmica da enzima.

O conhecimento da cinética de desativacdo das enzimas é de grande importancia no
projeto de reatores enzimaticos. A estabilidade das enzimas € um dos fatores primordiais na
determinacdo da possibilidade de sua aplicacdo em muitos processos biotecnolégicos
(COLACO et al.,1992). Na maioria dos estudos considera-se a cinética de primeira ordem
para relacionar atividade enzimatica com o tempo, a uma dada temperatura (RIBEIRO, 1989).

Supondo desativacgdo de primeira ordem, tem-se a Equacéo 2.9.

dA
—=—k, *A
dt d (2.9

Sendo:
A é a atividade da enzima ativa;

kq € a constante cinética de desativagéo térmica.

Integrando a Equacdo 2.9 para o intervalo de tempo t=0 até t, obtém-se a Equacao
2.10.

—In| = | =k, *t (2.10)
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Um conceito comum em cinética quimica e enzimatica € o tempo de meia-vida, t,
que é 0 tempo necessario para que a atividade relativa da enzima (A/A,), da Equacédo 2.10,
seja igual a 0,5, ou seja, 0 tempo necessario, a uma temperatura T, sob condi¢Ges especificas,
para que a atividade catalitica seja reduzida a metade da inicial. Da Equagdo 2.10, e com 0
conceito de meia-vida, tem-se a Equagéo 2.11.

In(0,5)
t,, = T (2.11)
d

Por outro lado, kg varia com a temperatura segundo o modelo de Arrenhius, dado pela
Equacéo 2.12.

- E (2.12)
k, = A*ex d
‘ p( R*T j

A Equacdo 2.12, na forma linearizada, pode ser representada através da Equacdo
2.13, sendo possivel determinar a energia de ativacdo do fendmeno de desativacdo térmica da

enzima estudada.

E, .1
In(k,) = In(A) ~ > (2.13)

Sendo:

kq € a constante cinética de desativagdo térmica;

Eq € a energia de ativacdo do processo de desativacdo térmica;
T é a temperatura absoluta;

R é a constante da lei dos gases.



CAPITULO 3
MATERIAL E METODOS

Neste capitulo sera apresentado o material utilizado no desenvolvimento experimental

deste trabalho, bem como a metodologia empregada para tal.

3.1 — Material

3.1.1 - Enzima

Neste trabalho, utilizou-se a enzima [-galactosidase produzida pelo fungo
Aspergillus oryzae. Essa enzima foi adquirida comercialmente da empresa Sigma Chemical
CO (Sigma-Aldrich), lote 097K1349, disponivel na forma de p6 branco. A atividade descrita
pelo fabricante foi de 9 unidades por mg de solido, utilizando lactose como substrato e a
unidade de atividade foi definida como 1 pumol do substrato reagido por minuto a pH 4,5 e
temperatura de 30°C. Os reagentes utilizados nos experimentos apresentavam grau de pureza

analitica.
3.1.2 — Suporte para imobilizacao
O suporte utilizado para imobilizacdo foi a resina de troca i6nica Duolite A568

(Rohm Haas), doada pela Dow Chemical Company. Uma amostra desta resina esta
apresentada na Figura 3.1.

Figura 3.1 — Resina Duolite A568 empregada para imobilizacdo da enzima p-galactosidase
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Duolite A568 é um trocador anidnico fracamente basico, baseado em ligacdo cruzada
de fenol-formaldeido, usado como suporte (orgénico sintético) de enzimas em aplicacfes de
bioprocessos, cujas principais caracteristicas indicadas pelo fabricante sdo apresentadas na
Tabela 3.1 (Rohm Haas).

Tabela 3.1 — Caracteristicas da resina Duolite A568 (Rohm Haas)

Caracteristicas Propriedades

Matriz: Fenol-formaldeido
Estrutura hidrofilica Grupo funcional: Amina terciaria
Alta porosidade Forma fisica: Granular
Cor: Verde a cinza
pH: 7,0-9,0

Tamanho de poro: 15 a 25 nm

Distribuigdo do tamanho e
volume dos poros

Volume de poro: 0,78 a 1 mL/g
Densidade: 1,10 a 1,14 g/mL

Capacidade total de troca idnica: > 1,20 equivalente/litro

De acordo com a Dow do Brasil a Duolite A568 custa US$ 42.00/L.

3.1.3 — Substratos

Para este trabalho utilizou-se os seguintes substratos:
- Solucdo de lactose em tampéo acetato pH 4,5;
- Leite desnatado de marca CALU (utilizado “in natura”);

- Soro de leite (preparado conforme item 3.2.4).
3.1.4 — Unidade experimental
As unidades experimentais foram montadas no Laboratério de Engenharia

Bioquimica da Faculdade de Engenharia Quimica, onde foram realizados os experimentos

com a enzima imobilizada. Estando descritas a seguir:
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3.1.4.1 — Reator tipo cesta (batelada)

A unidade experimental, mostrada nas Figuras 3.2 e 3.3, consistia em um reator de
mistura, de volume 0til de 200 mL, dotado de uma camisa externa para circulagdo de adgua
proveniente de banho termostatizado para controle da temperatura, submetido a agitacdo
magnética. As particulas de enzima imobilizada eram colocadas dentro de uma cesta de ago
inox de 100 mesh, e esta colocada dentro do reator, evitando assim o atrito entre o agitador e a
enzima imobilizada. O reator de mistura apresentava 8,2 cm de altura e 5,5 cm de didmetro

interno e a cesta de ago inox 6,2 cm de altura e 2,4 cm de diametro.

5

)

3

Legenda
° ®

1-Micrrorreator, Vg = 200 mL

2- Casta de ago inox (malha de 100 mesh)
com enzima imobilizada

3- Agitador magnético

4- Banho em ebuligao

5- Banho termostatizado

Figura 3.3 — Representacdo esquematica da unidade experimental com reator tipo cesta
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3.1.4.2 — Reator tipo leito fixo (continuo)

A unidade experimental, mostrada nas Figuras 3.4 e 3.5, consistia em um reator tipo
leito fixo, de volume til de 21,93 mL, dotado de uma camisa externa para circulagcdo de agua
proveniente de banho termostatizado para controle da temperatura. O reator tipo leito fixo
apresentava 14,55 cm de altura e 1,38 cm de diametro. A enzima imobilizada foi empacotada
no reator, ocupando um volume de 16,93 mL, o substrato era bombeado com auxilio de uma

bomba peristéltica, com escoamento ascendente.

Legenda 2
1- Bomba peristaltica
2-Reatorh=145c¢cm;d=14cm

Vocupado = 16,33 mL; com enzima imobilizada

3- Banho termostatizado

4- Banho em ebuligdo

Figura 3.5 — Representacdo esquematica da unidade experimental com reator de leito fixo
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3.2 — Métodos

3.2.1 — Preparacéo do biocatalisador

3.2.1.1 — Ativacéo do suporte

A resi
cloridrico 1M,

na Duolite A568 foi ativada de acordo com a metodologia do fabricante: acido

na razéo de dez volumes de solugdo por volume de resina, durante 30 minutos

em incubadora rotativa sob agitacdo de 50 rpm. A seguir foi adicionado hidroxido de sodio

1M, nas mesmas condicOes e procedimento realizados para o tratamento acido. As resinas

foram lavadas

com 4gua destilada entre os tratamentos e no final do processo, e secas a

temperatura ambiente.

3.2.1.2 — Imobilizacéo da p-galactosidase seguido do processo de ligagédo cruzada:

Foi utilizado o procedimento de imobilizagdo seguido de ligacdo cruzada,
desenvolvido por GUIDINI et al. (2009):

a)

b)

Para testes em reator batelada, na imobilizagdo incubou-se 10 mL de solugéo
de p-galactosidase a 5 g/L (em tampéo acetato pH 4,5) e 0,5 g de Duolite
A568 ativada; com tempo de imobilizacdo de 12 h, agitacdo de 50 rpm a 25 +
1°C em incubadora rotativa. Na sequéncia, a enzima imobilizada foi lavada
com tampdo acetato pH 4,5 e realizado o processo de ligacdo cruzada, para
qual adicionou-se 2,5 mL de glutaraldeido na concentragdo de 3,5 g/L,
utilizando um tempo de reticulagéo de 1,5 h.

Para testes em reator de leito fixo, na imobilizagdo incubou-se 110 mL de
solugdo de p-galactosidase a 10 g/L (em tampé&o acetato pH 4,5) e 5,5 g de
Duolite A568 ativada; com tempo de imobilizagdo de 12 h, agitacdo de 50 rpm
a 25 £ 1°C em incubadora rotativa. Na sequéncia, a enzima imobilizada foi
lavada com tampéo acetato pH 4,5 e realizado o processo de ligagdo cruzada,
para qual adicionou-se 27,5 mL de glutaraldeido na concentragdo de 3,5 g/L,

utilizando um tempo de reticulagéo de 1,5 h.
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3.2.2 — Determinacao da atividade de p-galactosidase imobilizada pelo método das taxas

iniciais

Para os experimentos em reator batelada realizados com B-galactosidase imobilizada
para hidrolise de lactose usou-se 0 método das velocidades iniciais da reagdo para determinar
a atividade catalitica.

A reacdo de hidrolise de lactose por B-galactosidase era realizada em um reator
conforme item 3.1.4.1, com um volume de 100 mL de solucdo de lactose na concentracdo dos
experimentos, nas condi¢bes de pH, temperatura desejada e agitacdo definidas. Para cada
experimento era adicionada ao reator uma cesta de ago inox com a enzima imobilizada
conforme item 3.2.1.2-a.

A unidade de atividade (U) foi definida como grama de glicose produzida por litro
do meio por minuto por grama de suporte (g giicose/ L. MIiN.g suporte)-

Para cada experimento foram tomadas cinco amostras do meio reacional no intervalo
de trés em trés minutos (3, 6, 9, 12 e 15 min). Cada amostra era colocada em um tubo de
ensaio, 0 qual era tampado e imediatamente colocado em um banho de 4gua em ebuli¢éo, por
10 minutos. A glicose formada era dosada pelo método da glicose-oxidase (BAO et al., 2004)
conforme Anexo A.

A atividade a partir do método das atividades iniciais, para cada reacdo da hidrélise
de lactose, era obtida pela inclinagdo das equacdes lineares de concentracdo de glicose em
funcdo do tempo de reacdo. Os experimentos foram realizados em triplicata para uma maior
confiabilidade nos resultados obtidos. A atividade foi calculada com a curva de calibracdo,

conforme Anexo A.
3.2.3 — Procedimentos analiticos
3.2.3.1 — Determinag&o de glicose
As andlises de glicose foram realizadas por espectrofotometria, pelo método da
glicose-oxidase, conforme procedimento descrito por TOMAS (1998). A metodologia

experimental e as curvas padrfes para determinacdo da concentragdo de glicose estdo

representadas no Anexo A.
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3.2.3.2 — Determinacéo de lactose

A lactose presente no leite “in natura” e no soro de leite desnatado e desproteinizado
foi quantificada por titulagdo com licor de Fehling, conforme procedimento do INSTITUTO
ADOLFO LUTZ (1985) descrito no Anexo B.

3.2.4 — Preparacao do soro de leite

O soro de leite foi preparado pela desproteinizacdo do leite desnatado de marca
CALU. Adotou-se o procedimento descrito PORTO (2001): o leite desnatado era aquecido a
92°C e seguir era adicionado ao mesmo 6 mL de solugdo de &cido acético (20% v/v) por litro
de leite. Apds a separacdo das proteinas, 0 meio foi filtrado e ajustado o pH a 4,5 com a

mesma solugéo de acido acético.

3.25 - Influéncia da temperatura na atividade enzimatica da p-galactosidase

imobilizada na hidrolise de lactose

Este estudo teve por objetivo avaliar a influéncia da temperatura na atividade da
enzima B-galactosidase imobilizada e determinar a energia de ativacdo da reacdo de hidrolise
de lactose. Os experimentos foram realizados, utilizando concentragdo de lactose de 50 g/L
em tampao acetato pH 4,5, e biocatalisadores preparados conforme item 3.2.1.2-a, variando-
se a temperatura do meio reacional de 10 a 80°C. As atividades enzimaticas foram
determinadas pelo método de velocidades iniciais de reacdo conforme item 3.2.2, e a glicose
foi dosada conforme item 3.2.3.1. Baseado nos resultados de atividade enzimatica em funcéo
da temperatura foi determinada a energia de ativacdo da reacdo de hidrolise utilizando o

software Origin® 7.0 e a Equacdo 3.1:

In(A) = In( A*) —%.Tl. (3.1)

Sendo:
A é a atividade enzimatica; A* é o fator de frequéncia para a reacdo; E, € a energia de ativagdo

do processo de ativacao térmica da enzima e T é a temperatura absoluta.
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3.2.6 — Estudo da estabilidade térmica da B-galactosidase imobilizada na hidrélise

de lactose

Amostras da enzima imobilizada, conforme item 3.2.1.2-a, foram colocadas em 50
mL de tampdo acetato pH 4,5, e incubadas em um banho termostatizado na faixa de
temperatura de 55 a 65°C. Para cada temperatura de incubagdo, 0s conjuntos de particulas
imobilizadas foram retirados do banho em intervalos adequados de tempo, conforme
FREITAS (2007): 2 em 2 minutos para 65°C, 4 em 4 minutos para 63°C ,7 em 7 minutos para
60°C, 13 em 13 minutos para 57°C, 20 em 20 minutos para 55°C. Estas amostras foram
resfriadas rapidamente em banho de gelo e determinada a atividade residual pelo método das
velocidades iniciais de reacdo (item 3.2.2). Neste experimento foi utilizado concentragéo
inicial de lactose de 50 g/L em tampdo pH 4,5 a 35°C, a glicose foi dosada conforme item
3.2.3.1. Os resultados de atividade enzimatica residuais em funcdo do tempo de incubacéo,
para cada temperatura, foram ajustados aos modelos de desativacdo térmica de primeira
ordem (Equacdo 3.2), e em série em uma Unica etapa (Equagdo 3.3). Os ajustes foram
realizados pelo método numérico de Levenberg-Marquardt, utilizando o software Statistica®
7.0, (MORE, 1977), para determinar os pardmetros cinéticos pelos melhores ajustes
(HENLEY e SADANA, 1985):

A ° (3.2)
A —kg .t)

=)™ 4 3.3
A (3.3)

Sendo:

A ¢ a atividade relativa ;

oy = EE é a razdo entre a atividade especifica do estado final (E;) para uma modelagem de

inativacdo com uma Unica etapa e a atividade inicial (E); K4 é a constante cinética de

desativacao.
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Os tempos de meia-vida foram determinados para cada temperatura, considerando o
melhor ajuste dos resultados experimentais as Equacgdes de desativacdo térmica (Equacdes 3.2
e 3.3) utilizando a Equacdo 3.4. A energia de ativacdo do processo de desativacdo térmica foi

calculada pela Equacdo 3.5 por uma regressdo linear.

In(0,5)
t, = ” (3.4)
d
In(k,)=Ina- ER—dTi (3.5)

Sendo:

kq € a constante cinética de desativagao;

a é o fator de freqiiéncia para a reacéo;

Eq € a energia de ativacdo do processo de desativacdo térmica;

T é a temperatura absoluta.

3.2.7 — Estudo da estabilidade de estocagem da B-galactosidase imobilizada

Neste estudo, o biocatalisador preparado conforme item 3.2.1.2-a foi estocado a 4°C
em tampdo pH 4,5 por um periodo de 90 dias. A atividade residual foi determinada a cada 5
dias, pelo método das velocidades iniciais (3.2.2) , sob as seguintes condi¢des de reacao:
temperatura de 35 + 1°C, pH 4,5, concentracdo inicial de lactose de 50 g/L. A glicose foi

dosada conforme item 3.2.3.1, a cada cinco dias.

3.2.8 — Planejamento experimental

Para a realizagdo de experimentos significativos e confiaveis, deve-se utilizar um
método cientifico de planejamento. Além disso, quando o problema envolve dados que podem
conter erros experimentais, um modo adequado de analise é por métodos estatisticos. Em
qualquer analise experimental devem-se seguir duas etapas: o planejamento experimental e a
analise estatistica dos dados, esta Ultima depende do tipo de planejamento realizado
(OLIVEIRA, 2004).



Capitulo 3 — Material e Métodos 56

As vantagens do uso do planejamento experimental sdo (BARROS NETO et al., 1995
apud OLIVEIRA, 2004):

e Reduzir o tempo de experimentacdo, pois permite a otimizacdo do numero de

experimentos;

= Reducéo dos custos relativos a execugdo dos ensaios, fato que esté relacionado a
reducédo da quantidade de experimentos;

= Permitir a avaliagdo e a minimizacgao do erro experimental;

= Permitir uma otimizagdo multivariada;

= Permite a verificacdo conjunta da influéncia das variaveis estudadas.

Neste trabalho foi realizado um Planejamento Composto Central (PCC), utilizando o
software Statistic® 7.0, com intuito de avaliar a influéncia conjunta das variaveis:
concentracdo de lactose e vazdo de alimentagdo. As respostas estudadas foram: taxa média de
reacdo de hidrolise e conversdo da lactose por B-galactosidase imobilizada. Este tipo de
planejamento estatistico estuda os efeitos da interacdo dos parametros em questdo. Cada
varidvel é estudada em 5 diferentes niveis (-a, -1, 0, 1, +a), cada nivel possui seu respectivo
valor nominal. O a utilizado foi o ortogonal de 1,1474 de modo a se obter um planejamento,
no qual a parametro matriz de variancia e covariancia é diagonal e os parametros estimados
néo sdo correlacionados entre si (BOX et al., 1978).

Os niveis das variaveis estudadas foram colocados na forma codificada

(adimensionalizada), utilizando a equacdo geral de codificagdo (Equacéo 3.6):

X = (X_XO)
n X 1_X71 (36)

+

2
Sendo:

Xn é o valor da variavel no experimento na forma codificada; X é o valor real da variavel a
ser calculado; X, € o valor real da variavel no ponto central; X+1 € o valor real da variavel no

nivel superior; X.; é o valor real da variavel no nivel inferior.
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As equacdes codificadas para concentracdo de lactose em g/L (X;) e vazdo de

alimentagdo em mL/min (X) sdo demonstradas pelas Equages 3.7 e 3.8, respectivamente:

Lactose —50
Xi=——" (3.7
25
Vazao - 6
X, = ——— (3.8)
4.7

Na Tabela 3.2 é apresentada a matriz do planejamento composto central, com trés
réplicas centrais, totalizando 11 experimentos. Os experimentos foram realizados na faixa de
21,3 (-a) a 78,7 g/L (a) para a concentragéo de lactose e de 0,6 (-a) a 11,4 mL/min (a) para a
vazdo de alimentagdo. Dados da literatura (CARRARA e RUBIOLO, 1997; OZDURAL et
al., 2008; MARIOTTI et al., 2008) foram utilizados para selecionar as faixas adotadas para as

variaveis.

Tabela 3.2 — Matriz Planejamento Composto Central da influéncia conjunta da concentracéo

de lactose e vazdo de alimentagdo na taxa média de reacdo de hidrdlise e na converséo de

lactose
) Valor Real (Valor Codificado)
Experimentos
X1 X2

1 25 (-1) 1,3 (-1)
2 25 (-1) 10,7 (1)
3 75 (1) 1,3 (-1)
4 75(1) 10,7 (1)
5 21,3 (-a) 6 (0)
6 78,7 (o) 6 (0)
7 50 (0) 0,6 (-a)
8 50 (0) 11,4 (o)
9 50 (0) 6 (0)
10 50 (0) 6 (0)
11 50 (0) 6 (0)

X1= Concentracdo de lactose (g/L) e X,;=Vazéo de alimentacdo (mL/min)
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O biocatalisador foi preparado conforme item 3.2.1.2-b, 0s experimentos foram
realizados em reator de leito fixo, operando em regime continuo, com escoamento ascendente,
(item 3.1.4.2). Todos os experimentos foram realizados com temperatura de 35 = 1°C. As
amostras eram retiradas na saida do reator, a cada 10, 20 e 30 minutos, apés circulagdo de no
minimo uma hora para obtencdo do estado estacionério.

Os resultados experimentais obtidos foram ajustados por regressdo multipla,
utilizando o software Statistic® 7.0 e realizada uma avaliacdo estatistica da estimagdo dos
pardmetros por meio dos valores de t de Student, sendo eliminados aqueles com nivel de
significancia (valor-p) superior a 10%. Assim, com o0s parametros significativos obteve-se
uma equacao que representa os efeitos das varidveis em determinado estudo.

Com a equacgdo empirica da regressdo multipla foi possivel construir as superficies
de resposta para verificar a existéncia de uma regido 6tima para a resposta em questdo, na
qual se encontra uma faixa de combinagdo das varidveis estudadas, além de deter informacdes
sobre a robustez do processo, ou seja, qual a variagdo de uma variavel que pode ser admitida
ao redor do valor 6timo que mantém o processo na condi¢do otimizada.

A obtencdo dos pontos estacionérios e a analise candnica dos dados para o calculo
dos pontos de maximizacdo das respostas foram realizados utilizando um algoritmo

implementado no software Maple® 9.5.

3.2.9 — Hidrdlise de lactose em dois reatores de leito fixo em série

O biocatalisador foi preparado conforme item 3.2.1.2-b. Os experimentos foram
realizados em dois reatores de leite fixo em série, operando em regime continuo, escoamento
ascendente, nas seguintes condigdes: solugéo de lactose 50 g/L em tampdo acetato pH 4,5,
vazdo de alimentacdo de 6 mL/min, temperatura de reacdo de 35 + 1°C. As amostras eram
retiradas na saida do primeiro e segundo reator, a cada 10, 20 e 30 minutos, apds circulacdo
de, no minimo, uma hora para obtengdo do estado estacionario. Utilizou-se este mesmo
procedimento para os testes preliminares de hidrolise de lactose do soro de leite (preparado

conforme item 3.2.4) e do leite desnatado “in natura”.
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3.2.10 — Estudo da estabilidade operacional da B-galactosidase imobilizada

A viabilidade de reutilizacdo da enzima imobilizada foi analisada durante 30 dias. O
biocatalisador foi preparado conforme item 3.2.1.2-b, colocado no reator de leite fixo,
operando em regime continuo, escoamanto ascendente, nas seguintes condi¢Ges: temperatura
ambiente, solucdo de lactose na concentracdo de 50 g/L em tampéo acetato pH 4,5, vazdo de
alimentagdo de 0,3 mL/min. A atividade residual foi determinada diariamente, a glicose foi

dosada pelo método de glicose-oxidase (item 3.2.3.1).

3.2.11 — Determinacéo da distribuigdo de tempos de residéncia (DTR)

Para 0 caso do estudo da hidrolise de lactose por B-galactosidase imobilizada
estudou-se os modelos de dispersdo axial e PFR. O modelo de disperséo axial representa de
maneira mais apropriada o escoamento do afluente. Para rastrear o comportamento do fluido
no reator foi usado um tragador, que neste caso foi uma solucdo de cloreto de sédio P.A. (0,05
M) e usando como solvente agua destilada. A massa de reagente adicionada foi definida em
funcédo do volume do biofiltro e do tempo de residéncia proposto.

Para efetuar o célculo das dispersGes axiais cinco vazdes diferentes foram estudadas
0,6; 1,3; 3,5; 6,0 e 12 mL/min.

A solucdo de cloreto de s6dio 0,05 M foi bombeada de um reservatorio externo para
a entrada do biorreator por de uma mangueira de 3 mm de diametro. O reator iniciou o seu
regime de operacgéo a partir deste procedimento, com a injecdo de tracador caracterizada por
um estimulo do tipo degrau positivo.

Um condutivimetro foi acoplado a saida da coluna para medir a condutividade
elétrica do efluente em intervalos de tempo pré-estabelecidos. As medidas eram tomadas em

intervalos de tempos diferentes de acordo com a vazédo de alimentacdo utilizada.

3.2.11.1 — Calculo do tempo de residéncia médio

O tempo de residéncia médio foi determinado por meio da fungdo F,
adimensionalizada pela determinacdo da area que a curva F(t) delimita com o eixo das
ordenadas (area acima da curva definida por F(t) em funcdo do tempo). A expressdo da
funcédo F (distribuicdo cumulativa da concentragdo do tragador) foi escrita conforme Equacao
3.9.



Capitulo 3 — Material e Métodos 60

A —A
F(t)= 2 %o
(t) P (3.9)

00 0

Sendo:
At € a condutividade elétrica na saida do reator em cada instante;
Ao € a condutividade elétrica na saida do reator no tempo inicial;
A« € a condutividade elétrica na saida do reator no tempo final.
A &rea acima da curva foi calculada pela diferenca entre a area total e a &rea abaixo
da curva, calculada pelo software Origin® 7.0.
O tempo de residéncia (two,) foi calculado por meio da Equacdo 3.10 (tempo de

residéncia ideal).

. = EVr (3.10)
L

teo

Sendo:
¢ é a porosidade do reator; Vg é 0 volume do reator (L%) e v é a vazdo de alimentacdo utilizada
(L3TY.

3.2.11.2 — Célculo da variancia

A variancia o®, que representa o efeito de dispersdo da distribuicdo, trata-se de um

parametro estatistico que foi estimado pela Equacédo 3.11:
s 2

o’ =[(t-7) E(t)dt (3.11)
0

As curvas de E(t) foram obtidas pela Equacgéo (3.12):

c - FO 612
dt
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A derivada da funcéo F(t) foi calculada pelo software Origin® 7.0, ap6s o ajuste aos
dados de F(t) por uma funcdo sigmdide com coeficiente de determinagdo superior 0,998 para
evitar o aparecimento de erros. O tempo médio de residéncia foi calculado utilizando a funcédo

E(t) para checar a existéncia ou ndo de erros, devido a realizagdo da derivagdo da funcéo F(t).
3.2.11.3 — Calculo do coeficiente de disperséao axial

O coeficiente de dispersdo axial foi calculado utilizando a DTR e considerando a
equacéo apresentada por LEVENSPIEL (1974), para tanques fechados com grande dispersao
(caso utilizado neste trabalho) e dado pela Equacdo (3.13):

2 2
, O 1 1 pe
=—=2—--2|— | |\l-e (3.13)
e T’ Pe (Pej ( )

O ndmero de Peclet é considerado a razdo entre a taxa de transporte por convecgao e

a taxa de transporte por difuséo ou dispersdo e € dado pela Equacéo 3.14:

po_ UL (3.14)
D

ax

Desta forma, conhecendo o Peclet pela Equacdo 3.13 calcula-se posteriormente o
coeficiente de disperséo axial com a Equagdo 3.14.

3.2.12 — Estudo cinético

Para este estudo, o biocatalisador foi preparado conforme item 3.2.1.2-b, os
experimentos foram realizados em reator de leito fixo, operando em regime continuo,
escoamento ascendente, nas seguintes condic¢des: solu¢do de lactose na concentragdo de 50
g/L em tampéo acetato pH 4,5, temperatura de reacdo de 35 + 1°C, as faixas de vazdo de
alimentacdo estudadas foram 0,6; 1,3; 3,5; 6,0 e 12 mL/min. A taxa média de reacéo e a

conversdo foram determinadas pela dosagem de glicose conforme item 3.2.3.1.
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3.2.12.1 — Modelagem matemética

OLAFADEHAN (1989) desenvolveu a equacdo da continuidade para uma reacgao
isotérmica ocorrendo sobre condi¢des difusivas em um reator de leito fixo contendo enzima

imobilizada como mostra a Equacéo 3.15.

—=-Uf—+D,, > >
ot or r or

oCs oCs 0°Cs 0°C 14Cs
——+D, —(-rs)
0z 0z

(3.15)

A equacgdo de balanco proposta para a descricdo do modelo matematico seguiu as
consideragoes:

- As difus@es longitudinal e radial sdo expressas pela lei de Fick;

- A atividade da enzima é uniforme na particula e homogénea ao longo do reator (isto
é, a desnaturacdo térmica da enzima é negligenciavel);

- O reator em coluna tem particulas suficientes por unidade de volume para uma
adequada representacdo continua;

- Particulas pequenas foram usadas para eliminar difusdo interna;

- Reator atingiu o estado estacionério, isto €, a variavel analisada ndo foi dependente
do tempo;

- Temperatura constante;

- Enchimento com particulas cilindricas;

- Fluxo e concentragéo de substrato e afluentes constantes;

- O sistema era constituido apenas de duas fases (fase liquida e sélida);

- Usualmente a disperséo radial pode ser negligenciada em comparagdo com a
dispersdo axial em que a razdo didmetro por comprimento da coluna é pequeno (como
considerado neste estudo);

Adotando-se estas hipéteses e considerando escoamento em fluxo pistonado com
dispersdo axial, modelo considerado pseudo-homogéneo, a Equacdo 3.15 se resume a

Equacdo 3.16 com suas respectivas condi¢des de contorno.

2
Ly, s, p €

S
0z ¥ 5z° —(r)=0

(3.16)
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z=0, Cs=Cs,
(3.17)

(3.18)

Sendo:
Cs é a concentragdo de substrato (lactose) no reator; Dax é 0 coeficiente de dispersdo axial e
Us é a velocidade superficial do escoamento.

3.2.12.2 — Modelo Cinético

Neste trabalho foi utilizado o0 modelo cinético de inibicdo competitiva pelo produto
galactose (MAHONEY e WHITAKER, 1977) e com 0s parametros cinéticos obtidos por
GUIDINI (2009). (Equacéo 3.19).

V.Cs
c (3.19)
K., (1+ —PJ +Cs
K

(=rs) =

A concentracdo do produto, Cp, é estequiometricamente relacionada a concentracdo
do substrato, Cs, e varia ao longo do comprimento do reator, i.e. Cp=Csp-Cs e neste trabalho a
resisténcia a transferéncia de massa externa foi ignorado (ndo foram considerados os efeitos
de particdo). Estes efeitos estdo englobados nos parametros cinéticos aparentes utilizados.

Os valores dos pardmetros e constantes cinéticas usados nas simulagbes foram:
L=12,5cm, Vin = 0,77 g yjcese/L-MiN.Gsiporte , CSo = 50 g/L; K = 12,07 g/L; K, = 4,94 g/L e Uf

(6,49x10%; 1,41x10%; 3,79x10%; 6,44x10 e 1,30x10* cm/s).

As Equag0Oes 3.16, 3.17, 3.18 e 3.19 foram adimensionalisadas considerando as

variaveis:
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“Cs’ L D. Cso D

ax ax

2
Cs_ Cs. ZZE; ¢1: le— ;PGZLUf;¢z:Km(i+ij;¢3:[]‘_ij

Posterior & adimensionalizagdo as equacdes 3.16, 3.17, 3.18 e 3.19 foram descritas
por 3.20, 3.21 e 3.22.

,OCs 0°Co  4Cs  _
0z~ 9Z* ¢, +4.C,

(3.20)
Z=0, C,=1

(3.21)
2o Lol

(3.22)

As Equacgdes 3.20, 3.21 e 3.22 foram resolvidas empregando um programa
implementado em Scilab® 5.1 utilizando diferencas finitas como discretizacéo na posicéo. Os
coeficientes de disperséo axial utilizados foram calculados no item 3.2.11.3.

O modelo descrito pela Equagdo 3.16 para um reator de leito empacotado operando
em estado estacionario e condi¢des de escoamento de fluxo empistonado em que ndo é

considerado os efeitos de dispersdo axial e radial reduz a Equagéo 3.23:

0Cs
U,—+(-r,)=0
f az ( s)

(3.23)
Sujeita a condigfo inicial: Cs=Cs,a z=0

Utilizando CS:E; Z:E; é,= Vil a Equacdo 3.23 juntamente com a Equacéo
Cso L U, Cso

3.19 na forma adimensional é apresentada na Equacgéo 3.24:
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dCS + ¢4CS —
dZ ¢, +¢:Cs

(3.24)
com C;=1a Z2=0
O modelo descrito pela Equagdo 3.24 para as condigdes de escoamento pistonado é

uma equacdo diferencial ordinaria de primeira ordem e foi integrada numericamente sem

menores dificuldades pelo método de Runge-Kutta-Gill.



CAPITULO 4
RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo serdo apresentados e discutidos os principais resultados obtidos no
desenvolvimento deste trabalho. Inicialmente, apresentam-se os resultados do estudo da
influéncia da temperatura na atividade e estabilidade da enzima [-galactosidase de
Aspergillus oryzae imobilizada em Duolite A568 na hidrélise de lactose, bem como a
comparacao destes resultados com os obtidos por FREITAS (2007) para a B-galactosidase na
forma livre. Em seguida serdo abordados os resultados referentes a hidrolise de lactose por p3-
galactosidase imobilizada em reator de leito fixo: estudo da influéncia conjunta da
concentracdo de lactose e vazdo de alimentacdo na taxa média de reacdo e na conversdo de
lactose; estabilidade operacional da -galactosidase imobilizada; determinacao da distribuicéo

de tempos de residéncia e o estudo cinético.

4.1 — Influéncia da temperatura na atividade enzimatica da B-galactosidase imobilizada

na hidrolise de lactose

A influéncia da temperatura na atividade enzimatica foi estudada hidrolisando-se
lactose 50 g/L (em tampdo acetato pH 4,5) com B-galactosidase imobilizada em Duolite A568
(item 3.2.5). Os resultados obtidos para este estudo estéo ilustrados na Figura 4.1.

Analisando-se a Figura 4.1, pode-se notar que para a faixa de temperatura
investigada de 10 a 80°C, a etapa de ativacdo térmica ocorreu no intervalo de 10 a 60°C,
sendo a temperatura de maior atividade 60°C. A atividade enzimatica teve uma queda de 85%
a 70°C, ficando praticamente inativa a 80°C. TANRISEVAN e DOGAN (2002) imobilizaram
B-galactosidase de Aspergillus oryzae em alginato e gelatina, encontrando atividade méxima

em 50°C e verificaram uma queda de 73% em relag&o a atividade inicial a 70°C.



Capitulo 4 — Resultados e Discussao 67

Atividade (U)
N

Temperatura (°C)

Figura 4.1 — Influéncia da temperatura na atividade enzimatica da f-galactosidase imobilizada
na reagdo de hidrdlise de lactose. Concentracdo de lactose 50 g/L (tampé&o acetato 0,1 M, pH

4,5). U:gglicosell—-min-gsuporte

FREITAS (2007) estudou a influéncia da temperatura na atividade enzimatica da -
galactosidase de Aspergillus oryzae na forma livre na hidrélise de lactose cujos resultados

estdo apresentados na Figura 4.2.
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Figura 4.2 — Influéncia da temperatura na atividade enzimatica da (3-galactosidase livre na
reacdo de hidrdlise de lactose. Concentracao de lactose 50 g/L (tampéo acetato 0,1M, pH 4,5)
(FREITAS, 2007) UL:gg“cose/L.min.mgproteina)
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Conforme FREITAS (2007) para a faixa de temperatura estudada, de 10 a 70°C, a
etapa de ativacdo térmica ocorreu no intervalo de 10 a 55°C, sendo a temperatura de maior
atividade 55°C. A atividade enzimatica teve uma queda de 14% quando a temperatura
aumenta de 55°C a 60 °C, chegando a uma queda de 53% para 65°C, ficando completamente

inativa a 70°C.

Com base nas Figuras 4.1 e 4.2, pode-se afirmar que, de fato, a temperatura
influencia de forma significativa a atividade enzimatica. A imobilizacdo da enzima
praticamente ndo interferiu no perfil de atividade em relacdo a temperatura do meio reacional.
A temperatura de maior atividade na hidrolise de lactose para a enzima soltvel e imobilizada
foram 55°C e 60°C, respectivamente. No entanto, neste trabalho empregou-se temperatura de
35°C nas reacgOes de hidrolise de lactose catalisada pela f-galactosidase imobilizada, uma vez
que nesta temperatura a enzima mantém-se estavel durante todo o tempo do experimento,

conforme recomendacao do fabricante.

Para determinar a energia de ativagdo da reacdo de hidrolise, os resultados de
atividade enzimatica em funcdo da temperatura (etapa de ativagdo térmica) foram ajustados ao
modelo de Arrhenius (Equaco 3.1), utilizando o software Origin® 7.0. Obteve-se a Figura 4.3

e Equacéo 4.1.

45 40 35 30 25 20 15 10 (°C)
-0,2 1 Experimental
04 = —— Modelo de Arrhenius

-0,6-
-0,8-
_1,0_-
_1,2_-
1.4]
161
-1,8—-
_2,0_-

0,0631 | 0,0|O32 | 0,0633 | 0,0634 | 0,0|035 | 0,0|036

/T

In A

Figura 4.3 — Ajuste do Modelo de Arrhenius (—) aos dados experimentais (etapa de ativacdo
térmica)
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In A= 7,994—2680,23_'_1 (4.1)

Com o ajuste linear obteve-se coeficiente de determinagdo de 0,98 e o valor da
energia de ativacdo da reacdo de 5,32 kcal/mol de lactose. Este baixo valor na energia de
ativacdo da reacdo indica que um pequeno aumento na temperatura do meio reacional implica
em grande aumento na velocidade da reagdo. No trabalho de EL-MASRY et al. (2001) a
enzima B-galactosidase de Aspergillus oryzae foi imobilizada em dois tipos de membranas de
nylon, utilizando como substrato lactose. Os valores de energia de ativagdo encontrados foram
5,6 e 6 kcal/mol, menores do que aquele obtido para a enzima na forma livre que foi de 8,8
kcal/mol a pH 6,5 em tampéo fosfato utilizando lactose a 68,4 g/L.

FREITAS (2007) imobilizou B-galactosidase de Aspergillus oryzae em alginato de
sodio com gelatina e glutaraldeido. Os valores de energia de ativacdo encontrados para a
forma livre e imobilizada da enzima foram 6,9 e 7,7 kcal/mol, respectivamente, & pH 4,5 e
50g/L de substrato

4.2 — Estabilidade térmica da B-galactosidase imobilizada na hidrdlise de lactose
A influéncia da temperatura na estabilidade de B-galactosidase imobilizada foi

estudada conforme 3.2.6. Os resultados das atividades relativas em fungdo do tempo de

incubagéo, nas temperaturas estudadas, estdo ilustrados na Figura 4.4.
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Figura 4.4 — Perfis de inativacdo térmica para -galactosidase imobilizada. Incubagdo em
tampéo acetato 0,1 M, pH 4,5 e temperaturas 55, 57, 60, 63 a 65°C

A Figura 4.4 evidencia a forte dependéncia da estabilidade da enzima imobilizada
com a temperatura. Observa-se que para a temperatura de 65°C em 14 minutos houve uma
queda de 38,2% da atividade em relagdo a inicial. Para temperatura de 55°C, ap6s 140
minutos, ocorreu queda de apenas 14,5% na atividade, demonstrando que para temperaturas
mais baixas o biocatalisador imobilizado é mais resistente quanto a perda de atividade. Estes
resultados podem ser comparados com o trabalho de HAIDER e HUSSAIN (2007), que
imobilizaram B-galactosidase de Aspergillus oryzae por oclusdo em alginato de célcio,
reticulado com concanavalina A e obtiveram como resultados uma queda de 41% da atividade
apods 6 horas de incubagéo a 60°C.

FREITAS (2007) estudou a estabilidade térmica de p-galactosidase de Aspergillus
oryzae na forma livre cujos resultados estdo apresentados nas Figuras 4.5 e 4.6. Observa-se
que para a temperatura de 65°C ocorreu uma rapida desnaturacdo da enzima. J& para a
temperatura de 53°C observa-se que apds 275 minutos, a enzima perdeu 31,1% de sua

atividade.
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Figura 4.5 — Perfis de inativacdo térmica para B-galactosidase livre. Incubagdo em tampéo
acetato 0,1 M, pH 4,5, temperaturas 65, 63 e 61°C (FREITAS, 2007)
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Figura 4.6 — Curvas de inativacdo térmica para -galactosidase livre. Incubacdo em tampéo
acetato 0,1 M, pH 4,5 e temperaturas 59, 57, 55 e 53°C (FREITAS, 2007)

Analisando as Figuras 4.4, 4.5 e 4.6, observa-se que a imobilizagdo, como esperado,

conferiu uma melhoria na estabilidade térmica da enzima.

Os resultados experimentais de atividade enzimatica residuais para a enzima

imobilizada, em funcdo do tempo de incubacdo, foram ajustados aos modelos de desativagao
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térmica de primeira ordem e em série em uma unica etapa, definidos pelas Equagdes 3.2 e 3.3
respectivamente, por uma regressao nao-linear, pelo método numérico de Levenberg-
Marquardt, utilizando o software Statistica® 7.0 (MORE, 1977).

quadrados dos desvios, com respectivos parametros ajustados e andlise de significancia,
utilizando o teste t de Student, adotando como parametros significativos os que apresentaram

niveis de significancia menores que 10%, estdo apresentados na Tabela 4.1.

Tabela 4.1 — Ajustes dos dados experimentais aos modelos de desativacdo térmica de primeira

Os resultados dos coeficientes de determinacdo para cada equagdo, a soma dos

ordem e em série em uma Unica etapa para -galactosidase imobilizada

T x Kq/ o/ 2 5
°C) Equacao valor- p valor- p R 2 (V-Vinod)
65 3.2 010301 ] 0.97 0.0074
0,221 e -1168,6
0 33 0,9993 0,9993 0,98 0,0048
63 3.2 0’0319 i 0.97 0.0038
0,114 ¢* -937.4
63 3.3 5 9996 0,9966 0,98 0,0030
60 3.2 000> i 0,97 0,0021
0,970 e-° -516,69
o0 33 0,9995 0,9995 0,98 0,0017
57 3.2 0’0824 i 0,98 0,0012
0,0093 0,6723
> 33 0,0669 0,0007 0,99 0,0008
55 3.2 0’0813 i 0,90 0,0032
0,0177 0,8468
55 3.3 6,008 A 0,98 0,0006

modelo de desativacdo térmica em série em uma Unica etapa.

dados experimentais, adotando inicialmente o modelo que apresentasse significado fisico dos

Equacdo 3.2= modelo de desativacdo térmica de primeira ordem; Equagdo 3.3=

Como critério de escolha de ajuste, optou-se pelo ajuste que mais se adequava aos
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parametros coerentes com o maior valor do coeficiente de determinacio (R?) e o menor valor
de soma de quadrado dos desvios.

Analisando os resultados obtidos para a modelagem de desativacdo térmica nas
temperaturas estudadas, tem-se que para as maiores temperaturas (65, 63 e 60°C), o melhor
ajuste foi obtido aplicando a cinética de desativacdo de primeira ordem (Equagdo 3.2). A
desativacdo em serie em uma unica etapa foi inviavel para o ajuste nestas temperaturas, pois
apresentaram valores do pardmetro (o) negativos e nivel de significancia maior que 10%
(p<0,1), tornando-os nao significativos pelo teste t de Student. Para as temperaturas de 57 e
55°C, os dois modelos cinéticos ajustaram-se aos resultados experimentais, mas o modelo de
desativacdo em série em uma Unica etapa (Equacdo 3.3) apresentou maiores valores de (R?) e
menores valores de soma dos quadrados de residuos.

A comparagédo entre os resultados experimentais de atividade relativa e os preditos
pelos 2 modelos estdo representados nas Figuras 4.7 a 4.11. Os parametros ajustados para

cada temperatura estdo representados nas Equacoes 4.2 a 4.6:

1700_ Experimental
1 —— Equagéo 3.2
0,95_ - Equacéo 3.3

Atividade Relativa
o
o

0 2 4 6 8 10 12 14
Tempo (minutos)

Figura 4.7 — Perfis de inativacdo térmica a 65°C e pH 4,5 (tampéo acetato 0,1 M)

para B-galactosidase imobilizada. Ajuste de modelo mateméatico aos dados experimentais:

modelo de desativagdo térmica em série em uma unica etapa
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Analisando a Figura 4.7 verifica-se um bom ajuste entre os valores experimentais e
tedricos com o coeficiente de determinacdo igual a 0,97 e a soma dos quadrados dos desvios
igual a 0,0074. Os parametros ajustados ao modelo de desativacdo de primeira ordem estéo

representados na Equacdo 4.2:

A
— = o (030D
Ao 4.2)
1,01 Experimental
— Equagédo 3.2
s 09 - Equacso 3.3
=
e
‘_5
) i
v 08 32
3 33
S 071
>
)
< o6

O 4 8 12 16 20 24
Tempo (minutos)

Figura 4.8 — Perfis de inativacdo térmica a 63°C e pH 4,5 (tampéo acetato 0,1 M)
para B-galactosidase imobilizada. Ajuste de modelo matematico aos dados experimentais:

modelo de desativagdo térmica em série em uma unica etapa

Observando a Figura 4.8 verifica-se um bom ajuste entre os valores experimentais e
tedricos com o coeficiente de determinacdo igual a 0,97 e a soma dos quadrados dos desvios
igual a 0,0038. Os parametros ajustados ao modelo de desativacdo de primeira ordem estdo

representados na Equacéo 4.3:
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Figura 4.9 — Perfis de inativacdo térmica a 60°C e pH 4,5 (tampéo acetato 0,1 M)

para B-galactosidase imobilizada. Ajuste de modelo mateméatico aos dados experimentais:

modelo de desativagdo térmica em série em uma unica etapa

Observando a Figura 4.9 verifica-se um bom ajuste entre os valores experimentais e
tedricos com o coeficiente de determinacdo igual a 0,97 e a soma dos quadrados dos desvios
igual a 0,0021. Os parametros ajustados ao modelo de desativacdo de primeira ordem estéo

representados na Equacdo 4.4:
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Figura 4.10 — Perfis de inativacdo térmica a 57°C e pH 4,5 (tampéo acetato 0,1 M)

para B-galactosidase imobilizada. Ajuste de modelo mateméatico aos dados experimentais:
modelo de desativacdo térmica em série em uma unica etapa

A
—— — 5 (00055

Ap (4.4)

Analisando a Figura 4.10 verifica-se um bom ajuste entre os valores experimentais e
tedricos com o coeficiente de determinacdo igual a 0,99 e a soma dos quadrados dos desvios
igual a 0,0008. Os parametros ajustados ao modelo de desativacdo em série em uma Unica

etapa estdo representados na Equacéo 4.5:

A
— =(1-0,6723) . 00093t 4+ 0 6723

Ao (4.5)
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Figura 4.11 — Perfis de inativacdo térmica a 55°C e pH 4,5 (tampéo acetato 0,1 M)

para B-galactosidase imobilizada. Ajuste de modelo matematico aos dados experimentais:

modelo de desativacdo térmica em série em uma unica etapa

Observando a Figura 4.11 verifica-se um bom ajuste entre os valores experimentais e
tedricos com o coeficiente de determinacdo igual a 0,98 e a soma dos quadrados dos desvios
igual a 0,0006. Os parametros ajustados ao modelo de desativacdo em série em uma Unica

etapa estdo representados na Equacao 4.6:

A
— = (1 —-0.8468) .e (00170t + (0 8468
Ap
(4.6)

Utilizando as constantes de desativacdo térmica (kq) dos modelos ajustados e a
Equacéo 3.4, foram calculados os tempos de meia-vida para cada temperatura. Os resultados

estdo apresentados na Tabela 4.2.
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Tabela 4.2 — Tempos de meia-vida para as temperaturas estudadas para o modelo que

melhor se ajustou aos resultados experimentais

Temperatura Kq ) tip
Modelo 4 )

({®) (min™) (min)

65 Equacdo 3.2 0,0301 0,97 23,03

63 Equacéo 3.2 0,0119 0,97 58,24

60 Equacdo 3.2 0,0055 0,97 126,02

57 Equacdo 3.3 0,0093 0,99 74,52

55 Equacéo 3.3 0,0177 0,98 39,15

Equacdo 3.2= modelo de desativacdo térmica de primeira ordem; Equagdo 3.3=

modelo de desativacdo térmica em série em uma Unica etapa.

Como pode ser observado na Tabela 4.2, para as temperaturas de 57 e 55°C, apesar

do modelo de desativagdo em série em uma Unica etapa (Equacdo 3.3) ter se ajustado melhor

aos resultados, quando realizado o tratamento para todas as temperaturas, os valores de (kq),

apresentaram significados fisicos incoerentes, pois de acordo com a Equacgdo de Arrhenius,

quanto maior a temperatura, maior o parametro da constante da taxa de desativacao térmica, o

que ndo esta acontecendo. Assim, foi utilizado as constantes de desativacdo térmica (kq) do

modelo de primeira ordem, para todas as temperaturas estudadas, para calcular os tempos de

meia vida que estdo apresentados na Tabela 4.3.

Tabela 4.3 — Valores de k4 e tempos de meia-vida calculados pelo modelo de primeira ordem

de desativacdo térmica (Equacéo 3.2)

Temperatura (°C)  kq(min™) R’ ty (Min) ti2 ()
65 0,0301 0,97 23,03 0,38
63 0,0119 0,97 58,24 0,97
60 0,0055 0,97 126,02 2,1
57 0,0024 0,98 288,79 4,8
95 0,0013 0,90 533,15 8,9

No trabalho de FREITAS (2007) os tempos de meia-vida calculados utilizando

modelo de primeira ordem de desativacdo térmica para a (-galactosidase de Aspergillus
oryzae livre para as temperaturas de 65, 63, 61, 57 e 55 °C foram 2,40, 11,68, 13,59, 57,70 e

177,70 min, respectivamente, mostrando claramente que a enzima na forma imobilizada
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apresenta tempos de meia-vida superiores, ou seja, mais estavel em relacdo a temperatura do
meio reacional.

No trabalho de GAUR et al. (2006) a enzima B-galactosidade de Aspergillus oryzae
foi imobilizada por adsorcdo em celite, ligagdo covalente em quitosana e por ligacdo cruzada
com glutaraldeido, obtendo tempo de meia-vida a 55°C de 18, 14,17 e 17,37 horas,
respectivamente. Para 65°C estes valores foram 0,79 e 1,07 horas para as imobilizagdes em
quitosana e ligagcdo cruzada. Verifica-se uma forte dependéncia da estabilidade térmica da
enzima com o método de imobilizacéo utilizado.

Para determinar a energia de ativacdo do processo de desativacdo térmica, oS
resultados de (kg) em funcdo da temperatura (Tabela 4.3) foram ajustados ao modelo de
Arrhenius (Equacdo 3.5) utilizando o software Origin®7.0, obtendo a Equacdo 4.7 e Figura
4.12.

. e Experimental
-3,5- —— Modelo de Arrhenius

0,00296 0,00298 0,00300 0,00302 0,00304 0,00306
T (K'l)

Figura 4.12 — Ajuste do modelo de Arrhenius (—) aos dados experimentais (valores de kg)

In(kd) = —33459%+95,28 (4.7)

O ajuste linear obtido alcangou coeficiente de determinacdo de 0,99. Assim a energia
de ativacdo do processo de desativacdo térmica obtido foi 66,48 kcal/mol. Este valor foi

menor do que aquele relativo ao da enzima livre citado por FREITAS (2007), de 88,14
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kcal/mol para a energia de ativacdo do processo de desativacdo térmica da mesma enzima.
Isto sugere que a enzima imobilizada no presente trabalho é mais estavel a um aumento de

temperatura no processo de hidrélise de lactose em relagdo & mesma enzima na forma livre.

4.3 — Estabilidade de estocagem da B-galactosidase imobilizada

Com relacdo a influéncia do tempo de estocagem sobre a atividade da f-
galactosidase imobilizada (item 3.2.7), os resultados mostram que a enzima imobilizada
manteve sua atividade apo6s 90 dias de armazenamento em tampdo acetato pH 4,5 a 4 + 2°C,
conforme pode ser observado na Figura 4.13, indicando a manutencdo da estabilidade da

enzima frente a estocagem, possibilitando utiliz&-la posteriormente.
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Figura 4.13 — Estabilidade de estocagem da -galactosidase imobilizada. Estocagema 4 + 2°C
em tampdo acetato 0,1 M, pH 4,5; testes em reator tipo cesta ( batelada), meio reacional:
35°C, solucdo de lactose 50 g/L (tampdo acetato 0,1 M, pH 4,5)

Segundo ZANIN e MORAIS (2004) a estabilidade de estocagem das enzimas
imobilizadas em solucdo ou secas, geralmente é superior aquela da enzima livre, porém, isto
depende do método de imobilizacdo, do suporte e da solugdo em que esta estocada. HAIDER

e HUSSAIN (2007) imobilizaram [B-galactosidase de Aspergillus oryzae por oclusdo em
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alginato de célcio, reticulado com concanavalina A e obtiveram uma atividade de 93% em
relacdo a inicial apos 2 meses de estocagem a 4°C.

VIEIRA (2009) estudou a influéncia do tempo de estocagem na atividade hidrolitica
da p-galactosidase de Kluyveromyces fragilis imobilizada em quitosana, obtendo como
resultado a reducdo da atividade da enzima em 10% em 60 dias e 20% apos 90 dias de

estocagem a 10 °C e tampao acetato, 0,1 M, pH 4,5.
4.4 — Planejamento experimental

Um Planejamento Composto Central (PCC) foi proposto para o estudo da influéncia
conjunta da concentracdo de lactose (X;) e vazdo de alimentagdo (X;) na hidrélise de lactose
pela enzima imobilizada em reator de leito fixo que resultaria em aumento na taxa média de
reacdo de hidrdlise e conversdo de lactose. Os resultados de taxa média de reacdo e de

conversao obtidos estdo apresentados na Tabela 4.4 e Figura 4.14.

Tabela 4.4 — Taxa média de reacdo de hidrolise e conversao da lactose obtida em cada
experimento do planejamento composto central para o estudo da influéncia conjunta da
concentracdo de lactose e vaz&o de alimentagdo U= (Mg jactose/L.MiN.g suporte)

Valor Real (Valor Codificado)

Vazdo de Taxa média 3
Lactose (g/L) alimentacéo de reagdo Con;/ersao

Experimentos (mL/min) (U (%)

1 25 (-1) 1,3 (-1) 324,2 94,3

2 25 (-1) 10,7 (1) 2115,9 74

3 75 (1) 1,3 (-1) 708,5 68,6

4 75(1) 10,7 (1) 2793,6 32,4

5 21,3 (-a) 6 (0) 1084,7 79,8

6 78,7 (o) 6 (0) 2258,9 45

7 50 (0) 0,6 (-0) 277,1 88,2

8 50 (0) 11,4 (o) 3060,0 50,1

9 50 (0) 6 (0) 2111,7 66,1

10 50 (0) 6 (0) 2101,5 65,7

11 50 (0) 6 (0) 2098,3 66
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Figura 4.14 — Taxa média de reagdo de hidrolise e conversdo de lactose obtida em cada
experimento do planejamento composto central para o estudo da influéncia conjunta da

concentragéo de lactose e vazéo de alimentacéo

4.4.1 — Influéncia conjunta da concentragéo de lactose e vazéo de alimentagdo na taxa

média de reacgéo de hidrdlise de lactose

Observando a Tabela 4.4 e Figura 4.14, nota-se que a taxa média de reacdo obtida
durante os experimentos variou de 277,1 a 3060,0 U*. Verifica-se que os maiores valores
obtidos foram nos experimentos 8, 4, 6, que correspondem as maiores concentracdes de
lactose e maiores vazdes de alimentacdo: 50 g/L e 11, 4 mL/min; 75 g/L e 10,7 mL/min; 78,7
g/L e 6 mL/min. O menor valor de taxa média de reacao foi 277,1 U, no experimento 7, sendo
a concentracdo de lactose de 50 g/L e baixa vazdo de alimentacdo, 0,6 mL/min. Nos
experimentos 9, 10 e 11 (pontos centrais), com uma vazéo de alimentacdo de 6 mL/min e

concentragdo de lactose de 50 g/L obteve-se os melhores resultados para as duas respostas
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estudadas; taxa média de reacdo e conversdo (a discussdo dos resultados para a resposta

conversdo da lactose estdo apresentados no item 4.4.2).

Os resultados experimentais de taxa média de reacdo foram ajustados por regressao
multipla, utilizando o software Statistica®7.0. Na Tabela 4.5 est&o representados os termos
lineares, quadraticos, as interagdes das duas variaveis estudadas, bem como, as respectivas

anélises no teste t de Student.

Tabela 4.5 — Resultados da regressdo maltipla com todos os pardmetros para a resposta taxa

média de reacdo de hidrélise de lactose

Variaveis e Coeficiente Erro Nivel de
X . de ~ significancia
interacOes ~ Padrao
regressao p-valor
Média 2096,197 107,5133 0,00001
X1 (L) 363,220 76,1285 0,00501
X1 (Q) -309,606 105,3013 0,03225
Xz (L) 1065,845 76,1285 0,00003
X2 (Q) -312,075 105,3013 0,03139
X1 X2 73,350 98,0349 0,48802

O modelo obtido para a taxa média de reacdo de hidrolise de lactose é apresentado

pela Equacdo 4.8 com todos 0s parametros:

Taxamédiaderecao =

4.8
2096,197 +363,220X,-309,606X,’ +1065,845X,-312,075X > +73,350X, X, 4.8

Na Tabela 4.5 verifica-se que as variaveis significativas do modelo foram: a
concentragcdo de lactose e vazdo de alimentacdo em seu termo linear (X; (L) e Xz (L)),
concentracdo de lactose e vazdo de alimentacdo em sua forma quadrética (X; (Q) e Xz (Q)).
Com a eliminagdo do parametro ndo significativo, interacdo concentragdo de lactose/vazao de
alimentagéo (X31X3), obteve-se 0s seguintes parametros apresentados na Tabela 4.6.

O modelo ajustado com as variaveis significativas codificadas esta representado na

Equacdo 4.9.
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Taxamédiadereacéo =

4.9
2096,197 + 363,220 X, — 309,606 X > +1065,845X , —312,075X? 49

Tabela 4.6 — Resultados da regressdo maltipla com os parametros significativos para a

resposta taxa média de reacdo de hidrolise de lactose

Variaveis e Coeficiente Erro Nivel de
X ~ de x significancia
interacoes x Padréo
regressao p-valor
Media 2096,197 103,4943 0,00000
X1 (L) 363,220 73,2827 0,00256
X1 (Q) -309,606 101,3650 0,02239
Xz (L) 1065,845 73,2827 0,00001
X2 (Q) -312,075 101,3650 0,02170

O coeficiente da variavel X, no modelo (Equagéo 4.9) mostra que o maior efeito na
taxa média de reacdo foi proporcionado pela vazdo de alimentagdo. Este fato pode ser
confirmado comparando os experimentos 5 e 6 com os 7 e 8.

Foram considerados significativos os parametros de nivel de significancia menores
que 10% (p<0,1). O coeficiente de determinacdo R’ foi de 0,98, o que indica um ajuste
adequado aos dados experimentais na obtencdo da taxa média de reacdo de hidrolise de
lactose, mostrando que 98% da variabilidade dos dados foi explicada pela equagdo empirica
proposta. A Figura 4.15 ilustra os valores preditos em funcdo dos observados e a Figura 4.16

mostra a distribuicdo dos residuos em torno do zero.
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Figura 4.15 — Valores experimentais em funcdo dos valores previstos pelo modelo para a

resposta taxa média de reacdo de hidrolise de lactose
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Figura 4.16 — Distribuicdo dos residuos em torno da reta que indica normalidade para a

resposta taxa média de reacdo de hidrolise de lactose

Observando a Figura 4.15, nota-se que as respostas experimentais obtidas para a taxa
média de reagdo apresentaram valores bem préximos aos fornecidos pela equacéo empirica e
na Figura 4.16, verifica-se que a distribuicdo dos residuos comportou-se aleatoriamente em

torno do zero, ndo apresentando nenhuma tendéncia quanto a distribuicdo. Como o modelo
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mostrou-se significativo, foi possivel construir a superficie de resposta e otimizar os
parametros estudados para verificar a influéncia da concentracdo de lactose e da vazéo de

alimentacdo no meio reacional. A superficie de resposta e a curva de contorno estdo
representadas na Figura 4.17.
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Figura 4.17 — Superficie de resposta e curva de contorno para taxa media de reacdo de

hidrélise de lactose em funcédo da influéncia da concentracdo de lactose e vazéo de

alimentacgéo

O ponto correspondente a maximizagdo para a resposta taxa média de reacdo de
hidrélise de lactose em funcdo das variaveis estudadas foi calculado utilizando um algoritmo
implementado no software Maple®9.5. Os valores destes pontos foram 70 g/L de
concentragéo de lactose e 14,5 mL/min de vazdo de alimentagdo. Na condi¢do otimizada (70
g/L de concentracdo de lactose e 14,5 mL/min de vazédo de alimentacdo) foram realizados
experimentos visando verificar a reprodutibilidade dos resultados, obtendo taxa meédia de
reacdo de 3148 U* (25,4% de conversdo da lactose). Ao substituir os valores das variaveis

codificadas na condicdo otimizada (Equacdo 4.9) obteve-se taxa média de reacdo teorica de
3201,6 U*.
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A seguir foi realizado um experimento na condi¢do dentro da regido de otimizagao:
concentracédo de lactose de 50 g/L e vazdo de alimentacdo igual a 6 mL/min, obteve-se taxa
média de reacdo de 2074 U* (65% de conversdo da lactose). Como pode ser observado esta
condigdo resultou em uma menor taxa média de reacdo quando comparada com a condicéo
otimizada (concentracdo de lactose de 70 g/L e vazéo de alimentagdo de 14,5 mL/min), mas
converteu 65% da lactose em seus monossacarideos, glicose e galactose, enquanto a primeira
converteu apenas 25,4% da lactose, além de a concentracdo de 50 g/L ser mais proxima
daquelas encontrada para leite/soro (aproximadamente 50 g/L de lactose). Entdo foi definido
como melhor condicdo: concentracdo de lactose igual a 50 g/L e vazéo de alimentagéo igual a

6 mL/min.

4.4.2 — Influéncia conjunta da concentracdo de lactose e vazdo de alimentacdo na

conversao de lactose

Para a conversdo de lactose em glicose e galactose, conforme a Tabela 4.4 e Figura
4.14, pode-se observar que os resultados variaram de 32,4 a 94,3%. Os maiores valores
obtidos foram nos experimentos 1, 7 e 5, que correspondem a baixas vaz6es de alimentacdo e
menores concentragdes de lactose: 1,3 mL/min e 25 g/L; 0,6 mL/min e 50 g/L; 6 mL/min e
21,3 g/L, respectivamente. A menor conversdao obtida foi 32,4%, experimento 4, sendo
concentragdo de lactose de 75 g/L e vazdo de alimentagdo 10,7 mL/min, ou seja, alta
concentragédo de lactose e alta vazéo de alimentacdo.

Nos experimentos 9, 10 e 11 (pontos centrais), com uma vazéo de alimentacéo igual
a 6 mL/min e concentragdo de lactose de 50 g/L, obteve-se valores de conversdo em torno de
66%, resultados um pouco abaixo dos valores de conversédo dos experimentos 1, 7 e 5, que
foram mais satisfatorios, levando-se em consideragdo que esta é a concentragdo de lactose
presente no leite/soro e também que nesses experimentos obteve-se taxa média de reagdo
satisfatoria, como pode ser visualizado na Figura 4.14.

Os resultados experimentais de conversdo foram ajustados por regressdao multipla,
utilizando o software Statistica®7.0. Na Tabela 4.7 estdo representados os termos lineares,
quadréticos, as interacdes das duas varidveis estudadas, bem como, as respectivas analises no
teste t de Student.

O modelo obtido para conversdo da lactose é apresentado pela Equacdo 4.10 com

todos os parametros:
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Tabela 4.7 — Resultados da regressdao multipla com todos os pardmetros para a resposta

conversao de lactose

L Coeficiente Nivel de
Variaveis e Erro PN
interacdes de Padrao significancia
regressao p-valor
Média 65,6253 1,01456 0,00000
X1 (L) -16,1657 0,71839 0,00000
X1 (Q) -1,9361 0,99368 0,10889
Xz (L) -15,1084 0,71839 0,00001
X2 (Q) 3,1907 0,99368 0,02370
X1X2 -3,9750 0,92511 0,00774
Convers&o = 65,6253-16,1657X,-1,9361X,-15,1084X , +3,1907X 7-3,9750X, X, (4.10)

O modelo (Equacdo 4.10) mostra que nenhuma das variaveis estudadas influenciou
mais significativamente na conversao.

Na Tabela 4.7 verifica-se que as varidveis significativas do modelo foram: a
concentragéo de lactose e vazdo de alimentacdo em seu termo linear (X; (L) e Xz (L)), a vazdo
de alimentacdo em sua forma quadratica (X, (Q)) e a interagdo concentracdo de lactose/vazéo
de alimentacdo (X31X3). Com a eliminacdo do pardmetro ndo significativo, concentragdo de
lactose em sua forma quadratica (X; (Q)), obtiveram-se os seguintes parametros apresentados
na Tabela 4.8.

Tabela 4.8 — Resultados da regressdo maltipla com os parametros significativos para a

resposta converséo de lactose

o Coeficiente Nivel de
Variaveis e Erro PN
interacdes de Padrao significancia

regressao p-valor
Média 64,4578 0,99128 0,00000
X1 (L) -16,1657 0,86983 0,00000
Xz (L) -15,1084 0,86983 0,00000
X2 (Q) 3,1907 1,20315 0,03793

X1 X2 -3,9750 1,12013 0,01209
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O modelo ajustado com as variaveis significativas codificadas esta representado na

Equacéo 4.11:

Conversio = 64,4578 16,1657 X, —15,1084 X , +3,1907 X2 —3,9750X X, (4.11)

Foram considerados significativos os parametros de nivel de significancia menores
que 10% (p<0,1). O coeficiente de determinacdo R’ foi de 0,99, o que indica um ajuste
adequado aos dados experimentais na obtencdo converséo da lactose em glicose e galactose,
mostrando que 99% da variabilidade dos dados foi explicada pela equacdo empirica proposta.
A Figura 4.18 ilustra os valores preditos em funcéo dos observados e a Figura 4.19 mostra a

distribuicdo dos residuos em torno do zero.

100

90 ¢

80 ¢

70 ¢

60 ¢

S0¢

40

Valores Preditos

30 ¢

20 - - - - - - -
20 30 40 S0 60 70 80 90 100

Valores Observados

Figura 4.18 — Valores experimentais em funcdo dos valores previstos pelo modelo para a
resposta conversao de lactose
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Figura 4.19 — Distribuigcdo dos residuos em torno da reta que indica normalidade para a
resposta taxa média de reacdo de hidrolise de lactose

Observando a Figura 4.18, nota-se que as respostas experimentais obtidas para a
conversdo apresentaram valores bem préximos aos fornecidos pela equacdo empirica e na
Figura 4.19, verifica-se que a distribuicdo dos residuos comportou-se aleatoriamente em torno
do zero, ndo apresentando nenhuma tendéncia quanto a distribuicdo. Como o modelo
mostrou-se significativo foi possivel construir a superficie de resposta e otimizar os
parametros estudados para verificar a influéncia da concentracdo de lactose e da vazéo de
alimentacdo no meio reacional. A superficie de resposta e a curva de contorno estéo

representadas na Figura 4.20.
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Figura 4.20 — Superficie de resposta e curva de contorno para conversdo de lactose em

funcéo da influéncia da concentragéo de lactose e vazao de alimentagéo

O ponto correspondente a maximizagdo para a resposta conversdo da lactose em
funcdo das variaveis estudadas foi calculado utilizando um algoritmo implementado no
software Maple®9.5 e a Equacdo 4.11. Foram encontrados valores de A’s com sinais
diferentes (A, = - 2,6163 e A, = 3,8709), ou seja, 0 ponto estacionario ndo é nem ponto de
maximo, nem de minimo, indicando que esta resposta possuia um ponto de sela, ndo sendo
possivel calcular o ponto estacionario por esta implementacdo. Mas, conforme visto no item
4.4.1, em que foram apresentados os resultados de taxa média de reacdo de hidrolise de
lactose, foi possivel obter a melhor condicdo: 50 g/L de lactose e vaz&do de alimentacéo igual a
6 mL/min, com resultado 2074 U* (65% de conversdo da lactose). Isto pode ser confirmado
na Figura 4.14, nos experimentos 9, 10 e 11 (pontos centrais), em que obteve-se resultados
intermediédrios de taxa média de reacdo e conversdo para as duas variaveis estudadas
(concentracdo de lactose e vazdo de alimentacdo). A melhor condi¢do (50 g/L de lactose e

vazdo de alimentacdo igual a 6 mL/min), foi utilizada para os proximos experimentos
realizados neste trabalho.
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4.5 — Hidrolise de lactose em dois reatores de leito fixo em série

Com objetivo de aumentar a taxa média de reacdo de hidrolise e a conversdo da
lactose foram realizados experimentos com dois reatores em série, conforme item 3.2.9. A
Tabela 4.9 mostra os resultados obtidos para uma solucéo de lactose de concentracdo 50 g/L
em tampdo acetato pH 4,5.

Tabela 4.9 — Taxa média de reacdo de hidrélise e converséo de lactose utilizando solugédo de

lactose (em tampdo acetato 0,1 M, pH 4,5) como substrato

Taxa média de reagéo N
Converséo (%)

Experimento (MG 1actose/L..MIN.Q suporte)
1° Reator 2° Reator 1° Reator Global
1 (ap6s 30 min) 2065 496 65 80
2 (apds 60 min) 2058 528 64 81
3 (ap6s 120 min) 2099 608 66 85
Média 2074 544 65 82

Como se pode observar na Tabela 4.9, a taxa média de reagcdo para 0 primeiro e
segundo reator foi 2074 e 544 MQ jactose/L.MIN.G suporte, r€SPeCtivamente. A converséo para o
primeiro reator foi 65% e a conversdo global 82%, ou seja, a utilizacdo do segundo reator
aumentou a conversao em 26%. Verifica-se também que a taxa média de reacdo no segundo
reator foi baixa em comparagdo com o primeiro, pois as concentragdes de lactose e galactose
na entrada do segundo reator sdo menor e maior, respectivamente. Sabendo que a galactose
atua como inibidor da reagdo de hidrdlise, este resultado ja era esperado.

4.5.1 — Resultados dos testes preliminares de hidrdlise de lactose presente no soro de leite
Os resultados da hidrdlise de lactose presente no soro de leite (item 3.2.9) estdo

apresentados na Tabela 4.10. A lactose do soro foi quantificada em 49 g/L, conforme item
3.2.3.2, a Figura 4.21 ilustra o soro de leite desnatado e desproteinizado.
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Figura 4.21 — Soro de leite desnatado e desproteinizado

Tabela 4.10 — Taxa média de reacdo de hidrélise e conversdo de lactose utilizando soro de

leite como substrato

Taxa média de reagéo .
Converséo (%)

Experimento (MY tactose/ L.-MiN.G suporte)
1° Reator 2° Reator 1° Reator Global
1 (ap6s 30 min) 1636 326 52 63
2 (ap6s 60 min) 1674 308 53 63
3 (ap6s 120 min) 1687 395 54 66
Média 1666 343 53 64

Como pode ser observado na Tabela 4.10, a taxa média de reacdo para o primeiro e
segundo reator foi 1666 e 343 MQ jactose/L.MIN.Q suporte, respectivamente. A conversao para o
primeiro reator foi 53% e a conversdo global foi 64%, logo a utilizacdo do segundo reator
aumentou a conversdao em 20,8% Este valores estdo um pouco abaixo daqueles para a
hidrolise de lactose 50 g/L em solucdo a pH 4,5 (Tabela 4.9). Esta reducdo pode ser explicada
pela interferéncia de diversos componentes presentes no soro, COmMo sais e proteinas, ou seja,
0 meio é mais complexo que a lactose pura (em solucdo). Segundo MARIOTTI et al. (2008)
tratamentos prévios devem ser aplicados ao soro de leite para se obter um soro clarificado,

isento de gordura e de proteinas insollveis que podem causar 0 entupimento do reator.



Capitulo 4 — Resultados e Discussao 94

4.5.2 — Resultados dos testes preliminares de hidrdlise de lactose presente no leite

desnatado ““in natura”

Os resultados da hidrolise de lactose presente no leite desnatado “in natura” (item
3.2.9) estdo apresentados na Tabela 4.11. A lactose do leite foi quantificada em 50 g/L,

conforme item 3.2.3.2. O pH do leite, determinado por potencidémetro foi 6,5.

Tabela 4.11 — Taxa média de reacdo de hidrélise e conversdo de lactose utilizando leite

desnatado “in natura” como substrato

Taxa média de reagéo 3
Converséo (%)

Experimento (MG 1actose/L..MIN.Q suporte)
1° Reator 2° Reator 1° Reator Global
1 (ap6s 30 min) 608 205 19 25
2 (apds 60 min) 625 194 20 26
3 (apbs 120 min) 691 999 22 29
Média 641 207 20 27

Como pode ser observado na Tabela 4.11, a taxa média de reacdo para o primeiro e
segundo reator foi 641 e 207 Mg jactose/ L. MiN.g suporte, respectivamente e a conversao 20 e 27%.
Estes valores estdo bem abaixo daqueles obtidos quando utilizando lactose 50 g/L em solugéo
a pH 4,5 (Tabela 4.9) e soro de leite (Tabela 4.10), isto pode ser explicado devido ao fato do
leite ter sido utilizado “in natura” e também pelo fato do pH 6timo da enzima ser em torno de
pH 5 e o do leite de 6,5.

Os resultados de hidrélise de lactose em soro e leite desnatado “in natura” do
presente trabalho séo preliminares e sugere-se para trabalhos futuros o estudo da estabilidade
da enzima imobilizada utilizando tais substratos, bem como a avaliacdo de métodos para preé-
tratamento de soro e leite para checar a influéncia de componentes presentes no processo.

Segundo FILHO et al. (2008) a imobilizacdo em resinas de troca i6nica é muito
simples quando comparado com outros métodos de imobilizacdo. Ela envolve basicamente
interacOes idnicas e eletrostaticas entre ions de proteinas e ions de carga oposta da resina. A
principal desvantagem deste protocolo é que as enzimas podem ser liberadas do suporte

durante a reagéo se o pH for alterado ou a forga i6nica for aumentada.
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4.6 — Estabilidade operacional da B-galactosidase imobilizada na hidroélise de lactose em

reator de leito fixo

No desenvolvimento de processos com enzimas imobilizadas, um parametro
fundamental é a estabilidade operacional. Se a enzima imobilizada for capaz de reter
consideravel atividade enzimatica ap0s Vvarios ciclos de uso, entdo 0s processos com enzimas
imobilizadas podem ser mais econdmicos que 0s processos com a enzima livre. Dessa forma,
haveria uma reducdo no custo operacional do processo advindo do menor consumo de
enzima, além de compensar as despesas adicionais com 0s processos de imobilizacdo (ZANIN
e MORAES, 2004).

A estabilidade operacional da B-galactosidase imobilizada foi analisada durante 30
dias, utilizando solucdo de lactose 50 g/L (pH 4,5), temperatura ambiente, reator de leito fixo
com escoamento ascendente e vazéo de alimentacdo 0,3 mL/min, conforme item 3.2.10. Os

resultados s&o mostrados na Figura 4.22.
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Figura 4.22 — Estabilidade operacional da -galactosidase imobilizada na hidrolise de lactose
em reator de leito fixo em regime continuo. Condig¢des experimentais: solu¢do de lactose 50
g/L (tampé&o acetato pH 4,5), vazdo de alimentagdo 0,3 mL/min e temperatura ambiente
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A enzima imobilizada manteve sua atividade hidrolitica durante 30 dias, nas
condicdes citadas anteriormente. Esse resultado evidencia que o processo de imobilizagéo foi
eficaz na manutencéo da estabilidade operacional da enzima imobilizada.

MARIOTTI et al. (2008) estudaram a estabilidade operacional da [3-galactosidase de
Aspergillus oryzae imobilizada em silica, em reator de leito fixo, utilizando solucdo de
lactose 45 g/L a pH 4,5, na temperatura de 40°C. Obtiveram como resultado, para vazdo de
alimentacdo de 0,5 mL/min uma reducéo de 24% apds 130 dias de operagdo. Para a vazdo de

alimentacdo de 5 mL/min o reator operou 130 dias como uma reducdo de 32% na atividade.

4.7 — Determinacéo da Distribuicdo de Tempos de Residéncia (DTR)

As curvas de distribuicdo cumulativa para as vazbOes estudadas na forma
adimensional podem ser visualizadas na Figura 4.23. Estas distribuicdes cumulativas
forneceram as curvas E(®) (derivada primeira da funcdo F(®)) necessérias ao calculo da
variancia e consequentemente do coeficiente de dispersdo axial. As curvas E(®) para as cinco

condicdes estudadas estéo representadas na Figura 4.24.
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Figura 4.23 - Distribuigdes cumulativas adimensionais para as vazoes estudadas 0,6; 1,3; 3,5;
6,0 e 12 mL/min
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Figura 4.24 — Distribuigdo E(®) para os cinco diferentes tempos de residéncia para as vazoes

estudadas 0,6; 1,3; 3,5; 6,0 e 12 mL/min

A partir das curvas de distribuigdes cumulativas, calculou-se o tempo médio de

residéncia considerando a area acima da curva definida por F(®) em funcdo de ®. Os valores

obtidos para estes parametros foram comparados com os tempos de residéncia teoricos

definidos pela razéo entre o volume e vazéo, conforme Equacdo 3.10 (FOGLER, 1992).

As variancias para cada experimento foram calculadas utilizando a Equagéo 3.11 e 0

coeficiente de dispersdo axial pelas Equacdes 3.12 e 3.13. Na Tabela 4.12 encontram-se 0S

valores estimados para os tempos de residéncia (z), velocidade superficial (Uy), variancia

(47, e coeficiente de dispersao axial (Day).

Tabela 4.12 — Valores estimados para 0s parametros tempo de residéncia, velocidade

superficial, variancia e coeficiente de disperséo axial

Vazéo (min) (min)  Desvio (%)  Us(cm/s) 2 Dax
T min T(Mmin esvio (Yo cm/s O

mUmin) f ’ (cm?®/s)
0,6 29,19 24,36 16,55 6,49x10°  0,006844 (0067
1,3 14,17 13,28 6,28 1,41x10%  0,018886 (0087
3,5 4,77 4,32 9,43 3,79x10%  0,087461 (01986
6,0 2,82 2,50 11,35 6,44x107  0,059605 (0385
12 1,49 1,33 10,74 1,30x10"  0,086933

0,0994
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De acordo com a Tabela 4.12, observa-se que 0s desvios entre 0s tempos de
residéncia ideal e o calculado pela DTR indicam um comportamento n&o ideal para a coluna
utilizada, sdo caracteristicos de formacdo de curtos-circuitos “by-pass” no reator. Este
escoamento ndo ideal com formagdo de curtos-circuitos também pode ser visualizado no

comportamento das distribui¢bes cumulativas (Figura 4.23).

4.8 — Modelagem

A modelagem foi realizada conforme item 3.2.12.1, utilizando a cinética de
Michaelis-Menten com inibigdo competitiva pelo produto e com os pardmetros cinéticos
obtidos por GUIDINI (2009). A Figura 4.25 apresenta 0 comportamento tipico para a
hidrélise de lactose por B-galactosidase para diferentes velocidades superficiais utilizadas
para 0 modelo sem dispersdo axial e radial de escoamento empistonado (PFR) definido pela
Equacdo 3.24. Nota-se que a concentracdo da lactose diminui ao longo do comprimento do

reator

—— 0,6 mL/min
ffffff 1,3 mL/min
- 3,5 mL/min
fffffff - 6 mL/min
T 12 mL/min

0,8 -
12 mL/min

06 mL/min

Cs[

3,5 mL/mifi

0,4
1,3 mL/mifi~~__

0,2 -

0,6 mL/min

00 . , . , . , . : .
00 02 04 06 08 1,0

Z[]

Figura 4.25 — Concentragéo de lactose adimensional em funcdo do comprimento do reator
adimensional a diferentes velocidades superficiais para Cso= 50 g/L (solucdo de lactose pH
4,5); vazdes= 0,6; 1,3; 3,5; 6,0 e12 mL/min e modelo sem disperséo axial e radial de
escoamento empistonado (PFR)
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Na Figura 4.25 pode-se visualizar que para as maiores vazdes ocorrem as maiores
concentragcdes de substrato e consequentemente os menores valores para o produto (Figura
4.26). Também para as baixas vaz@es, pode ser observado que o perfil de concentragdo do

substrato em um comportamento exponencial que ndo é observado nas altas vazoes.

" —0,6 mL/mlq 0,6 mL/min
e 1,3 mL/min
- 3,5 mL/min 1,3 mL/min
- 6 mL/min P
084 --—— 12 mL/min
— 06
= 3,5 mL/min
5 .
04- 6 mL/min
12 mL/min
02- S
T T T T T T T T

Z[]

Figura 4.26 — Concentracédo do produto (galactose) em funcdo do comprimento do reator
adimensional para diferentes velocidades superficiais para Csp= 50 g/L (solucdo de lactose pH
4,5); vazbes= 0,6; 1,3; 3,5; 6,0 e 12 mL/min e modelo sem dispersao axial e radial de
escoamento empistonado (PFR)

As Figuras 4.27 e 4.28 mostram os graficos tipicos obtidos para o processo da
hidrélise de lactose pela B-galactosidase imobilizada & varias velocidades superficiais

utilizadas para o0 modelo com disperséo axial
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Figura 4.27 — Concentracgéo de lactose adimensional em funcdo do comprimento do reator

adimensional para diferentes velocidades superficiais = 6,49x10%; 1,41x10%; 3,79x107%;
6,44x102 e 1,30x10™ cm/s; Cso= 50 g/L (solucio de lactose pH 4,5) e modelo com disperséo

axial
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Figura 4.28 — Conversao de lactose ao longo do comprimento do reator para diferentes
velocidades superficiais = 6,49x107%; 1,41x10%; 3,79x10%; 6,44x10% e 1,30x10™ cm/s; Csp=

50 g/L (solugdo de lactose pH 4,5) e modelo com disperséao axial
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Figura 4.29 — Comparacéo entre os resultados experimentais e simulados para a conversao de
lactose na saida do reator em funcéo das velocidades superficiais (6,49x107; 1,41x10%;
3,79x10% 6,44x10 e 1,30x10™ cm/s); Cso= 50 g/L para (—) Modelo com dispersdo axial e
(") Modelo PFR

A Figura 4.29 mostra a comparacao entre as conversdes de saida experimentais e
preditas pelos modelos PFR (Plug Flow Reactor) e com dispersao axial. Os resultados obtidos
para 0 modelo PFR ndo descreveram o comportamento experimental das conversdes de saida
nas varias velocidades superficiais. Entretanto um bom comportamento entre os resultados
experimentais e previstos pelo modelo de dispersdo axial p6de ser observado.
OLAFADEHAN et al. (2009) encontraram bons resultados para o modelo PFR considerando,
ou ndo, transferéncia de massa na superficie da particula e com a cinética de Michaelis-

Menten com inibi¢cdo competitiva pelo produto.
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CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos pode-se concluir que:

> A temperatura em que a [-galactosidase de Aspergillus oryzae imobilizada
apresentou maior atividade na faixa investigada (10 a 80°C) foi 60°C.

» O valor da energia de ativacdo da reacdo de hidrélise de lactose por -
galactosidase de Aspergillus oryzae imobilizada foi 5,32 kcal/mol de lactose
consumida, utilizando uma concentragéo inicial de lactose de 50 g/L em
solucéo a pH 4,5.

» Foi verificada uma forte dependéncia da estabilidade da enzima imobilizada
em relacdo a temperatura. A 65°C, em 14 minutos houve uma queda de
38,2% da atividade em relacéo a inicial. Para temperatura de 55°C, apds 140
minutos, ocorreu queda de apenas 14,5% na atividade.

» O modelo de desativacdo térmica de primeira ordem descreveu de forma
significativa a cinética de desativacdo térmica da enzima imobilizada em
todas as temperaturas estudadas, enquanto o modelo de desativacdo em série
em uma Unica etapa sO descreveu a cinética de desativacdo térmica para as
temperaturas de 55 e 57°C.

> A energia de ativagdo do processo de desativacdo térmica de f-galactosidase
de Aspergillus oryzae imobilizada foi 66,48 kcal/mol com tempos de meia-
vida de 8,9 horas a 55°C.

» A enzima imobilizada manteve sua atividade ap6s 90 dias de armazenamento,
em tampédo acetato 0,1 M pH 4,5 a 4 £ 2°C, indicando a manutencdo da
estabilidade na estocagem.

» A melhor condicédo reacional obtida pelo PCC para a taxa média de reacdo de
hidrélise e conversdo da lactose em reator de leite fixo foi: concentracdo de
lactose igual a 50 g/L e vazdo de alimentagdo igual a 6 mL/min, atingindo
taxa media de reagdo de 2074 Mg jactose/ L.MIN.Q suporte € CONVErsao de 65%.

» A utilizacdo do segundo reator de leito fixo em série aumentou a conversao

de lactose em 26%.
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» A enzima imobilizada, manteve sua atividade durante 30 dias de operagdo em
reator de leito fixo, com vazdo de alimentacdo de solucdo de lactose 50 g/L
igual a 0,3 mL/min.

> As determinacdes de distribuicdo de tempos de residéncia para as vazdes de
alimentacdo estudadas indicaram um escoamento n&o-ideal para a coluna
utilizada, com formacdo de curtos-circuitos tipo “by-pass” no reator de leito
fixo.

» Para a modelagem cinética, considerando inibicdo competitiva pela galactose
utilizando o modelo PFR ideal, os resultados obtidos ndo descreveram o
comportamento experimental do reator em termos de convers@es de saida nas
varias velocidades superficiais estudadas.

> Para a modelagem cinética, considerando inibicdo competitiva pela galactose
utilizando o modelo de dispersdo axial, os resultados obtidos descreveram
satisfatoriamente o comportamento experimental do reator em termos de

conversdes de saida nas varias velocidades superficiais estudadas.



CAPITULO 6
SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

» Auvaliar a estabilidade operacional da enzima B-galactosidase de Aspergillus
oryzae imobilizada na resina Duolite A568 em reator de leito fixo utilizando
soro de leite e leite como substrato.

» Substratos desengordurados/ microfiltrados para checar a influéncia de
componentes presentes N0 Processo.

» Utilizar reator de leito fixo com reciclo na hidrolise de lactose por -

galactosidase de Aspergillus oryzae imobilizada.
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ANEXO

ANEXO A

DETERMINACAO DE GLICOSE

A glicose-oxidase catalisa a oxidacao da glicose em acido glucénico, com formagéo de
peroxido de hidrogénio (H.0,). Este reage com o fenol e 4-aminofenazona, na presenca da
peroxidase, com formacgédo de um composto vermelho-violeta, a quinoneimina, que apresenta

maxima absorcéo de luz a um comprimento de onda de 505nm:

Flicose oxidasze

D-Glicose + O +HyO * D-Gluconate (acide glucdnice) + HaOs

Peroxidase

HoaOa + 4-Aminofenazona + Fenol » Duinoneimina +4HaO

A intensidade da coloragdo é proporcional & quantidade de glicose contida na
solugéo.
E um método sensivel e especifico para a dosagem da glicose.

Procedimento descrito por TOMAS (1998):

O Kit de glicose-oxidase contém: o Reativo Enzimatico (glicose oxidase e
Peroxidase, 3 mL); Reativo de cor 1 (4-Aminofenazona e tampéao tris, 50 mL); Reativo de cor
2 (Fenol, 50 mL).Estes trés reagentes foram diluidos a 900 mL com &gua destilada e
acondicionado em frasco &mbar. Essa solu¢cdo mantém-se estavel por um més, refrigerado e

protegido da luz.

Para determinacdo de teor de glicose em uma amostra, 0 primeiro passo foi a

determinagéo da curva padrdo, de absorbancia em funcéo das concentragdes de glicose. Para



isso foram utilizados tubos de ensaios contendo 2 mL da solugdo de glicose-oxidase (kit)
preparada anteriormente, aos quais foram adicionados 20 uL de solugéo de glicose, na faixa
de concentracdo de 0,0 a 4,5 g/L, com intervalos de 0,5 g/L, incubando em banho maria por
10 minutos a 37 +/- 2°C. ApoOs esse tempo, eram lidas as absorbancias a 505 nm em
espectrofotdmetro, considerando como branco a solucdo de glicose-oxidase. Com os valores
de absorbancia em funcdo das concentragdes de glicose foram construidas equagdes lineares e
determinadas as equacdes das mesmas, considerando o intervalo de concentragdo adotado.
Para uma amostra de concentracdo desconhecida de glicose seguia-se 0 mesmo
procedimento anterior, determinando-se a sua absorbancia, e a partir da curva padrdo, a

concentragéo de glicose.

Curva Padréo Curva Padrio
Absorbancia Concentracédo de
. 5
) Glicose (g/L) .
@ 4 4 ¥=3.5558x
0 0 £ R? = 0,9981
2 _
0,5 = 3
0,127 52
1 £ 27
0,267 3
1,5 g 14
0,421 “
2 0 . .
0,528 - 0 0.5 1 15
0,725 ’ Absorbancia (A)
3
0,834
3,5
1,003
4
1,106
4,5

1,28




ANEXO B

DETERMINACAO DE LACTOSE

O método consiste numa reacdo de éxido-reducdo com ions cobre (titulagdo com licor de
Fehling, conforme procedimento do INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 1985).

Preparo da solucdo de Fehling:

Solucéo A — Pese 34,6399 de sulfato de cobre — CuS0,4.5H,0, transira para um bal&o
volumétrico de 1000 mL e complete o volume com agua.

Solugdo B — Pese 173 g de tartarato de sddio e potassio NaKC4H,0s 4H,0 e dissolva
em 250 mL de &gua. Adicione 250 mL de solugdo de NaOH a 20%, recém-preparada.
Complete o volume até 1000 mL.

Titulacdo da solucdo-padrdo de lactose 1%:

Transfira, para um bal&o de titulagcdo, 10 mL da solucdo de Fehling (5 mL da solugédo
A e 5 mL dasolucdo B). Adicione 50 mL de agua destilada. Aqueca até a ebulicdo e adicione,
com auxilio de uma bureta, a solugdo-padréo de lactose a 1%, m/v (previamente preparada),
mantendo a fervura, sob agitacdo, até a solucdo se tornar incolor (no fundo do baldo devera
aparecer um residuo avermelhado).

O resultado desta titulagdo permite avaliar quanto de lactose é consumida para reagir
com 10 mL da solugdo de Fehling. Este resultado é chamado de (F).

Célculo do fator (F) das solucbes

(g de lactose correspondente a 10 mL de mistura de solugdes de Fehling).

Vx0,01l=F

V = mL da solugéo de lactose gastos

P = titulo da solucéo de lactose (g%)

Para as amostra de soro de leite e leite ““in natura’:

Procedimento — Transfira, com auxilio de uma pipeta volumétrica, 10 mL da amostra

para um baldo volumétrico de 100 mL, adicione 50 mL de &gua, 2 mL da solugéo de sulfato



de zinco a 30% e 2 mL da solucdo de ferrocianeto de potassio a 15%, misturando bem apoés
cada adicdo. Deixe sedimentar durante 5 minutos, complete o volume com &agua e agite. Filtre
em papel de filtro, recebendo o filtrado, que devera estar limpido, em um frasco Erlenmeyer
de 300 mL. Em um baldo de fundo chato de 300 mL, transfira 10 mL da solucéo de Fehling (5
mL da solugdo A e 5 mL da solucéo B) e adicione 50 mL de &gua, aquecendo até a ebuli¢do
em chapa aquecedora. Transfira o filtrado para uma bureta de 25 mL e adicione, as gotas,
sobre a solucdo do baldo em ebulicdo, agitando sempre, utilizando garra de madeira, até que
esta solugdo mude de coloracdo azul a incolor (no fundo do baldo devera ficar um residuo
vermelho-tijolo).

Célculos:

X — 100.F D
Vv

Sendo,

X = quantidade de lactose (%)

Z = quantidade de lactose padréo que reagiu com 10 mL de mistura de solugdes de Fehling
D= diluicéo da amostra

V = volume gasto na titulagéo (mL)

Todas as titulagbes foram realizadas em triplicata. A solucdo de Fehling foi
padronizada com solucdo padrdo de lactose 1%: para cada 10 mL de mistura de solugdes de

Fehling utilizados, 0,07g de lactose foram titulados.



ANEXO C

CERTIFICADO DE ANALISE DA B-GALACTOSIDASE
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Certificate of Analysis

|Enter Lot No. .

Certificate of Origin

Iletabolic Pathways Chart (784
KB)

35160 - Enzyme Assay (30 KB)
Similar Products

l ISearl:h Adva nced Search

05 print

Certificate of Analysis

SIGMA-ALDRICH'

Product Name

Product Humber
Product Brand
CAS Number
Storage Temp

TEST

| APPEARANCE

ACTIVITY WITH LACTOSE

UNIT DEFINITION

ACTIVITY WITH O-NITRO- PHENYL-B-D-

GALACTOSIDE
UNIT DEFINITION

QC RELEASE DATE

o7

Rodney Burbach, Manager
Quality Contral
St Louis, Missouri USA

p-Galactosidase from Aspergillus oryzae,

28.0 units/mg solid
G5160

SIGMA

9031-11-2

-20°C

SPECIFICATION

=0R =8 UNITS/MG 30LID

ONE UNIT WILL HYDROLYZE
1.0MICROMOLE OF O-NITROPHENYL
B-D-GALACTOSIDETO 0-
NITROPHENOL AND D-GALACTOSE
PER MINUTE AT PH 4.5 AT 30DEGC

= 0R =8 UNITSMG S0LID

ONE UNIT WILL HYDROLYZE
1.0MICROMOLE OF O-NITROPHENYL-
B-D-GALACTOPYRANOSIDE PER
MINUTE AT PH4.5 AT 30DEGC.

LOT 097K1349 RESULTS
TAN POWDER
10 UNITSMG SOLID

11 UNITSMG S0LID

NOVEMBER 2007



ANEXO D

CERTIFICADO DE ORIGEM DA B-GALACTOSIDASE

Login | Register My Profile

SIGMA-ALDRICH

Products | Order Center | Custom Products | Support | MSDS Al

v| | | % Advanced Search

o [ S print

s Certificate of Origin

Specification Sheet |
Revigion: 2, Effective; 08/26/07

Certficate of Analysis
Product Humber:
Certficate of Origin Lot Number:

[Erterlotho | Product Name:

; Always non-animal source?
Metahalic Pathways Chart (784

Ka) Type of Manufacture:

5150 - Enzyme Assay (30 KB) Sub-Type:

Bulk Quate Does the fermentation process contain any animal
Similar Products components?

“Microbial Species:
Material Country of Origin:
Country of Manufacture:
Comments:

I it

Steven G Walton, C5F, CH
Corporate Yice Prasident
EHS, Quality and Compliance

SIGMA-ALDAICH

(5160

087K1349

B-GALACTOSIDASE FROM ASPERGILLUS ORYZAE
Yes

Fermentation

Microbial

Nao

ASPERGILLUS ORYZAE

JAPAN

JAPAN

WHEAT BRAN (USAICANADA), SOYBEAN (USA) ARE USED IN
THE FERMENTATION MEDIA. POTATO DEXTRIN
(JAPAN/EUROPE) 18 USED AS A DILUENT

The above information is believed to be comect to the best of our knowledge. This information is to be used for the purpose of determining animal origin onfy and not
to be confusad with "country of origin® for import/export purposss, Sigma-Akdrich shall not be held lisbiz for any damage resulting from handiing or from contact with
the above product.

SIGMA-ALDRICH’



