CAPITULO 5
CONCLUSOES

Do presente trabalho podem ser tiradas as seguintes conclusdes:

5.1 — O pH 6timo para a enzima [-galactosidase na forma livre foi 4,5, enquanto para
a forma imobilizada foi 5,0;

5.2 — As temperaturas de maior atividade para as formas livre e imobilizada da enzima
foram, respectivamente 55 e 60°C;

5.3 — As concentragdes de alginato de soédio, gelatina e glutaraldeido que
maximizaram a atividade de P-galactosidase de Aspergillus oryzae no processo de
imobiliza¢do foram, respectivamente, 6,6% (p/v), 4,05%(p/v) e 3,64% (v/v);

5.4 — O biocatalisador imobilizado utilizando as concentragdes de alginato, gelatina e
glutaraldeido do item anterior alcangou a méaxima atividade enzimatica utilizando no meio de
imobilizacdo 10mL de solugdo de PB-galactosidase, diluida a 10%, por 50mL de meio de
imobilizacao;

5.5 — A enzima imobilizada perdeu apenas 15% de sua atividade apds 16 usos;

5.6 — Na faixa de concentracdo de lactose estudada, de 10 a 140 g/L, ndo houve
inibicao pelo substrato para a enzima na forma imobilizada;

5.7 — O modelo cinético com inibi¢do competitiva por galactose foi adequado para
prever os perfis cinéticos de consumo de lactose e producdo de glicose e galactose em um
processo em batelada;

5.8 — O modelo cinético de Michaellis-Menten com inibi¢ao competitiva por galactose
foi o que melhor se ajustou aos resultados experimentais de velocidade de reacdo de hidrolise
de lactose por B-galactosidase livre e imobilizada. Os valores dos pardmetros K, e K; para a
enzima livre foram 17,61 e 1,015 g/L e para a enzima imobilizada foram 16,7 e 9,6g/L,
respectivamente;

5.9 - A glicose praticamente nao teve influéncia sobre a atividade de [-galactosidase;

5.10 — Os valores da energia de ativacdo da reacdo de hidrélise de lactose utilizando
as formas livre e imobilizada da enzima, foram 6,9 e 7,7 kcal/mol respectivamente, sugerindo
uma baixa resisténcia a transferéncia de substrato através das particulas de enzima

imobilizada;
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5.11 - O modelo de desativacao térmica de primeira ordem se ajustou melhor do que o
modelo de desativagdo em série para descrever a cinética de desativagdo de [-galactosidase
nas formas livre e imobilizada;

5.12 — As energias de ativagdo do processo de desativagdo térmica de B-galactosidase
nas formas livre e imobilizada foram 88,141 e 72,035 kcal/mol com tempos de meia vida de
7,7 e 12,8 horas a 53°C, respectivamente;

5.13 — A cinética da reagdo catalisada por B-galactosidase imobilizada foi pouco

influenciada por fendmenos de transferéncia de massa de lactose, fato este comprovado pelos

altos valores dos fatores de efetividade.



CAPITULO 6
SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Estudar a cinética de hidrélise da lactose para ambas formas de enzima utilizando leite

como substrato;

Estudar o comportamento cinético do biocatalisador imobilizado em um reator de leito

fixo;

Verificar o comportamento do fendmeno de transferéncia de massa calculando o fator

de efetividade para o modelo de inibi¢cdo competitivo pela galactose;

Estudar a estabilidade térmica da enzima para ambas as formas para temperaturas

abaixo de 53°C;

Avaliar o comportamento da enzima imobilizada utilizando outros suportes.
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ANEXO A

TAMPAO ACETATO

Para preparacdo do tampdo acetato, € necessario a preparacdo de duas solucdes “estoques”.
Uma solucdo 4cida (A) e uma solugao basica (B):

A —solucao 0,2M de acido acético (11,55 mL em 1000 mL)

B - solucio 0,2M de acetato de sédio (16,4 g de C;H30,N em 1000mL)

Para obter a solucao tampao com o pH desejado, deve-se obedecer a seguinte equagao:

x mL de A + y mL de B, diluida em 100 mL
onde x e y sdo valores conforme a tabela abaixo:

X y pH
46,3 3,7 3,6
44 6,0 3.8
41,0 9,0 4,0
36,8 13,2 4,2
30,5 19,5 4,4




25,5 24,5 4,6
20,0 30,0 4,8
14,8 35,2 5,0
10,5 39,5 5.2
8,8 41,2 5.4
4,8 45,2 5,6

TAMPAO CITRATO FOSTAFO
Para preparacdo do tampao acetato, € necessario a preparacdo de duas solucdes “estoques’.
Uma solucdo 4cida (A) e uma solugao basica (B):

A: 0,1M de écido citrico — (19,21g em 1000 ml)
B: 0,2M solugao de fosfato de sédio di basico (53,65g de Na,HPO, . 7H,0O ou 71,7
Na,HPO, . 12H,0 em 1000 mL

Para obter a solucdo tampao com o pH desejado, deve-se obedecer a seguinte equagao:

x mL de A + y mL de B, diluida em 100 mL
onde x e y sdo valores conforme a tabela abaixo:

X y pH
44,6 5.4 2,6
42,2 7,8 2,8
39,8 10,2 3
37,7 12,3 3,2
35,9 14,1 3.4
33,9 16,1 3,6
32,3 17,7 3.8
30,7 19,3 4
29,4 20,6 4,2
27,8 22,2 4.4
26,7 23,3 4,6
25,2 24,6 4,8
24,3 25,7 5
23,3 26,7 5,2
22,2 27,8 5,4

21 29 5,6
19,7 30,3 5,8
17,9 32,1 6
16,9 33,1 6,2
15,4 34,6 6,4
13,6 36,4 6,6




9,1 40,9 6,8
6,5 43,6 7
ANEXO B

Materiais e Métodos

Cloreto de Calcio — Fisher Scientific Company

D(+) Lactose monohidratada - Isofar

Glicose Enzimadtica - Analisa Diagndstica

Alginato de sédio - Vetec
Gelatina - PA
Glutaraldeido - Nuclear

Acido Acético — Chemco

Acetato de S6dio Anidro — CIRQ

Acido citrico -

Fosfato de sddio dibésico
Glicose - PA

Galactose PA




ANEXO C

METODOS EXPERIMENTAIS
C.1. Determinacgdo de glicose

A glicose, em todos experimentos, serd dosada pelo método da glicose-oxidase,
utilizando-se Kits Glicose Enzimética, conforme procedimento descrito por TOMAS, 1998.
Esse método € especifico para a glicose e se baseia na oxida¢do da mesma, de acordo com a
seguinte reacdo, catalisada pela glicose-oxidase (G-O):

Glicose + O, + H;O — acido gluconico + H,0,

O per6xido de hidrogénio formado reage com a 4-aminoantipirina e fenol presentes
no meio, sob a acdo da peroxidase, formando uma antipirilquinonimina, cuja intensidade de
sua cor vermelha, é proporcional a concentracdo de glicose no meio. Esse composto de

tonalidade vermelha apresenta maxima absor¢do de luz a um comprimento de onda de 505nm.

O Kit de glicose-oxidase é composto de dois frascos, sendo o nimero 1 a mistura de
enzimas e o nimero 2, o tampao, que também contém os reagentes 4-aminoantipirina e fenol.
O frasco 2, contendo 100 mL de solugdo, foi diluido a 500mL com 4gua destilada e depois
separado em dois frascos ambar, cada um com 250mL do tampao diluido. Essa solucdo
mantém-se estavel por dois meses a uma temperatura entre 2 ¢ 8°C. A um desses frascos foi
adicionado o contetdo do frasco 1, ao qual continha a glicose oxidase e a peroxidase, mistura
essa que estava pronta para reagdo com amostras contendo glicose. Essa solu¢do se mantinha

estavel por dois meses.

Para a determinacdo de teor de glicose em uma amostra, o primeiro passo foi a
determinac¢do da curva padrio, de absorbancia em fun¢do das concentracdes de glicose . Para
isso foram utilizados tubos de ensaios contendo 2 mL da solucdo de glicose-oxidase preparada
anteriormente, aos quais foram adicionados 20 UL de solucdo de glicose, na faixa de
concentracdo de 0,0 a 4,0 g/L, deixando reagir por 30 minutos a 37°C. Apds esse tempo, eram
lidas as absorbancias a 500nm para os varios tubos, em um espectrofotdmetro Genesys 10 UV
usando cubetas de vidro, considerando como branco a solucdo de glicose-oxidase. Com os

valores de absorbancia em funcdo da concentracdo de glicose na faixa de 0,0 a 4,0 g/L, com



intervalos de 0,5 g/L, foram construidas retas e determinadas as equacgdes das mesmas,
considerando o intervalo de concentracio adotado. Para uma amostra de concentragdao
desconhecida de glicose seguia-se 0 mesmo procedimento anterior, determinando-se a sua

absorbancia, e a partir da curva padrao, a concentracdo de glicose.

C.2 — Dosagem de Proteina

A dosagem de proteina foi realizada através do Método de Lowry (1951), constituidos das

solucdes A, B e AB.

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

Reativo B: 0,5 g de CuSO4 mais 2 gotas de H,SO4 concentrado em 100 mL de dgua
destilada.

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

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

Solugdo padrdo de soro de albumina bovina (BSA) 100 mg/L. Adicionava-se
cuidadosamente 100 mg de BSA em 1000 mL para evitar a formaca@o de bolhas. Esta solugao
era conservada sob refrigeracao.

Para a dosagem de proteina fazia-se a diluicdo das amostras para que a absorbancia
situasse na faixa de 0,0 a 1,0. Amostras de 1,0 mL contendo proteina a ser dosada eram
adicionadas a um frasco tipo penicilina cor ambar no qual eram acrescentados 3 mL de
solucdo AB, cobertos com parafilm, homogeneizados, protegidos da luz e mantidos desta
forma por 10 minutos. Apds este tempo adicionava-se 0,3 mL de reativo Folin 1 N e
deixava por mais 30 minutos ao abrigo da luz. Ao final efetuava a medida da absorbancia
em espectrofotdmetro Thermo Spectronic modelo Genesys 10 UV, utilizando cubetas de
vidro, utilizando um comprimento de onda igual a A=760 nm.
A leitura da absorbancia era convertida em concentragdo de proteina pela curva de
calibracdo realizada anteriormente pelo mesmo procedimento, com medidas de absorbancia

em relacdo a concentragdes de BSA na faixa de 0 a 100 pg/mL, que resultou em uma equagdo

linear.












