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Nomenclatura

Us: Atividade de invertase soluvel - grama de agticar redutor produzido por litro, por
minuto, por grama de invertase em poé comercial

Ui: Atividade de invertase imobilizada - grama de agtcar redutor por litro, minuto,
grama de suporte

Fcaic: valor calculado do teste F para um conjunto de pontos experimentais

Fr: valor tabelado do teste F de estatistica para hipoteses

a;: Relacdo entre a atividade da enzima no estado E; e a atividade da enzima nativa E
ay: Relagdo entre a atividade da enzima no estado E; ¢ a atividade da enzima nativa Eg
E:: Atividade da enzima no estado E;

E,: Atividade da enzima no estado E,

k;: Coeficiente de velocidade de desativacao de primeira ordem do estado E, para E;
ky: Coeficiente de velocidade de desativacdo de primeira ordem do estado Ej para E,
t12: tempo de meia-vida (min)

kq: Constante cinética desativacao térmica

A: fator de freqiiéncia para a reacao

E,: energia de ativagdo do processo de desativacao térmica (kJ/mol)

T: temperatura absoluta (K)

S: concentracao de sacarose (g/L)

F: concentragdo de frutose (g/L)

G: concentragao de glicose (g/L)

V: taxas iniciais de reagdo ou velocidade da reagao

Vn : velocidade maxima da reagao (Us)

S: concentracdo de substrato (g/L)

Km: constante de Michaelis Menten (Mg,.)

Ki: constante de inibicdo (Mg,)

IA: indice de adsorc¢ao;

TPA : total de proteina antes da imobilizagado (g/L)

STP: total de proteina no sobrenadante depois da imobilizacao (g/L)

A atividade da invertase imobilizada (Uj)

A/Ay: atividade relativa

Z(V-Vmodelo)2 : somatoria dos quadrados dos desvios

v



Resumo

O desenvolvimento do plano de trabalho proposto para esta dissertacao refere-
se a produgdo de acucar invertido por invertase imobilizada em resinas trocadoras de
ions. Os ensaios foram conduzidos em um microrreator de mistura com controle de
temperatura e provido de agitacdo magnética. As concentracdes de reagentes, de
produtos, de invertase livre ou imobilizada e condigdes de pH e de temperatura
seguiram planejamentos experimentais pré-estabelecidos, uma vez definida as variaveis
do processo e seus niveis. Primeiramente realizou-se testes cinéticos com invertase livre
a fim de determinar os parametros cinéticos, as melhores condi¢des de atividade
enzimatica e estabilidade. A influéncia do pH e da temperatura foi analisada por meio
de um Planejamento Composto Central (PCC) resultando em uma temperatura 6tima
igual a 47°C e pH 4,7. O intervalo de pH onde a enzima livre manteve-se estavel estd
compreendido entre 5,5 a 7,5. A energia de ativacdo do processo de desativagdo térmica
foi de 360 kJ/mol. A cinética de hidrolise de sacarose por invertase livre se ajustou ao
modelo de inibicdo pelo substrato com a velocidade maxima de 0,0803 M/min, a
constante cinética (K,,) de 45,2 mM e a constante de inibi¢dao (K;) de 1,06 M. Na
seqiiéncia foram testadas resinas para imobilizacdo de invertase por adsor¢do visando
obter o melhor suporte para o biocatalisador. A partir da definicdo da Duolite A-568
como sendo o melhor suporte realizaram-se testes cinéticos com a invertase
imobilizada. O estudo da influéncia conjunta da temperatura, pH e concentracdo de
invertase no meio de imobilizagdo foi realizado por um PCC fixando um tempo de
imobilizacao em 24 horas, obtendo como condig¢des 6timas temperatura de 29°C, pH 5,0
e concentragdo de invertase 12,5 g/L. Nessas condi¢des foram estudadas as influéncias
da temperatura e do pH na atividade enzimatica de invertase imobilizada por um PCC.
A temperatura 6tima foi 40°C e dentro da faixa de pH estudada, este apresentou pouca
influéncia no resultado. A estabilidade em relagdo ao pH de invertase imobilizada ficou
restrita ao intervalo 5,5 a 6,0, uma faixa menor se comparada a enzima livre. A energia
de ativagdo do processo de desativacdo térmica do biocatalisador imobilizado foi 415
kJ/mol, maior do que o obtido pela enzima livre o que implica ser este mais sensivel a
variagdo de temperatura. Os pardmetros encontrados para o modelo de inibi¢do pelo
substrato foram V, de 0,047 Mgao/min.ge,, Kiy de 176 mM e K de 1,08 M.

Palavras-chave: invertase, resina de troca i0nica, imobiliza¢do, agucar invertido,
sacarose.
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Abstract

This work aims to offer a contribution for the development of the production
of invert sugar by invertase immobilized on ion exchanging resins. The experiments
were conduced in a batch stirred microreactor with temperature control and magnetic
agitation. Firstly, kinetic assays on free invertase were conduced aiming to determine
the hydrolysis kinetic and the best conditions of enzymatic activity and stability. The
influences of pH and temperature were analyzed by a Central Composite Design (CCD)
resulting in optimal values of 47°C for temperature and 4.7 for pH. The soluble enzyme
was stable from pH 5.5 to 7.5. The activation energy from the thermal deactivation
process was 360 kJ/mol. The sucrose hydrolysis kinetic by free invertase fitted
according substrate inhibition model with a kinetic constant (K;,) of 45.2 mM and an
inhibition constant (K;) of 1.06 M. Invertase immobilization by adsorption on ion some
exchange resins were then tested. After choosing Duolite A-568 as support, kinetic tests
with the immobilized invertase were done. The study of the combined influence of
temperature, pH and invertase concentration on immobilization medium was
accomplished by a CCD, with an immobilization time of 24 hours, thus being obtained
a temperature of 29°C, a value of 5.0 for pH and an invertase concentration of 12.5 g/L
as optimal conditions for immobilization process. The influences of temperature and pH
in the enzymatic activity of immobilized invertase were studied by a CCD. The optimal
temperature found was 40°C and the pH presented little influence on the enzymatic
activity. For the immobilized invertase, the stability in relation to the pH was restricted
to an interval ranging from 5.5 to 6.0, a smaller range when compared to the enzyme
free form. The activation energy from the biocatalyst thermal deactivation process was
415 kJ/mol, a higher value when compared with the free enzyme, showing that the
immobilized enzyme is more sensible to temperature variations. The parameters found
for the substrate inhibition model were a V;,, of 0,047 Mg,o/min.gea, a Ky, of 176 mM and
aK;of 1,08 M.

Key-words: Invertase, ion exchanging resin, immobilization, invert sugar, sucrose.



CAPITULO 1 - INTRODUCAO

1.1 - Introducio

O agucar invertido ¢ uma mistura de agucares em solugdo, constituida
principalmente de glicose, frutose e sacarose residual, obtida pela reacdo de hidrdlise ou
inversdo da sacarose. Esta reagdo pode ser catalisada por enzimas, por acidos ou por
resinas trocadoras de cations.

Invertase ou B-D-frutofuranosidase (E.C.3.2.1.26) ¢ a principal enzima
utilizada na industria alimenticia para a hidrolise da sacarose, a qual atua no terminal
nao redutor do residuo B-D-frutofuranosideo em frutofuranosideos. A invertase catalisa
também reacdes de transferéncia com outros aceptores, além da 4gua. Isso resulta na
formacao de oligossacarideos constituidos por unidades de glicose e frutose (VICENTE,
2000; DAVID et al., 20006).

A enzima invertase pode ser encontrada em leveduras, fungos, bactérias,
insetos, mamiferos e vegetais, mas as principais fontes para produ¢do industrial sdo as
leveduras. A invertase de levedura apresenta-se em duas formas, pode estar localizada
entre a membrana plasmatica e a parede celular ou desprovidas de carboidratos e
localizadas no protoplasma (CABRAL, 1982; ISIK et. al., 2003).

Os processos enzimaticos empregam as enzimas nas formas livres ou
imobilizadas. H4 varios beneficios ao utilizar as enzimas imobilizadas em relacao as
soluveis, tais como a reutilizagdo do biocatalisador heterogéneo, redu¢dao de custos e
melhoria no controle do processo (CAO, 2005). A hidrolise de sacarose catalisada por
invertase na forma imobilizada ou livre produz um xarope de alta qualidade, com baixas
concentragdes de hidroximetil furfural (HMF) e sem desenvolvimento de cor (CHEN et.
al., 2000; ALMEIDA et. al., 2005).

As enzimas estdo sujeitas a inativacdo por fatores quimicos, fisicos e
biologicos, durante armazenamento ou uso (DALLA-VECCHIA et al., 2004). O uso
adequado das enzimas requer condi¢des especificas, pois elas sdo ativas em estreitas
faixas de pH e temperatura (ERGINER et al., 2000). A aplicagdo de enzimas em
processos industriais tem sido restringida devido ao seu alto custo, a dificuldade de

recuperagao das mesmas no final do processo e ainda a sua instabilidade. Assim, a
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utilizacdao de enzimas na forma soltvel pode requerer etapas adicionais de separacdo ou
inativagdo das mesmas ao final do processo e isto aumenta o custo. A aplicacdo da
enzima na forma imobilizada pode apresentar vérias vantagens em relacdo a forma livre,
tais como reducdo de custo, possibilidade de melhor controle de processo, operagao
continua, aumento de estabilidade, porém algumas alteracdes nas propriedades cinéticas
da enzima também podem ser verificadas (KENNEDY e CABRAL, 1987; OZDURAL
et al., 2003; DAVID, 2004 ).

A escolha de um processo de imobilizagdo para uma dada enzima depende de
fatores essenciais do processo, tais como os substratos utilizados, os tipos de reacdes e
as configuragdes do reator, exigindo um projeto adequado para atender as necessidades
da reagdo. Um dos principais fatores ¢ a selecdo de um suporte adequado para fixagdo
da enzima. Assim o método escolhido deve atender a duas necessidades, a catalitica,
expresso em produtividade, rendimento, estabilidade e seletividade e a ndo-catalitica,
relativa a controle e down-streaming process (DALLA-VECCHIA et. al., 2004; CAO,
2005).

A imobilizagdo em resinas de troca idnica ¢ realizada de modo simples,
comparado aos outros métodos de imobilizagdo. Basicamente envolve interacdes idnicas
e eletrostaticas entre os ions da proteina e os ions de carga oposta da resina. Apesar das
forcas de ligacdo entre enzima e suporte serem mais fortes que na adsorgdo, as
condi¢des de imobilizagdo sdo brandas, as alteracdes conformacionais sdo pequenas,
resultando em uma atividade enzimatica elevada. Como desvantagem do método ha a
possibilidade de desprendimento da enzima quando ha variagdo do pH e da forca i6nica
do meio. Apesar disso, as vantagens sdo muitas, tais como recuperacdo do suporte,
baixo custo e disponibilidade no mercado. A natureza das resinas trocadoras de ions ¢
complexa, sendo que a maioria sdo polimeros. Os ions ativos s3o cations em um
trocador catidnico e anions em um trocador anionico (JEFFERY et al., 1992; COLLINS
et al., 1993; OOSTEROM et al., 1998 TOMOTANI & VITOLO, 2006).

Logo, baseando-se nas consideragdes expostas, o objetivo geral desse trabalho
foi estudar a imobilizacdo de invertase em resinas de troca i0nica, como as Marathon A
e C e Duolite A-568 e S-761 e determinar a cinética de hidrolise de sacarose pela
enzima livre e imobilizada.

Como objetivos especificos podem ser citados:

e Avaliar as concentracdes de invertase e as condi¢cdes de pH e

temperatura no processo de imobilizacao.
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e Verificar a influéncia de pH e temperatura na atividade da enzima livre
e imobilizada.

e Analisar a estabilidade da enzima livre e imobilizada em relagdo ao pH
€ a temperatura.

e Estudar a cinética de reacdo de inversdo da sacarose pela enzima livre e

imobilizada em termos de substrato e de produtos.



CAPITULO 2 — REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 — Enzimas

2.1.1 — Enzimas como Catalisadores

Com excec¢do de um pequeno grupo de moléculas cataliticas de RNA, todas as
enzimas sdo proteinas (GALVAO, 2004). Pode-se definir a grande maioria das enzimas
como sendo proteinas globulares formadas por residuos de aminoédcidos unidos por
ligacdes peptidicas. Sao catalisadores bioldgicos que diminuem a energia de ativacao,
acelerando uma reagdo termodinamicamente possivel, sem alterar a constante de
equilibrio e a energia livre de reacio (ERGINER et al., 2000; GURSEL et al., 2003;
ISIK et al., 2003).

A utilizacdo das enzimas ¢ antiga, antes de sua funcdo e dos proprios
microrganismos serem conhecidos. Um dos primeiros alimentos preparados pela
humanidade que se tem noticia, o pao, utilizou a a¢ao enzimatica. Pasteur, no final do
século XIX demonstrou a interven¢do das leveduras no processo de fermentacdo
alcoodlica e o trabalho que evidenciou a agdo das enzimas fora das células (CABRAL,
1982).

Com a compreensdo da natureza das enzimas e de sua capacidade catalitica,
varias foram descobertas, purificadas e cristalizadas nas décadas de 40 e 50 (SEGEL,
1979). Atualmente, as enzimas sdo os catalisadores mais eficientes e mais procurados
em areas extremamente variadas: biocatalise industrial (sintese de aminoacidos,
peptideos, nucleotideos, antibioticos), tecnologia de alimentos, aplicagcdes farmacéuticas
e clinicas, bioconversao, potencialidades energéticas e outras (CABRAL, 1982).

Na industria de alimentos o uso de enzimas ¢ bastante comum devido sua alta
especificidade e a ndo geragdo de subprodutos toxicos, o que pode ocorrer se usar
catalisadores sintéticos ou acidos para catalisar as reagdes (SANJAY & SUGNAN,
2005).

Essencialmente as enzimas apresentam trés propriedades principais:
estabilidade, atividade e especificidade (BAILEY e OLLIS, 1986; GALVAO, 2004):

Estabilidade: a capacidade de uma enzima depende de sua estrutura nativa, a

qual ¢ mantida por meio de forcas de interagdao (pontes de hidrogénio e ligacdes de
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sulfeto, forcas de Van der Waals, interagdes apolares e i0nicas). Alteragdes no ambiente
reacional podem debilitar essas interagdes, alterando a estrutura tridimensional nativa e
ocasionando perda parcial ou total da sua funcionabilidade bioldgica. Assim a
estabilidade pode ser afetada por variacdo de temperatura, pH e presenga de solventes
polares.

Atividade: esta propriedade de uma enzima atua na diminui¢ao da energia de
ativacdo requerida para transformar um substrato em produto, aumentando a velocidade
de reacdo. A capacidade catalitica da enzima reside no seu sitio ativo e este compreende
um nimero pequeno de aminodcidos. O sitio ativo ¢ uma estrutura complexa cuja
configuragao permite alojar a molécula de substrato na posicdo correta para que os
grupos funcionais da enzima efetuem sua transformag¢do quimica.

Especificidade: a especificidade define a afinidade de uma enzima por grupos
especificos em um determinado substrato. Esta é uma propriedade imprescindivel das
enzimas enquanto catalisadores. Duas caracteristicas estruturais sdo determinantes na
especificidade da enzima: O substrato possui ligagdes quimicas que podem ser atacadas
pelos grupos funcionais do sitio ativo da enzima e o substrato possui grupos funcionais
que se unem a enzima, permitindo seu correto alinhamento no sitio ativo para que a
reagao possa ocorrer.

As enzimas estdo sujeitas a inativagdo por fatores quimicos, fisicos e
bioldgicos, podendo ocorrer quando estocadas ou durante o uso (DALLA-VECCHIA et
al., 2004). O perfeito funcionamento das enzimas requer condigdes especificas, pois elas
sdo ativas em estreitas faixas de pH e temperaturas (ERGINER et al., 2000). As
excecdes sdo as extremozimas que sdo produzidas por bactérias extremofilas e assim
sdo ativas em condi¢des anormais (GALVAO, 2004).

Como as enzimas ndo sdo consumidas na reag¢do, sua agdo catalitica ¢
semelhante aos catalisadores inorganicos. Porém, ¢ diferente dos catalisadores sintéticos
comuns pela forma suave que realiza a catdlise, geralmente em solu¢des aquosas
neutras, temperatura e pressdo ambiente e, principalmente, com elevado grau de
especificidade em relagdo ao substrato (SEGEL, 1979; RIBEIRO, 1989; COUTINHO
FILHO, 1996; VICENTE, 2000). O processo de imobilizacdo tem sido bastante
estudado para viabilizar o uso de enzimas industrialmente, permitindo a recuperagdo e o
reaproveitamento da mesma, pois o uso da enzima livre ¢ invidvel economicamente. Na

Tabela 2.1 verifica-se alguns exemplos de aplicagdes de enzimas na industria.



Capitulo 2 — Revisdo Bibliografica 6

Tabela 2.1 — Exemplos de uso de enzimas nas industrias (DAVID, 2004).

Enzima Substrato Produto Escala
(Ton/ano)

Glicose Glicose Frutose >10°

isomerase

Penicilina Penicilina Acido 6- 1000

amidohidrolase aminopenicilanico

Lipase Triglicerideo Gordura de cacau  >10°

Acido aspartico  Acido fuméarico  L- acido aspartico 1000

amonia liase

Subtilisina = - (S)-fenilalanina ~  ----------m--m—---

2.1.2 — Invertase

Invertase ou B-D-frutofuranosidase (E.C.3.2.1.26) ¢ uma enzima que catalisa a
hidrélise do terminal ndo redutor do residuo P-D-frutofuranosideo em
frutofuranosideos. Além disso, a invertase catalisa reagdes de transferéncia com outros
aceptores, além da 4agua. Isso resulta na formacdo de oligossacarideos constituidos por
unidades de glicose e frutose (VICENTE, 2000).

A principal fonte de invertase industrial sdo as leveduras, 80% das enzimas sao
externas e os 20% restantes sao intracelulares. A forma externa ¢ uma glicoproteina com
cerca de 50% de carboidratos, ao passo que a interna ¢ destituida dos mesmos.
Apresentam atividade catalitica similares, mas sua composicdo de aminoacidos ¢
diferente, a invertase externa contém cisteina enquanto a interna nao (CABRAL, 1982;
ISIK et al., 2003; VICENTE, 2000). Algumas propriedades da invertase externa e
interna estdo apresentadas na Tabela 2.2 (GASCON et al., 1981).
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Tabela 2.2 — Algumas propriedades da invertase (GASCON et al., 1981).

Propriedades Invertase externa Invertase interna
Massa molecular (kg) 270000 135000
% carboidrato 50 3
Atividade especifica U/mg de proteina 2700 2900
K [mM] (sacarose) 26 25
pH - estabilidade 3,0-7.5 6,0-9,0
pH o6timo - atividade 3,5-5,5 3,5-5,5

U = micromol sacarose hidrolisado por minuto.

A temperatura Otima depende do grau de purificagdio da enzima e da
concentragdo do substrato, tendo sido encontrado valores entre 23 e 55°C (DRAETTA,
1971). A estabilidade térmica da invertase pode ser devido a estrutura terciaria da
proteina, a qual contém interacdes carboidrato-proteina, com ligacdes cruzadas na
cadeia polipeptidica (WISEMAN & WOODWARD, 1975).

O mecanismo de acdo da invertase ndo ¢ totalmente conhecido, mas estudos
com a enzima tém sugerido o envolvimento de um anion carboxilato e uma histidina
residual na atividade catalitica (WISEMAN & WOODWARD, 1975). Um mecanismo
para a formacdo do complexo ativo invertase-sacarose foi proposto por LAIDLER
(1958) e citado por BOWSKI et al. (1971), o qual esta representado na Figura 2.1.
Pode-se observar a influéncia do pH no mecanismo de ligagao do sitio ativo da invertase

com grupos acidos e basicos.
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™o T 1
co N+ GO N* c!o N
4| pH>3 —4 pH>66 4
enzima| pH<3 enzimaj oH<gp |enzima

enzima

Figura 2.1 — Mecanismo sugerido para a formac¢do do complexo ativo

invertase-sacarose (BOWSKI et al., 1971).

Neste mecanismo observa-se que as formas carregadas eletricamente sao
ativas. Assim existe um pH no qual a concentracdo da forma ativa ¢ maxima, sendo este

considerado como pH 6timo, acarretando a atividade maxima (CABRAL, 1989).

2.2 — Acucar Invertido

O aglcar invertido ¢ um xarope composto de glicose, frutose e sacarose
residual resultante de uma reacdo de hidrdlise da sacarose (AKGOL et al., 2001;
RODRIGUES et al., 2000). A hidrélise ¢ conhecida como reagdo de inversao, pois o

xarope dos monossacarideos (glicose e frutose) desvia um feixe de luz polarizada para a
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esquerda, enquanto as solugdes de sacarose desviam esse feixe para a direita (CABRAL,

1989).

Se comparado o aglcar invertido com o agucar cristal, o invertido apresenta

diversos beneficios, tais como:

>

>

Melhoria do controle do processo de fabricagdo ¢ da manuten¢dao de
condig¢des higiénicas nas industrias alimenticias;

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

Alto controle microbiologico, devido a menor atividade de agua,
dispensando a necessidade de pasteurizacao por parte do cliente;

Menor espago necessario para a estocagem,;

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

Elimina a necessidade de investimentos em equipamentos para a
dissolucao e filtracao do acgucar;

Redugao das perdas, menor poluicdo e gastos com seu controle.

Além destes beneficios, em diversas aplicagdes industriais o agucar invertido

apresenta propriedades mais interessantes se comparado a solucao de sacarose, tais

COmo.:

>
fondants;
>

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

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

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

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

Possui viscosidade baixa, conferindo plasticidade a sorvetes, cremes e

Maior dogura relativa do que a sacarose.
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2.2.1 — Processos de Fabricacao de Acucar Invertido

O acucar invertido pode ser obtido por catalise enzimatica, catdlise acida ou
por troca i6nica com as resinas. O processo enzimatico pode ocorrer pela adicdo direta
da enzima ou pela imobilizagdo da mesma em suportes inertes (AKGOL et al., 2001;

RODRIGUES, 2000).

2.2.2.1 — Inversio Acida

A inversao quimica ¢ o processo de hidrolise mais antigo utilizado
industrialmente, ¢ relativamente facil por ndo necessitar de pessoal qualificado para
realizacdo do processo, porém resulta em um produto de qualidade inferior, além do
inconveniente de utilizar altas temperaturas e agentes corrosivos que comprometem a
seguranca dos operarios ¢ a manutengdo dos equipamentos (AKGOL et al., 2001).
Existe ainda o problema da necessidade da neutraliza¢do final do produto e da geracdo
de subprodutos, como furfurais e outros aromadticos indesejaveis, além de
oligossacarideos por reagdo de polimerizagdo (CASTELLANI, 1973 apud VICENTE,
2000). Geralmente o problema de neutralizagdo ¢ resolvido adicionando cal ao xarope, o
que provoca incrustacdes nos equipamentos, além de ocasionar perda de agucares no
armazenamento devido a presenga de sais insoluveis de calcio.

Por catalise 4acida o processo homogéneo é o mais empregado industrialmente,
onde a escolha do 4cido depende de sua compatibilidade com o produto final, porém os
xaropes obtidos sdo altamente coloridos devido as condic¢des drasticas de reacdo, pH e
temperatura (RODRIGUES, 2000). Este processo consiste na adi¢do de solugdes acidas
em caldas refinadas a elevadas temperaturas ¢ em reator descontinuo. Xaropes de
sacarose com concentracao entre 60 a 70 °Brix sdo aquecidos até¢ 70°C e acidificados
até o pH 2,0. O tempo de reagdo depende muito do tipo de acido utilizado e do grau de
inversdo que se deseja (CASTELLANI, 1973 apud VICENTE, 2000, MARTINS,
2000).

2.2.2.2 — Inversao com Resinas Cationicas

Segundo VICENTE (2000), o método da inversdo com resinas trocadoras de

ions foi desenvolvido e patenteado por HUGHES em 1952 para a produgao continua de
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xaropes de agucar invertido. Esse método consiste em clarificar e reduzir a cor com
carvao ativo, por meio de uma resina de troca i0nica com grupos sulfonicos em sua
superficie na passagem da solucdo concentrada de sacarose em pH 4cido. A solugdo de
sacarose acida ¢ mantida a 50°C até a hidrdlise ter sido processada na extensdo desejada
(KIRK OTHMER, 1994). Neste processo heterogéneo, ocorre uma perda de agucar
devido a degradacao do mesmo, levando a formacao de HMF (Hidroximetil furfural) e
producdo de um xarope colorido pelas reagdes de Maillard e de caramelizagdo (AKGOL
etal., 2001).

RODRIGUES et al. (2000) desenvolveram um processo utilizando resinas de
troca i6nica para a inversdo da sacarose, utilizando a resina catidénica do tipo gel,
Amberlite IR-120 fornecida pela Rohm and Haas. O processo heterogéneo consistia em
introduzir o xarope inicial em uma coluna de vidro encamisada da resina IR-120, onde

ocorria a inversao.

2.2.2.3 — Inversao por Via Enzimatica

Os métodos enzimaticos empregam as enzimas livres ou imobilizadas. Existem
varios beneficios ao utilizar as enzimas imobilizadas em relagdo as soluveis, tais como a
reutilizacdo do biocatalizador heterogéneo, redugdo de custos e melhoria no controle do
processo (CAO, 2005). A hidrolise heterogénea catalisada pela enzima invertase produz
um xarope de alta qualidade com baixas concentracdes de HMF e sem desenvolvimento
de cor (CHEN et al., 2000; ALMEIDA et al., 2005).

Um processo tipico de produgdo industrial consiste na adigdo de 100g de
invertase em uma tonelada de xarope com teor de sélidos de 60%, que devera ser
mantida sob agitacdo constante e temperatura controlada em torno de 60°C, durante 12
horas, para a obten¢@o de um grau de inversao superior a 90% (MARTINS, 2000).

A temperatura do processo tem muita influéncia no controle da inversdao. Em
Cuba, estabeleceu-se a “regra de ouro”, que consiste em se manter a temperatura dtima
de inversao igual ao grau Brix do xarope (CASTELLANI, 1973 apud VICENTE, 2000).

As principais aplicagdes industriais estdo relacionadas com aquelas que
utilizam o acucar no estado dissolvido, tais como bebidas carbonatadas, sucos
concentrados, xaropes medicinais, doces e molhos, onde o agtcar invertido tem sido

preferencialmente utilizado pela sua estabilidade em altas concentragdes, em funcdo da
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sua alta solubilidade, permitindo maior tempo de vida de prateleira dos produtos se

comparado com aqueles que usaram solucoes de sacarose (ERGINER et al., 2000).

2.3 — Enzimas Imobilizadas

Enzimas imobilizadas sdo enzimas fisicamente confinadas ou localizadas em
uma determinada regido do espago, com reten¢do de sua atividade catalitica e que
podem ser usadas repetida e continuamente.

O uso de enzimas em processos industriais ¢ relativamente baixo, o que se deve
ao seu alto custo, a dificuldade de recuperagcdo da mesma no final do processo e ainda a
sua instabilidade. Isso restringe o uso de enzimas soliveis em processos industriais, pois
com a dificuldade de recuperagdo e de isolamento, pode causar prejuizos econdmicos
uma vez que resquicios da enzima no produto final, no qual ¢ necessaria a desativacdo
da mesma, torna o processo antieconomico (KENNEDY & CABRAL, 1987,
OZDURAL et al., 2003). Além disso, o desenvolvimento e conhecimento de proteinas e
avancadas técnicas de imobilizacdo criam grande variedade de usos de enzimas em
reacgdes particulares, principalmente, devido a possibilidade de recuperacao das mesmas
(DAVID, 2004).

Com o objetivo de aproveitar as vantagens da catalise biologica em relagdo a
quimica, foram desenvolvidos métodos a fim de fixar as enzimas em um suporte solido.
Assim a oportunidade de utilizar as enzimas nos processos industriais ¢ aplicar as
tecnologias de imobilizagdo da mesma em um suporte insoluvel (BERGAMASCO et
al., 2000).

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

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

v Reutilizagdo sem um significativo decréscimo da atividade;

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

v Os produtos sio facilmente separados do meio reacional;
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v Em alguns casos a estabilidade e a atividade sdo aumentadas pela
imobilizacao;

v Esta técnica permite a redugdo do capital operacional ja que a vida 1til de

uma enzima imobilizada ¢ suficientemente longa.

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

O primeiro trabalho sobre imobilizagdo de enzimas data do inicio do século
XX, quando NELSON & GRIFFIN (1916) adsorveram invertase em carvao ativado e
alumina, com retencao de atividade na inversao de sacarose.

O desenvolvimento de técnicas de imobilizagdo de enzimas com a finalidade
de melhorar suas propriedades cataliticas s6 ocorreram no inicio da década de sessenta,
quando extensivos estudos foram realizados em novas técnicas de imobilizacdo, com
varios suportes, obtendo preparagdes com altos teores de enzimas imobilizadas e
caracteristicas de estabilidade melhoradas (CHIBATA, 1978; AHMAD et al., 2001;
DAVID, 2004).

Em 1969 CHIBATA et al. (1972) instalaram o primeiro processo industrial
bem sucedido com enzimas imobilizadas, operando de modo continuo, usando
aminoacilase fungica imobilizada em DEAE-Sephadex, para resolu¢do de misturas
racémicas de aminoacidos.

Embora na década de 70 um grande niimero de trabalhos sobre enzimas
imobilizadas tenha sido publicado, eles em sua maioria, restringiam o processo a
pequenas escalas, sendo viavel apenas para produtos de alto valor agregado.
Contrariando essa expectativa surgiu em 1975 nos Estados Unidos um processo de
producao em larga escala de um produto de baixo valor agregado, o xarope de glicose
isomerizado (VICENTE, 2000).

Além de aplicagdes médicas, os biocatalisadores imobilizados tém sido
amplamente usados em escala industrial, particularmente em biomateriais,
bioseparadores e biosensores, por imobilizagdo em varios suportes (CHEN et al., 2000;
AKGOL et al., 2001; BAYRAMOGLU et al., 2003). Um grande sucesso industrial foi a
isomerizagdo da glicose em frutose catalisada por glicose isomerase adsorvida em

DEAE-celulose (GODFREY, 2001, apud TOMOTANI & VITOLO, 2006).
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O uso de enzimas imobilizadas na area de alimentos cresce a cada dia, pois o
controle dos custos do processo ¢ muito rigido devido ao baixo valor agregado dos
produtos (DAVID, 2004; SANJAY & SUGUNAN, 2005; OSMAN et al., 2005). A
principal aplicacdo em larga escala de enzimas imobilizadas ¢ na area de alimentos,
como na producdo de xarope de alto teor de frutose (“high fructose syrups”) usando
glicose isomerase e na industria farmacéutica (produgdo de acido 6-aminopenicilanico
usando penicilina amidase imobilizada) (DAVID, 2004).

Uma outra area em potencial ¢ a construcdo de 6rgdos artificiais como o uso da
urease imobilizada em rins artificiais que removem a uréia do sangue para uma

desintoxicacao extracorporal (HEARN & NEUFELD, 2000).

2.3.1 — Métodos de Imobilizacio de Enzimas

A aplicagdo do método de imobilizacdo das enzimas depende de fatores
essenciais do processo, como os substratos utilizados, os tipos de reacdes e as
configuracdes do reator, exigindo um projeto adequado para atender as necessidades da
reacdo. O principal fator € selecionar um suporte adequado, o que ¢ definido como uma
parte nao-catalitica da imobilizacdo de enzimas, na qual a parte catalitica ¢ construida.
Assim o método escolhido deve atender as duas necessidades a catalitica, expresso em
produtividade, rendimento, estabilidade e seletividade e a ndo-catalitica, relativa a
processos de controle e separacdo (DALLA-VECCHIA et al., 2004; CAO, 2005).

A imobilizagdo pode afetar a estabilidade, o pH e a temperatura Otima, as
constantes cinéticas € a maxima velocidade de reagdo da enzima (DANISMAN et al.,
2004; ERGINER et al., 2000). A imobilizagdo pode oferecer uma estabilidade adicional
para uma variedade de enzimas sendo que essa estabilidade ¢ influenciada pelo nimero
de lagos formado entre a enzima e o suporte, a natureza dos lagos (covalentes, ndo-
covalentes), o grau de aprisionamento das moléculas de enzima na matriz e as condigdes
de imobilizagao (DANISMAN et al., 2004; CAO, 2005).

Nos ultimos anos houve um crescimento do uso de técnicas de imobilizagao,
acredita-se que cada método possui sua vantagem, cabe utilizar o método adequado, e se
necessario combind-los, a fim de obter melhores resultados (CAO, 2005).

Existem varias formas de classificar os métodos de imobilizacdo de enzimas,

de acordo com a natureza da intera¢do responsavel pela imobilizacdo. Podem ser
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classificadas em duas categorias: imobilizagdo por ligacdo ou por retencdo fisica,

conforme pode ser verificado na Figura 2.2.

‘ METODOS DE IMOBILIZACAO DE ENZIMAS l
IMOBILIZACAO POR LIGACAO IMOBILIZACAO POR RETENCAO FiSICA

LIGACAO A SUPORTES | [ LIGACOES CRUZADAS OCLUSAO EM MATRIZ APRISIONAMENTO EM
MEMBRANAS
Iénica ou | Metalica Ligacées Ligacoes Particulas | Fibras Encapsulagio MemhmuaJ
Adsorgio covalente cruzadas  |Co-cruzadas
gy | Fp- -
[EE E
\ e}
\\ \E ,’ E
- E

e[ A LE ——= =
Figura 2.2 - Classificagdo dos métodos de imobilizagdo de enzimas. E: enzimas; S: suportes;
A: albumina. (Adaptado de BLANCH e KLARK, 1996).

A imobilizagao por ligacdo envolve alteragdo na estrutura da enzima, pela ligagao
desta com o suporte insoluvel (ligacdo ao suporte) ou entre as moléculas da propria
enzima (ligacdes cruzadas). J4 a imobilizagdo por retencao fisica ndo envolve nenhuma
alteracdo da estrutura da enzima, com apenas alteracio do seu microambiente
(BLANCH & KLARK, 1996; VICENTE, 2000; BULCHHOLZ et al., 2005; CAO,
2005)

2.3.1.1 — Ligacao a Suportes Insoluveis

Sao ligacdes entre as enzimas € um suporte solido e € o principal método de
imobilizacdo. Pode ser dividido em cinco categorias de acordo com o tipo de interagdo
enzima-suporte (adsorcdo fisica, ligacdo i0nica, ligagdo metalica, ligacdo covalente e

ligacdes cruzadas e co-cruzadas).
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a) Adsorcao fisica

Segundo WEETALL (1975) este método ¢ muito pouco entendido, mas ¢ o
mais antigo. Consiste na exposicdo da solugdo enzimatica ao suporte sob condigdes
apropriadas, tais como, pH, natureza do solvente, forca idnica da solu¢do, quantidade de
enzima, tempo de contato e temperatura. E um processo de facil preparacio e possibilita
o reuso do suporte (OSMAN et al., 2005). A atividade da enzima imobilizada aumenta
com a concentragdo da enzima, aproximando a um valor de saturagdo a altas
concentragdes de enzimas (KENNEDY & CABRAL, 1987).

A adsor¢do fisica de enzimas ao suporte ¢ realizada por forcas de ligacao
relativamente fracas. As principais ligagdes entre as moléculas de proteinas e o
adsorvente sdo: pontes de hidrogénio, interagdes hidrofobicas e forcas de Van der Walls
(RIBEIRO, 1989). Como ndo ocorre rea¢do quimica, existe pouca mudanca
conformacional da enzima e nao ha destruicao do seu centro ativo, assim obtém-se um
derivado semelhante & enzima soltivel. Se o suporte ¢ adequado, o processo ¢ simples e
efetivo, mas a principal desvantagem ¢ que a enzima adsorvida pode desprender do
suporte durante a utilizagdo, devido a fraca ligacdo entre enzima e suporte (KENNEDY
& CABRAL, 1987 e MESSING, 1978).

Basicamente o que ocorre na adsor¢cdo ¢ uma interacdo eletrostatica entre a
proteina carregada e a carga oposta do ion da resina (TOMOTANI & VITOLO, 2006).
E comum utilizar o método de adsor¢io juntamente com o covalente para melhorar a
interacao da resina suporte evitando o desprendimento da enzima durante o processo.

SANJAY & SUGUNAN (2005) imobilizou invertase em silica comercial
(montmorillonite K-10) usando as duas técnicas: adsorc¢do e ligagdo covalente. GOMEZ
et al. (2005) utilizaram um novo método de imobiliza¢do para invertase quimicamente
modificada com polissacarideos i6nicos, baseado na formag¢dao de complexos de
polieletrdlitos, com suportes recobertos com polimeros de carga oposta. O
biocatalisador de invertase imobilizada em quitina recoberto com alginato de soédio
apresentou maior termo estabilidade do que a enzima nativa. Os valores 6timos de pH e
temperatura para a atividade catalitica de invertase foram aumentados em relacao a
enzima livre.

No trabalho de D'SOUZA & GODBOLE (2002) a invertase foi imobilizada em
casca de arroz por adsor¢do seguida de ligagdo cruzada utilizando 2% de glutaraldeido.

Como a casca de arroz possui silica obteve Otimas caracteristicas de estabilidade.
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OOSTEROM et al. (1998) também utilizou a adsor¢ao seguida da ligacdo cruzada para
imobilizar a enzima B-galactosidase em uma resina de troca ionica tipo Duolite S-761

para utilizar na sintese de galactosidios.

b) Ligacao ionica

Este método de imobilizacdo ¢ baseado na ligacdao idnica entre a enzima € o
suporte. Pode ocorrer a imobilizagdo por adsor¢do juntamente com a idnica, a qual se
diferencia apenas pela intensidade da interagcdo enzima-suporte, mais forte no caso da
ionica. Apesar de ser mais forte, os procedimentos de imobilizagdo sdo os mesmos,
cujas condigdes sao brandas, em comparagdo com os métodos que envolvem as ligagdes
covalentes e as mudancas de conformacdo produzidas sdo pequenas, implicando em
uma atividade elevada em comparagdo a solivel (ALMEIDA et al., 2005).

Como desvantagem deste método também ha a possibilidade de desprendimento
da enzima do suporte, quando houver variacdo no pH e na for¢a i6nica do meio. As
vantagens apresentadas sdo: possibilidade de reutilizagdo do suporte, baixo custo,
simplicidade do método, disponibilidade de suportes e obtencdo de enzimas

imobilizadas com alta atividade (WEETALL, 1975).

Os suportes utilizados sdo em menor escala suportes inorganicos,
principalmente silica e resinas de troca idnica, preparadas principalmente a partir de
matrizes organicas, com grupos trocadores de ions. De acordo com o tipo de trocadores
eles sdo classificados como anidnicos ou cationicos. O trocador anidnico mais comum
contém grupos funcionais derivados de aminas e o trocador catidnico contém como
grupos funcionais sulfato, fosfato e seus derivados (KENNEDY & CABRAL, 1987).

Um exemplo foi a imobilizagdo de [-galactosidase em uma resina de troca
i6nica fracamente basica, Duolite A-568, em um reator de leito empacotado para a
obtencdo de glicose e galactose (OZDURAL et al.,, 2003). Na Tabela 2.3 sdo
apresentadas alguns exemplos de resinas trocadoras de ions adequadas para ligagdo

i6nica.



Capitulo 2 — Revisdo Bibliografica

18

Tabela 2.3 — Alguns exemplos de capacidade de trocadores i6nicos (COLLINS

etal., 1993).
Capacidade de alguns trocadores ionicos
Trocador Tipo Capacidade total
meq/g * meq/100mL"

Dowex 50 X-8 Acido forte 5,1 170
Amberlite IR-120 Acido forte - 190
SP-Sephadex C-25 Acido forte 2,3+0,3 30
Amberlite IRC-84 Acido fraco --- 400
CM-Sephadex C-25 Acido fraco 45+0,5 56
CM-Sephadex CL-6B Acido fraco - 12
CM-Cellex Acido fraco 0,7+ 0,1 -
Dowex 1 Base forte 32 140
Amberlite IRA 400 Base forte - 140
QAE-Sephadex A-25 Base forte 3,004 50
Dowex 3X-4 Base forte 2,8 190
Amberlite IRA 45 Base forte - 190
DEAE-Sephadex A-25 Base forte 3,5+0,5 50
DEAE-Sephadex CL-6B Base fraca - 15
DEAE-Sephacel Base fraca 1,4+0,1 17,1
Cellex D Base fraca 0,7+0,1 -—

a: Valor obtido por titulagdo e referente a quantidade total de miliequivalentes em relagdo ao

peso do trocador usado na determinacao.

b: Valor obtido tomado por base 100 mL da suspensdo do trocador.

¢) Ligacao metalica

Baseia-se em imobilizar enzimas empregando compostos de metais de

transicdo ou 6xidos metalicos precipitados a partir de seus sais, para ativar a superficie

de suportes organicos ou inorganicos (VICENTE, 2000). Esse método ¢ baseado na

propriedade de quelacao dos metais de transi¢do, que podem ser usados para ligar

enzimas. Embora o tipo de ligacdo seja parcialmente covalente, observa-se o

desprendimento da enzima do suporte em operacdes de longa duracdo (CABRAL, 1982;

KENNEDY & CABRAL, 1987).
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Os sais metalicos mais utilizados nos processos sdao: TiCls, TiCls, Ti(SOy)s,
FeCls, FeSO4, ZnCly, SnCly, SnCl, e VCl;. A técnica consiste em umedecer o suporte
com uma solu¢do metélica, secé-lo, lava-lo para remover o excesso de sal e coloca-lo
em contato com a solucdo de enzimas, normalmente no pH oOtimo da enzima
(VICENTE, 2000). Contudo as estabilidades conseguidas com tais catalisadores t€ém
sido baixas devido a perda de enzimas para a solugdao (FLYNN, 1978).

Suportes organicos como papel de filtro, serragem, quitina, celulose e
inorganicos como celite, 13 de vidro, alumina e silica tém sido utilizados neste processo
de imobilizagdo (KENNEDY & CABRAL, 1987).

Devido a nao reprodutibilidade dos resultados obtidos quando se usa o suporte
inorganico nesse método de imobilizagdo, além das baixas estabilidades operacionais
obtidas, varias modificagdes do mesmo t€m sido propostas, como o uso de agentes de
ligacdo cruzada, tais como glutaraldeido e 4cido tanico (CABRAL, 1982; RIBEIRO,
1989).

d) Ligacao covalente

E um método que consiste na formacdo de ligagdo covalente entre moléculas
da enzima e o material do suporte. E o método mais difundido e investigado de
imobilizagdo, pois proporciona uma grande estabilidade funcional ao biocatalisador
(GOMEZ et al., 2004). As condi¢des de reacio requeridas 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 diminui¢do da
atividade e mudanca de especificidade de substrato. Como a ligacdo covalente ¢ forte, a
enzima imobilizada ¢ estavel e ndo ocorre perda da enzima para a solugdo, mesmo na
presenca de substrato ou solucdes de alta forca ionica (CHIBATA, 1978; KENNEDY &
CABRAL, 1987).

A ligacdo covalente pode induzir alta resisténcia a temperaturas, a
desnaturantes e a solventes organicos em geral. A extensao disso depende das condigdes
do sistema, da natureza da enzima e do tipo de suporte (BAYRAMOGLU et al., 2003).

A grande variedade de processos covalentes de imobilizagdo e de matrizes com
grupos quimicos capazes de participarem diretamente ou serem ativados para formar as

ligacdes, faz desse método uma aplicagdo quase geral. A maior dificuldade ¢ o
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conhecimento da estrutura da enzima, o que dificulta o estabelecimento de uma regra
geral para a imobilizagdo (MESSING, 1978; VICENTE, 2000).

RIBEIRO (1989), estudou o processo de imobilizagdo de invertase de levedura
por processo covalente em silica de porosidade controlada, ativada por silanizagdo e
glutaraldeido.

CHEN et al. (2000), imobilizaram invertase covalentemente em particulas e
filmes do copolimero de polianilina e 4cido acrilico. A enzima imobilizada reteve de 20
a 40% de atividade comparada a enzima solivel e melhorou a atividade da enzima a
baixas temperaturas. Além disso, aumentou sua estabilidade no armazenamento em
solucao tampao.

BERGAMASCO et al. (2000) imobilizaram invertase em particulas de silica de
poros controlados pelo método de ligagdo covalente utilizando um método com silana e
glutaraldeido e obtiveram uma atividade relativa baixa em torno de 24%.

Na imobilizacdo da invertase por ligacdo covalente usando ligacdo cruzada
com glutaraldeido em um suporte de lecitina de ervilha (lectin Cajanus cajan) obteve-se
um complexo de alta resisténcia a inativacdo quando exposta em altas temperaturas, pH,
desnaturantes e enzimas proteoliticas (AHMAD et al., 2001).

AMAYA-DELGADO et al. (2005) imobilizaram invertase covalentemente em
nylon-6, a qual foi estdvel em uma ampla faixa de pH e temperatura similar a da enzima
livre e COUTINHO FILHO et al. (2005) imobilizaram invertase em silica de porosidade

controlada, a qual mostrou ser um excelente suporte para imobilizagdo desta enzima.

e) Ligacoes cruzadas e co-cruzadas

O nome de ligagdes cruzadas se da devido as ligacdes das moléculas de
enzimas entre si, por meio de reagentes bi ou multifuncionais na auséncia de suportes
solidos, formando géis de alta pureza. E também comum adicionar ao suporte outra
proteina, como a albumina, de menor custo, para aumentar as interagdes € assim
promover maior estabilidade. Entre os agentes de ligacdo cruzada mais usado estd o
glutaraldeido (KENNEDY & CABRAL, 1987). O glutaraldeido também ¢ muito
utilizado juntamente com outro método de imobilizagdo, principalmente com a ligacdo
covalente (AHMAD et al., 2001) e com adsor¢dao (D'SOUZA & GODBOLE, 2002).

A maior vantagem deste método ¢ a obtencdo da enzima quase pura, pois

requer apenas um agente bi ou multifuncional para uma reacdo muito simples de
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imobilizacao. A desvantagem apresentada ¢ a necessidade de grande quantidade de
enzima, além da perda de atividade provocada pela participagao do sitio ativo na ligacao
e as propriedades mecanicas indesejaveis da enzima imobilizada obtida, na forma de um
produto gelatinoso (KENNEDY & CABRAL, 1987).

O glutaraldeido foi utilizado por AKGOL et al. (2001) para imobilizar
invertase em microesferas de polivinilalcool, conseguindo uma retengao de atividade de
74%.

CHANG & JUANG (2005) compararam a imobilizagdo das enzimas o-
amilase, P-amilase e glucoamilase em quitosana, com ligagdes cruzadas com
glutaraldeido. Em geral as enzimas imobilizadas alcangaram altas atividades em faixas
maiores de temperatura e pH se comparada com as livres.

EMREGUL et al. (2006) imobilizaram invertase em gelatina e poliacrilamida
utilizando como agentes da ligagdo cruzada, acetato de cromo III, sulfato de cromo III e
ou sulfato potassio de cromo III. A maxima atividade de invertase imobilizada foi

obtida quando utilizou-se acetato de cromo III.

2.3.1.2 - Imobilizacao por Retencio Fisica

a) Imobilizacdo de enzimas por oclusido

O método ¢ baseado em retencdo das enzimas nos espacgos intersticiais,
podendo ser feito em géis, fibras e por microencapsulacdo em membranas. O importante
¢ reter as enzimas e permitir que as moléculas de substratos e produtos de pesos
moleculares adequados possam se difundir através e dentro da rede polimérica
(CHIBATA, 1978; KENNEDY & CABRAL, 1987; ISIK et al., 2003).

Como ndo hd nenhuma ligagdo entre a enzima e a estrutura do suporte, este
método pode ser aplicado para qualquer tipo de enzima ou mesmo a células e organelas.
E um processo muito simples e as enzimas ndo sofrem modificagdes quimicas
(VICENTE, 2000).

A oclusdo em matrizes pode ocorrer de duas formas em gel ou em fibras:

e Oclusao em géis: ocorrem em géis poliméricos insoluveis em agua. Os géis

sdo obtidos, normalmente, por polimerizacdo em sistemas bifasicos, de

forma a permitir o controle mecanico do tamanho da particula. O grau de
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ligacao do polimero deve ser controlado para permitir uma distribui¢do do
tamanho de poros adequada (KENNEDY & CABRAL, 1987).

Oclusao em fibras: ¢ um método similar ao de producao de fibras téxteis,
pois aprisiona as enzimas nas microcavidades de fibras sintéticas. Nesta
técnica o monomero ¢ dissolvido em um solvente organico e emulsionado
numa solugdo aquosa de enzima. A emulsdo ¢ for¢ada através de um
processo de extrusdo com um liquido coagulante (tolueno ou éter de
petrdleo), precipitando o polimero numa forma filamentosa, com as micro
gotas de solucdo de enzimas retidas. A principal fibra utilizada para esse
método ¢ o acetato de celulose (KENNEDY & CABRAL, 1987
VICENTE, 2000).

O método de aprisionamento em membranas envolve o confinamento da

enzima em membranas semipermeaveis ou em micro capsulas.

Encapsulacdo: inclui a enzima em cépsulas poliméricas semipermedveis
que possibilita a passagem do substrato pela membrana externa. A grande
vantagem do método ¢ a imobilizagdo de varias enzimas ao mesmo tempo e
a grande area superficial de contato. E a desvantagem ¢ que o processo nao
pode ser usado no caso de substratos de alto peso molecular (KENNEDY &
CABRAL, 1987).

Membranas (ultrafiltragdo e fibras ocas): o método consiste em colocar a
solucdo da 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

(KENNEDY & CABRAL, 1987).

TANRISEVEN & DOGAN (2001) imobilizaram invertase em capsulas de

alginato e esta resultou em 87% de atividade relativa e garantiu a atividade por 36 dias

sem decréscimo. Com a imobilizacdo foi possivel garantir maior estabilidade a altos

valores de pH (3-6) e temperatura (60°C).

Invertase foi imobilizada por uma reacdo de condensacdo de grupos epoxidos

na estrutura da membrana porosa de pHEMA-GMA ( 2-hidroxietil metacrilato-glicidil

metacrilato) com grupos amino da enzima, melhorando estabilidade térmica e em

relagdo ao pH quando comparada a enzima livre no trabalho de DANISMAN et al.

(2004).
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BAGAL & KARVE (2006) utilizaram uma membrana porosa de biopolimero

para imobilizar a invertase por meio de um composto de agarose-agar e a eficiéncia

alcangada nesta imobilizagao foi de 91%.

2.3.2 — Comparacio entre os Métodos de Imobilizaciao

Nenhum método de imobilizacdo pode ser considerado ideal, pois cada enzima

possui suas particularidades de estrutura e de composi¢do, além de cada processo

industrial ter limitagdes caracteristicas. Para encontrar o melhor método de imobilizagao

para uma situacao especifica € preciso que resulte numa boa atividade e em alta

estabilidade operacional (KENNEDY & CABRAL, 1987; VICENTE, 2000; RIBEIRO,

1989). A Tabela 2.4 apresenta algumas vantagens e desvantagens dos diferentes tipos de

imobilizagao:

Tabela 2.4 — Comparagdo entre os métodos de imobilizacdo (CHIBATA, 1978;
KENNEDY & CABRAL, 1987).

Caracteristicas Ligacdes Adsorc¢ao Ligacao Ligacao Ligacao Oclusao
Cruzadas Fisica Ionica Metalica Covalente

Preparacio Intermediario  Simples Simples Simples Dificil Dificil

For¢a da Forte Fraca Intermediario  Intermediario  Forte Intermediario

Ligacao

Atividade Baixa Intermediario  Alta Alta Alta Baixa

Recuperacio Impossivel Possivel Possivel Possivel Rara Impossivel

do Suporte

Custo Intermediario  Baixo Baixo Intermediario  Alto Intermediario

Estabilidade Alta Baixa Intermedidrio Intermediario  Alta Baixa

Aplicabilidade Nao Sim Sim Sim Nao Sim

Geral

Protecio Intermediario Nao Nao Nao Nao Sim

Microbiana

2.3.3 — Suportes para Imobiliza¢do

Viérios suportes, naturais ou sintéticos, tem sido utilizados para a imobilizagdo

de enzimas. Embora se saiba que ndo existe um suporte universal, existem

caracteristicas primordiais a serem observados para a escolha de um suporte, baseados
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em diferentes propriedades que afetam o processo de producdo (MESSING, 1978;
GALVAO, 2004; CAO, 2005), como:

>

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

Grupos funcionais na superficie: a quantidade de enzima que se une a
matriz de um suporte depende da densidade de carga de grupos funcionais
na superficie e sua distribuicdo. A escolha dos grupos funcionais, também
afeta o rendimento e a estabilidade do material;

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

Tamanho e forma: ¢ ideal ter particulas de tamanho uniforme,
preferencialmente esferas para facilitar os propdsitos de modelagem;
Resisténcia microbiana: uma das principais preocupacdes de qualquer
sistema de enzimas imobilizadas ¢ a presenca de microrganismos. A
durabilidade do suporte ¢ afetada pela resisténcia a degradagdo microbiana;
Natureza hidrofébica e hidrofilica: a compatibilidade do suporte com a
fase liquida ¢ importante para assegurar a troca do substrato e do produto
na matriz. Também pode determinar o tempo de vida do complexo enzima-

suporte a partir da adsor¢do ou de ligagdes ndo especificas;

Os suportes podem ser classificados de acordo com sua composicdo e

morfologia. A Tabela 2.5 ilustra os diferentes tipos de suportes classificados.
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Tabela 2.5-Classificagdo dos suportes de acordo com a composicio (GALVAO,
2004)

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

Os suportes podem ser classificados como porosos ou ndo-porosos. Os porosos
tém grande area superficial interna disponivel para a imobilizagdo e protege a enzima
contra turbuléncias externas, ja os nao-porosos tém a desvantagem de ndo possuir
grande area para a imobilizagdo, mas elimina o problema de transferéncia de massa
interna, devido a diminuicao do tamanho das particulas e pelo aumento de velocidade de
escoamento do fluido (CARDIAS, 1996 apud GALVAO,2004).

Na imobilizagao utilizando suportes porosos, estes devem ter poros de tamanho
suficiente para permitir a acomodacdo da enzima e o acesso do substrato. Suportes
porosos insoliveis para imobilizacdo resultam em grandes 4reas superficiais
disponiveis, mas implica em dificuldades difusionais para entrada de reagentes e saidas
de produtos, principalmente quando os substratos sdo macro-moléculas (GALVAO,
2004; SZYMANSKA et al., 2007).

Os suportes porosos sao mais adequados para o uso em reatores industriais, por
permitirem acomodacdo de alta carga de enzimas. Eles podem apresentar uma
distribuicdo controlada de poros uniformes ou ndao. Com a distribui¢do de poros
aleatorios somente uma fragdo destes estard disponivel para acomodar as enzimas.
Suportes com distribuicdo controlada de poros sdao totalmente disponiveis para a
imobilizagdo, com um amplo intervalo de didmetros de poros (COUTINHO FILHO et
al., 2005; KENNEDY & CABRAL, 1987; RIBEIRO, 1989).

A maior parte dos suportes ndo permite o acoplamento direto da enzima,

necessitando de uma etapa de ativacdo do mesmo. Utilizam para isso reagentes
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ativadores como os brometos de cianogénio e reagentes bifuncionais contendo grupos
epoxidos ou aldeidos (GALVAO, 2004).

Entre os suportes orgdnicos e inorganicos, os ultimos apresentam melhores
caracteristicas para serem utilizados nos processos industriais, principalmente pela sua
estabilidade a degradagdo fisica, quimica, térmica e microbiana, além da resisténcia
mecanica e estabilidade industrial, que evita a compactagdo em processos continuos € a
possibilidade de regeneracdo do suporte por processo pirolitico (CABRAL, 1982;
MESSING, 1978; RIBEIRO, 1989; COUTINHO FILHO et al., 2005). Os suportes
organicos apresentam uma diversidade de radicais disponiveis para a ligagdo com as
enzimas, enquanto os inorganicos possuem um carater inerte (KENNEDY & CABRAL,
1987).

Os polimeros sdo reportados como os principais suportes a serem usados para
imobilizar invertase como nos trabalhos de TANRISEVEN & DOGAN (2001),
GOMEZ et al. (2005), GURSEL et al. (2003), KIRALP et al. (2003) ¢ SANJAY &
SUGUNAN (2005). Os maiores problemas ao utilizar os suportes de polimeros sdo o
baixo pH e a baixa estabilidade térmica (SANJAY & SUGUNAN, 2005).

Existem inumeros suportes para a adsorcdo de enzimas, como bentonita,
ceramicas porosas, alumina e resinas de troca ionica. Sao suportes baratos, abundantes,
de alta resisténcia mecanica, quimicamente estaveis, ndo-toxicos, ndo poluentes e de
facil regeneracdo (TOMOTANI & VITOLO, 2006).

BAYRAMOGLU et al. (2003) concluiram que o suporte poly (HEMA-GMA)
(2-hidroxietil metacrilato glicidil metacrilato) foi excelente para imobilizar invertase,

pois foi de facil imobilizagdo, sem necessitar de uma pré-ativagao.

2.3.3.1 — Imobiliza¢do em Resinas

Resinas de troca i6nica sdo muito utilizadas para imobilizacdo de enzimas. A
resina trocadora de ions deve conter ions proprios para efetuar a troca com rapidez
suficiente, sendo necessario uma estrutura molecular aberta e permeavel, de modo que
as moléculas possam mover-se livremente. A natureza do trocador de ions ¢ complexa
e, em sua maioria sdo polimeros. Os ions ativos s3o cations em um trocador cationico e
anions em um trocador aniénico (COLLINS et al., 1993).

As propriedades fisicas das resinas trocadoras de ions sdo determinadas pelo

grau de reticulagao, este determina a preferéncia de uma resina por um ion e o grau de
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intumescimento da resina quando esta entra em contato com a agua. As resinas
altamente reticuladas sdo, geralmente, quebradi¢as, mais duras e mais impermeaveis
que as de baixa reticulagdo (JEFFRERY et al., 1992; COLLINS et al., 1993).

As resinas catidnicas trocam seu cation disponivel com o cation do meio até
atingir o equilibrio. As resinas anidnicas sdo semelhantes, trocam anions, seu carater
basico deve-se a presenga de grupos amoénio quaternario, amina substituida e amina,
sendo aquelas que tém amdnio quaternario uma resina fortemente basica (JEFFRERY et
al., 1992).

A troca de ions em uma resina fortemente acida ocorre independentemente do
pH, ja se for uma resina fracamente acida a troca se da somente em solucdes alcalinas,
na sua forma salina, sendo fracas na forma carboxilica. As resinas fortemente basicas
sd0 muito ionizadas, tanto na forma de hidroxido como na de seu sal, também tem sua
acao independente do pH (JEFFRERY et al., 1992; COLLINS et al., 1993).

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

OZDURAL et al. (2003) estudaram os parametros cinéticos da reacdo de
hidrolise de lactose utilizando a enzima B-galactosidase imobilizada em uma resina de
troca i6nica fracamente basica, Duolite S-568, em um processo utilizando um reator de
leito empacotado.

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

Otimas da enzima imobilizada, comparando-as com a livre.

2.4 — Cinética Enzimatica

Cinética enzimatica ¢ definida como o estudo da velocidade da reagado
enzimatica e como ela ¢ alterada devido as mudancas nas condi¢des experimentais,
principalmente em respeito a concentragdo da enzima, concentragdo de ligantes
(substratos, inibidores e ativadores), pH, forca idnica e temperatura.

De acordo com SEGEL (1979) a andlise correta destas mudangas das

condigdes experimentais possibilita caracterizar a reagdo enzimatica:
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» Variando-se a concentracdo de substrato e produto é possivel deduzir-se
um mecanismo cinético da reagao;

» O estudo dos efeitos da variagdo do pH e da temperatura nas constantes
cinéticas pode fornecer informagao em relacdo aos grupamentos dos sitios
ativos;

» A andlise cinética pode levar a um modelo para a reagdo enzimatica e,
reciprocamente, os principios da cinética enzimatica podem ser usados
para escrever a equacgdo da velocidade para um modelo proposto, o qual
podera entdo ser testado experimentalmente.

Qualquer taxa de reagdo catalisada por enzima depende diretamente da
concentragdo desta. Uma técnica experimental muito utilizada em cinética enzimatica ¢é
a determinagdo das taxas iniciais de reagcdo. A taxa de formagdo de produto ou de
consumo de substrato deve ser constante em toda a faixa de tempo de estudo para se
medir a verdadeira taxa inicial. Assim, ¢ preciso estabelecer o limite de linearidade para
utilizar o procedimento de taxas iniciais, antes que a concentracdo de produtos (P)
versus tempo (t) e velocidade (V) versus concentragdo de enzimas (E;) se tornem ndo
lineares.

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

Com relacdo ao efeito da concentracdo do substrato, para situacdes onde efeitos
inibitorios de substrato e de produto sdo despreziveis, o modelo cinético mais utilizado
¢ ode Michaelis-Menten, Equacao 2.1 ( BAILEY & OLLIS, 1986).

V,.S
vV=—>"m— 2.1
K,+S @1

O parametro V,, indica a velocidade limitante de uma reagdo catalisada por
enzima nas condi¢oes de saturagdo, sendo denominado velocidade maxima da reacao
(ou taxa maxima de reagdo), ¢ K;, a constante do modelo de Michaelis-Menten.

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

produto deve ser desprezivel, ou seja, nos instantes iniciais da reagdo. Para situacdes
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onde as concentragdes de enzimas e substratos sdo comparaveis, a equagao de Michaelis
e Menten pode ser inapropriada, como ocorre nos finais dos processos enzimaticos
conduzidos em batelada. Para situagdes de processos industriais, em presenga de altas
concentragdes de substrato ou de produtos e em presenga de inibidores presentes no
meio reacional, deve-se utilizar modelos cinéticos mais elaborados, porém a maioria
destes tem como ponto de partida a equacao de Michaelis-Menten, na qual sdo inseridos
termos de correcdo, para levar em conta inibidores, ativadores e multiplos substratos
(RIBEIRO, 1989).

ROCHA et al. (2006) obtiveram a descricio adequada da sua cinética
utilizando inulinase livre e imoblizada pelas equagdes de Michaelis e Menten nas
condi¢des de temperatura e abaixo do pH o6timo. O uso do método de regressdo nao-
linear para determinar os parametros cinéticos contando com o melhor ajuste dos dados
experimentais foi comparado com a linearizagdo convencional de Lineweaver-Burk.
Obteve o K,, da inulinase livre igual a 153 g/L a 55°C e pH=4,5, enquanto o K,
aparente da inulinase imobilizada foi 108 g/L a pH=5,5 e 50°C.

2.4.1 — Presenca de Inibidores no Meio Reacional

A determinagdo da cinética enzimatica de reagdes na presenca de inibidores
pelo modelo de Michaelis-Menten, feitas as devidas modificacdes € relativamente
simples e possivel. Porém, a medida que os sistemas vao se tornando mais complexos a
determinagdo cinética requer um tratamento mais detalhado e rigoroso. A seguir sao
apresentados alguns modelos cinéticos que consideram inibi¢do pelo substrato ou pelos
produtos da reagdo, todos derivados do modelo classico de Michaelis-Menten, muito
utilizados em processos com reagdes envolvendo um substrato, ou dois substratos, com

um deles em excesso, como ¢ comum nas reagdes de hidrolise (RIBEIRO, 1989).

Quando uma alta concentragdo de substrato estd presente, esta pode inibir a
taxa de reacdo. A velocidade da reacdo atinge um maximo conforme vai aumentando a
concentragdo de substrato e apds este ponto, um acréscimo de substrato inibe a reagao.
E assumido um mecanismo onde a segunda molécula de substrato se liga a0 complexo
ES, formando um complexo ESS. A Equacgdo 2.2 representa este efeito inibitorio,

conhecida como modelo de inibi¢do pelo substrato:
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k
ve— In*S (2.2)

2
Km+S+S—
K.

Sendo: K; ¢ a constante de inibi¢ao pelo substrato.

Além da inibicao pelo substrato, na literatura ¢ apresentado grande nimero de
modelos de inibi¢cdo enzimatica, tanto pelos produtos da reagdo, como por componentes
do meio reacional, sendo os modelos mais comuns: inibi¢do competitiva, nao-
competitiva, acompetitiva, mista linear e parcialmente nao-competitiva, os quais sao

representadas pelas Equacdes 2.3, 2.4, 2.5, 2.6 € 2.7 , respectivamente:

V= VS (2.3)
[S + Km.(1+ID
Ki
V= VS 24
[Km *{1+]+ S *(1+ID
K, K,
Ve V,.S 2.5)
[Km + S.(HI J
KI
V= VS (2.6)
[Km.{HI +S.[1+ID
K; akK;
V,.S [1+|]
K
V= ' 2.7)

A inibi¢do competitiva caracteriza pela competicdo entre o inibidor e o
substrato pelo sitio ativo da enzima. Enquanto este agente se mantém ligado a enzima
ndo ocorre reacao, pois impede a formacdo do complexo enzima-substrato. Esse agente
pode ser um andlogo nao metabolizdvel ou um derivado de substrato verdadeiro ou um
produto da reagdo. Neste tipo de inibi¢do o valor de K,, aumenta e V, permanece

constante. A Figura 2.3 ilustra esquematicamente o mecanismo de inibi¢do competitiva.
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Inibigao Competitiva

Substrato

Figura 2.3 - Representagdo esquematica do mecanismo de inibi¢do competitiva

(GALVAO, 2004).

Na inibi¢do nao-competitiva o inibidor se liga ao um sitio diferente ao que o
substrato iria se ligar, formando o complexo EI e o ESI, impedindo que o substrato se
aloje perfeitamente em seu sitio ativo, diminuindo a velocidade de formacao de produto.
Esta inibicdo ird produzir redu¢do em V,,, mas a afinidade da enzima pelo substrato ndo
sofrera alteragdo, ou seja, ndo havera alteragdo no K. A Figura 2.4 ilustra

esquematicamente o mecanismo de inibi¢ao ndo-competitiva.

Inibigao Nao-Competitiva

E+l == El Enzima E+5== E5 — E+P
K | <SS

Inibidor - ~Substrato  Produto

PR X gy
8 3

R

|El+S == E.Sll
53

Figura 2.4 - Representacao esquematica do mecanismo de inibigdo nao

competitiva (GALVAO, 2004).

A inibicdo acompetitiva caracteriza-se pela formag¢do de um complexo ESI
inativo. Assim, qualquer que seja a concentracao de substrato haverd sempre uma forma
improdutiva (complexo ESI), reduzindo-se a velocidade maxima da reagdo. O valor do

parametro K,, também diminui, pois parte do complexo produtivo ES ¢ consumido no
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processo de formacao do complexo improdutivo. A Figura 2.5 ilustra esquematicamente

0 mecanismo de inibi¢do acompetitiva.

Inibicao Acompetitiva

ﬁcwo—%
( + ¢

Enzima
[ES= 65— &)

Substrato - ‘ 7

1\
|
.
{

Figura 2.5 - Representacdo esquematica do mecanismo de inibi¢ao

acompetitiva (GALVAO, 2004).

Na inibicdo mista linear a presenca do inibidor I na enzima modifica a
constante de dissociagdo de K, para A*K,,. E na inibi¢ao parcialmente ndo competitiva
o inibidor I modifica diretamente a velocidade maxima e o valor de K;.

Um inibidor comum presente em vdrias reagdes € a concentracdo do substrato,
por isso ¢ importante estudar a concentragdo ideal de substrato que nao oferece risco de
inibicdo. A invertase ¢ uma enzima muito sensivel a inibi¢do pela sacarose. BAGAL &
KARVE (2006) estudaram a inibi¢do pelo substrato na enzima livre e na imobilizada
em membranas, em varias concentracdes de sacarose, ¢ obteve uma inibi¢ao de 12% na

livre e de 20% na imobilizada.

2.4.2 — Determinacio dos Parametros Cinéticos

Cada sistema enzima-substrato apresenta valores caracteristicos dos pardmetros
cinéticos para cada modelo cinético considerado, para condi¢des especificas de pH,
temperatura e concentragdo de substrato. Para cinéticas com enzimas imobilizadas, os
parametros cinéticos podem sofrer alteracdo em relagdo as livres. DANISMAN et al.
(2004), sugeriram um aumento de K, ¢ uma diminui¢do de V,, na imobilizagdo de

enzimas em polimeros.
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GURSEL et al. (2003) estudaram os pardmetros cinéticos K, e V. para
invertase livre e imobilizada em temperatura e pH constantes, enquanto variava a
concentragdo de substrato. O perfil da atividade enzimatica seguiu a cinética de
Michaelis e Menten, e os parametros K, ¢ V,, foram obtidos pelo método grafico de
Lineweaver-Burk, indicando diminuicdo para o valor de V,, e aumento de K,, para
enzima imobilizada em relagao a livre.

Os parametros cinéticos de invertase imobilizada e livre foram determinados
por BAYRAMOGLU et al. (2003). O valor da constante de Michaelis K, mostrou um
significativo crescimento de 2,7 vezes quando a enzima estava imobilizada enquanto o
Vi diminuiu.

CHANG & JUANG (2005) estudaram a cinética da reacdo enzimadtica de trés
enzimas: a-amilase, B-amilase e glucoamilase. Os valores encontrados de K., e V,, das
trés enzimas foram maiores quando estas estavam imobilizadas, com excecdo da
glucoamilase que obteve o V,, maior quando o ensaio era com a enzima livre.

BORA et al. (2005) determinaram os valores de K, ¢ V,, igual a 45,12mM e
362,31 U/mg, respectivamente, para a invertase imobilizada. Para a enzima livre
encontrou-se K= 25,91mM e V,,=416,67 U/mg. Pode ser observado que o valor de K,

para a invertase imobilizada foi de 1,7 vezes a livre.

2.4.3 — Influéncia da Temperatura e do pH na Atividade e na Estabilidade

A temperatura exerce uma grande influéncia na atividade e estabilidade das
enzimas. Um aumento desta imprime maior energia cinética as moléculas dos reagentes
ocasionando maior nimero de colisdes produtivas por unidade de tempo (SEGEL,
1979). As constantes de taxa de reacdo variam com a temperatura segundo o modelo de

Arrhenius, Equagdo 2.8.

—Ea
k=A*eRT (2.8)

Sendo: k ¢ a constante da taxa de reacdo, A ¢ o fator de freqiiéncia para a reagdo, E, ¢ a
energia de ativagdo e T ¢ a temperatura absoluta.

O conhecimento da cinética de desativagdo das enzimas ¢ de grande
importincia no projeto de reatores enzimdticos. A estabilidade das enzimas ¢ um dos

fatores primordiais na determinacdo da possibilidade de sua aplicagdo em muitos

processos biotecnologicos. Segundo HENLEY & SADANA (1985) o modelo de
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desativagao de primeira ordem ¢ freqlientemente adequado para representar a cinética
de desativagdo enzimatica. No entanto, por uma revisdo na literatura disponivel,
verificaram que a taxa de decréscimo em atividade ndo ¢ sempre constante. Esses
autores classificaram as curvas de desativacdo em dois casos. Num deles, a atividade ¢
sempre menor que a inicial e no outro, a atividade pode ser maior que a inicial num
periodo de tempo e propdem uma cinética de desativagdo em série € agrupam 0S casos
de desativacdo, encontrados nesta literatura, em vérias categorias diferentes. O modelo

de desativacdo térmica em série esta representado no mecanismo seguinte.

E—XS>E" X5 E~

. .. E E ,
Sendo: o e a, as taxas especificas de atividade El e Ez respectivamente ;

k; e k> os coeficientes da taxa de desativacao de primeira ordem;

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

O estado intermedidrio E; e o estado final E, sdo ambos homogéneos. Este
modelo considera duas etapas de primeira ordem irreversiveis na presen¢a da enzima
ativa (E), tanto quanto as espécies modificadas (E; e E, ), sendo estas com atividades
especificas diferentes da enzima na sua forma nativa (JURADO, et al., 2004). A
Equagdo 2.9 ilustra a expressao da atividade média que foi obtida derivando o estado
final E,, admitindo valor especifico de atividade diferente de zero GIACOMINI, et al.
(2001):

ok o K, K,

A= 1+k2—k1 K —k exp(—k,t) - —k2 <

(o, —ay)exp(—K,t)+a, (2.9)

Se k; for igual a zero a Equagao 2.9 se reduz a 2.10:
A=(1-a,)exp(—k )+ ¢ (2.10)

Na maioria dos estudos de desativagdo térmica de enzimas, considera-se
cinética de primeira ordem para relacionar atividade enzimatica com o tempo, a uma
dada temperatura (RIBEIRO, 1989). Supondo desativagao de primeira ordem, obtém-se
a Equagdo 2.11.
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=k, A @2.11)

Integrando a Equagdo 2.11 para o intervalo de tempo t = 0 até t, obtém-se a

Equacao 2.12.

A=A .exp(—k,.t) (2.12)
Sendo k4 a constante cinética de desativagdo térmica, ou taxa especifica de inativagao

térmica, representada na equagdo 2.9 por k;.

Um conceito comum em cinética quimica e enzimatica ¢ o tempo de meia vida,
t, , que € o tempo necessario para que a atividade relativa da enzima (A/A,), da Equagdo
2.12, seja igual a 0,5, ou seja, o tempo necessdrio, a uma temperatura T, sob condi¢des
especificas, para que a atividade catalitica seja reduzida a metade da inicial. Da Equa¢ao
2.12, e com o conceito de tempo de meia vida, tem-se a Equagao 2.13.

__ln(O,S)

5= 2.13
” kd (2.13)

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

dado pela Equacao 2.14.

-E
k, =A- d 2.14
d eXp(RTJ ( )

A Equagdo 2.14 na forma linearizada pode ser representada pela Equagao 2.15,
na qual ¢ possivel determinar a energia de ativacdo do fendmeno de desativagao térmica
da enzima estudada.

E 1
R T
Seguindo a lei de Arrhenius, CHANG & JUANG (2005) determinaram a

ln(kd)=ln(A)— (2.15)

desativagdo térmica das enzimas a-amilase, B-amilase e glucoamilase, na forma
imobilizada e na livre por uma descricdo da equacdo cinética de pseudo-primeira-
ordem.

Em uma reagdo enzimatica o aumento da temperatura leva ao um aumento da
taxa até atingir um maximo correspondente a “temperatura 6tima”, depois decresce

rapidamente devido a desnaturacdo da enzima. Na determinagdo desta temperatura
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Otima deve se tomar cuidado para que a atividade da enzima seja constante pelo menos
durante a realizacao do experimento, pois caso contrario tem-se dois efeitos, o aumento
da taxa da reagdo e a desnaturac¢do da enzima (SEGEL, 1979).

A estabilidade térmica da enzima depende do meio em que ela se encontra, tais
como: pH, concentracdo de substrato, presenca de estabilizadores e também se esta na
forma livre ou imobilizada (BAILEY & OLLIS, 1986).

O pH também exerce grande influéncia na atividade e estabilidade das
enzimas. Os varios aminoacidos que compde a proteina possuem grupos laterais
basicos, neutros ou acidos, portanto a enzima pode ser carregada positivamente ou
negativamente, dependendo do pH. Tais grupos ionizéaveis sdo frequentemente parte do
sitio ativo, j& que um mecanismo catalitico dcido-base estd ligado a catélise enzimatica.
Assim a enzima para estar cataliticamente ativa sO existe um estado particular de
ionizagdo. Dessa forma, a enzima ativa sera uma fragdo maior ou menor da
concentracgdo total da enzima, dependendo do pH. A taxa da reagao aumenta com pH até
um valor 6timo a partir do qual a taxa decresce, ou devido a desnaturagdo ou a
existéncia de estados de ionizagdo inadequados (SEGEL, 1979; DIXON & WEBB,
1979).

BORA et al. (2005) obtiveram o pH 6timo tanto para a invertase livre quanto
para a imobilizada igual a 5,0, embora as atividades residuais da enzima imobilizada
foram menores do que a solivel. A temperatura 6tima das enzimas livres e imobilizadas
também coincidiu por volta de 45°C e com o aumento de temperatura acima da 6tima as
enzimas livres decairam rapidamente sua atividade, enquanto as imobilizadas retiveram
um pouco mais de atividade, devido o aumento da sua estabilidade térmica.

A invertase adsorvida em silica demonstrou um aumento em K,, e um alto
gfeito difusional devido a resisténcia a transferéncia de massa. Isso pode ser resultado
da adsor¢do da enzima muito proximo ao sitio ativo. O pH o6timo foi inalterado na
imobilizacdo por ligacdo covalente, enquanto aumentou nas espécies adsorvidas. A
estabilidade em relagdo ao pH também melhorou. Similarmente, a temperatura 6tima e a
estabilidade térmica foram aumentadas na imobilizacdo (SANJAY e SUGUNAN,
2005).

Estudo cinético mostrou que invertase adsorvida em polietilenoglicol
dimetacrilato quelado com cobre seguiu uma desativagdo térmica de pseudo-segunda-
ordem e foi mais resistente a desnaturacao a altas temperaturas do que a soluvel. O valor

da constante K;, foi significativamente maior na forma adsorvida, o que indica
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diminui¢do de afinidade da enzima pelo seu substrato, considerando que V, foi menor
na invertase adsorvida. A temperatura 6tima da forma adsorvida foi 10°C acima da livre
e a estabilidade de armazenamento aumentou com a adsor¢do (OSMAN et al., 2005).
GOMEZ et al. (2005) também obtiveram um aumento da temperatura 6tima de 10°C ¢
de 9°C na termoestabilidade a partir da imobilizagdo da invertase.
AMAYA-DELGADO et al. (2005) observaram a influéncia do pH na atividade
da invertase na hidrolise de sacarose na faixa de 5,0 a 7,0 e o pH de maior atividade
tanto para a livre quanto para imobilizada foi de 5,5. A temperatura de maior atividade
da invertase foi na faixa de 65 a 70°C para a imobilizada e 55 a 65°C para a livre, e

ambas tiveram uma rapida queda a partir de 70°C.

2.4.4 — Efeito da Imobilizacdo nas Propriedades da Enzima

A enzima imobilizada apresenta varias vantagens em relacdo a livre, porém
alguma alteracdo nas propriedades fisicas e quimicas, depois da imobilizagdo pode
implicar em mudancas na atividade, estabilidade e cinética da enzima imobilizada. Nos
processos utilizando enzimas imobilizadas o parametro de maior importincia ¢ a
estabilidade operacional, pois somente com o tempo de meia-vida suficientemente
longo os processos com enzimas imobilizadas serdo mais econdmicos se comparado
com o uso de enzimas soluveis. Isto reduziria o custo devido a menor quantidade de
enzima necessaria, o qual deve ser suficiente para cobrir os custos de imobilizagdo
(ZANIN, 1989).

A estabilidade operacional da enzima imobilizada depende de fatores como:
desprendimento da enzima do suporte; obstru¢do dos poros por impurezas ou produtos
secundarios; perda do suporte por atrito ou dissolu¢do; obstrucdo de leitos fixos,
causando canais preferenciais e crescimento de microrganismos. (ZANIN, 1989).

Normalmente as enzimas imobilizadas mantém sua atividade em condigdes de
estocagem especificas de temperatura e pH. A estabilidade de estocagem das enzimas
imobilizadas geralmente ¢ superior a das livres, mas depende do método de
imobilizacao, do suporte e da solu¢ao a ser estocada (CHIBATA, 1978; BAGAL &
KARVE, 2006).

Quando a enzima ¢ imobilizada o pH de maior atividade pode ou nao se alterar.
Se o suporte é carregado, as propriedades cinéticas da enzima imobilizada pode diferir

da solavel, mesmo na auséncia de efeitos difusionais. Esse comportamento pode ser
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atribuido ao fato de que as concentragdes de espécies carregadas, tais como substrato,
ions hidrogénio ou hidroxila e outros no microambiente da enzima imobilizada, sdo
diferentes da solugdo externa, devido a interagdes eletrostaticas com cargas fixas no
suporte (RIBEIRO, 1989).

A alteracao no perfil de temperatura pode ser observada entre as enzimas livres
e 1mobilizadas, o que pode ser causado pelos efeitos difusionais, mudancas
conformacionais e efeitos estereoquimicos. Essas podem refletir em um aumento ou
diminuicdo da temperatura Otima alcancada pela enzima imobilizada em relagcdo a
soluvel (RIBEIRO, 1989).

Em 2006, BAGAL & KARVE obtiveram uma excelente estabilidade de
estocagem com a invertase imobilizada em membranas, uma vida de prateleira de 110
dias. Além disso, a invertase entrelagada mostrou a melhor estabilidade operacional e
foi reutilizada por até 12 ciclos. Os parametros cinéticos da invertase imobilizada e da
soluvel sugeriram que a matriz oferece resisténcia minima para a difusao do produto e

do substrato.

2.5 — Reatores com Enzimas Imobilizadas

Das varias aplicagdes para enzimas imobilizadas a mais importante ¢ sua
aplicacdo industrial, por isso o assunto ¢ tdo discutido. Em processos industriais, as
enzimas imobilizadas sdo empregadas em reatores quimicos, normalmente similares aos
utilizados em catalise quimica (CHIBATA, 1978; CAO, 2005; BULCHHOLZ et al.,
2005).

Os reatores enzimaticos sdo classificados em homogéneos e heterogéneos,
dependendo do numero de fases presentes no processo, sendo que no processo
homogéneo ocorre apenas uma fase, enquanto no heterogéneo ha duas ou mais fases.
Um exemplo de heterogéneo ¢ a solucao de substrato sendo a fase liquida e a enzima
imobilizada a fase solida. Outra classificagdo baseia-se na forma de operacdo,
descontinuo (batelada) ou continuo, ao grau de mistura: perfeita ou de escoamento
tubular. O perfil de concentracdo dentro dos reatores pode variar apreciavelmente
(RIBEIRO, 1989; CHIBATA, 1978; CAO, 2005; BULCHHOLZ et al., 2005).

Enzimas imobilizadas possibilitam uma catdlise heterogénea com Otimas
vantagens: € possivel utilizar um unico grupo de enzimas repetidas vezes e parar a
reacdo apenas removendo fisicamente as enzimas imobilizadas da solu¢do, além disso,

inclui a facilidade de determinagdo analitica de uma mistura complexa em um volume
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pequeno (ERGINER et al., 2000). Uma classificagdo de reatores levando em conta o

modo de operagao e as caracteristicas hidrodinamicas esta representada na Tabela 2.6.

Tabela 2.6-Classificac¢do de reatores enzimaticos (ZANIN, 1989).

Modo de Caracteristicas Tipo de reator
operacio hidrodinAmicas
Descontinuo Mistura perfeita Reator batelada de tanque agitado (“BSTR”)
(Batelada)
Tubular Reator batelada com recirculagdo (“BRR”)
Continuo Mistura perfeita  Reator continuo de tanque agitado(“CSTR”)

Reator continuo com agitacdo € com membrana de
ultrafiltragcdo (“CSTR-UF”)

Tubular Reator de leito fixo (“PBR”)
Reator de leito fluidizado (“PFR”)

Reator de membranas

2.5.1 — Reatores Descontinuos

Sao reatores utilizados, em sua maioria, para processos com enzimas em
solugdo, onde o substrato e a enzima sdo introduzidos juntos no reator € o conteudo ¢é
descaregado quando se atinge o grau de conversao desejado.

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

e Mudangas nas condicdes no decorrer da reacdo, o que acarreta

equipamentos de controle mais complexos;

e Problemas na ampliagdo de escala, pois ¢ dificil manter a entrada

proporcional de poténcia a medida que o volume do reator aumenta;

e Variagdo da qualidade do produto de uma batelada a outra;

e Presenca de tempo morto entre as bateladas.

Um reator batelada tipo tanque agitado (“BSTR”- Batch Stirred Tank Reactor)
¢ de concepcao bastante simples, pois trata-se de um tanque com um agitador mecanico,
que permite um bom grau de mistura, apresentado na Figura 2.6a. Quando as enzimas
imobilizadas sdo utilizadas neste reator estas devem ser separadas em uma etapa

subseqiiente, podendo ser por filtracdo ou centrifugacdo, o que pode provocar perdas de
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particulas do catalisador, bem como a desativagdo parcial das enzimas imobilizadas.
Ainda pode haver a quebra de alguns suportes devido ao contato com o agitador. Para
superar ou minimizar alguns desses problemas foram criados outros modelos de reatores
descontinuos. Um desses ¢ o reator com agitacao provido de um cesto (“basket reactor”)
que retém as enzimas imobilizadas, impedindo sua perda por atrito com o agitador ou

no processo de separagao de produtos (CARBERRY, 1976; MESSING, 1978).

BERGAMASCO et al. (2000) utilizaram o reator batelada com a invertase livre
e imobilizada covalentemente em silica de poros controlados, com volume de solugdo
de substrato de 50 mL, onde a reagdo ocorreu com intensa agitagdo € com o controle de

temperatura.

J& no trabalho de TANRISEVEN & DOGAN (2001) a atividade da invertase
imobilizada em capsulas de gel foi determinada em um reator de mistura com agitagao
magnética de 450 rev./min, de volume de 1000 pL, 50 L. de mistura de reagdo e 950
puL de dgua destilada.
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Figura 2.6 — Exemplos de reatores para enzimas imobilizadas (VICENTE,
2000).
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2.5.2 — Reatores Continuos

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

O reator continuo tipo tanque agitado (“CSTR”) consiste em um tanque com
entrada de substrato e saida de produtos. Possui uma eficiente agitacdo que promove o
contato intimo entre a enzima e o meio reacional, evitando gradiente de concentragdo e
de temperatura. Existe uma variedade de configuragdes de CSTR, em sua forma mais
simples, como mostrado na Figura 2.6b, o substrato ¢ adicionado ao tanque contendo a
enzima imobilizada, a qual fica em suspensdo, enquanto que o produto e o substrato
remanescente sdo retirados continuamente. Um filtro é colocado na saida do tanque
impedindo que as enzimas imobilizadas sejam retiradas do sistema.

Outra configuracao desse reator ¢ mostrada na Figura 2.6¢, na qual as enzimas
imobilizadas sdo retidas nas pas do eixo de agitacdo, com intuito de minimizar a
resisténcia a transferéncia de massa entre a fase liquida e o biocatalisador, e
principalmente reduzir a quebra e o desgaste da particula.

O reator tubular ideal ¢ caracterizado por uma variacao das concentracdes dos
componentes da entrada até a saida. O fluido escoa através de um tubo ou de uma
coluna promovendo o chamado de fluxo pistonado. Os reatores tubulares utilizados com
enzimas imobilizadas sdo de leito fixo, de leito fluidizado e de membrana. O reator de
leito fixo (“PBR” — Packed Bed Reactor) ¢ o mais utilizado na catalise heterogénea.
Consiste de uma coluna recheada com particulas do biocatalisador, a qual ¢ percolada
pela solucdo de reagente a ser tratada, demonstrado na Figura 2.6d. O escamento no
reator pode ser ascendente ou descendente. A desvantagem de utilizar o fluxo
descendente ¢ a possivel compactacao natural das particulas ocasionando caminhos
preferenciais do fluido na coluna.

RODRIGUES et al. (2000) estudaram a inversdo da sacarose pela invertase

imobilizada em resinas catidonicas Amberlite IR-120, as quais foram empacotadas nas
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colunas por onde passava o xarope de sacarose ¢ sofria a hidrélise. O reator era formado
por uma coluna de vidro encamisada, um banho termostatizado com recirculacdo de
dgua e uma bomba peristaltica. A condicdo de processo desenvolvida permitiu a
obten¢do de um produto final de alta qualidade, preservando a integridade das resinas.
O produto final estava de acordo com as especificagdes da National Soft Drink
Association of USA, podendo ser utilizada na fabricacdo de refrigerante.

Em escala de laboratério um reator de coluna contendo invertase imobilizada
em CCL-Seralose extraida do Cajanus cajan, manteve a atividade enzimatica por um
més e reteve 80% de atividade durante 60 dias a temperatura de 4°C (AHMAD et al.,
2001).

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

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

O reator de leito fluidizado (“FBR” — Fluidized Bed Reactor) ¢ um hibrido do
PBR e do CSTR, em termos de comportamento de fluido. Possui a forma geométrica de
uma coluna, onde as particulas imobilizadas ficam em suspensdo, evitando o risco de
colmatagdo (Figura 2.6e). O fator limitante para o uso desse tipo de reator ¢ o custo
energético necessario. Sdo os mais adequados quando a rea¢do ocorre em solugdo
contendo substrato com elevada viscosidade ou ainda quando substrato ou produto sdo

£aS0S80s.

A operagao de reatores de membranas ¢ 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 2.6f).
Os reatores de membranas sdo divididos em duas categorias: aqueles que operam com
substratos de baixo peso molecular que tanto o substrato quanto o produto permeiam a
membrana e aqueles que convertem substratos de macromoléculas, em que somente o
produto permeia a membrana. Entre as inlimeras vantagens desse processo estd o
aumento da transferéncia de massa, com conseqiiente aumento da produtividade e a
possibilidade de conduzir reacdes bifasicas. Por outro lado, a desvantagem ¢ a

possibilidade de escape das enzimas nos poros da membrana, causando uma reducdo



Capitulo 2 — Revisdo Bibliografica 43

gradual da eficiéncia. No caso da enzima imobilizada na superficie da membrana, pode
ocorrer inibicdo, normalmente por concentragdes inadequadas de substratos e produtos,
devido ao acimulo gradual dos mesmos na forma de uma camada de gel adjacente a
membrana (VICENTE, 2000).

BAYRAMOGLU et al. (2003) utilizaram um reator continuo de leito fixo para
hidrolisar a sacarose com invertase imobilizada em um filme de HEMA-GMA (poli
(hidroximetil metacrilato-co-glicidil metacrilato)). Apds 90 horas de operacdo a enzima
ndo perdeu atividade e apos 168 horas houve uma queda de 8% da atividade inicial,

resultado da inativacdo da enzima em uso.

2.5.3 — Fatores que Influenciam a Sele¢ao do Reator

De acordo com MESSING (1978), BAILEY & OLLIS (1986), CAO (2005) a
selecdo do tipo de reator a ser utilizado em um processo com enzimas imobilizadas
depende de fatores como:

» Forma da enzima imobilizada

Uma enzima imobilizada pode se apresentar em diversas formas tais como:
particulas, membranas, fibras.

Um reator tipo “CSTR” ¢ aconselhado para particulas bem resistentes ao
atrito, pois pode ocorrer reducdo do diametro médio das particulas do biocatalizador,
que pode sair do reator, contaminando o produto final. A opc¢do do reator tipo cesta
reduz muito a intensidade dessa abrasdo.

Particulas com didmetro reduzido (<300um) ndo deve ser utilizados em
reatores de leito fixo, pois acarretam um aumento na queda de pressdo ao longo do leito
catalitico. Assim, a melhor op¢do para empregar enzimas imobilizadas deformaveis e de
diametro reduzido ¢ a utilizacdo de leito fluidizado, o qual evita a queda de pressao e
problemas de entupimento (VICENTE, 2000).

Enzimas na forma de membranas ou em fibras sdo mais adequadas ao uso de
leito fixo e em alguns casos quando estdo divididas em pedagos pequenos, pode utilizar
reator tipo “CSTR”.

» Natureza do substrato

Substratos que contém sélidos em suspensdo, natureza coloidal ou apresentam

alta viscosidade sdo suscetiveis de bloquear reatores de leito fixo, conduzindo a
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elevadas quedas da pressdo. Por isso, neste caso o mais utilizado ¢ o reator tipo “CSTR”
que pode processar substratos coloidais e até insoluveis, desde que o grau de agitacao
seja intenso.

Para solucdes de substratos que contenham impurezas insoliveis, as mesmas
devem ser filtradas na entrada para ser possivel a utilizagdo em leito fixo.

» Requisitos operacionais de reagdo

Para sistemas que requerem controle de pH e temperatura, os reatores mais
adequados sao do tipo “CSTR”.

» Cinética da reagao

As enzimas que seguem a cinética de Michaelis-Menten, em que a velocidade
da reacdo ¢ menor em baixas concentracdes de substrato, sdo menos produtivas em
reatores tipo CSTR do que em leito fixo. Entdo quando se deseja um alto grau de
conversao e apresenta gradientes de concentragdo de substrato no interior do reator o
mais adequado ¢ o de leito fixo.

» Teor de enzima no suporte

A concentragdo de biocatalisador (massa de suporte/volume de reator) ¢
pequena em “CSTR”, mediana em leito fluidizado e alta em leito fixo. Logo se a
capacidade do suporte em reter a enzima for baixa, a utilizagdo de reatores tipo “CSTR”
e leito fluidizado pode necessitar de um elevado tempo de residéncia ou operacdes em
varios reatores em série, o que pode acarretar problemas de viabilidade econdmica do
processo.

» Caracteristicas de transferéncia de massa

A possibilidade de utilizacdo de particulas biocataliticas de pequeno diametro
(da ordem de 10um), e a decorrente acessibilidade do substrato a estas nos reatores de
leito fluidizado, conduzem a diminui¢do dos problemas de transferéncia de massa e de
calor neste tipo de reator comparativamente ao de leito fixo, sem causar o problema de
abrasdo existente nos reatores do tipo “CSTR”.

» Facilidade de substituicao do catalisador e sua regeneracao

Quando héd a necessidade de manipulagdo do biocatalisador no interior do
reator para manutencdo da atividade catalitica, ou seja, operagdes de retirada continua
ou periddica de enzimas imobilizadas, os reatores de leito fluidizado e tipo “CSTR” sdo
as melhores op¢des.

» Facilidade de construgao do reator e custo do mesmo
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O reator tipo tanque continuo agitado “CSTR” ¢ o de concep¢ao mais simples
e, portanto, o mais simples de construir. Entretanto, os custos operacionais deste e do
leito fluidizado sdo mais elevados que o de leito fixo, devido a necessidade de uma

potencia alta de agitacdo e de fluidiza¢do do contetido do reator.

2.5.4 — Problemas Operacionais de Reatores Enzimaticos

Além dos problemas de natureza fisica, como entupimento, abrasdo de
particulas, dificuldades de fluidizagdo, pode citar outros que contribuem para a
desativagdo e queda de conversdo, como o excesso de agitacdo, variagdes de
temperatura por falha do controle termostatico, variagdes de composi¢do na corrente de
alimentag¢ao e, principalmente, contamina¢ao microbiana.

Em reatores submetidos a longos periodos de operacao continua, a contaminagao
pode se tornar um problema muito sério. Uma alternativa ¢ um tratamento peridédico do
reator com agentes bacterostaticos ou fungicidas, ndo prejudiciais ao biocatalisador ou a
esterilizacdo do substrato na alimentagdo do reator (CHEETHAM, 1985). Outra opg¢ao
seria a operacdo em temperaturas elevadas, mas depende do limite da estabilidade da

enzima.



CAPITULO 3 - MATERIAIS E METODOS

3.1 — Materiais

3.1.1 — Enzima e Reagentes

A enzima utilizada neste trabalho foi invertase (PB-frutofuranosidase
frutohidrolase, E.C.3.2.1.26, Grau V, coédigo 9001-57-4, da levedura Sacaromyces
cerevisae), adquirida da Sigma. A atividade enzimatica declarada no rétulo pelo
fabricante era de 46 U/mg de so6lido, sendo U definido como 1 micromol de sacarose
hidrolisada a agtcar invertido por minuto a pH 4,5 e 55°C, que corresponde a 16,6 Us.
Esta enzima ¢ utilizada na forma de po6 e por todo trabalho a concentragdo da mesma
refere-se a grama do produto comercial por litro (g/L).

O substrato utilizado foi sacarose de grau analitico das marcas Isofar e Vetec.

Todos os demais reagentes foram de grau analitico.

3.1.2 — Suportes para Imobilizacao

As resinas de troca i0nica, Marathon A e Marathon C foram obtidas da Dow
Chemical Company, sdo esferas totalmente perfeitas e Duolite A-568 e Duolite S-761
foram adquiridas da Rohm Hass. A resina anidnica fortemente basica Dowex Marathon
A ¢ aplicada em desmineralizacao de dgua; Dowex Marathon C ¢ um trocador catidnico
fortemente acido, utilizado para aplicagdes em abrandamento e desmineralizacdo de
agua; Duolite A-568 ¢ um trocador anidnico fracamente bésico, com ligacdes cruzadas
de fenol-formaldeido que ¢ usada como suporte de enzimas em vdrias aplicagdes de
bioprocessos, possui um tamanho médio de poro de 0,78 mL/ grama de volume de poro;
Duolite S-761 é um trocador anidnico fracamente basico que ¢é utilizado para remog¢ao
de proteinas, impurezas organicas com aplicacdo comercial na purificacdo de farmacos,

possui um tamanho médio de poro 0,43 mL/grama de volume de poro.
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3.1.3 — Reator

O reator utilizado nos experimentos de hidroélise de sacarose por invertase nas
formas livre e imobilizada foi um microrreator de mistura, com volume total de 200 mL,
com camisa externa para circulagdo de dgua proveniente de um banho termostatizado
para controle de temperatura e provido de agitagdo magnética. Para os ensaios com a
enzima na forma imobilizada, as particulas da mesma eram retidas em uma cesta de aco
inox de 100 mesh, evitando assim as colisdes entre o agitador e as particulas cataliticas.
O reator de mistura apresentava altura 8,2 cm e didmetro interno 5,5 cm. e a cesta de
aco inox possuia altura igual a 6,7 cm e diametro de 2,4 cm. A Figura 3.1 ¢ uma foto da

montagem experimental.

Figura 3.1 — Foto do reator utilizado para realizar os ensaios.

3.2 — Metodologia

3.2.1 — Determinacio de Acucares Redutores

A determinacdo de agucares redutores foi realizada pelo método do acido 3,5 —
dinitrosalicilico (MILLER, 1959).

O método de DNS baseia-se na reducdo do acido 3,5-dinitrosalicilico a acido
3-amino-5-nitrosalicilico e, a0 mesmo tempo, na oxidacao do grupo aldeido ou cetdnico
a grupos carboxilicos, com o desenvolvimento da cor laranja-marrom forte. A seqiiéncia

de reagdes ¢ apresentada na Figura 3.2.
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Figura 3.2 — Esquema de reagdes envolvidas no método DNS (BERGAMASCO, 1989
apude VICENTE, 2000).

O método de DNS utiliza os seguintes reagentes: acido dinitrosalicilico, sal de

Rochelle e hidroxido de s6dio, cada uma com uma fungao especifica.
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Sal de Rochelle: constitui de uma solugdo de tartarato de sédio e potéssio,
usado para impedir a oxidacdo do reagente pelo oxigénio dissolvido.

Hidroxido de sodio: atua como redutor da acdo da glicose sobre o acido
dinitrosalicilico.

Preparacao do reagente: dissolvia-se 16 g de hidroxido de s6dio em 200 mL de
dgua destilada para a obtencdo de uma solucdo 2 N. A seguir 10 g de acido 3,5-
dinitrosalicilico e 500 mL de 4gua destilada era misturada com a solu¢do de hidréxido
de sodio. Apos essa diluigdo, adicionava-se 300 g de sal de Rochelle em banho Maria a
40°C completando o volume a 1000 mL com agua destilada.

Para a determinagdo da concentra¢dao de agucares redutores, 1 mL de amostra
diluida de modo que a concentracdo destes situasse na faixa de 0,0 a 1,0 g/L era
acrescentada a 2,0 mL de reagente DNS em um tubo de Folin-Wu e levada para um
banho de 4gua em ebuli¢do por 5 minutos. Apds este tempo, resfriavam-se os tubos em
banho com gelo e completava o volume a 25 mL com agua destilada, os quais eram
homogeneizados e a seguir realizada a leitura da absorbancia a 540 nm, em
espectrofotometro Thermo Spectronic modelo Genesys 10 UV, utilizando cubetas de
vidro. A calibragdo do zero no aparelho era feita utilizando um teste em branco, onde
ImL de agua destilada substituia a amostra, seguindo o mesmo procedimento.

A curva de calibragdo do método do DNS, em termos de concentracdo de
agucares redutores em fun¢do da absorbancia, foi determinada utilizando solugdes de
glicose na faixa de 0,0 a 1,0 g/L, com intervalo de 0,1 g/L.

Durante os ensaios foram obtidas curvas de calibracdo para toda solugdo de

DNS preparada.

3.2.2 — Dosagem de Proteina

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

Reativo A: 2 g de Na,CO; seco mais 0,02 g de tartarato duplo de sodio e
potassio 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
agua destilada.

Solugdo AB: 50 mL de reativo A e 1 mL de reativo B, preparado

imediatamente antes da dosagem.
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Reativo de Folin: preparava uma solucdo 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 formagao de bolhas. Esta
solucdo era conservada sob refrigeragao.

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 solugdo 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 espectrofotometro 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 concentragao de proteina pela curva
de calibracdo realizada anteriormente pelo mesmo procedimento, com medidas de
absorbancia em relagdo a concentragdes de BSA na faixa de 0 a 100 pg/mL, que

resultou em uma equacgao linear.

3.2.3 — Determinacio da Atividade pelo Método das Taxas Iniciais

A atividade da enzima invertase em sua forma soliivel e imobilizada foi
determinada pelo método das taxas iniciais de rea¢do, utilizando o reator do item 3.1.3.

A reacdo de hidrolise de sacarose por invertase era realizada um volume
reacional igual a 100 mL, nas condi¢des de pH, temperatura e agitacdo definidas para
cada experimento. Inicialmente colocava no reator a solu¢ao de sacarose no tampao
adequado, e apds atingir a temperatura desejada, acrescentava o volume necessario da
solugdo de invertase livre para resultar em uma concentragdo desta de 0,01 g/L,
marcando o tempo de inicio da reagdo. No caso das enzimas imobilizadas, apds atingir a
temperatura desejada para o experimento, adicionava ao reator a cesta com certa massa
de invertase imobilizada nas resinas, iniciando a contagem do tempo. As amostras eram
tomadas, normalmente em niimero de cinco, a intervalos de trés em trés minutos. Cada
amostra era introduzida em um tubo Folin-Wu contendo 2mL de DNS,o0 qual inativa a

enzima possibilitando determinar o teor de agucares redutores naquele momento.
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A taxa inicial de reacdo foi obtida a partir da inclinagdo da reta de
concentragdo de agucares redutores formados, em fun¢do do tempo.

A atividade de invertase livre foi expressa por grama de agucar redutor
produzido por litro de meio, por minuto, por grama de enzima. A atividade de invertase
imobilizada foi expressa por grama de agucar redutor produzido por litro de meio, por

minuto, por grama de resina.

3.2.4 — Planejamento Composto Central

Para a realizagdo de experimentos significativos e confiaveis, deve-se utilizar
um método cientifico de planejamento. Além disso, quando o problema envolver dados
que podem conter erros experimentais, um modo adequado de andlise ¢ por métodos
estatisticos. Em qualquer analise experimental devem-se seguir duas etapas: o
planejamento experimental e a andlise estatistica dos dados, esta ultima dependente do
tipo de planejamento realizado.

As vantagens do uso do planejamento experimental sdo:

» Reducdao do tempo de experimentagdo, pois permite a otimizacdo do

numero de experimentos;

» Reducdo dos custos relativos a execugdo dos ensaios, fato que esta

relacionado a redu¢do da quantidade de experimentos;

» Permite a avaliacdo e minimiza¢ao do erro experimental;

» Permite uma otimiza¢do multivariada;

» Permite a verificagdo conjunta da influéncia das variaveis estudadas.

Supondo que dentro da regido experimental a atividade enzimdtica pode ser
ajustada por uma superficie de resposta de 2% ordem, optou-se por estudar as varidveis
que influenciam na imobilizacdo. Neste caso em particular a temperatura ¢ o pH que
propiciam um melhor resultado de atividade enziméatica para condi¢gdes de enzimas livre
e imobilizada, por um Planejamento Composto Central.

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

1978).
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O valor de a, foi calculado pela Equacao 3.1:

~ % 1/4
a—( : j 3.1)
Sendo:Q=[ (G +T)"” —G“T (3.2)

G = numero de pontos fatoriais (G = 2%, se completo);
T = nimero de pontos adicionais no PCC;
T = 2k + nimero de réplicas centrais.
Os niveis das varidveis estudadas foram colocados na forma codificada
(adimensionalizada), utilizando a Equagao geral de codificagao (3.3).
X =X
X, = ﬁ (3.3)
2
Sendo: Xn ¢ o valor da varidvel no experimento na forma codificada;
X é o valor real da variavel a ser calculado;
Xo € o valor real da variavel no ponto central;
X4 € o valor real da variavel no nivel superior;

X_; € o valor real da variavel no nivel inferior.

A variavel dependente, atividade enzimatica ¢ representada pela resposta (Y).
A equacao do modelo polinomial de segunda ordem obtido por um método de regressao

multipla ¢ representada pela Equacao 3.4.

k k

k Kk
IE 1 J=1

j=1m=
Sendo: Y = atividade enzimatica
k= n° de variaveis independentes
X = varidveis independentes
bo, bj, bij, bjj = parametros do modelo

Com a equagdo empirica da regressdo multipla é possivel construir uma
superficie de resposta que permite verificar a existéncia de uma regido Otima para a
atividade enzimatica onde se encontra uma faixa de combinagdo das variaveis em

questdo, além de fornecer informacgdes sobre a robustez do processo, ou seja, qual a
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variacdo de uma variavel que pode ser admitida ao redor do valor 6timo que mantém o
processo na condic¢ao otimizada.

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

RODRIGUES & IEMMA (2005).

Com o objetivo de encontrar o valor do ponto estaciondrio da resposta

estudada deriva a equacao da resposta Y pela varidvel Xy, isto €:

oy _ov _ o _, (3.5)
oX,  oX, X,
Sendo, Y = by + x’b + x’Bx (3.6)
oy o L
—L =—|b +xb+xBx|=b+2Bx=0 3.7
OX 6x[ 0 } 3-7)

Sendo: by € o termo independente;
x’b sdo os termos de 1*. ordem na fungdo de resposta;

x’Bx ¢ a contribui¢do quadratica.

Entdio, o ponto estacionario sera dado por: xo = - (1/2) B™'b, onde B é a matriz
(k x k) na qual a diagonal ¢ composta pelos coeficientes dos termos quadraticos da
equacdo e os termos fora da diagonal sdo correspondentes aos coeficientes das
interagdes divididos por 2 (ex: ajp e a;; correspondem a metade do coeficiente da
interagdo X;X; ). A matriz b é uma matriz coluna composta pelos coeficientes

associados as varidveis isoladas (variaveis lineares).
O ponto estacionario (Xo) pode ser:
= Um ponto onde a superficie atinge um maximo;

= Um ponto onde a superficie atinge um minimo, ou
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= Um ponto nem de maximo, nem de minimo = Ponto de sela (“saddle

point”).

Para determinar a natureza desse ponto estacionario foi necessario fazer uma
analise canodnica, que considera uma translacdo da superficie de resposta da origem (X,
X2, . » Xk) = (0, 0, ... , 0) para o ponto estacionario xy (Figura 3.3). Dai a fun¢do de

resposta ¢ formulada em termos de novas variaveis, wy, wa, ... , Wk.

W,
X A

>
X

Figura 3.3 — Translagdo da superficie de resposta da origem para o ponto
estacionario.

Entao, obtém-se a fungdo de resposta em termos das novas variaveis:

Y =y, + AW + AW, .+ AW (3.8)

Sendo: yo: ¢ a resposta estimada no ponto estaciondrio e,

M, Mo, ..., Ak SA0 as raizes caracteristicas

Os sinais dos A’s e a grandeza dos A’s ajudam a determinar a natureza do ponto
estaciondrio e, a relagdo entre os w’s e 0s X’s também sdo importantes, pois indicam ao

pesquisador regides Uteis para exploragao.

Se A1 <0, sendo i1 = 1,2,....k, quando movimentamos em qualquer dire¢do a
partir do ponto estaciondrio, teremos um decréscimo de Y, isto €, o ponto estacionario
X0 ¢ um ponto de resposta maxima da superficie ajustada. Se A1 > 0, o ponto estacionario
Xo € um ponto de minimo para a superficie ajustada e, se os A’s t€m sinais diferentes, o

ponto estacionario Xp ndo ¢ nem ponto de maximo, nem de minimo.
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A obtencdo dos pontos estacionarios e a analise candnica dos dados para
calculo dos pontos de maximizacdo das respostas foram realizados utilizando um

algoritmo implementado no software Maple VIII (Anexo 1).

3.2.5 — Influéncia da Temperatura e do pH na Atividade de Invertase Livre.

Com o objetivo de determinar as melhores condi¢des operacionais no processo
de hidrdlise de sacarose com invertase soluvel foi realizado um Planejamento Composto
Central (PCC) com duas varidveis (temperatura e pH), totalizando 11 ensaios, 2% ensaios
para investigacdo de um modelo linear, 3 réplicas centrais e 4 ensaios distribuidos
rotacionalmente (pontos axiais) a uma distdncia o do ponto central, apresentados na
Tabela 3.1. O valor do a ortogonal foi de 1,1474.

A atividade enzimatica foi obtida pelo método das taxas iniciais de reacao de
hidrolise de sacarose, conforme o item 3.2.3, num mini-reator de mistura, item 3.1.3,
contendo 100 mL de sacarose a 50 g/L, e concentragdo de invertase de 0,01 g/L. Os
experimentos com a enzima soluvel, foram realizados com tampao acetato na faixa de

pH 2,8 2 6,2, no intervalo de temperatura de 27 a 73°C.

Tabela 3.1 — Matriz do Planejamento Composto Central no estudo do efeito
da temperatura e do pH na atividade enzimatica da invertase livre.
Experimentos  Valor real (valor codificado)
Temperatura (°C) pH

1 30 (-1) 3,0 (-1)
2 30 (-1) 6,0 (1)
3 70 (1) 3,0 (-1)
4 70 (1) 6,0 (1)
5 27 (-a1) 4,5 (0)
6 73 (+o) 4,5 (0)
7 50 (0) 2,8 (-0)
8 50 (0) 6,2 (+o)
9 50 (0) 4,5 (0)
10 50 (0) 4,5 (0)
11 50 (0) 4,5 (0)

As equagdes de codificagdo para a temperatura e pH sdo Equagdes 3.9 e 3.10,

respectivamente.
T-50
X, =— 3.9
1T (3.9)
_pH-45

(3.10)

2

L5
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Apo6s obtidos os resultados dos experimentos , estes foram analisados por

superficie de resposta e por analise canonica, conforme item 3.2.4.

3.2.6 — Estabilidade da Enzima Livre em Relacido ao pH

O procedimento experimental consistiu em preparar solu¢des de invertase a 0,8
g/L utilizando tamp3o acetato 10" M para a faixa de pH 3,0 a 6,0 em intervalos de pH
0,5 e utilizando tampdo citrato-fosfato 10" M para a faixa de pH 6,5 a 8,0 em intervalos
de pH 0,5. Essas solu¢des foram mantidas em um banho termostatizado a 25°C durante
24 horas. Apos esse periodo determinou-se as taxas iniciais de reagcdo de hidrolise de
sacarose para cada solu¢do de invertase no referido pH (atividade residual), seguindo os
procedimentos do item 3.2.3. As condi¢des reacionais foram: concentracdo inicial de
sacarose 50 g/L, 30°C (temperatura que apresenta alta estabilidade térmica, mantendo
atividade constante durante todo o experimento), pH 4,5 (condi¢do de pH sugerida pelo
fabricante), onde adicionou-se 1,25 mL das solucdes de invertase previamente
incubadas, resultando em 0,01 g/L de invertase no meio reacional. As atividades
relativas foram obtidas pela relagdo entre as atividades residuais e a atividade inicial,

antes da incubagao.

3.2.7 — Estabilidade Térmica da Enzima Livre

Solugdes de invertase a 2 g/ em tampao acetato pH 4,5, foram introduzidas
em um banho termostatizado em temperaturas na faixa de 54 a 66°C e amostras das
mesmas foram retiradas em intervalos adequados de tempo, para a determinacdo da
atividade residual. Estas amostras foram resfriadas rapidamente em banho de gelo e a
seguir 0,5 mL das mesmas foram adicionadas a 100 mL de solu¢ao de sacarose a 50g/L,
resultando em uma concentragdo de invertase de 0,01 g/L, pH 4,5 na temperatura de
30°C para determinar as taxas iniciais da reacdo de hidrélise de sacarose conforme
metodologia descrita no item 3.2.3

Os resultados de atividade enzimatica em funcdo do tempo de incubagao
obtidos foram analisados pelo modelo de desativagdo de primeira ordem e pela
modelagem de desativacdo enzimadtica em série com dois estagios, realizando regressdes
ndo-lineares aplicadas as Equagdes 3.11, 3.12 e 3.13, para determinar os melhores

ajustes e 0s parametros cinéticos.
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E“5E“—%~ 5 E™

o (3.11)
-k
{%:a—age My a (3.12)

—kt —k,t
A=a2+ 14 ak ok, o b _ ak  ak, o b 613)
Ao k,—k, k,—k k,—k, Kk, —K,

2 2 1 2

k; e k, = constantes cinéticas

Os tempos de meia vida foram determinados para cada temperatura,
considerando o melhor ajuste dos dados experimentais as Equacdes desativagao térmica
em série e a energia de ativagao do processo de desativacao térmica foi calculada pela

regressao linear da equagdo de Arrhenius (3.15).

%:_EEEQ (3.14)
kd
1n(kd):1n(A)_%.Tl (3.15)

Sendo: kg = constante cinética de desativagdo térmica (corresponde ao valor de k; na
Equacgao 3.11).

A = fator de freqliéncia para a reacao

E. = energia de ativagdo do processo de desativagdo térmica

T = temperatura absoluta.
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3.2.8 — Influéncia da Concentracio Inicial de Sacarose na Atividade de Invertase

Livre

Determinou-se as taxas iniciais de reagdo, conforme descrito no item 3.2.3, a
30°C, em tampao acetato pH 4,5, usando concentragdes iniciais de sacarose variavel de
2 a 500 g/L. As amostras retiradas do reator para medir a concentragdo de acucar
redutor era diluida sempre que necessiria para que ndo ultrapassasse o limite
correspondente a 1,0 g/l de aglicar redutor e tomando sempre o intervalo linear de
concentragdo de redutores em funcdo do tempo de reagao.

O modelo cinético de inibi¢do pelo substrato, Equacao 3.16, foi ajustado aos
resultados experimentais de taxas iniciais de reacdo em funcdo da concentracdo de
substrato, sem adi¢do de produtos da reacdo, por meio de regressao nao linear utilizando

o software Statistic 7.0, o que permitiu calculo dos parametros ¢ a analise da qualidade

do ajuste.
Kn+S+-— -
m K

Sendo: v = velocidade da reacao
Vm = velocidade maxima da reagao
S = concentracao de substrato
Km = constante de Michaelis Menten
K; = constante de inibigado

3.2.9 — Imobilizacdo da Invertase

3.2.9.1 — Escolha das Resinas para a Imobilizacdo de Invertase

As resinas foram escolhidas a partir de testes como suporte para imobilizagao
de invertase pelo método de adsorg¢do.

As resinas Dowex Marathon A e C da Dow Chemical Company e as resinas
Duolite A-568 e Duolite S-761, da Rohm Hass, inicialmente foram ativadas de acordo
com recomendagdes do fabricante e a reativacdo das resinas foi pelo mesmo processo de
ativacao.

A resina Dowex Marathon A, foi ativada com seis volumes de hidroxido de

sodio 3% por volume de leito de resina. A Dowex Marathon C, a qual ¢ um trocador
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cationico fortemente acido, foi ativada com cinco volumes de acido sulftrico 5% por
volume de leito de resina.

A resina Duolite A-568 e a resina Duolite S-761 foram ativadas com uma
solugdo de 4acido cloridrico 1M, seguido de hidroxido de sédio 1M e lavado com agua
destilada. Em todas as etapas utilizou se 10 volumes de solucao por volume de resina.

Apbés a ativagdo das resinas foram realizados testes preliminares de
imobilizacdo de invertase. Em todos estes experimentos, incubou-se 10 mL de uma
solugdo de invertase 1g/L em tampao acetato pH 3,5, com 1,0 g de resina, durante 24
horas, sob agitacdo de 45 rpm a 27°C em mesa agitadora. Ap6s a imobilizagdo, as
resinas eram lavadas com tampao acetato pH 4,9 e utilizadas para determinagdo de
atividade enzimadtica, pelo método das taxas iniciais de reacdo, item 3.2.3, com solu¢do
de sacarose 50g/L, pH 4,9 a 40°C.

A eficiéncia de imobilizagdo na resina foi determinada pela atividade da
invertase imobilizada (A;), medida pelo método das taxas iniciais, € pelo indice de
adsorcao, calculado pela Equacdo 3.17, respectivamente:

_ TPA-STP
TPA

IA (3.17)

Sendo: IA € o indice de adsor¢ao;
TPA ¢ o teor de proteina antes da imobilizacao
STP ¢ o total de proteina no sobrenadante depois da imobilizacao.

3.2.9.2 — Influéncia do Tempo no Processo de Imobilizacao

Uma vez que Duolite A-568 foi o suporte que apresentou melhor retencao de
atividade enzimatica no processo preliminar de imobilizac¢do, a seqiiéncia do trabalho
foi conduzida com esta resina.

Amostras de 0,5g da resina Duolite A-568 ficaram imersas em solucdo de
invertase 10g/L, em tampao acetato a pH 3,5 e 27°C por tempos de imobilizacdo iguais
a: 1,2, 4,6, 8, 10, 13, 15, 18, 24, 27 e 40 horas. Apos estes tempos de imobilizacao
determinou-se as taxas iniciais de reacao das respectivas amostras, conforme item 3.2.3,
a 30°C, pH 4,5 e solugdo de sacarose 50 g/L, visando determinar o tempo 6timo para a

imobilizagdo de invertase na resina.
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3.2.9.3 — Influéncia da Temperatura, do pH e da Concentracio de Enzima no Meio

de Imobilizacao

Apds um tempo de imobilizacdo de 24 horas ndo houve aumento significativo
de retengdo de atividade imobilizada e este foi escolhido como tempo de imobilizacao
para o restante do trabalho.

O estudo da influéncia simultanea das varidveis concentracdo de enzima, pH
do meio e temperatura no processo de imobilizagdo foi realizado por um Planejamento
Composto Central (PCC) com trés réplicas centrais, totalizando 17 experimentos,
utilizando-se o software Statistica 7.0. A temperatura variou de 9 a 45°C, o pH de 3,0 a
7,0 e a concentracdo de enzima de 0,5 a 19,5 g/L. Foram utilizados os tampdes acetato
10" M na faixa de pH 3.0 a 5,0 e citrato-fosfato 10" M 6,5 a 7,0 dependendo do pH
utilizado no experimento. O o de ortogonalidade utilizado no planejamento foi de
1,3531 e as Equagdes de codificagao foram 3.18, 3.19 e 3.20, para temperatura, pH e

concentragdo de invertase, respectivamente.

T-27
X == 3.18
| T (3.18)
pH -5,0
X, =P =20 3.19
) L5 (3.19)
X, :—CO”E_IO (3.20)

A imobilizagdo foi realizada incubando 10 mL de uma solucdo de invertase a
10g/L, com 0,5 g de resina, durante 24 horas, nas condi¢des definidas pelo PCC, Tabela

3.2, sob agitacdo de 60 rpm em mesa rotatoria.
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Tabela 3.2 - Matriz do Planejamento Composto Central no estudo do efeito
da temperatura, do pH e da concentragcdo da enzima na imobilizacdo de invertase na
resina Duolite A-568.

Experimentos Valor real (valor codificado)
Temperatura (°C) pH Concentracio de invertase (g/L)
1 14 (-1) 3,5(-1) 3,0 (-1)
2 14 (-1) 3,5(-1) 17,0 (1)
3 14 (-1) 6,5 (1) 3,0(-1)
4 14 (-1) 6,5 (1) 17,0 (1)
5 40 (1) 3,5(-1) 3,0(-1)
6 40 (1) 3,5(-1) 17,0 (1)
7 40 (1) 6,5 (1) 3,0 (-1)
8 40 (1) 6,5 (1) 17,0 (1)
9 27 (0) 5,0 (0) 10,0 (0)
10 27 (0) 5,0 (0) 10,0 (0)
11 27 (0) 5,0 (0) 10,0 (0)
12 9 (-a) 5,0 (0) 10,0 (0)
13 45 (+a) 5,0 (0) 10,0 (0)
14 27 (0) 3,0 (-o) 10,0 (0)
15 27 (0) 7,0 (+o) 10,0 (0)
16 27 (0) 5,0 (0) 0,5 (-a)
17 27 (0) 5,0 (0) 19,5(+a)

Apoés a imobilizagdo, os biocatalisadores obtidos foram lavados com tampao
acetato pH 4,5 e utilizados para determinagdo de atividade pelo método das taxas
iniciais a 30°C, pH 4,5 e solugao de sacarose 50 g/L.

As condigdes de imobilizacdo para os estudos subseqiientes correspondem as

condicdes Otimas encontradas neste planejamento composto central.

3.2.9.4 — Influéncia do pH e Temperatura na Atividade da Enzima Imobilizada em

Duolite A-568

O biocatalisador obtido nas condigdes de imobilizacdo otimizadas
anteriormente foi utilizado para estudar o efeito conjunto da temperatura ¢ do pH na
atividade da enzima imobilizada por um Planejamento Composto Central (PCC) com
trés réplicas centrais, conforme Tabela 3.3. A atividade enzimdtica foi obtida pelo
método das taxas iniciais de reacao de hidrolise de sacarose, num minireator de mistura
contendo 100 mL de sacarose a 50 g/L, pH 4,5 a 30°C. Os experimentos foram
realizados utilizando o tampao acetato com pH variavel entre 2,7 a 5,1, e no intervalo de

pH variavel entre 7,0 a 7,5 utilizou-se tampao citrato-fosfato. O efeito da temperatura
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foi analisado para temperaturas variaveis entre 13 a 74°C e o a ortogonal utilizado foi

de 1,1474.

Tabela 3.3 - Matriz do Planejamento Composto Central no estudo do efeito
da temperatura e do pH na atividade de invertase imobilizada na resina Duolite A-
568.

Experimentos  Valor real (valor codificado)
Temperatura (°C) pH

1 17 (-1) 3,0 (-1)
2 17 (-1) 7,2 (1)
3 70 (1) 3,0 (-1)
4 70 (1) 7,2 (1)
5 13 (o) 5,1(0)
6 74 (+o) 5,1 (0)
7 44 (0) 2,7 (-)
8 44 (0) 7,5 (+o)
9 44 (0) 5,1 (0)
10 44 (0) 5,1 (0)
11 44 (0) 5,1 (0)

As equacodes de codificacao da temperatura e do pH sdo apresentadas nas

Equacdes 3.21 e 3.22, respectivamente.

T-43.5
X = ’ 3.21
26,5 (3:21)
pH -5,1
X, =2 3.22
) 21 (3.22)

Os resultados experimentais foram analisados conforme item 3.3.4, que
permitiram determinar os valores 6timos de pH e de temperatura, os quais foram

utilizados nos estudos cinéticos.

3.2.9.5 — Eficiéncia da Enzima Imobilizada em Rela¢ao ao Numero de Usos

Amostras de 0,5g do biocatalisador imobilizado em Duolite A-568 sob
condigdes Otimas ja determinadas foram lavadas com tampdo acetato pH 4,9 e
determinadas as taxas iniciais de reacdo de hidrolise de sacarose pelo método descrito
no item 3.2.3 sob as seguintes condi¢des: temperatura 40°C, pH 4,9 (condigdes 6timas
encontrada no item 3.2.9.4) e concentragdo inicial de sacarose 50 g/L. O experimento

foi repetido 17 vezes e calculada a atividade relativa em relagdo a atividade inicial.
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3.2.9.6 — Estabilidade da Enzima Imobilizada em Relacio ao pH

Primeiramente imobilizou-se invertase em Duolite A-568 nas condigdes 6timas
definidas no item 3.2.9.3. A enzima imobilizada era lavada e incubada em 10 mL de
tampdo, utilizando tamp3o acetato 10™' M para a faixa de pH 3.0 4 6,0 em intervalos de
0,5 e utilizando tampdo citrato-fosfato 10™ M para a faixa de pH 6,5 a 8,0 em intervalos
de 0,5. Essas solu¢des enzimaticas foram mantidas em banho termostatizado a 25°C
durante 24 horas. Apds esse periodo, os biocatalisadores foram lavados com tampao
acetato 4,9 e colocadas na cesta de ago inox e¢ determinada a atividade residual com uma
solucao de sacarose 50 g/L, pH 4,9 a temperatura de 40°C. A atividade relativa para
cada valor de pH foi determinada pela relagdo entre a atividade residual e a atividade

antes da incubacao.

3.2.9.7 — Estabilidade Térmica da Enzima Imobilizada

Amostras de 0,1g do biocatalizador imobilizado nas condi¢des Otimas
encontradas no item 3.2.9.3 foram lavadas com tampao acetato pH 5,75 (pH de maior
estabilidade) e misturadas com 5 mL do mesmo tampao e incubados em varias
temperaturas em um banho termostatizado.

A temperatura de cada incubacdo variou na faixa de 51 a 63°C, e as amostras
foram retiradas em intervalos adequados de tempo, resfriadas rapidamente em banho de
gelo, transferidas para a cesta de aco inox e determinada a atividade residual no reator
usando 100 mL de solugao de sacarose a 50 g/L, pH 5,5 na temperatura de 40°C.

Os resultados de atividade enzimatica obtidos foram analisados pela
modelagem em série, utilizando as Equagdes 3.11, 3.12 e 3.13 por meio de regressdes
nao-lineares para determinar os melhores ajustes € os parametros cinéticos.

Os tempos de meia vida foram determinados para cada temperatura,
considerando o melhor ajuste dos resultados experimentais as Equacdes de desativagao
térmica em série (Equagdes 3.11, 3.12 e 3.13) ¢ a energia de ativagdo do processo de

desativagao térmica foi calculada pela regressao linear da equagdo de Arrhenius (3.15).
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3.2.9.8 — Influéncia da Concentracao Inicial da Sacarose na Atividade de Invertase

Imobilizada

A enzima imobilizada segundo as condigdes Otimas determinadas no
item.3.2.9.3, foi lavada com tampao acetato pH 5,75 e transferida para a cesta de aco
inox, determinando-se a seguir as taxas iniciais de rea¢cdo, conforme descrito no item
3.2.3.,a40°C, pH 5,5, usando concentracdes de sacarose variando entre 2 a 500 g/L.

Os resultados de taxas iniciais assim obtidos foram ajustados ao modelo de
inibi¢do pelo substrato (Equacao 3.16) e determinados os pardmetros cinéticos por meio

de uma regressao nao linear.

3.2.9.9 - Influéncia da Concentracio Inicial de Glicose e Frutose na Atividade de

Invertase Imobilizada

Analisou-se a influéncia dos produtos da reacdo na hidrolise de sacarose em
diferentes concentragdes de sacarose, glicose e frutose no meio reacional, conforme
Tabela 3.4. A determina¢do das taxas iniciais de reacdo foi realizada nas condi¢des
otimas definidas no item 3.2.9.4 em pH 5,5 e a imobilizacdo de invertase na resina
Duolite A-568 seguiram as melhores condigdes de imobilizagdo do item 3.2.9.3.

Os resultados experimentais de taxa inicial de reacdo foram ajustados aos
modelos cinéticos de Inibicdo competitiva (Equagdo 3.23), Inibicdo ndo competitiva
(Equagado 3.24), Inibicdo acompetitiva (Equagdo 3.25), Inibicdo mista linear (Equagdo
3.26) e Inibi¢do parcialmente ndo competitiva (Equagao 3.27).

Inibicio Competitiva

V= Vin-S (3.23)

sl

Inibicdo Nao Competitiva
V.S

ERiE

V=

(3.24)
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Inibicdo Acompetitiva
V.S

B

Inibicdo Mista Linear

V.S

ool

Inibicao Parcialmente Nao Competitiva

V.S (1+'B|]

V=

V=

K.

]

V=

(3.25)

(3.26)

(3.27)
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Tabela 3.4 — Condigdes experimentais para o estudo da influéncia dos produtos
da reacdo na taxa de hidrolise.

Sacarose Glicose  Frutose Sacarose Glicose  Frutose
Ensaios (g/L) (g/L) (g/L) Ensaios (g/L) (g/L) (g/L)

1 20 0 0 32 20 0 5
2 20 5 0 33 20 0 10
3 20 10 0 34 20 0 15
4 20 15 0 35 20 0 20
5 20 20 0 36 20 0 25
6 20 25 0 37 40 0 0
7 40 0 0 38 40 0 5
8 40 5 0 39 40 0 10
9 40 10 0 40 40 0 15
10 40 15 0 41 40 0 20
11 40 20 0 42 40 0 25
12 40 25 0 43 60 0 0
13 60 0 0 44 60 0 5
14 60 5 0 45 60 0 10
15 60 10 0 46 60 0 15
16 60 15 0 47 60 0 20
17 60 20 0 48 60 0 25
18 60 25 0 49 80 0 0
19 80 0 0 50 80 0 5
20 80 5 0 51 80 0 10
22 80 15 0 53 80 0 20
23 80 20 0 54 80 0 25
24 80 25 0 55 100 0 0
25 100 0 0 56 100 0 5
26 100 5 0 57 100 0 10
27 100 10 0 58 100 0 15
28 100 15 0 59 100 0 20
29 100 20 0 60 100 0 25
30 100 25 0

31 20 0 0

A partir dos resultados obtidos dos ajustes de parametros foi possivel analisar o
modelo que melhor descreve a influéncia dos produtos, glicose e frutose, na reagdo

enzimatica da invertase imobilizada.



CAPITULO 4 —- RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 — Atividade da Invertase usada no Trabalho

Por meio dos resultados de taxas iniciais de reagdes de hidrolise de sacarose,
determinados em quadruplicata conforme item 3.2.3, obtidos a 30°C, usando como
substrato uma solu¢@o de sacarose de concentracdo 50g/L, em tampao acetato, pH 4,5
obteve-se uma atividade média de 4,06 Us (grama de agtcar redutor produzido por litro,
por minuto, por grama de invertase em p6 comercial).

O teor de proteina determinado pelo método de Lowry conforme o item 3.2.2,
foi de 15% de proteina na enzima em p6 comercial.

4.2 — Influéncia da Temperatura e do pH na Atividade de Invertase Livre

Os resultados da influéncia simultdnea do pH e da temperatura na atividade
enzimatica de invertase solivel, definidos pelo Planejamento Composto Central
conforme item 3.2.5, estdo representados na Tabela 4.1.

A Tabela 4.1 — Matriz com resultados obtidos para avaliar a influéncia da
temperatura e pH.

Experimentos Valor real (valor codificado) Atividade enzimatica (Us)

Temperatura (°C) (x;) pH (x2)

1 30 (-1) 3,0 (-1) 6,95
2 70 (1) 3,0 (-1) 2,15
3 30 (-1) 6,0 (1) 5,09
4 70 (1) 6,0 (1) 0,06
5 50 (0) 4,5 (0) 18,04
6 50 (0) 4,5 (0) 19,69
7 50 (0) 4,5 (0) 18,58
8 27 (-ou) 4,5 (0) 7,66
9 73 (+0)) 4,5 (0) 0,18
10 50 (0) 2,8 (-0u) 3,01

11 50 (0) 6,2 (+0) 15,12
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A atividade enzimatica alcangada durante os experimentos variou de 0,06 Us,
na temperatura de 70°C e pH 6,0, a 19,69 Us no ponto médio do planejamento

composto central, onde estdo as maiores atividades alcancadas nos ensaios do PCC.

De acordo com a literatura a atividade e estabilidade das enzimas sdo muito
sensiveis a acdo da temperatura, desta forma valores altos de temperatura implicaram
em desnaturacdo da enzima como pode ser constatado nos resultados de atividade dos

experimentos 2,4 ¢ 9.

Com os resultados experimentais de atividade enzimatica em func¢do do pH e
temperatura realizou-se uma regressao multipla e analisou os valores de p encontrados
pelo teste t- Student, onde X, representa a temperatura ¢ X, representa o pH. Estdo
representados na Tabela 4.2 os parametros lineares (L), as interagdes e os termos

quadraticos (Q) das duas varidveis estudadas.

Tabela 4.2 — Resultado da regressao multipla aplicada ao PCC.

Fatores Coeficiente Erro p-valor
de Padrao
regressio

Média 18,1199 2,1614 0,0003
X; (L) -2,775 1,530 0,129
X;(Q) -9,702 2,117 0,0059
X, (L) 1,149 1,530 0,372
X (Q) -5,794 2,117 0,040

XX, -0,057 1,970 0,977

Utilizando os resultados da atividade enzimatica apresentados na Tabela 4.1,
apos a realizacdo da regressdo multipla no programa Statistica 7.0, obteve-se a Equagao

4.1 completa com todos os parametros:

Atividade =18,1199-2,775.X, +1,149.X, —=9,702.X * =5,794.X,,* = 0,057.X, X, (4.1)

O modelo com as varidveis significativas codificadas estd representado na

Equacao ajustada 4.2.
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Atividade =18,1199-2,775.X, —9,702.X > —5,794.X > (4.2)

O coeficiente de determinagdo (R*) de 0,84 indica um ajuste adequado dos
dados experimentais na obtencdo da atividade de enzima imobilizada, mostrando que

84% da variabilidade dos dados foram explicadas pela Equacao 4.2.

Realizando a andlise de varidncia (ANOVA) visualizada na Tabela 4.3,
verifica-se que o F.y foi altamente significativo (p<0,004). O resultado de F calculado
(Fealc) foi superior ao F tabelado (Fr) para um nivel de significincia de 10%. Esses
resultados indicam uma boa concordancia entre os valores experimentais e previstos

pelo modelo, expressos na Figura 4.2.

Tabela 4.3 — ANOVA para a resposta de atividade enzimatica.

Fonte de Soma de Graus de Quadrado Feare P - valor
variacio quadrados liberdade médio
Regressao 493,8654 3 164,62 12,44 0,003
Residuos 92,6132 7 13,23
Total 586,4787

Fr=F;; 7, 0,1:3,07
A Figura 4.1 mostra a distribui¢do dos residuos em torno do zero e a Figura

4.2, a representagao dos valores preditos em fun¢do dos observados.

Residuos
1
o
o

-4 0 4 a 12 16 20
valores preditos

Figura 4.1 —Distribuicao dos residuos relativa a atividade enzimatica.
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Figura 4.2 — Valores experimentais em funcao dos valores previstos pelo modelo para a
resposta de atividade enzimatica.

Observando a Figura 4.1, vé-se que a distribui¢do dos residuos comportou-se
aleatoriamente em torno do zero, ndo apresentando nenhuma tendéncia quanto a
distribuicao. Na Figura 4.2, nota-se que as respostas experimentais obtidas para
atividade enzimatica apresentaram valores proximos aos fornecidos pela equagdo

empirica.

O modelo foi significativo, assim foi possivel construir uma superficie de

resposta para analisar a regido de interesse. A superficie esta representada na Figura 4.3.

Tenoeratum (‘T

I 100
B 3.3
B 4081
[ 8.6z
[ 8302
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= 115823
13204
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Il 10,502
I abova
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Figura 4.3 - Superficie de resposta da influéncia da temperatura e do pH na
atividade enzimatica de invertase livre.
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Observa-se pela superficie de resposta que para uma faixa de temperatura e pH
proximos ao ponto central do PCC, a atividade enzimatica obtida ¢ maxima. Assim a
faixa de temperatura que alcanca a méxima atividade estd entre 39 a 55°C e o intervalo

de pH esta compreendido entre 3,7 a 5,1.

Na maioria dos trabalhos citados na literatura a faixa de temperatura e pH
Otimos estd proxima a deste trabalho. No trabalho de BAGAL & KARVE (2006), as
influéncias da temperatura e do pH foram analisadas isoladamente uma da outra, mas
mesmo assim obtiveram resultados préximos aos deste estudo. A faixa de temperatura
que resultou em alta atividade ficou compreendida entre 30 e 50°C e o pH 4,5 foi o

responsavel pela maior atividade enzimatica.

A fim de obter o ponto estacionario que maximiza a resposta de atividade
enzimatica no processo de imobilizacdo, realizou-se uma analise candnica utilizando a
equacdo completa (Equagdo 4.1). Implementou-se um algoritmo no programa Maple
VIII para calcular o ponto estacionario de obtengdo da maxima atividade enzimatica. As
variaveis das coordenadas X; = -0,15 e X, = 0,13, representam os valores codificados

que maximizam a resposta.

Utilizando as equagdes de codificacdo (3.9) e (3.10) obtém-se os valores reais
das concentragdes das varidveis no ponto de maximizagdo da atividade enzimatica,
sendo a temperatura (X;) igual a 47°C e o pH (X3) igual a 4,7.

Para a validacio do modelo, foi realizado experimentos nas condigdes do
ponto 6timo encontrado e a atividade obtida pelo ensaio foi de 17,38 Us, sendo a

atividade prevista pelo modelo (Equagao 4.2) igual a 18,21 Us.

4.3 — Estabilidade de Invertase Livre em Relacdo ao pH

A influéncia do pH na estabilidade de invertase soluvel foi estudada,
incubando-se amostras de solu¢do de invertase com atividade conhecida, em solugdes
tampao 10" M, a 25°C durante 24 horas, a valores de pH na faixa de 3,0 a 8,0, com
intervalos de 0,5. Utilizou-se o tampao acetato para o estudo de pH no intervalo de 3,0 a
6,0 e o tampao citrato-fosfato para pH 6,5 a 8,0. Apds 24 horas, foram determinadas
suas atividades residuais a 30°C (condigdo de temperatura que garante alta estabilidade

térmica), utilizando solugdo de sacarose 50 g/L em tampao pH 4,5 (condigdes
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recomendada pelo fabricante). Na Figura 4.4 sdo representadas as atividades relativas,

A/Ay, definidas pela relagdo entre a atividade ap6s 24 horas de incubagdo e a inicial.

1,0 " g
0,9

0,8 . .

0,6 -

Atividade Relativa A/Ao
2
[ ]

0,5 -

pH
Figura 4.4 — Influéncia do pH na estabilidade de invertase soluvel.

Verifica-se pela Figura 4.4 um aumento da estabilidade de invertase soluvel
para pH variando de 3,0 a 5,5, ndo perdendo atividade entre pH 5,5 até 7,5 e a partir
desse ponto, com o aumento do pH houve um decréscimo da atividade relativa. O pH
para a obten¢do de méaxima atividade enzimatica obtida no item 4.2 foi de 4,7, préximo

a faixa de estabilidade de invertase livre.

4.4 — Estabilidade Térmica de Invertase Livre

A influéncia da temperatura na estabilidade da invertase soliivel foi estudada
conforme a o item 3.2.7. As atividades relativas em fun¢ao do tempo de incubacao, a

varias temperaturas, estdo apresentadas na Figura 4.5.
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Figura 4.5 — Atividade relativa (A/Ao), em fung¢do do tempo, para as
temperaturas estudadas.

Uma andlise da Figura 4.5 evidencia a forte dependéncia da estabilidade
térmica da enzima soluvel com a temperatura. Temperaturas maiores que 60°C
implicam em rapida desnaturacdo da proteina enzimatica.

Os resultados de atividade relativa em fungdo do tempo de incubagado as varias
temperaturas estudadas foram analisados segundo um modelo de desativagdo em série
com dois estdgios (HENLEY e SADANA, 1985), conforme modelo apresentado a

seguir:

ES“5>E" %~ E~

As Equagdes 3.11, 3.12 e 3.13 sdo representativas do mecanismo de
desativacdao dado pelo modelo acima e os seus pardmetros cinéticos foram ajustados por
regressdo nao-linear.

Para as temperaturas de 54 a 66°C as Equagdes 3.11, 3.12 e 3.13 foram
ajustadas por uma regressdao nao-linear pelo método Quasi-Newton (BISHOP, 1975) e
Levenberg-Marquardt (MORE, 1977) utilizando o software Statistica 7.0 ¢ na Tabela
4.4 estio os resultados do melhor ajuste com os coeficientes de determinacdo para cada
equagao, os quadrados dos desvios, com os respectivos parametros ajustados e analise
de significancia, utilizando o teste t-Student, adotando como parametros significativos

0s que apresentam niveis de significancia menores que 10%.
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Tabela 4.4 — Ajustes dos parametros na desativagdo térmica.

Temperatura 66°C R®  Z(V-Viode)’ Temperatura 57°C R*  Z(V-Vmodao)

Eq. Eq.
311 k; 037051 p 0 0,99 0,013 3.11 k; 0,0068 p 0 093 0,0005
312 k; 0398 p 0 098 0,032 312 k, 00173 p 0 098 0,0002

o, 00297 p 0,248 o, 03640 p 0
313 k -0,0839 p 0,987 0,99 0 3.13 k; 0,0260 p 0,01 0,99 0,0004
o 5,8596 p 0,984 o, 05248 p 0
k, 04250 p O k, 0,0025 p 0,08
o, 00421 p 0,276 o, 0,0032 p 0,86
Temperatura 63°C R>  2(V-Vmodeo)’ Temperatura 54°C R®  2(V-Viaao)
Eq. Eq.

311 k 0,210 p 0 0,98 0,157 311 k, 0,0043 p 0 0,90 0,049

312 k; 0,1380 p 0 0,99 0,016 312 k; 0,0155 p 0,0 0,98 0,0007
o 00570 P 0,05 o 04800 p 0

313 k;  0,1157 p 099 0,78 0 313 k 0,045 p 0,01 0,95 0,008
o 02518 p 0,99 o 0,7166 p 0
k, 0,1158 p 0,99 k, 0,0023 p 0,02
o, 0,087 p 0,001 o, 0,0115 p 0,64
Temperatura 60°C R® 2(V-Viodew)’

Eq.
311 k; 0,018 p 0 098 0,0086
312 k; 00236 p 0 099 0,0020
o;  0,0900 p 0,001
313 k0,029 p 0 099 0,000002
o 0,195 p 0,177
k, 10,0038 p 0,335
o 0,031 p 0,189

p — valor de p encontrado na analise de t-student.
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Para a temperatura de 66°C somente a Equagdo 3.11 foi ajustada com
parametros significativos. A comparagdo entre os resultados experimentais de atividade

relativa e os preditos pelos modelos estao representados na Figura 4.6.

——Eq.3.11
——Eq.3.12
—Eq.3.13

1,2

Atividade Relativa

0 2 4 6 8 10 12
Tempo (min)

Figura 4.6 — Perfil da desativagdo térmica na temperatura de 66°C.

Analisando a Figura 4.6 verifica-se um bom ajuste entre os valores
experimentais e os tedricos. O ajuste com a Equagdo 3.11 obteve coeficiente de
determinagdo igual a 0,99 e a soma dos quadrados dos desvios igual a 0,013. Os

parametros ajustados a este modelo estio representados na Equacao 4.3.

A _
AN e( 0,3705.1) (4.3)

Ao

Com as temperaturas 63°C e 60°C foi possivel ajustar as Equagdes 3.11 ¢ 3.12
com parametros significativos, mas o melhor ajuste foi a Equacdo 3.12, devido ao
menor valor dos quadrados dos desvios e maior valor encontrado do coeficiente de
determinagdo. Os resultados experimentais e os ajustados pelos modelos estdo
representados nas Figuras 4.7 e 4.8, para a temperatura de 63°C e 60°C,
respectivamente.

Os parametros ajustados pelos modelos da Equagdo 3.12 estdo representados
na Equacdo 4.4 para a temperatura de 63°C e na Equacdo 4.5 para temperatura de 60°C,
com coeficiente de determinagdo igual a 0,99 para as duas temperaturas.

Aio = (1-0,057).e%138b 1 0,057 (4.4)
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Aio =(1-0,09).e %0236 4 0 09 (4.5)

—Eq.3.11
-~ Eq.3.12

1,2

Atividade Relativa

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Tempo (min)

Figura 4.7 — Perfil da desativagdo térmica na temperatura de 63°C.

Para as menores temperaturas analisadas neste estudo, ou seja, para as
temperaturas 57 e 54°C, os resultados de atividade relativa foram ajustados as Equagdes
3.11, 3.12 e 3.13, obtendo todos parametros significativos apenas nas Equagoes 3.11 ¢
3.12. Observa-se na Tabela 4.4 que o parametro o, para a Equagdo 3.13 ndo ¢
significativo para nenhuma das duas temperaturas. Os ajustes dos modelos estdo
representados nas Figuras 4.9 e 4.10 para 57°C e 54°C, respectivamente. Foram
escolhidos 0 modelo da Equagdo 3.12 como os mais adequados devido aos coeficientes
de determinagdo 0,99 para 57°C e 0,98 para 54°C e aos menores valores da somatoria
dos quadrados de desvios.

Os modelos com os parametros ajustados pela Equagdo 3.12 estao

representados na Equagao 4.6 para 57°C e Equagdo 4.7 para temperatura de 54°C.

Aio = (1-0,364)e%0173b 4 0,364 (4.6)
A (-0,0155.1)
= (1-0,463)e*0155Y 0 463 (4.7)

Ao



Capitulo 4 — Resultados e Discussio

——Eq. 3.11
-~ Eq.3.12

1,2

Atividade Relativa

0, 20 70 50 80 100
Tempo (min)

Figura 4.8 — Perfil da desativagao térmica na temperatura de 60°C.

——Eq.3.11

Atividade Relativa

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
Tempo (min)

Figura 4.9 — Perfil da desativagao térmica na temperatura de 57°C.
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Atividade Relativa

1,1

—Eq.3.11
-~ Eq.3.12

0,3

50

150
Tempo (min)

200 250

Figura 4.10 — Perfil da desativacao térmica na temperatura de 54°C.

Observa-se que quanto maior a temperatura melhor ¢ o ajuste a cinética da

Equagdo 3.11, enquanto as temperaturas mais baixas se ajustam melhores aos outros

modelos cinéticos.

Além disso, quanto maior a temperatura maior o parametro da constante da

taxa de desativacdo térmica (kq), o que realmente deveria acontecer, pois de acordo com

a Equacdo de Arrhenius, k4 ¢ diretamente proporcional a temperatura.

Com as constantes de ativa¢ao do processo de desativagdo térmica dos modelos

de melhor ajuste para cada temperatura foram calculados os tempos de meia-vida,

apresentados na Tabela 4.5, pela Equacao 3.11, 3.12 ¢ 3.13.

Tabela 4.5 — Tempo de meia vida para cada temperatura.

Temperatura (°C) kq Equacao do Modelo t1/2 (min)
66 0,370 3.11 1,87
63 0,138 3.12 5,47
60 0,024 3.12 33,78
57 0,017 3.12 89,16
54 0,015 3.12 210,19

Uma regressao linear com os resultados de kg em funcdo da temperatura foi

possivel determinar a energia de ativagdo do processo de desativacdo térmica com a

equacdo de Arrhenius (Equagdo 3.15), como pode ser observado na Figura 4.11.
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In (kd)

2,94 ' 2,96 2,98 ' 3,IOO ' 3,I02 ' 3,04 3,06 '
1000/T (K)

Figura 4.11 — Regressao linear da equagdo de Arrhenius.

O ajuste linear obtido alcangou uma determinacao de 0,99 e estd representada
na Equacao 4.8.
In(Kd) =-53077,24.(1/T)+155,65 (4.8)
Assim a energia de ativacdo encontrada foi da ordem de 360 kJ/mol ou 86

kcal/mol.

4.5 — Influéncia da Concentrac¢ao de Substrato na Cinética da Rea¢ao da Enzima

Livre

Os resultados experimentais de taxas iniciais de reagdo de hidrolise de
sacarose, com invertase livre, na auséncia de produtos de reacdo, sdo apresentados na
Tabela 4.6. Eles foram obtidos a 30°C, conforme item 3.2.3, usando uma concentragao

de enzima de 0,01 g/L em tampao acetato 4,5.
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Tabela 4.6 — Taxas iniciais de reacdo (V), em fun¢do da concentragdo inicial de
substrato (S), para invertase livre.

Experimentos Concentragao inicial sacarose (g/L) - S Taxas iniciais (Us) - V
1 2 4,0
2 5 7,0
3 7,5 9.0
4 10 12,0
5 15 15,0
6 20 16,0
7 30 17,0
8 40 18,0
9 45 19,0
10 50 19,0
11 55 24,0
12 60 22,0
13 70 22,0
14 75 22,0
15 90 21,0
16 100 21,0
17 150 20,0
18 200 18,0
19 250 17,0
20 300 16,0
21 350 14,0
22 450 17,0
23 500 9,0

Os resultados experimentais foram ajustados ao modelo de inibi¢do pelo
substrato pela Equagdo 3.16, ¢ os parametros determinados por uma regressao nao-
linear utilizando o software Statistica 7.0. O ajuste alcangou um coeficiente de
determinag¢do de 98,7% e uma comparacdo entre os resultados experimentais e 0s

preditos pelo modelo obtido pode ser observado na Figura 4.12.
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26

Atividade enzimatica (Us)

A0 a0 150 200 250 jelnn] 250 400 450 500 550
Concentragio inicial de sacarose {g/L)

Figura 4.12 — Perfil da influéncia da concentracao de sacarose na atividade da
enzima livre.

Os parametros ajustados estdo apresentados na Equagao 4.9.

Ve 28,917.S 4.9)

SZ
15,471+ S +
363,27

Sendo: Vi, = 28,917 Us = 0,0803 Mg,c/min
Km = 15,471 geu/L = 45,2 mMgyc
Ki=363,27 geu/L = 1,06 Mgac

Esses valores estdo proximos aos valores encontrados na literatura para a
invertase livre, por exemplo, no trabalho de ISIK et al. (2003) foi encontrado um K, de
59mM, em 1989 RIBEIRO encontrou um K;, de 62,3mM. BORA et al. (2004),
determinaram um K, de 25,91Mm e SANJAY & SUGNAN (2005), K, 26,6mM.

4.6 — Imobilizacio de invertase

4.6.1 — Escolha do Suporte

As resinas Dowex Marathon A e C da Dow Chemical Company e as resinas
Duolite A-568 e Duolite S-761, da Rohm Hass apds ativacdo, foram preliminarmente
testadas em triplicatas com relacdo a retencdo de atividade de invertase a partir de

solucdes da enzima conforme item 3.2.9.1.
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Os testes preliminares de imobilizagdo de invertase nas resinas citadas
anteriormente indicaram que apenas Duolite A-568 e Duolite S-761 apresentaram
atividade enzimatica imobilizada, sendo que a atividade alcancada com a primeira foi
bastante superior, como pode ser verificado na Tabela 4.7. Em fun¢do destes resultados,
na seqiiéncia do trabalho foi utilizado como suporte para imobilizagdo a resina Duolite
A-568.

A unidade utilizada para expressar atividade da invertase imobilizada ¢ U;

(grama de agucar redutor por litro, minuto, grama de resina).

Tabela 4.7 — Resultados preliminares de imobilizacdo de invertase nas resinas

Resinas 1A (%) A1 (Uy)
Dowex Marathon A 35,44 £0,31 0
Dowex Marathon C 22,70 £ 0,75 0
Duolite A-568 54,81 £ 0,41 0,562 + 0,03
Duolite S-761 39,10+ 1,61 0,274 £ 0,02

Sendo IA calculada pela Equagdo 3.17 e A; a atividade da invertase imobilizada.
A presenga de adsor¢do de proteinas pelas resinas Marathon A ¢ C ¢ a ndo
atividade enzimatica pode ser causada pela alteracdo da forma da enzima ou pela

adsorc¢ao da resina por proteinas diferentes a invertase.

4.6.2 — Influéncia do Tempo no Processo de Imobilizacao

A influéncia do tempo no processo de imobilizagdo de invertase na resina
Duolite A-568 ¢ apresentada na Figura 4.13, na qual verifica-se um aumento
significativo de atividade da enzima imobilizada até 24 horas. Com base nestes
resultados, todos os experimentos de imobilizacdo realizados neste trabalho utilizaram

um tempo de 24 horas.
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Figura 4.13 — Influéncia do tempo de imobilizagdo na atividade enzimética
relativa da invertase imobilizada.

4.6.3 — Otimizacao do Processo de Imobiliza¢ao

Visando otimizar o processo de imobilizacdo de invertase na resina Duolite A-
568, foram estudadas as influéncias conjuntas da temperatura (X;), pH (X;) e
concentracdo de enzima (X3) no meio por um Planejamento Composto Central (PCC),
conforme apresentado no item 3.2.9.3. Os resultados das atividades enzimaticas obtidos

estdo apresentados na Tabela 4.8.
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Tabela 4.8 - Matriz com os resultados obtidos para avaliar a influéncia da
temperatura, do pH e da concentragdo de invertase no processo de imobilizagao.

Experimentos Valor real (valor codificado) Atividade
enzimatica (U))

Temperatura °C pH (X3) Concentracgao de

X)) invertase - g/L (X;)
1 14 (-1) 3,5(-1) 3,0 (-1) 0,4822
2 14 (-1) 3,51 17,0 (1) 2,1956
3 14 (-1) 6,5 (1) 3,0 (-1) 0,5342
4 14 (-1) 6,5 (1) 17,0 (1) 0,7618
5 40 (1) 3,5(-1) 3,0 (-1) 0,6682
6 40 (1) 3,5(-1) 17,0 (1) 2,3204
7 40 (1) 6,5 (1) 3,0 (-1) 1,3322
8 40 (1) 6,5 (1) 17,0 (1) 1,7288
9 9 (-a) 5,0 (0) 10,0 (0) 1,9222
10 45 (+o) 5,0 (0) 10,0 (0) 3,2266
11 27 (0) 3,0 (-av) 10,0 (0) 1,3176
12 27 (0) 7,0 (+a) 10,0 (0) 2,6404
13 27 (0) 5,0 (0) 0,5 (-o) 0,4144
14 27 (0) 5,0 (0) 19,5 (+ov) 4,2622
15 27 (0) 5,0 (0) 10,0 (0) 4,5354
16 27 (0) 5,0 (0) 10,0 (0) 5,0254
17 27 (0) 5,0 (0) 10,0 (0) 4,9366

Observa-se pela Tabela 4.8 que a atividade enzimatica alcangada durante os
experimentos variou de 0,4144 U; a 5,0254 U;. Os maiores valores de atividade

alcangados foram nos ensaios do ponto central do PCC.
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Os resultados experimentais de atividade enzimatica imobilizada foram
ajustados por regressdo multipla. Assim, estdo representados na Tabela 4.9 os termos
lineares, as interagdes e os termos quadraticos das trés varidveis estudadas e as

respectivas analises do p valor encontrado, que ¢ uma conseqiiéncia do teste t Student.

Tabela 4.9 — Resultado da regressao multipla aplicada ao PCC.

Fatores  Coeficiente Erro p-valor
de Padrao
regressao
Média 4,66 0,389 0,000006
X; (L) 0,33 0,219 0,177
X;(Q) -1,01 0,289 0,009
X, (L) 0,041 0,219 0,856
X, (Q) -1,34 0,289 0,002
X; (L) 0,79 0,219 0,008
X; (Q) -1,14 0,289 0,005
Xi X 0,18 0,265 0,515
Xi1X3 0,013 0,265 0,96
X>X3 -0,34 0,265 0,237

Apo0s a realizagdo da regressdo multipla no programa Statistica 7.0, utilizando
os resultados da atividade enzimatica apresentados na Tabela 4.9, obteve-se a Equagao
4.10 completa:

Atividade = 4,66+ 0,33.X,+0,041.X, +0,79.X, —1,01.X > =1,34.X,> - 1,14.X

(4.10)
+0,18.X,X, +0,013.X, X, —0,34.X, X,

Devido a grande variedade inerente aos processos bioquimicos que envolvem
enzimas, foram considerados significativos os parametros de nivel de significancia
menores que 10% (p<0,1). Observa-se na Tabela 4.9 que as varidveis ndo significativas
do modelo foram a temperatura ¢ o pH nos seus termos lineares (X (L) e X5(L)), as
interacoes temperatura/pH (X;X;), temperatura/concentragdo de enzima (X;X3) e

pH/concentragdo de enzima (X,X3).
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O modelo ajustado com as varidveis significativas codificadas esta

representado na Equacdo 4.11.
Atividade = 4,6598 +0,7886.X, —1,018.X,> —1,3432.X,*> —1,147.X,’ (4.11)

O coeficiente de determinagdo (R*) de 0,87 indica um ajuste adequado dos
dados experimentais na obten¢do da atividade de enzima imobilizada, mostrando que
87% da variabilidade dos dados foram explicadas pela equacdo empiricas proposta

(Equacao 4.11).

Realizando a andlise de varidncia (ANOVA) visualizada na Tabela 4.10
verifica-se que 0 Fgye foi significativo (p<<0,01). O resultado de F calculado (Fcuc) foi
superior ao F tabelado (Fr) para um nivel de significancia de 10%. Esses resultados
indicam uma boa concordancia entre os valores experimentais e previstos pelo modelo,

expressos nas Figuras 4.14 e 4.15.

Tabela 4.10 — ANOVA para a resposta de atividade enzimatica.

Fonte de Soma de quadrados  Graus de Quadrado Feac P - valor
variacao liberdade médio

Regressio 37,6094 9 4,1788 7,4179 0,0075
Residuos 3,9434 7 0,5633

Total 41,5527

Fr="Fo.7,0,= 2,72

A Figura 4.14 mostra a distribuicdo dos residuos em torno do zero e a Figura

4.15, a representacdo dos valores preditos em fun¢do dos observados.
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Figura 4.14 — Distribuicao dos residuos em torno da reta que indica normalidade
para a resposta de atividade enzimatica.
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Figura 4.15 — Valores experimentais em fun¢do dos valores previstos pelo
modelo para a resposta de atividade enzimatica.

Observando a Figura 4.14, verifica-se que a distribuicdo dos residuos
comportou-se aleatoriamente em torno do zero, ndo apresentando nenhuma tendéncia

quanto a distribuicdo. Na Figura 4.15, nota-se que as respostas experimentais para
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obtidas para atividade enzimatica apresentaram valores proximos aos fornecidos pela

equagdo empirica.

Como o modelo foi significativo foi possivel construir as superficies de
respostas, analisadas duas a duas, e definir regides de interesse. As superficies estao

representadas nas Figuras 4.16, 4.17 ¢ 4.18.

33
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Figura 4.16 — Superficie de resposta da influéncia da temperatura ¢ do pH na

atividade de invertase imobilizada no processo de imobilizag¢do de invertase em Duolite
A-568.
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Figure 4.17 — Superficie de resposta da influéncia da temperatura e da concentragao
de enzima na atividade de invertase imobilizada no processo de imobilizacdo de
invertase em Duolite A-568.
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Figure 4.18 — Superficie de resposta da influéncia do pH e da concentracdo de
enzima na atividade de invertase imobilizada no processo de imobilizacdo de invertase
em Duolite A-568.

Observa-se que em todas as superficies existe uma regido correspondente a
uma resposta maxima. Analisando as Figuras 4.16, 4.17 e 4.18 observa-se que a faixa de
pH e de temperatura correspondente a méaxima atividade esta compreendida proxima ao
ponto central, a regido de maxima atividade engloba a temperatura de 21 a 36°C e o pH
de 4,2 a 5,7. Nas Figuras 4.17 e 4.18, observa-se que a regido de maior atividade
correspondente a concentragao enzimatica estd um pouco deslocada para a esquerda, ou
seja, engloba o ponto central e acima dele, a concentragdo de invertase varia de 8,5 a

16,5 g/L na regido de maxima atividade obtida.

A fim de obter o ponto estaciondrio que maximiza a resposta de atividade
enzimatica no processo de imobilizacao, realizou-se uma analise candnica utilizando a
equacdo completa (Equagdo 4.10). As varidveis das coordenadas X; = 0,058; X, =0,210

e X3 = 0,508, representam os valores codificados que maximizam a resposta.

Utilizando as Equagdes de codificagdo 3.18, 3.19 e 3.20 obtém-se os valores
reais das concentragdes das variaveis no ponto de maximizacao da atividade enzimatica.
Os valores encontrados para a maximizagdo da atividade foram a temperatura (X;) igual
a29°C, o pH (X3) igual a 5,0 e concentragdo de invertase (X3) igual a 12,5 g/L..

No trabalho de ARICA & BAYRAMOGLU (2006) a condi¢do que melhor
adsorveu invertase em um suporte a base de polietilenoimina foi pH 5,5, utilizando a
propor¢ao de 52 mg de invertase por grama de catalisador a 20°C.

Para a validagdo do modelo, foram realizados experimentos nas condi¢des do

ponto 6timo encontrado e a atividade obtida pelo ensaio foi 4,606 U; e calculando-se a
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atividade enzimatica pelo modelo da Equacdo 4.11, obteve-se atividade de 4,704 U;,

proxima da experimental.

4.6.4 — Otimizacao da Imobilizacido em Relacido a Temperatura e pH

Utilizando-se as melhores condigdes para imobilizar invertase por adsor¢ao na
resina fracamente basica Duolite A-568, estudou-se as condi¢des de temperatura e pH
que resultaria em maior atividade enzimdtica, representadas por X; e Xy,
respectivamente. Conforme a matriz de planejamento de experimento composto central
apresentada no item 3.2.9.4, estes foram realizados obtendo resposta para cada ensaio,

apresentada na Tabela 4.11.

Tabela 4.11 - Matriz com os resultados obtidos de atividade enzimatica de invertase

imobilizada para avaliar a influéncia da temperatura e do pH.

Experimentos Valor real (valor codificado) Atividade enzimatica (U;)
Temperatura °C (X;) pH (X))
1 17 (-1) 3,0(-1) 2,667
2 17 (-1) 7,2 (1) 1,972
3 70 (1) 3,0(-1) 0,233
4 70 (1) 7,2 (1) 1,400
5 13 (-ov) 5,1 (0) 2,200
6 74 (+o) 5,1(0) 0,126
7 44 (0) 2,7 (-0 4,382
8 44 (0) 7,5 (to) 4,000
9 44 (0) 5,1(0) 4,623
10 44 (0) 5,1 (0) 4,062
11 44 (0) 5,1 (0) 4,905

A atividade alcancada durante os experimentos variou de 0,126 U, na
temperatura mais alta do planejamento (experimento 6), a 4,905 U;, no ponto médio do
Planejamento Composto Central (experimento 11). As maiores atividades alcancadas
estao nos experimentos 9,10 e 11, ou seja nos ensaios do ponto médio do PCC, observa-

se grande reprodutividade das respostas de atividade enzimatica nestes experimentos.
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Com as atividades obtidas pelo planejamento ¢ possivel avaliar um modelo
matematico para descrever o processo. Assim, estdo representados na Tabela 4.12 os
termos lineares, as interagdes e os termos quadraticos das duas variaveis estudadas
obtidos por uma regressao multipla e os respectivos valores de p encontrados pelo teste

t- Student.

Tabela 4.12 — Resultado da regressdo multipla aplicada ao PCC.

Fatores  Coeficiente Erro p-valor
de Padrao
regressao

Média 4,557 0,182 0,000002
X; (L) -0,812 0,129 0,0015
X1 (Q) -2,624 0,179 0,00002
X, (L) 0,005 0,129 0,9696
X, (Q) -0,324 0,179 0,1294

XX, 0,465 0,166 0,03840

Utilizando os resultados da atividade enzimatica apresentados na Tabela 4.12,
apos a realizacdo da regressdo multipla no programa Statistica 7.0, obteve-se a Equagéo

4.12 completa:
Atividade = 4,557 -0,812.X, +0,005.X, —2,624.X* —0,324.X,” +0,465.X, X, (4.12)

O parametro avaliado pelo teste de hipotese utilizando a estatistica t de Student
que apresentou nivel de significdncia maior que 10% foi negligenciado, como o pH no
seu termo linear X,(L). Com a eliminacdo deste, obteve-se as seguintes relacdes

apresentadas na Tabela 4.12.

O modelo com as varidveis significativas codificadas esta representado na
Equacao 4.13.
Atividade = 4,557 -0,812.X, —2,624.X > —0,324.X,* +0,465.X, X, (4.13)
O coeficiente de determinagdo (R*) de 0,98 indica um ajuste adequado dos

dados experimentais na obtencao da atividade de enzima imobilizada.
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Realizando a analise de varidancia (ANOVA) visualizada na Tabela 4.13,
verifica-se que o Fg,c foi altamente significativo (p<<0,0001). O resultado de F calculado
(Fealc) foi superior ao F tabelado (Fr) para um nivel de significincia de 10%. Esses
resultados indicam uma boa concordancia entre os valores experimentais e previstos

pelo modelo, expressos na Figura 4.19 e 4.20.

Tabela 4.13 — ANOVA para a resposta de atividade enzimatica.

Fonte de Soma de Graus de Quadrado Feac P - valor
variacao quadrados liberdade médio

Regressio 29,4924 5 5,8985 52,9967 0,000025
Residuos 0,5565 5 0,1113

Total 30,0489

Fr=Fs.501=3,45

A Figura 4.19 mostra a distribuicdo dos residuos em torno do zero e a Figura

4.20, a representacdo dos valores preditos versus observados.

0.6
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0.0 o

Fesiduos
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04}
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05 05 15 25 35 45 55

Valores preditos

Figura 4.19 —Distribui¢ao dos residuos em torno da reta que indica normalidade para a
resposta de atividade enzimatica.
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Figura 4.20 — Valores experimentais em funcdo dos valores previstos pelo modelo para
a resposta de atividade enzimatica.

Observando a Figura 4.19, verifica-se que a distribuicdo dos residuos
comportou-se aleatoriamente em torno do zero, ndo apresentando nenhuma tendéncia
quanto a distribuicdo. Na Figura 4.20, nota-se que as respostas experimentais obtidas
para atividade enzimatica apresentaram valores proximos aos fornecidos pela equacao

empirica, com coeficiente de determinagdo de 98%.

O modelo foi altamente significativo, assim foi possivel construir uma
superficie de resposta para analisar a regido de interesse. A superficie esta

representada na Figura 4.21.

P 3| at 51 fi [l
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Figura 4.21 - Superficie de resposta da influéncia da temperatura e do pH na
atividade enzimatica de invertase imobilizada.
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Observa-se pela superficie de resposta que para uma faixa de temperatura
proxima ao ponto central do PCC, para toda a faixa de pH estudada a atividade
enzimatica obtida ¢ maxima. Assim a faixa de temperatura que alcan¢a a maxima

atividade esta entre 30,0 a 49,0°C.

A fim de obter o ponto estacionario que maximiza a resposta de atividade
enzimatica no processo de imobilizacdo, realizou-se uma analise canonica utilizando a
equacdo completa (Equacdo 4.12). Implementou-se um algoritmo no programa Maple
VIII para calcular o ponto estacionario de obtencao da maxima atividade enzimatica. As
variaveis das coordenadas X; = -0,1644 e X, = -0,1097, representam os valores

codificados que maximizam a resposta.

Utilizando as equagdes de codificagdo 3.21 e 3.22 obtém-se os valores reais
das concentragdes das variaveis no ponto de maximizacao da atividade enzimatica. Os
valores encontrados para a maximiza¢do da atividade foram na temperatura (X;) de
40°C e pH (X3) de 4.9.

No trabalho de TOMOTANI & VITOLO (2006), a temperatura ¢ o pH 6timo
encontrada para invertase imobilizada na resina Dowex 1x4 foi de 45°C e 5,0,
respectivamente, valores proximos aos obtidos neste trabalho. A diferenca que o estudo
realizado por estes autores para otimizar os valores de temperatura e pH foram feitos
isolados, fixando um pH de 5,5 para encontrar a melhor temperatura de trabalho e
fixando uma temperatura de 37°C para encontrar o pH 6timo.

A fim de validar o modelo, foram realizados experimentos nas condi¢des do
ponto 6timo encontrado e a atividade média obtida pelos ensaios foi de 4,82 Ui
Comparando com a atividade enzimadtica prevista pelo modelo utilizando os valores
codificados do ponto estacionario na Equagdo 4.13 o valor obtido foi igual a 4,63 U;,
proximo ao dos ensaios.

O valor de pH de maxima atividade enzimadtica foi praticamente o mesmo,
tanto para a enzima na forma livre, quanto imobilizada. Estes resultados contrariam
aqueles de TOMOTANI & VITOLO (2006) que imobilizaram a invertase em uma
resina anionica Dowex 1X4, e verificaram que o pH que maximizou a atividade da
enzima imobilizada foi menor que o da enzima na forma livre. Porém, a enzima

imobilizada do presente trabalho apresentou uma temperatura 6tima menor que a livre,
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resultado que estd de acordo com os resultados obtidos por TOMOTANI & VITOLO
(2000).

4.6.5 — Estabilidade da Enzima Imobilizada em Relacio ao Numero de Usos

A invertase imobilizada em Duolite A-568 nas condi¢des de imobiliza¢ao
otimizadas no item 4.6.3 foi analisada quanto a estabilidade em relacdo ao niimero de
usos e os resultados de atividade enzimatica residual, determinados conforme item

3.2.9.5, estdo representados na Figura 4.22.
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Figura 4.22 — Perfil de atividade enzimdtica em relacdo ao nimero de usos.

Uma analise da Figura 4.22 indica que apds 14 processos bateladas a medida
de atividade enzimatica da enzima imobilizada reteve 90% da original, iniciando uma
queda na atividade a partir dai, mantendo 87% da atividade inicial apos 17 usos.

Este comportamento da estabilidade enzimdatica em relacio ao pH esta de
acordo com os resultados de MILOVANOVIC et al. (2006), no qual apos 40 ciclos

manteve 90% da atividade de invertase imobilizada em alginato de célcio.

4.6.6 — Estabilidade de Invertase Imobilizada em Relacio ao pH

A estabilidade da invertase imobilizada em relagdo ao pH foi analisada,
incubando-se amostras da enzima imobilizada, de atividade conhecida, em solu¢des

tampao 107 M, a 25°C durante 24 horas, a valores de pH variando de 3,0 a 8,0, em
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intervalos de 0,5, conforme o item 3.2.9.6. Na Figura 4.23 s3o representadas as
atividades relativas, A/Ay, definidas pela relacdo entre a atividade apos 24 horas de

incubacdo e a inicial em funcao do pH.
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Figura 4.23 — Influéncia do pH na estabilidade de invertase imobilizada em
Duolite A-568.

Observa-se na Figura 4.23 um aumento da estabilidade de invertase
imobilizada para pH variando de 3,0 a 5,5, praticamente ndo perdendo atividade entre
5,5 a 6,0, uma faixa bem menor se comparada a enzima livre, que se mostrou estavel na
faixa de 5,5 a 7,5. Segundo TOMOTANI & VITOLO (2006), ARICA &
BAYRAMOGLU (2006), DAVID et al. (2006), o pl (ponto isoelétrico) de invertase
situa-se na faixa de pH 3,4 a 4,5, o que significa que para valores baixos de pH ha um
predominio de cargas positivas nas moléculas da enzima, facilitando o seu
desprendimento da resina. Por outro lado para valores altos de pH ocorre uma tendéncia
de ligagdo dos grupos (OH) presentes no meio na resina competindo com a ligagdo da
enzima na resina.

Para uso do biocatalisador imobilizado pode ser conveniente usar um pH do
meio reacional na faixa de maior estabilidade, uma vez que a influéncia do pH na
atividade da enzima imobilizada ¢ pouco significativa na faixa de 2,7 a 7,5 conforme
Figura 4.21. Nos experimentos de estabilidade em relacdo ao pH, durante 24 horas de
incubacdo em pH 5,0, a atividade enzimadtica residual foi de 88%, o que justifica

trabalhar na faixa de maior estabilidade.
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Este comportamento da estabilidade relativa ao pH, com uma faixa pequena de
estabilidade est4 de acordo com o trabalho de COUTINHO FILHO et al. (2005), onde a
estabilidade ficou na faixa de 4,5 a 5,0 com invertase imobilizada em silica de

porosidade controlada.

4.6.7 — Estabilidade Térmica da Invertase Imobilizada

A estabilidade térmica da invertase imobilizada foi analisada conforme o item
3.2.9.7. Os resultados de atividade relativa em fun¢do do tempo, a varias temperaturas,

sdo apresentados na Figura 4.24.
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Figura 4.24 — Atividades relativas (A/Ao), em fungdo do tempo, para diferentes
temperaturas.

Uma anélise da Figura 4.24 evidencia a forte dependéncia da estabilidade da
invertase imobilizada em relacdo a temperatura. Temperaturas maiores que 57°C
implicam em rapida desnaturagdo da proteina enzimatica.

Os resultados de atividade relativa em funcdo do tempo de incubacdo as varias
temperaturas estudadas foram analisados segundo um modelo de desativagdo em série
com dois estagios (HENLEY & SADANA, 1985), conforme modelo mecanistico

apresentado abaixo:

ES“5E" %~ E~

Os resultados de atividade relativa (A/Ao) para invertase imobilizada para as

temperaturas de 51 a 63°C em funcdo do tempo foram ajustados as Equagdes 3.11, 3.12
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e 3.13 por uma regressao nao-linear pelo método Quasi-Newton (BISHOP, 1975) e
Levenberg-Marquardt (MORE, 1977) utilizando o software Statistica 7.0 . Os
resultados dos melhores ajustes alcancados para cada temperatura com os coeficientes
de determinacdo para cada equagdo, os quadrados dos desvios, os respectivos
parametros ajustados ¢ a andlise de significancia utilizando o teste t-Student, adotando
como parametros significativos os que apresentam niveis de significincia menores que
10%, estdo apresentados na Tabela 4.17.

Observa-se na Tabela 4.17 que em nenhuma das temperaturas estudadas foi
possivel ajustar a cinética de desativagdo segundo a Equacdo 3.13, com todos
parametros significativos, o que também ocorreu no trabalho de COUTINHO FILHO et
al. (2005), considerando este modelo, com dois estagios intermediarios, como
representativo da desativacdo da invertase imobilizada em silica de porosidade
controlada.

Somente para temperaturas de 51°C e 63°C foi possivel ajustar a cinética
segundo a Equagdo 3.12, com parametros significativos, como pode ser visualizado

pelos valores dos niveis de significdncia na Tabela 4.14.
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Tabela 4.14 — Analise da desativagao térmica.

Temperatura 63°C R>  Z(V-Vimodew) Temperatura 55,5°C R Z(V-Viodew)’
Eq. Eq.
311 kg 0,182 p 0 0,99 0,0039 3.11 k; 0,0058 p 0 0,96 0,012
312 k; 0228 p 0 0,99  0,00003 |3.12 k; 0,0014 p 0,66 0,96 0,007
o, 0,063 p 0 o, -1,30 p 0,79
313 k; 0,056 p 0,005 0,99 0 313 k; 0,009 p 0,14 0,98 0
o, -3,342 p 0,009 o, 0906 p 0,07
k, 0306 p 0 k, 003 p 057
o, 0,0000 p 0917 o, -0,012 p 0,76
Temperatura 60°C R®  2(V-Vuoden) Temperatura 51°C R*  Z(V-Viode)’
Eq. Eq.
311 k; 0,065 p 0 0,98 0,0038 |3.11 k; 0,0008 p 0 0,25 0,03
3.12 k 0,054 p 0 0,97 0,0064 312 k; 0,023 p 0,09 0,84 0,0003
o, 0,11 p 0,205 o, 085 p 005
3.13 k; 0,0406 p 099 0,98 0 3.13 k 5,02 p 0,99 0,27 0
o 0,593 p 0,99 o, 09206 p 0
k, 0,0405 p 0,99 k, 0,0003 p 0,39
o, 0,037 p 032 o 0,0001 p 0,99

Temperatura 57°C R Z(V-Vimodaw)’

Eq.
311 k. 0,027 p 0 0,99  0,000002
312 k; 0,027 p 0,0001 0,99  0,00002
o, -0,003 p 0,9935
313 k0,035 p 0,79 0098 0
o 0337 p 088
k, 0046 p 0,89
o, 0,009 p 084

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

Para a temperatura de 63°C os ajustes alcangados com os modelos das

Equacdes 3.11 e 3.12 apresentaram todos os pardmetros significativos e 0,99 de



Capitulo 4 — Resultados e Discussido 100

coeficiente de determinagdo. Os ajustes dos resultados experimentais € os previstos

pelos modelos estdo representados na Figura 4.25.

——Eq. 3.11

Atividade Relativa

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Tempo (min)

Figura 4.25 - Perfil da desativacdo térmica na temperatura de 63°C.

Analisando a Figura 4.25 e a soma dos quadrados dos desvios igual a 0,00003
verifica-se que o melhor ajuste entre os valores experimentais e tedricos sdo obtidos
com a Equagdo 3.12. Os parametros ajustados ao modelo estdo representados na
Equacao 4.14.

A (1-0,063)e0228Y 10,063 (4.14)

Ao

Para as temperaturas de 60 e 55,5°C os modelos cinéticos das Equacdes 3.12 e
3.13 ndo se ajustaram de maneira significativa, pois apesar dos coeficientes de
determinagdo serem maiores e os quadrados dos desvios serem menores os parametros

obtidos ndo possuem significado fisico. O parametro o, € o, s@o as razdes especificas de

.. E, E, ) . , . .
atividade — e — , respectivamente, ndo sendo possivel admitir valor negativo.

Assim os ajustes aos modelos cinéticos, para 60 e 55,5°C estdo representados nas

Figuras 4.26 e 4.27, respectivamente.
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—Eq. 3.11
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Figura 4.26 - Perfil da desativagdo térmica na temperatura de 60°C.

——Eq. 3.11

Atividade Relativa
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Figura 4.27 - Perfil da desativagdo térmica na temperatura de 55,5°C.

Observa-se na Figura 4.26 para temperatura de 60°C um ajuste entre os valores
experimentais e tedricos, com a Equagdo 3.11 obteve-se um coeficiente de determinagao
igual a 0,98 e soma dos quadrados dos desvios igual a 0,0038. Os parametros ajustados

a este modelo estdo representados na Equagdo 4.15.
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A (00651
A _ a-0,065. 4.15
o (4.15)

Verifica-se um ajuste entre os valores experimentais na temperatura de 55,5 e
teoricos com o coeficiente de determinagdo igual a 0,95 ¢ com a soma dos quadrados
dos desvios igual a 0,012 ao ajuste a Equagao 3.11. Os parametros ajustados a este
modelo estdo representados na Equagao 4.16.

AA; _ o(-0,00581) (4.16)

Comparando os resultados apresentados na Tabela 4.14 para a temperatura de
57°C, para os trés tipos de cinética, observa-se que a cinética da Equagdo 3.11
corresponde ao melhor ajuste devido ao coeficiente de determinagdo igual a 0,99, ao
valor da somatéria dos quadrados dos desvios igual a 0,000002 e por apresentar
parametros significativos. Os ajustes dos modelos cinéticos aos resultados

experimentais estao representados na Figura 4.28.
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Figura 4.28 - Perfil da desativagdo térmica na temperatura de 57°C.

Os parametros ajustados ao modelo da Equagdo 3.11 na temperatura de 57°C
esta representado pela Equagdo 4.17.

—=e

A ~
” (-0,027.t) 4.17)
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Para a temperatura de 51°C o ajuste da cinética de desativagdo da Equacdo 3.11
resultou em um baixo coeficiente de determinacdo, observado na Tabela 4.14, igual a
0,25. Assim o possivel ajuste foi com o modelo cinético da Equacao 3.12 o qual
apresentou parametros significativos. Os ajustes aos modelos estdo representados na

Figura 4.29.

1.0 o
0,9 ° ° o o
0,8

0,7
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Figura 4.29 - Perfil da desativagdo térmica na temperatura de 51°C.

As atividades relativas encontradas na temperatura de 51°C sdo, praticamente,
constantes com o tempo, por isso ndo ajustou a nenhuma das equagdes que descrevem o
modelo de desativacdo térmica em série, demonstrando ser o biocatalisador imobilizado
extremamente estavel a baixas temperaturas. Apds 4 horas de incubacdo da enzima
imobilizada nesta temperatura, a atividade relativa era da ordem de 90% e ndo
apresentava tendéncia de queda.

Quanto maior a temperatura maior o pardmetro da constante da taxa de
desativagao térmica (kg), o que realmente deveria acontecer, pois de acordo com
Arrhenius kg € diretamente proporcional a temperatura.

Com as constantes de ativagao do processo de desativagdo térmica dos modelos
que apresentaram melhor ajuste para cada temperatura foram calculados os tempos de

meia-vida, citados na Tabela 4.15, pela Equagao 3.14.
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Tabela 4.15 — Célculo do tempo de meia vida para cada temperatura em estudo.

Temperatura (°C) kg Equagdo do ty» (min)
Modelo
63 0,228 3.12 3,33
60 0,065 3.11 10,66
57 0,027 3.11 25,67
55,5 0,0058 3.11 119,50
51 0,023%* 3.12% -

* Nao foi possivel calcular o tempo de meia-vida pelos resultados experimentais e pelo modelo
ajustado, indicando um tempo de meia-vida alto.

Os tempos de meia-vida de invertase imobilizada foram menores do que os
tempos de meia-vida da invertase livre para as temperaturas 63, 60 e 57°C. Para
temperaturas mais baixas, como a de 51°C, para invertase imobilizada e 54°C para
invertase soluvel, a enzima imobilizada alcanca alto valor no tempo de meia-vida, como
pode ser observado comparando as Figuras 4.5 ¢ 4.24.

No trabalho de AMAYA-DELGADO et al. (2005), tanto para temperaturas
mais altas quanto para as mais baixas estudadas o tempo de meia-vida obtido para
invertase imobilizada covalentemente em Nylon-6 foi maior se comparada a solivel. O
mesmo ocorreu no trabalho de DANISMAN et al. (2004) para invertase imobilizada por
ligagdo covalente em membranas de poli hidroxi metacrilato.

Para encontrar a energia de ativagdo do processo de desativacdo térmica
realizou-se uma regressao linear na equacdo de Arrhenius (Equagdo 3.15), utilizando as
constantes de desativacdo térmica dos melhores ajustes citados na Tabela 4.14, como

pode ser observado na Figura 4.30.
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In(Kd)

0,00296 0,00300 0,00304 0,00308
1T (K)

Figura 4.30 — Regressao linear da equacao de Arrhenius.

O ajuste linear obtido alcancou uma determinacdo linear de 0,97 e estd
representada na Equagdo 4.18.

In(k, ) =—49936.(1/T) +146,9 (4.18)

Assim a energia de ativagdo encontrada foi da ordem de 415 kJ/mol ou 99

kcal/mol.

4.6.8 — Influéncia da Concentracao de Substrato na Cinética da Reaciao da Enzima
Imobilizada

Para invertase imobilizada na resina Duolite A-568, os resultados
experimentais de taxas iniciais de reagdo de hidrdlise de sacarose, na auséncia de
produtos de reagdo, sdo apresentados na Tabela 4.16. Eles foram obtidos a 40°C,

conforme item 3.2.9.8, usando tampao acetato 5,0.
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Tabela 4.16 — Taxas iniciais de reacao (V), em fun¢do da concentragdo inicial
de substrato (S), para invertase imobilizada.

Experimentos Concentragao inicial sacarose (g/L) - S Taxas iniciais (Uj) - v
1 5 1,762
2 10 3,351
3 20 5,203
4 30 5,989
5 40 6,069
6 60 6,62
7 70 7,746
8 75 8,02
9 90 8,804
10 150 11,61
11 200 11,82
12 250 10,5
13 350 8,354
14 450 6,392
15 500 6,122

Os resultados experimentais da Tabela 4.16 foram ajustados ao modelo de
inibi¢do pelo substrato (Equacao 3.16) e os parametros determinados por uma regressao
ndo-linear utilizando o software Statistica 7.0, gerando a Equagao 4.19. O ajuste
alcangou um coeficiente de determinagdo de 0,93 e uma comparagdo entre os resultados

experimentais e os preditos pelo modelo obtido pode ser observado na Figura 4.31.
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Figura 4.31 — Perfil da influéncia da concentracao de sacarose na atividade da
enzima imobilizada.
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V= 17,09.S (4.19)

SZ
60,23+ S +
370,23

Sendo:

V= 17,09 Us = 17,09 Zacucar redutor/L. Min.Zinyertase = 0,047 Mgae/min
K = 60,23 geo/L = 176 mMg,,

Ki=370,23 geu/L = 1,08 Mgae

Os parametros cinéticos da Equacao 4.20 para invertase imobilizada diferiram
significativamente com relagdo a aqueles da enzima livre apresentados na Equagdo 4.9.
Merece destaque o valor da constante de Michaelis (Ky,), igual a 176 mM para invertase
imobilizada e 45,2 mM para invertase livre, um aumento de 3,9 vezes, fato este que
sugere resisténcias difusionais na hidrélise com a enzima imobilizada.

Os resultados da constante de Michaelis para invertase livre e imobilizada
foram proximos aos valores obtidos no trabalho de REBROS et al. (2007), que
encontraram K, de 44,8 mM para soluvel e 160,5 mM para invertase imobilizada em
capsulas de polivinil alcool.

TOMOTANI & VITOLO (2006), obtiveram valores proximos da constante de
Michaelis para invertase livre e imobilizada em Dowex 1x4, ndo sugerindo problemas
difusionais. Os efeitos difusionais ocorrido com invertase adsorvida em Duolite A-568
foi menor quando comparado ao efeito de invertase adsorvida em Montmorillonite K-10
no trabalho de SANJAY & SUGUNAN (2005), pois neste trabalho o valor de K, sofreu
um acréscimo de 14 vezes em relagdo ao da enzima livre. Um aumento de 19 vezes da
constante de Michaelis de invertase adsorvida em um polimero de etileno glicol
dimetacrilato n-vinil imidazol (poly(EGDMA-VIM)) em relagdo a enzima livre foi

observado no trabalho de OSMAN et al. (2005).

4.6.9 — Influéncia da Concentrac¢ao dos Produtos na Cinética da Reacido da Enzima
Imobilizada

Os resultados experimentais de taxa de reagdo de hidrolise da sacarose (V) por
enzima invertase imobilizada em presenca de glicose (G) ou frutose (F) sdo

apresentados na Tabela 4.17. As condigdes experimentais seguiram o item 3.2.9.9.
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Tabela 4.17 - Resultados experimentais de taxa de reagdo em funcao das concentragdes
iniciais de sacarose, glicose e frutose no meio reacional.

S(@L) G() FlL) v (U)
20 0 0 2,858
20 5 0 2,522
20 10 0 2,349
20 15 0 1,62
20 20 0 1,31
30 5 0 3,488
30 10 0 3,305
30 15 0 2,99
30 20 0 2,53
40 0 0 4,473
40 5 0 3,798
40 10 0 3,87
40 15 0 1,62
40 20 0 3,29
40 25 0 2,78
60 0 0 5,48
60 5 0 4,882
60 10 0 3,89
60 15 0 4,28
60 20 0 1,95
60 25 0 3,00
20 0 0 2,507
20 0 5 2,208
20 0 10 2,045
20 0 15 1,68
30 0 0 3,99
30 0 5 3,324
30 0 10 3,2
30 0 15 0,266
40 0 5 4,076
40 0 10 3,71
40 0 15 3,63
40 0 25 3,18
60 0 0 4,827
60 0 5 5,076
60 0 10 51
60 0 15 5,06
60 0 20 5,05
60 0 25 2,59

Os resultados da Tabela 4.17 foram ajustados por uma regressdo nao linear,
realizados pelo software Statistica 7.0, utilizando o método de Levenberg-Marquardt
(MORE, 1977), aos modelos cinéticos Inibicdo Competitiva, Inibi¢do Nao Competitiva,
Inibicdo Acompetitiva, Inibicdo Mista Linear e Inibicao Parcialmente Nao Competitiva,

representados pelas Equacdes 3.23, 3.34, 3.35, 3.26 e 3.27, respectivamente. Na Tabela
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4.18 estdo apresentados os parametros ajustados com as respectivas analises de t-
Student, os coeficientes de determinagdo e a somatoria dos quadrados dos desvios, para

o efeito de inibi¢do dado pela glicose.

Tabela 4.18 - Parametros dos modelos cinéticos estudados em presenga de glicose como
inibidor

Modelos de Vi Kn K; o B S(V-Vmodeo) R
inibicao
I = Glicose
Competitiva Parametros 8,89 35,40 1747 - - 0,012046 0,96
Valor-p 0 0,0017 0,0005 - i
Nio Parametros 10,02 49,32 38,023 - 0,02957 0,96
Competitiva  Valor -p 0 0,003 0 -
Acompetitiva Parametros 12,52 73,89 14,78 - - 0,057141 0,95
Valor-p 0,001 0,0048 0,018 - i
Mista Linear Parametros 8 35 17 34.10* - 0,012049 0,95
Valor -p 0 0 0 0,63
Parcialmente Pardmetros 9,98 50,19 9949 - -0,01 0,02556 0,96
Nao Valor -p  0,0001 0,0005 0,62 - 0,42
Competitiva

Com base nos resultados da Tabela 4.18, os parametros com nivel de
significancia menor que 10% na analise t-Student foram considerados significativos.
Pela andlise dos coeficientes de determinacgdo, pelos valores dos quadrados dos desvios,
pela significancia dos parametros pela analise t-Student e pelo significado fisico dos
mesmos, os modelos que melhor se ajustaram foram inibicdo competitiva € nao
competitiva pela glicose.

Analisando os ajustes na determinagdo dos pardmetros do modelo inibigdo
mista linear verifica-se que o pardmetro o apresentou um valor muito alto, igual a
34.10". Substituindo este valor na Equacdo 3.26 o termo (G/(a*Ki)) tende a zero,
transformando esta equa¢do na Equacdo 3.23 do modelo de inibigdo competitiva,
embora todos os outros parametros estatistico validem o modelo cinético mista linear.

Os parametros do modelo parcialmente ndo competitivo ndo foram
significativos de acordo com a analise t-Student, além disso, o parametro  apresentou
um valor negativo, sem significado fisico, portanto este modelo foi descartado.

Os ajustes dos modelos inibi¢do competitiva (Equacdo 4.20) e inibi¢do nao-
competitiva (Equagdo 4.21) pela glicose estdo apresentados nas Figuras 4.32 ¢ 4.34, na
forma de superficie de resposta. Nas Figuras 4.33 e¢ 4.35 observa-se que os valores

observados experimentalmente estao proximos aos preditos pelos modelos.
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Figura 4.32 — Perfil da influéncia da concentragao de glicose na atividade da

enzima imobilizada, pelo modelo de inibi¢do competitiva.
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Figura 4.33 - Valores experimentais em fun¢do dos valores previstos pelo modelo de
inibi¢do competitiva para a resposta de atividade enzimatica.
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Figura 4.34 — Perfil da influéncia da concentragdo de glicose na atividade da
enzima imobilizada, pelo modelo de inibicdo ndo competitiva.
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Figura 4.35 - Valores experimentais em fun¢do dos valores previstos pelo modelo de
inibi¢do ndo competitiva para a resposta de atividade enzimatica.

Para o efeito de inibicdo da frutose estdo apresentados na Tabela 4.19 os
parametros ajustados com as respectivas analises de t-Student, os coeficientes de

determinagdo e a somatdria dos quadrados dos desvios.
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Tabela 4.19 - Parametros dos modelos cinéticos estudados em presenca de frutose como
inibidor:

Modelos de Vi Kn K; o B S(V-Vmodeo) R
inibicao
I = Frutose
Competitiva Parametros 12,97 85,55 83,72 - - 0,03091 0,97
Valorl-p 0,0001 0,036 0,04 - -
Nao Parametros 13,93 96,44 147,90 - - 0,01448 0,97
competitiva Valor-p 0,003 0,005 0,07 - )
Acompetitiva Parametros 14,44 104,55 67,19 - - 0,01418 0,95
Valor-p 0,021 0,015 0,26 - -
Mista linear Parametros 13 86 84 84.10° - 0,01436 0,96
Valor -p 0 0 0 0,59 i
Parcialmente Parametros 13,11 88,22 0,659 - 0,90 0,01436 0,96
nao Valor -p  0,0007 0,01 0,92 - 0,93
competitiva

Com base nos resultados da Tabela 4.19, os parametros com nivel de
significancia menor que 10% na analise t-Student foram considerados significativos.
Pela analise dos coeficientes de determinacgdo, pelos valores dos quadrados dos desvios,
pela significancia dos parametros pela analise t-Student e pelo significado fisico dos
mesmos, os modelos que melhor se ajustaram foram inibi¢do competitiva e ndo
competitiva pela frutose.

Os ajustes dos modelos inibi¢do competitiva (Equagao 4.22) e inibi¢ao nao-
competitiva (Equagao 4.23) pela frutose estdo apresentados nas Figuras 4.36 e 4.38 na
forma de superficie de resposta. Nas Figuras 4.37 e 4.39 observa-se que os valores
observados experimentalmente estdo proximos aos preditos pelos modelos.

Além disso, comparando os valores dos parametros K; alcancados na inibi¢ao
pela frutose e pela glicose, conclui-se que a concentragdo da frutose no meio de reagdo
resulta em menor inibicdo. Ao contrario dos resultados encontrados no trabalho de
COUTINHO FILHO (1996), que obteve valores de K; proximos a competi¢do

provocada pela frutose e pela glicose.
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Figura 4.36 - Perfil da influéncia da concentracdo de frutose na atividade da
enzima imobilizada, pelo modelo de inibi¢do competitiva.
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Figura 4.37 — Valores experimentais em funcdo dos valores previstos pelo modelo
de inibicdo competitiva para a resposta de atividade enzimatica
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Figura 4.38 — Perfil da influéncia da concentracdo de frutose na atividade da
enzima imobilizada, pelo modelo de inibicdo ndo competitiva.
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Figura 4.39 - Valores experimentais em funcao dos valores previstos pelo modelo
de inibigdo ndo competitiva para a resposta de atividade enzimatica

Os resultados da inibicdo da reacdo de hidrolise pelos produtos da mesma
encontrados por outros pesquisadores ndo diferem muito dos atuais: COUTINHO
FILHO (1996), concluiu pela analise das somatérias dos quadrados dos desvios que
tanto a glicose como a frutose comportam-se como inibidores parcialmente ndo-
competitivo. RIBEIRO (1989), verificou-se que a glicose comporta-se como inibidor
parcialmente ndo competitivo e a frutose como inibidor ndo-competitivo. COMBES E
MONSAN (1993), concluiram que a glicose comporta-se como inibidor competitivo e a

frutose como inibidor parcialmente nao-competitivo.



CAPITULO 5 - CONCLUSOES E SUGESTOES

5.1 — Conclusoes

A partir dos resultados obtidos pode-se concluir que:

» Entre as resinas estudadas a que apresentou melhores resultados na
imobilizacdo de invertase por adsor¢do e ligacdo idnica foi a Duolite
A-568. As melhores condigdes no processo de imobilizagao foram:
tempo de imobilizacdo 24 horas, temperatura 29°C, pH 5,0 e
concentragdo da enzima no meio 12,5 g/L.

» A resina de troca idnica Duolite A-568 mostrou-se um bom suporte
para imobilizar invertase, pois ¢ 100% regenerdvel e manteve uma boa
estabilidade de usos.

» A temperatura e o pH 6timos para a atividade de invertase soltivel foi
47°C e 4,7, respectivamente, ja para invertase imobilizada houve uma
reducao da temperatura 6tima para 40°C e no pH 6timo foi 4,9.

» O intervalo de estabilidade da invertase soluvel em relagdo ao pH foi
entre 5,5 a 7,5, enquanto o intervalo para invertase imobilizada foi de
5,5a6,0.

» A estabilidade térmica de invertase livre ou imobilizada possui
comportamento semelhante, pois em temperaturas mais altas (66 e
63°C) a atividade relativa segue a Equacdo de Arrhenius, decrescendo
rapidamente com o tempo e para temperaturas mais baixas (57 e 54°C)
foi possivel ajustar os resultados experimentais pela cinética de
desativacdo em série.

» O biocatalisador imobilizado apresenta uma maior estabilidade térmica
em baixas temperaturas se comparado com invertase soltvel.

» A energia de ativagdo do processo de desativagdo térmica de invertase
soltvel (360 kJ/mol) foi menor do que de invertase imobilizada (415
kJ/mol), demonstrando esta ultima ser mais sensivel a variacao de
temperatura.

» A reagdo de hidrolise de sacarose catalisada por invertase livre e

imobilizada seguiu 0 modelo de inibi¢ao pelo substrato. O valor de Ky,
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5.2 — Sugestoes

YV V V VY

para enzima imobilizada foi 3,9 vezes maior do que para enzima livre,
sugerindo resisténcia a transferéncia de massa na catalise com invertase
imobilizada.

O método de imobilizacdo de invertase por adsor¢do nesta resina ¢é
simples e ndo altera a cinética da reagao.

Em relacdo a inibicdo provocada na velocidade de hidrolise pela
concentracdo de produtos no meio reacional, observou-se que a glicose
exerce maior inibicdo que a frutose. Para os dois agucares redutores,
glicose e frutose, os melhores ajustes dos resultados experimentais aos

modelos cinéticos foram de inibi¢do competitiva e nado competitiva.

Estudar os efeitos difusionais na cinética da reagdo com o
biocatalisador imobilizado;

Estudar a cinética de hidrolise do processo em reator de leito fixo;
Testar outras resinas de troca idnica para imobilizar invertase;

Estudar outros métodos de imobiliza¢ao nas resinas trocadoras de ions;
Estudar o processo de imobilizacdo por adsor¢do e ligacdo cruzada
com glutaraldeido em resinas;

Estudar a influéncia de ions metalicos na taxa de reagdo de hidrolise de

sacarose;
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ANEXO 1

Exemplo da andlise canonica para o Planejamento Composto Central da otimizacao do
meio de imobilizacdo, implementado no Maple VIII.

Sendo:

Atividade enzimatica = y1;

T=x1;

pH = x2;

Concentracao de invertase = x3;

Forma canonica para o PCC para imobilicao - T, pH e [enzima]
>restart;
>yl:= 4.66 + 0.33*x1
+0.041*x2+0.79*x3+0.18*x1*x2+0.013*x1*x3-0.34*x2*x3-
1.01*x17M2-1,34*x2"2-1.14*x3"2;

yl:=3.66+ 0.33 X1 + 0.041 x2 + 0.79 x3 + 0.18 x1 x2 + 0.013 x1 x3 — 0.34 x2 x3

—1.01 x12, 34 x22 - 1.14 x3?

Reduzir para a forma canénica o modelo ajustado de ordem 2:

>with(linalg):
Warning, the protected names norm and trace have been redefined and
unprotected

>B:=matrix(3,3,[-1.01,0.09,0.0065,0.09,-1.34, -
0.17,0.0065,-0.17,-1.14]);
-1.01 ~ 0.09 0.0065

B:=| 009 -134 -0.17
0.0065 -0.17 -1.14

> charpoly(B, lambda) ;
A +3.49 A2+ 3.99535775 A + 1.504595285

> lambda:=[eirgenvals(B)]; raizes caracteristicas
A =[-1.452319979, -1.064013256, -0.9736667645]

>p:=matrix(3,1,[1.-944,0.906,1.069]);
1.944
b :={0.906
1.069
>x0:=evalm(-0.5*inverse(B)&*b);
0.996408332
X0 :=10.3514282136
0.4221349630

>for 1 from 1 to 3 do x:=x0[1,1] od;
X :=0.9964083325

X:=0.3514282136
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X :=0.4221349630
>Xx01:=0.058;

Xx01 :=0.058
>x02:=0.2102;

x02 :=0.2102
>x03:=0.5075;

Xx03 :=0.5075

>y0:=4.66 + 0.33*x01

+0.041*x02+0.79*x03+0.18*x01*x02+0.013*x01*x03-

0.34*x02*x03-1.01*x01"2-1,34*x02"2-1.14*x03"2;
y0 :=4.051592693, 1.208643235

Portanto a forma canénica ajustada é :
>y:=yO+lambda[1]*w[1]"2 +lambda[2]*w[2]"2
+lambda[3]*w[3]"2;

y == (4.051592693, 1.208643235) — 1.452319979w,” — 1.064013256 W,
— 0.9736667645 W,
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