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RESUMO

Inventase de Levedura fod 4Amobilizada Lonicamente, usando
como supontes Duolite S-761, Ambenfite 1RA-400, Rexyn 101 (H]) e

Dowex 1 - X4.

Foi estudada a ingluencia do pH do medio na Ligacao da enzi-
ma ao suporte, bem como tempo de imobilizacac e proporcao da en-

zima em nelacdo a hesina.

Foram determinados os parametros cineticos Km e Um e estuda
dos 08 fatornes tempernatura e pH, para a enzima fLivie e Aimobiliza

da.

A cinetica de hidrnolise de sacarose §odi estudada, usando um
neatorn de Leito f4ixo com Ainventase imobifizada e testado o mode-

Lo proposto para o reator fubular ideak.

A nesina que apresentou malon netencao de atividade oL
Duolite S-761, com 70,43%, a um pH do meio de imobilizacao Ligual
a 3,0. 0s parnametros cineticos da inventase imobilizada diferdi-
nam daquefes da enzima Livire. Em operacao continua, se mostraram

dependentes da velocidade Linean de gluxo na coluna.
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SUMMARY

Veast inverntase was Lonically 4immobifized on carniens 04

Duolite S-761, Ambenfite IRA-400, Rexyn 101 (H) and Dowex 1 - X4.

The pH 0§ the medium influence on enzyme - canndien ALinka-
ge, as well as Zhe time of immobilization and the natio enzyme/

nesin wenrne studdied.

The kinetic parametens, Km and Um were detenmined and the
temperatune and pH factorns were studied fon free and Ammobili-

zed enzyme.

Using a §ixed-bed neactor of immobifized Lnventase, the
kinetics of sucrose hydrolysis wene sftudied, and a ideal Zu-

bulan neacton model was developed and tested.

The nesin presenting highest activiiy netention was Duoli-
te S-761, with 70,43% at medium pH of 3,0. Kinetic parametens
0f immobilized Lnverntase diffened forn those of the gree Lnventa
se, and in continuous operation, shown fo be dependent of the

Linearn fLow nate in the column.
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I - INTRODUCAO

Enzimas sao catalisadores bioldogicos, de natureza proteica,

que participam de um grande numero de reacdoes gue OCOrremnos se
- . . hg . .

res. Bo contrario dos catalisadores quimicos comuns, enzimas ca

racteristicamente tem a habilidade de catalisar reacgoes sob con-

dicdes muito brandas de temperatura e pressdo, em solucgdes aquo

sas neutras, com uma especificidade muito alta.

Enzimas foram utilizadas pelo homem desde os tempos anterio
res a era Crista, como por exemplo, na manufatura de paes, manu
fatura do queijo, amaciamento de carnes e fabricacao de bebidas

fermentadas.

O uso de enzimas tem-se estendido gradualmentezavérios cam
pos, tais como na fabricacio de bebidas, producao de alimentos,
indGstrias teéxteis, transformacdes quimicas, medicina e outros.
Além do mais, devido ao recente desenvolvimento da bioquimica e
da microbiologia aplicada ou biotecnologia, surgiram novas fon
tes de enzimas, contribuindo assim para aumentar as aplicacoes
das mesmas. Todavia, as enzimas sao produzidas por seres vivos,
para suas proprias necessidades, e embora, sendo catalisadores
altamente efetivos e eficientes, elas nao sao sempre ideais pa-
ra aplicagoes praticas. Algumas vantagens das enzimas, podem mes
mo ser desvantagens em uso pratico como catalisadores, ou seja,
elas sao geralmente instaveis, nao podem ser usadas em solventes

organicos nem a temperaturas elevadas.

Convencionalmente, reagoes enzimaticas, tem sido realizadas
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em processos descontinuos, incubando uma mistura de substrato e
enzima solivel. E tecnicamente, muito dificil recuperar enzima
ativa da mistura apds a reagao, para reuso. Dessa forma, a enzi
ma e outras proteinas contaminantes sao geralmente removidas por
desnaturacgao por pH ou tratamento térmico durante o isolamento
do produto da mistura reacionante, o que nao deixa de ser anti

~econdmico, ja que a enzima é perdida apos cada batelada.

Para eliminar as desvantagens do uso de enzimas como cata-
lisadores, especialmente a impossibilidade de processamento con-
tinuo, uma tentativa empregada & a técnica de imobilizacao de en

zimas.

Classicamente, o termo enzima imobilizada vem sendo usado
para descrever uma enzima que foi quimica ou fisicamente fixada
em um suporte insoldvel em agua, polimerizada em um gel insolu-
vel em agua, entrelacada dentro de uma matriz gel insoluvel ou

mesmo dentro de microcapsulas insoluveis.

OBJETIVOS

No presente trabalho, pretende-se estudar a imobilizacado de
invertase, tendo-se como principais objetivos:

1. Estudar a imobilizacao de invertase em resinas trocado-

ras de ions, pelo método de ligacao idnica, verificando

a influéncia no meio de imobilizacao, dos fatores como

pH, tempo de ligacao e a quantidade de enzima a ser usa

da por grama de resina.

2. Estudar a cinética da inversao da sacarose por inverta

se imobilizada, em processo descontinuo.
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3.

Definida a resina que reteve maior atividade enzimatica
na imobilizacdo, montar um reator de leito fixo com in-

vertase imobilizada nessa resina.

Estudar a cinética da hidrolise de sacarose em processo

continuo, em reator de leito fixo.

Determinar a estabilidade da invertase imobilizada em

relacao ao tempo.

-03-



II - REVISAO BIBLIOGRAFICA

II.1 - HISTORICO E USOS DE ENZIMAS IMOBILIZADAS

A primeira noticia que se tem sobre imobilizacdao de enzi-
mas data de 1916, guando NELSON e GRIFFIN verificaram que inver
tase de levedura adsorvida em carvao e em alumina (33) apresen-

tavam atividade catalitica na inversao da sacarose.

Em 1921, NELSON e HITCHCOK (34) verificaram que a ativida-
de de invertase sobre uma solugao de sacarose em presencga de ad
sorventes como carvao e alumina era menor do que na auséncia dos

mesmos.

A primeira tentativa de imobilizac¢do de enzimas com a fina
jidade de melhorar suas propriedades para um uso particular soO
ocorreu em 1953, guando Grubofer e Schleith imobilizaram carbo-
xypeptidase, diastase, pepsina e ribonuclease usando resina de

poliaminopoliestireno diazotado (10).

Segundo CHIBATA (10), nos anos 50, menos de dez trabalhos
foram publicados na irea de enzimas imobilizadas, tendo ocorri-
do nos anos 60, um progresso muito significativo, quando muitos
trabalhos foram publicados e extensivas pesquisas foram realiza
das a respeito de novas técnicas de imobilizagdo e estudos das
propriedades fisicas, quimicas e fisico-quimicas de enzimas imo

bilizadas.

Em 1969, CHIBATA et alii (11) montaram o primeiro processo
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industrial, usando aminoacilase fungica imobilizada, para a re-

solucao de DL-aminoacidos, em processo continuo.

Nos anos 70, surgiram novos meétodos e variacoes de métodos
de imobilizacdo ja estabelecidos, novos suportes foram desenvol

vidos, havendo um grande avango na area (10).

Segundo BASTA (4), a partir de 1971, iniciou-se nos Esta~-
dos Unidos a produgao de xarope de alto teor de frutose, partin
do do amido de milho, utilizando tecnologia de enzima imobili-
zada, e, a partir dessa data, a produgao por esse processo tem
aumentado bastante, novas fabricas tem sido montadas, conseguin

do-se aumentar o teor de frutose no xarope.

Segundo o autor anteriormente citado, em 1980, entrou em
funcionamento na Alemanha Ocidental uma fabrica de xarope de al
to teor de frutose, usando também um processo com enzima imobi-
lizada. Em 1982, entrou em funcionamento nos Estados Unidos uma
planta para producao de adog¢antes e uma outra para produzir gli
cose e galactose, ambas partindo de soro de leite e wutilizando

tecnologia de enzimas imobilizadas.

Enzimas e células imobilizadas tem larga aplicagdo em vari
os campos, tais como processos quimicos, analises, tratamento mé
dico, processamento de alimentos, afinidade cromatografica, ele

trodos enzimaticos e outros (10) .

II.2 - METODOS DE IMOBILIZACAO DE ENZIMAS

1I.2.1 - CLASSIFICAGAO
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O termo enzima imobilizada foi recomendado na primeira con-
feréncia sobre "Engenharia de Enzimas", realizada em 1971, com
a finalidade de uniformizar o tratamento dado ao assunto. Nessa
conferéncia, enzimas imobilizadas foram definidas como enzimas
fisicamente confinadas ou localizadas em uma certa regiao do es
pago, com retengao de suas atividades cataliticas, e que podem

ser usadas repetidamente e continuamente (10).

Na conferéncia anteriormente citada, foi proposta uma clas-
sificacdo para enzimas imobilizadas, como ilustra o esquema a se

guir (47):

Enzimas Imobilizadas

Entrelacadas Ligadas

Ligadas
covalentemente

Em micro-

capsulas Adsorvidas

Em matrizes

CHIBATA (10) classifica os métodos de imobilizacao de enzi

mas, da seguinte forma:

Métodos de Imobilizacdo de Enzimas

= ligacao
igacga suporte entrelagamento
ligagao a P cruzada ¢
adsorcao ligacgao ligacao em em
fisica ionica covalente matrizes microcapsulas
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7ABORSKY (49) classifica os métodos de imobilizacao de en-
zimas em fisicos e quimicos. Métodos quimicos sdo aqueles depen
dentes da formacdo de ligagdes covalentes, tais como: ligacao co
valente da enzima ao suporte, incorporagao da enzima a cadeia de
um polimero em crescimento e a ligacao cruzada da enzima com um
reagente multifuncional de baixo peso molecular. Os métodos fi-
sicos independem da formacdo de ligacao covalente, tais como: ad
sorcido, entrelacamento dentro de matrizes insollveis em agua, en
trelacamento dentro de microcapsulas semi—permeéveiseacontencéo

da enzima por membranas semi-permeaveis.

II.2.2 - DESCRICAO DOS METODOS

II.2.2.1 - ADSORGAO FISICA

Este é o mais antigo e provavelmente o menos entendido mé-
todo de imobilizar enzimas. Originalmente, esse método foi usa-
do por Nelson e Griffin em 1916 e desde entdo enzimas tem sido
adsorvidas a polimeros organicos, vidros, sais minerais, oOxidos
metalicos e varios materiais silicosos, tais como bentonita e

silica coloidal (46).

A adsorcao frequentemente causa pouca oOu nenhuma mudanga de
conformacao da enzima ou destruicao de seu centro ativo. Se o su
porte é adequado, esse método é simples e efetivo, tendo toda-
via a desvantagem de que a enzima adsorvida pode desprender do
suporte durante a utilizacao, porque a forca de ligacao entre a

enzima e o suporte & fraca (10).

I1.2.2.2 - LIGACAO IONICA
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Esse método é baseado na ligacdo idnica da proteina enzima
tica a suportes insoliveis em agua, contendo residuos trocado-
res de ions. Em alguns casos, ndo somente ligagao idnica, mas

também adsorcao fisica tomam parte na ligagao (10).

Esse método de imobilizacdo de enzimas € simples e barato
e foi o primeiro uso industrial bem sucedido de enzimas imobili

zadas (46).

Segundo MAEDA e SUZUKI (25), imobilizar enzimas por proces
so idnico é simples e tem sido usados como suportes trocadores

de ions, principalmente os derivados de DEAA-celulose.

Entre os métodos de preparar enzimas imobilizadas, o da 1i
gacdo ibnica a um suporte inerte tem algumas vantagens, incluin
do facilidade de preparacdo e a possibilidade de reusar O supor

te (31).

I1.2.2.3 - METODO DE LIGAGCAO COVALENTE

Baseia-se na ligacdo de enzimas a suportes insoluveis em a-
gua por meio de ligacoes covalentes, atravég de grupos @ ou € a
mino, grupo carboxil, grupo o , B ou vy sulfidril, grupo hidro
xil, grupo imidazol e grupo fendlico na molécula da enzima. Nas
reacdes de ligagdo, esses grupos funcionais reagem com = Supor-
tes contendo grupos reativos, tais como diazb6nio, azida acida ,
isocianatos e haletos. As condig¢des de reacao requeridas para
formaciao dessas ligag¢les sao relativamente complicadas e normal
mente nio brandas. Em alguns casos, a ligacao covalente altera
a estrutura conformacional e o centro ativo da enzima, resultan

do em diminuicdo de atividade e/ou mudancgas de especificidade de
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substrato. Todavia, a forga de ligacao entre enzima e suporte‘é

forte e nao ocorre perda da enzima (10) .

WEETALL (46) afirma que a ligagao covalente de uma enzima

a um suporte & o método mais permanente de imobilizacgao.

Segundo FILBERT e PITCHER (17), 1igacéocova1enteé comumen
te usada porque é um método muito versatil para imobilizar enzi

mas, produzindo derivativos imobilizados estaveis.

Os métodos para conectar proteinas a suportes insoluveis em
agua por ligagoes covalentes sdao de grande interesse, sendo ne-
cessario todavia, que esses métodos nio danifiquem extensivamen

te a matriz, nem inative a proteina (1).

A ligacao de enzimas a suportes insoliveis por ligagdes co
valentes, deveria ser realizada via grupos funcionais na protei
na, que nao sejam essenciais para sua atividade catalitica. A
reacao deveria ser, obviamente, realizada sob condigoes que nao

causem desnaturacgao (21).

II.2.2.4 - METODO DA LIGACAO CRUZADA

Esse método de imobilizacdo & baseado na formacao de liga-
¢des guimicas, mas sem usar suportes insoliveis em agua. A imo-
bilizacdo é realizada pela formacido de ligagdes cruzadas entre
as moléculas da enzima por meio de reagentes bi ou multifuncio
nais, tais como glutaraldeido, derivados do isocianato, bisdia-
zobenzidina, N, N'-polimetileno bisiodoacetamida e N, N'-etile-
nobismaleimida. As reacgoes de formacéo das ligacéescruzadasséo

realizadas sob condigoes relativamente severas, afetando em al-
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guns casos a conformacido do centro ativo da enzima, levando a

significantes perdas de atividade (10).

0 agente de ligacdo cruzada é escolhido para ligar especi-
ficamente a grupos funcionais na proteina nao envolvidos nc si-
tio ativo, a concentragoes adequadas<m1paraagregacéo com reten
cio de solubilidade ou completa insolubilizacdo, com retengao

de atividade (30).

O aspecto mais favoravel para usar reagentes multifuncio
nais como agentes de insolubilizacdo e que um reagente pode ser
utilizado para preparar tipos bastante diferentes de derivati-
vos enzimicos, tais como géis enzimicos entrecruzados, membra-
nas enzimicas, derivativos adsorvidos em monocamadas e conjuga
dos insoliveis em agua, ligados a polimeros. A preparacao de um
derivativo enzimdtico insoliivel em agua, usando um reagente mul-
tifuncional é simples e da derivativos que sao proteinas quase
puras. Entre as desvantagens desse método estao a necessidade de
controle rigido de pH, concentracoes, etc, para atingir insolu-
bilizacdo eficiente; necessidade de uma grande quantidade de pro
teina ou coproteina; a frequente e inevitavel inativacgao da en-
zima, causada por modificacdo quimica e a natureza gelatinosa
desses derivativos enzimiaticos tornando dificil usa-los emalgu-

ma operacdo em coluna (49).
WEETALL (46) também afirma serem as enzimas imobilizadas
por ligagdes cruzadas geralmente gelatinosas e dificeis de manu

sear.

I1.2.2.5 - ENTRELACAMENTO
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a). Entrelacamento em Matrizes

0O método de entrelagamento em matrizes envolve a retengao
de enzimas dentro dos espacos intersticiais de polimeros entre-
cruzados insoliveis em agua, tais como poliacrilamida, alcool po

l1ivinilico e outros (10).

As moléculas de enzimas sao fisicamente entrelacadas den-
tro de uma matriz polimérica e nao podem sair, mas moléculas de
substrato e produto de tamanhos apropriados podem se transferir
através e dentro dessa rede para assegurar uma transformagao

continua (49).

Na oclusao de enzimas em matrizes poliméricas, ocorre a rea
c¢3o de polimerizacdo dos monomeros em uma solucao agquosa conten
do a enzima. O bloco resultante do gel enzimico polimerizado, po
de ser mecanicamente disperso em particulas de tamanho defini-
do, que pode ser liofilizado. O método do entrelagamento impoe
o0 minimo retraimento na enzima imobilizada e ndo envolve a for-

macao de ligacdo covalente com a matriz suporte (21) .

As vantagens do método de imobilizar enzimas por entrelaca
mento em matrizes incluem sua simplicidade experimental, a neces
sidade de minimas quantidades de enzima na imobilizacgao eo fato
de ser um processo fisico. Nenhuma modificagdao quimica e nenhu-
ma mudancas nas propriedades intrinsecas da enzima sao espera-
das. O método permite uma consideravel variacao de suportes e os
derivativos enzimicos obtidos poderao ser de formas fisicas bas
tante diversas. Como principais desvantagens do entrelagamento
em matrizes, podem ser citadas a dificuldade de controle dos fa-

tores experimentais para uma boa imobilizacdo, inativagdo quimi

-11-



ca e térmica da enzima durante a formagao do gel, perda de enzi
ma dos intersticios, devido principalmente a formacao de grandes
poros e a limitacao de uso apenas a substratos de baixo peso

molecular (49).

b). Entrelacamento em Microcapsulas

Proteinas e outros materiais podem ser imobilizados dentro
de microcapsulas preparadas de polimeros organicos, de tal modo
que a macromolécula entrelacada niao possa escapar, mas COmMpoS-—
tos de baixo peso molecular podem entrar e sair das capsulas por

difusido através da membrana (30).

para a preparacao de microcapsulas enzimicas sao requeri-
das condicdes extremamente bem controladas em comparagao com a

microencapsulacgdo de outros produtos quimicos (10).

As capsulas de enzimas imobilizadas podem ser preparadas
desde tamanhos menores que 1, até varios microns. A membrana
previne a perda da enzima, permitindo que substratos de molécu-

las pequenas alcancem a enzima (46).

I1.2.2.6 — CONSIDERAGCOES GERAIS

Segundo FILBERT e PITCHER (17), nao ha um suporte nem um
método universal para imobilizar enzimas, e nenhum reator per-
feito gue possa ser recomendado para todos os sistemas enzimati
cos imobilizados. Somente quando a aplicacdo ou o uso dos mes-
mos forem claramente definidos, pode o suporte, O método de 1li-

gagdo e o projeto do reator serem propriamente escolhidos.
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CHIBATA (10) apresenta o seguinte resumo geral

aos métodos de imobilizacao de enzimas:

relativo

METODO DE LIGACAO
Caracteristica - . - . ] -
adsorcao} ligagao |ligacao ligagao
. . L, entrelacamento
fisica ionilca covalente cruzada
Preparacao facil facil dificil dificil [dificil
AtlleaQe baixa alta alta moderada }alta
enzimatica
Especificidade . - . - - - . -
de substrato imutavel 1mutave1 mutavel mutavel imutavel
Forca ligacao fraca moderada|forte forte forte
Regeneragao possivel| possivel|limpossivel | impossivel |impossivel
Aplicabilidade . .
plic baixa moderadalmoderada baixa alta
geral
Custo . . .
. ey - baixo baixo alto moderado baixo
imobilizacao

O suporte escolhido devera ser estavel em solucdao e nao de-
teriorar sob as condicdes operacionais, quimicas e fisico-quimi
cas da solucdo. Também nao devera mudar de forma ou tamanho du-
rante o uso, ser mecanicamente rigido e apresentar pouca compac
tacao em operacgoes continuas com alto fluxo em reatores de lei-

to fixo (17).

Um grande numero de suportes sao atualmente usados para i-
mobilizar enzimas. A escolha do suporte & determinada pelas con
dicbes sob as quais a enzima sera usada e pelo método de liga-

cao envolvido (5).
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I1.3 - INVERTASE

II.3.1 - INTRODUCAO

Invertase, sacarase ou B —_frutofuranosidase, é uma das mais
antigas enzimas conhecidas, sendo encontrada em muitas plantas
e microrganismos. Ela rompe a ligagdo 8 —frutofuranosidea, libe-

rando B -frutose (22).

Segundo WISEMAN e WOODWARD (48); invertase obtida a par-
tir de levedura, catalisa a hidrdlise de sacarose a uma mistura
equimolar de glicose e frutose (agucar invertido). O principio
ativo, causador da inversao, foi descoberto em 1833 e isolado em
1860 por Berthelot. Obtem-se duas formas de invertase de levedu
ra, a extracelular, com cerca de 80% do total da célulaea for-
ma intracelular. A forma extracelular & uma glicoproteina com
cerca de 50% de carboidratos, ao passo que a intracelular & des

tituida dos mesmos.

A invertase encontra aplicacées na producéo de uma varieda
de de chocolates e produtos de confeitaria e na produgao de acg
car invertido (48). E muito utilizada na inddstria de alimentos
porgue a hidrdélise enzimica de solucdoes concentradas de sacaro-
se da origem a xaropes mais doces, além de formar monossacari -

deos mais soliveis e mais dificeis de se cristalizarem (16).

As duas formas de invertase, a intra e a extracelular apre
sentam atividades especificas similares e a atividade oOtima se
encontra na faixa de pH entre 3,5 e 5,5, quando hidrolisam solu
¢oes de sacarose de concentracao de 1 a 15%. A temperatura oti-

ma de acao dessa enzima depende do grau de purificacéo da mesma
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e da concentracao do substrato, tendo sido encontrado valores en

tre 23°Cc e 55°C (16).

II.3.2 - IMOBILIZACAO DE INVERTASE

11.3.2.1 — INTRODUCAO

Invertase pode ser imobilizada por varios métodos, sendo 0Os
inicialmente usados a adsorgao em carvao e em hidrdoxido de alu-
minio, com retencdo de parte de sua atividade catalitica relati

va a sacarose (33, 34).

Nos Gltimos anos varios métodos de imobilizagao e varios su
portes diferentes tem sido utilizados para imobilizar essa enzi
ma (27). Foi covalentemente ligada a vidro poroso (28, 37), co-
polimerizada com acrilamida (22), entrelacada em fibras (15, 27),
covalentemente ligada a hornblenda por ligacao com metal (19,
43), adsorvida em quitina (42), entrelagada em matrizes de gel

de manana (26), além da imobilizacao em resinas.

TI.3.2.2 — INVERTASE IMOBILIZADA EM RESINAS

E SUAS CARACTERISTICAS

SUZUKI et alii (41) imobilizaram invertase de levedura por
ligacdo idnica a DEAE-celulose, tendo conseguido retengao de cer
ca de 50% da atividade correspondente a forma livre. Encontrou
um pH 6timo de 5,5 para a enzima livre e 3,4 para a forma imobi

lizada.

BOUDRANT e CHEFTEL (6) estudaram a imobilizacao de inverta

se em resinas trocadoras de ions. Nesse estudo, verificaram a
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influéncia do pH na imobilizacdo, observando que aliado a adsor
cdo fisica, ocorreu um processo de ligagao iodnica, conseguindo
retencdo de atividade de até metade daquela da enzima livre. Ve
rificaram gue os complexos invertase-resina catidonica apresenta
ram valores de pH otimo deslocado para o lado basico, relativo
ao da enzima livre e os complexos invertase-resina anionica a-
presentaram pH Stimo deslocado para a faixa acida, quando compa
rados com o da forma solivel da enzima. Esses autores estudaram
a hidrdlise de uma solucado de sacarose com invertase ligada a Am
berlite IRA-93, em reator tubular, observando a niao desativacao

da coluna apds oito dias de processamento continuo.

DICKENSHEETS et alii (14) estudaram a imobilizacao de in-

vertase de Candida utilis, ligada ionicamente a celulose poro -

sa, encontrando maxima atividade a valores de pH entre 4,0 e

5,4, com a temperatura em torno de 65°C.

Usando resina trocadora de jons, tipo poliamina, KOBAYASHI
e MOO-YOUNG (23) imobilizaram invertase convalentemente e a
utilizaram em um reator de leito fixo. Nesse reator, estudarama
cinética do processo, constatando que OS parametros cinéticos da
equacao de Michaelis-Menten néo foram constantes, verificando

uma diminuicdao nos mesmos com O aumento da taxa de fluxo.

USAMI, NODA e GOTO (45) estudaram a invertase ligada ioni-
camente a DEAE-celulose, constatando que esta reteve 31% da a-
tividade catalitica da forma solvel e uma temperatura Otima me
nor, ou seja, cerca de 50°C para a uGltima (forma solivel) e 35°C
para o complexo imobilizado. Em processo continuo de inversao de
solucao de sacarose, as constantes de velocidade de reacao se

mostraram dependentes da taxa de fluxo, diminuindo com O aumen-

-16-



to da mesma.

OOSHIMA et alii (36) ligaram invertase por processo ionico
i resina catidnica, Amberlite IRA-94, observando que nesse Ppro
cesso de ligagao, o complexo enzima-resina apresentou ativida
de mais alta que quando ligada covalentemente a mesma resina, po
rém com estabilidade térmica menor 4o que aguela. A partir des-
ses resultados, concluem que no método de ligagao idnica, os si
tios ativos da enzima mantem-se menos alterados que no covalen

te, porém sujeitos a desnaturacao térmica mais facilmente.

MAEDA e SUZUKI (25) imobilizaram invertase ionicamente a
DEAA-celulose, com retencao maxima de 45% da atividade da enzi-
ma livre. Verificaram ser o complexo DEAA-celulose-invertase bas
tante estavel no intervalo de pH de 5 a 7, a forcas ionicas da
ordem de 0,02. A temperatura oOtima encontrada para essa enzima
imobilizada foi de 55°C e guando em uso continuo em coluna a
30°C, manteve sua atividade catalitica praticamente constante
por nove dias. As constantes cinéticas Km e Vm foram praticamen
te as mesmas, tanto para a enzima livre, quanto para a imobili-

zada em operacdes de batelada.,

Resina tipo fenol-formaldeido mostrou-se um bom suporte pa
ra imobilizacao de invertase e outras enzimas, com obtencao de
complexos resina-enzima de alta atividade. Por um processo mis-
to de adsorcao e ligagao covalente com glutaraldeido, visando
prolongar a atividade catalitica, obteve-se invertase imobiliza
da gque apresentou uma atividade maxima de 600 u mol de sacaro-
se por minuto por grama de resina drenada, a 45°C e pH igual a

4,5, usando solugao 0,4M de sacarose (35).
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B_frutofuranosidase de tomate adsorvida em CM-celulose
reteve apenas 25% da atividade original, ndo se eluindo do su-
porte a valores de pH abaixo de 5. A enzima imobilizada apresen
tou o mesmo pH otimo da nativa, ao usar sacarose como substrato
e foi bastante estavel em relacao a temperatura até 35°C, desa-

tivando-se rapidamente a partir de 40°c (32).

FILIPULSON e HORNBY (18) ligaram B -frutofuranosidase de
levedura covalentemente a uma matriz de poliestireno, verifican
do um pH Otimo do complexo resina-enzima entre 4,5 e 5,0 e uma
elevacao do valor de Knm, relativo ao da enzima soluvel. Essa pre

paracdo manteve sua atividade inalterada por varias semanas.

USAMI, HASEGAWA e KARASAWA (44) imobilizaram invertase por
varios métodos, utilizando diferentes suportes, obtendo melhor
resultado com DEAE-celulose, por ligagao ionica, com 31% de ati
vidade relativa a enzima solivel. A enzima nativa apresentou u-
ma temperatura Otima de 55°C e o complexo obtido ionicamente foi
bastante estavel até 40°C e apresentou uma temperatura otima en

tre 30°C e 40°C.

II.4 - REATORES PARA ENZIMAS IMOBILIZADAS

Segundo MESSING (30), nio ha um reator ideal ou universal
para enzimas imobilizadas. O projeto e operagao do reator para as
mesmas, todavia, € o fator mais critico nessa tecnologia. Tres
configuragdes basicas de reator tem sido propostas para utili-
zacdo com enzimas imobilizadas em processamento continuo, que
sio o reator continuo de tanque agitado, ou CSTR (Continuous
Stirred Tank Reactor), o reator de leito fluidizado e o reator

de leito fixo ou reator tubular. A tomada de uma decisao com
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respeito ao tipo de reator, deve também considerar as condigoes
de temperatura, taxas de fluxo, controle e ajuste do pH, forcga

idnica, concentracdo de substrato, efeitos de difusao, etc.

FILBERT e PITCHER (17) afirmam que o reator de leito fixo
ou reator de coluna recheada é o mais difundido e melhor conhe-
cido para enzimas imobilizadas. Os reator descontinuos sao usa-
dos somente em pequena escala, ode leito fluidizado esta rece-
bendo alguma atengdo, devido a sua capacidade em manusear ali-
mentacdo contendo material particulado e o CSTR é menos eficien
te para a maioria dos processos que envolvem cinéticas simples

de ordem maior que zero.

para LILLY e DUNNILL (24), as operacdes com enzimas, emba-
telada, permitem grande flexibilidade. A operacgdo continua apre
senta diversas vantagens, como: menor custo da mao-de-obra, fa-
cilidade de controle automdtico, maior constancia nas condicgoes
de reagdo, obtendo-se maior uniformidade na qualidade dos produ

tos.

Conforme os dois autores mencionados acima, a escolha do
reator depende da cinética da reacao e de varias condigOes ope-
racionais. Para uma simples enzima, cuja cinética & descrita
pela equacgao de Michaelis-Menten, teoricamente, o CSTR é€ menos
eficiente (produto formado por unidade de enzima) que o reator
tubular, exceto para concentracoes de reagente muito altas e
baixas conversoes a produto. Se ocorre inibigao da reacao pela
concentracao do produto, entao CSTR se torna menos eficiente ain
da relativamente ao reator tubular. Porém se ocorre inibicao pe

lo reagente, o CSTR torna-se mais favoravel. Condigoes insta-

veis, todavia, tem sido verificadas para reacoes catalisadas
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por enzimas inibidas pelo reagente em CSTR. Se a catalise hete-
rogénea € limitada pela velocidade de transferéncia de massa a
superficie do catalisador, a taxa de fluxo do reagente nessa su
perficie pode ser melhorada, aumentando a agitagaoemum CSTR e

a velocidade de fluxo linear em um reator de leito fixo.

Segundo WEETALL (46), existem dois tipos basicos de siste-~
mas de reatores aplicaveis a tecnologia de enzima imobilizada.
Um é o reator de tanque agitado, podendo ser operado continua ou
descontinuamente. A velocidade de reacdo nesses reatores é afe-
tada pela velocidade de agitacao e taxa de fluxo, se operado con
tinuamente. Uma adaptacdao do reator de tanque agitado é o reator
de leito fluidizado, no qual o substrato flui através do leito
de enzima imobilizada, no sentido ascendente, numa velocidade su
ficiente para fluidizar o leito. O outro tipo de reator é o tu-
bular, usado como colunas e deve ser usado para substratos de
baixa viscosidade e alta solubilidade. Geralmente, um sistema de
coluna tem maior eficiéncia que reatores de tanques agitados e

sdo preferiveis, quando possivel.

Para CHIBATA (10), o reator de tanque agitado, € util para
solucoes de substrato de alta viscosidade e para enzimas imobi;
lizadas com atividade relativamente baixa, podendo ser conti-~
nuos ou descontinuos. Os reatores de leito fixo, sao os mais uti
lizados para enzimas e células imobilizadas, sendo encontrados
com fluxo descendente, ascendente e com reciclo. Quando a velo-
cidade linear da solucao de substrato afeta a velocidade de rea
cdo, o método do reciclo é vantajoso. Onde o fluxo descendente
causa compressao no leito, & preferivel o ascendente. O reator
de leito fluidizado é indicado para solugoes de substrato de al

ta viscosidade e quando um substrato ou produto gasoso é usa-
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do. Outros tipos de reatores, tais como membranas de ultra-fil-
tracao, tubos de enzima, filmes de enzimas e outros tem sido u-

sados, mas sdo poucos e aplicados a casos isolados.

PATWARDHAN e KARANTI (38) afirmam que um reator de leito
fixo pode ser mais interessante que um CSTR, para alcangar alta
conversio com enzimas imobilizadas. As resisténcias a transfe -
réncia de massa tem um pronunciado efeito em parametros cinéti-

cos, tais como a constante aparente de Michaelis-Menten.

Segundo LILLY e DUNNILL (24) , na pratica, os reatores se-
gundo suas condicdes de fluxo se situam entre Os dois casos i-
deais, o de perfeita mistura, como no reator de tanque agitado
ideal e o de nenhuma mistura na direcao do fluxo, como no reator

tubular ideal.
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III - MATERIAL E METODOS

III.1 - MATERIAL

IIT.1.1 - ENZIMA

Invertase de levedura, grau comercial, com 104,4 mg de pro-
teina por ml de enzima foi obtida de Miles-Seravac Laboratories
Ltd (England). Em todos os experimentos realizados, foi usada
diluida na razio 1:50, ou seja, com 2,088 mg de proteina por ml

de enzima.

III.1.2 — RESINAS

Dowex 1-X4, resina trocadora de anions fortemente basica,
tipo estireno amdnio gquaternario, grupo funcional -N*(CH,),, na
forma cloreto, com grande porosidade, capacidade de troca de
3,5 meq por grama de resina seca, granulometria, entre 20 - 50

mesh, foi obtida de Bio-Rad Laboratories.

Amberlite IRA-400, resina trocadora de dnions fortemente ba
sica, na forma cloreto, grupo funcional -N*(CH,) ,, granulome-

tria de 20 - 50 mesh foi obtida da Fluka AG.

Rexyn 101(H), resina trocadora de cations, fortemente aci-
da, grau analitico, copolimero de poliestireno sulfonado, na for
ma hidrogenidnica, grupo funcional - SO;H, com média porosida-
de, granulometria de 16 - 50 mesh, com capacidade total de tro-

ca de 4,7 meq por grama de resina seca foi obtida da Fisher
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Cientific Company.
Duolite S - 761 (equivalente a Duolite S - 30), resina ti-
po fenol-formaldeido, adsorvente e trocadora de Ions, foi obti-

da da Diamond Shamrock Corporation.

III.1.3 - PRODUTOS QUIMICOS

A sacarose utilizada em todos os experimentos como substra

to foi um produto PA, obtido da Mallinckrodt, Quimis.

Todos os demais reagentes utilizados foram produtos PA.

ITI.1.4 - VIDRARIA DE LABORATORIO

III.2 - EQUIPAMENTOS UTILIZADOS

- Peneirador vibratorio, marca Produtest, modelo T e penei
ras da série Tyler.

- Termostato "Ultra Thermostat", marca MTA Kutez, tipo 606.

- Agitador, modelo A, marca Alltest.

— Termostato "Thermostat 01", marca Veb Prufgerate-Werk.

_ Bomba Peristaltica, modelo P203, marca Milan.

- Potencidmetro, marca Analytical Measurements.

- Espectrofotometro modelo Coleman 295, da Perkin-Elmer.

- Balanca Analitica, precisao 0,0001g, marca Unimatic.

_ Bomba de Vacuo, marca Primar, modelo 141.

— Coluna de vidro com didmetro interno 0,85cm, altura 46
cm, com jaqueta para circulacdo de agua e controle da temperatu
ra, com placa porosa para retencdo do leito de enzima imobiliza

da.
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I1I.3 - METODOS

III.3.1 - DETERMINACAO DE PROTEINAS

O conteudo proteico da invertase foi determinado por um mé-
todo do Biureto modificado, conforme boletim técnico do 1aborat§
rio Wiener (9), utilizando como padrao de proteinas uma solucao
de albumina e globulinas em estado natural, denominado como SOro
padrdo, com 47 mg de proteina, por ml de soro. O reativo EDTA/Cu

utilizado, também foi obtido do mesmo laboratoério.

Esse método, constou basicamente das seguintes etapas:

a). Foram preparados tres tubos espectrofotométricos, o branco,
o padrao contendo uma amostra de soro padrao e o tubo teste,
contendo uma amostra da solucao de invertase, da gqual se pre
tendia determinar o conteudo proteico, conforme ilustra a ta

bela a seguir:

Substancia Branco padrao Teste
Agua 50ul - -
Soro Padrao - 50ul -
Invertase - - 50ul
Reativo EDTA/Cu 3,5 ml 3,5 ml 3,5ml

b). Os tubos foram incubados durante 15 minutos a 37°C, apos es-
se tempo, resfriados até a temperatura ambiente e determina
das as absorbancias ou densidades Oticas do padrao e teste,

em relacao ao branco, a 540 nm.
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c). O conteido proteico da invertase foi determinado pela rela-

cao:

Conteddo proteico (mg/ml) = :izgiggﬁgiz dgopggigi x 47

III.3.2 - METODO DNS DE DOSAGEM DE ACOCARES REDUTORES

A curva padrdo do método de dosagem de acucares redutores
pelo DNS (acido 3,5 dinitro-salicilico), foi construida confor
me CLARK (12), no intervalo de linearidade do método. A curva pa
drido (absorbancia ou densidade Stica a 540 nm, em funcao da con-
centracio de acicares redutores), apresentada\na figura I111.1,
foi construida a partir dos dados apresentados na tabela a se-

guir:

volume em mililitros

Substancia - = .
Branco Padrao 1 Padrao 2 Padrao 3

Solucdao 0,005 M
de glicose 0,005 M - 0,4 0,8 1,2
de frutose

Solucao 0,3 M sacarose 1,0 1,0 1,0 1,0

Agua 2,0 1,6 1,2 0,8

A cada tubo (branco e padroes) , foram adicionados 2,0ml do
reagente DNS, desenvolvida cor, por fervura durante 5 min, res-

friados, diluidos a 20,0 ml e determinadas as densidades Oticas.

0 padrdo mais concentrado, © de nimero 3, apds diluigao a
20,0 ml, apresentou uma concentrac¢ao igual a 6,0}(10_“ moles de
acicar redutor, por litro de solucao. Em todas as determinacoes
de acucares redutores efetuadas, procurou-se, atraves de dilui-
¢oes adequadas das amostras, trabalhar com concentragoes dos mes-

b
mos, menores que 6,0 x 10 M.
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F1G.II. 1— CURVA PADRAO DO METODO DNS
Gcido 3,5 dinitro-salicilico ), A (absorbdncia),
em fungdo da concentragdo de agucares redu-
tores, Cx10° ( moles/litro ).

3.0 40 50 6.0 cx10?



III.3.3 - PREPARACAO DE TAMPOES

Para valores de pH de 1,5 a 2,4, foram utilizados tampoes
(KC1l + HCl). Esses tampoes foram preparados pela mistura de 25
ml de solucgao 0,2M de KC1l com X ml de solucado 0,2M de HC1l, di-
juindo a mistura a 100 ml. Os valores de X foram 20,7; 6,5 e 3,9
ml, respectivamente, para obtencio dos tampoes de pH iguais a

1,5; 2,0 e 2,4 (29).

para valores de pH de 3,0 a 5,5, foram usados tampoes aceta

to-acido acético 0,05M, preparados conforme CONN & STUMPF (13).

No caso de pH de 6,0 a 8,0, foram utilizados tampoes fosfa-
to. Esses tampoOes foram preparados pela mistura de 50ml de solu
cao 0,1M de KHZPO“ com x ml de solugao 0,1M de NaOH, diluindo a
mistura a 100 ml. Os valores de x foram 5,6; 13,9; 29,1; 40,9 e
46,1 ml, respectivamente, para obtencio dos tampoes com valo -

res de pH iguais a 6,0; 6,5; 7,0; 7,5 e 8,0 (29).

III.3.4 - DETERMINACAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA

A atividade, tanto da enzima livre, como imobilizada foi de
terminada pela dosagem do acicar redutor formado, pelo método do

dcido 3,5 dinitro-salicilico (DNS) (12).

Em todos os experimentos de determinacdo de atividade de
invertase livre, a mistura de reacao foi uma solugcao de sacarose
numa dada concentracdo, tamponada com 0,5 ml de solucao tampao
no pH do experimento e apos estabilizacao da temperatura no Vva-=
lor desejado, foi adicionado O,i ml de enzima, perfazendo um VO-

ljume total de reacgdo de 3,0 ml. Apos um tempo de reacao de 5 min
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na temperatura desejada, paralisou-se a reacao pela adicao de 2 ml
do reagente DNS e logo a seguir os tubos de ensaio contendo a
mistura foram colocados em um banho de agua fervente por 5 min ,
resfriados, diluidos adequadamente e ‘determinado o agucar redu-

tor formado em cada tubo.

No caso de enzima imobilizada, foram efetuados dois tipos
de testes de atividade, sendo um em processo em batelada e outro
em processo continuo. No processo em batelada, amostras de 0,2 g
da enzima imobilizada (43) foram adicionadas a uma solugao forma
da pela mistura de 2 ml de solucao de sacarose 0,06 M e 1,0mlda
solucio tampdo de pH desejado no experimento ja estabilizada na
temperatura em questao. ApSés 5 min de reacao, foi separada a en-
zima imobilizada por uma decantacao simples e adicionado 2,0 ml
do reagente DNS, deixando os tubos em um banho de agua fervente

por 5 min e determinado a seguir o agucar redutor presente.

Nos experimentos envolvendo enzima livre e imobilizada ope-
rando uma batelada, as reacdes ocorreram em tubos de ensaio, den
tro de um Banho-Maria de temperatura controlada, no termostato
"Ultra-thermostat", ja citado, uniformizando a temperatura da
agua do banho com um agitador de hélice, marca Alltest, também

ja mencionado, conforme fotos III.1 e III.Z2.

No caso da enzima imobilizada em operagdo continua emuma cO
luna, a atividade foi determinada medindo o acgucar redutor forma
do em uma amostra colhida na saida da coluna, numa vazao bem de-
finida, nas condigbes de concentracdo de sacarose na alimenta -
cao, pH e temperatura escolhidos para o experimento. Nesse caso,
uma amostra de 1,0 ml do produto, misturado com2,0ml de agua e

com 2,0 ml do reagente DNS, foi colocado em banho de agua ferven

-28-



FOTO III.1

FOTO III.2
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te por 5 min e apos diluicao adequada, determinado o agucar re-

dutor presente na amostra inicial.

Em todos os experimentos de determinacdao de atividade, as
leituras de densidade Stica foram feitas dentro do intervalo de
linearidade do método, que é para concentracdes de agucares redu

tores menores ou iguais a 6,0 x10_“ moles por litro (12).

Uma unidade de atividade enzimatica foi definida como sendo
aquela quantidade de invertase que hidrolisa 1 pmol de sacarose

por minuto, sob condic¢des definidas (40).

III.3.5 - DETERMINACAO DOS PARAMETROS CINETICOS, Km e Vm

DA ENZIMA LIVRE

Para determinar Km e Vm, foi efetuada uma série de experi
mentos de determinacao de atividade de invertase soluvel, como
indicado no item III.3.4, a pH igual a 5,0 e temperatura igual a

25°C, variando a concentracgao de sacarosede 0,33a0,01 M (12).

III.3.6 - TEMPERATURA OTIMA DA INVERTASE LIVRE

A temperatura otima de acao da invertase soluvel foi encon
trada, determinando a atividade enzimatica da série de experimen
tos, conforme indicado em III.3.4, mantendo a concentracao ini-
cial de sacarose na solucao de reacgao igual a 0,04M, mantendo o

pH em 5,0 e variando a temperatura de reacao de 25 a 65°C (12).

IT1.3.7 - pH OTIMO DA INVERTASE LIVRE

Mantendo constantes a temperatura em 25°C, a concentragao
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inicial de sacarose da mistura de reacao em 0,04 M, foram efetua
dos experimentos determinando a atividade de invertase para osva

lores de pH de reagao variando de 1,5 a 8,0 (12).

IITI.3.8 - ATIVACAO DAS RESINAS PARA IMOBILIZACAO

III.3.8.1 - ATIVACAO DE DOWEX 1 - X4 E AMBERLITE IRA-400

Essas duas resinas sdo ambas trocadoras anidonicas fortemen-
te basicas, e por isso, sofreram o mesmo processo- de ativacao.
A resina foi colocada em uma coluna, através da qual fluiu-se so
lucio 2 M de NaOH, na proporgao de dois volumes de solugao por vo
lume de leito, durante aproximadamente 20 minutos e a seguir foi
lavada com cinco volumes de agua destilada por volume de leito,
durante 30 minutos. A seguir a coluna contendo a resina ja trata
da com solucdao de NaOH, foi atravessada por uma solucao 2 M de
HC1l, na proporcao de dois volumes por volume de leito,v durante

.
20 minutos, sendo a seguir lavada com agua destilada, correspon-
dente a cinco volumes de leito, durante 30 min. Com esse trata-

mento de ativacdo, a resina adquire a forma cloreto (8).

III.3.8.2 - ATIVACAO DE REXYN 101 (H)

Essa é uma resina catidnica fortemente acida, com grupo fun
cional -SO,H e pode ser usada na forma hidrogenidonica e na forma

sodica.

Para uso da resina na forma hidrogeniodnica, a mesma sofreu
o seguinte tratamento: colocada num bequer, foi embebida com cer
ca do dobro do seu volume em HCl1l 2M, durante 30 - 60 minutos, a-

gitando ocasionalmente. A seguir, a resina foi colocada em uma
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coluna, pela gqual fluiu HC1 2M, durante 10 - 15 minutos, num VO-
lume igual ao do leito. A sequir, foi lavada, passando pela colu

na um volume de agua cerca de seis vezes O do leito (3).

A resina na forma sédica foi preparada através do tratamen-
to anterior, seguido pela passagem de solucdo 2M de NaOH na colu
na contendo a resina, em quantidade igual a dois volumes de lei-
to durante 20 minutos e a seguir lavada com cinco volumes de

agua (8).

I11.3.8.3 - ATIVAGCAO DE DUOLITE s-761

Para essa resina nao se dispunha de dados técnicos, gque a
definissem como anidnica ou cationica. Foi seguido o método de
ativacdo usado por OLSON e STANLEY (35) para Duolite S-30. Esse
tratamento consistiu em lavagem da resina com agua destilada, se
guida de pernoite em solucdo de NaCl 0,1M, numa relacao de qua-
tro volumes de NaCl para cada volume de resina. ApOs o pernoite,
a resina foi lavada com agua destilada, correspondente a seis ve
zes o volume da mesma, drenada utilizando um ligeiro vacuo e usa

da para imobilizacao.

TII.3.9 - IMOBILIZACAO DE INVERTASE

TIT.3.9.1 - UTILIZANDO AS RESINAS DOWEX 1 - X4 E

AMBERLITE IRA - 400

Foram efetuadas duas séries de experimentos, utilizando as
duas resinas na forma basica, ou seja, na forma “OH. Cada teste
de imobilizacao, realizou-se em tubo de ensaio, contendo 0,29 da

resina ativada e lavada com solugao tampdo no pH a ser usado no
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experimento, adicionado de 1,0 ml do referido tampao e 1,0ml da
enzima. Variou-se o pH dos experimentos de 3,0 a 7,0 (6). A mis-
tura foi mantida 12 h a 25°C e apds esse tempo, a resina foi la-

vada e determinada sua capacidade em hidrolisar sacarose.

Uma modificacao do método de imobilizacao citado anterior-
mente, foi realizada guando, apés as 12 h a 25°Cc, foi acrescenta
do 0,5 ml de glutaraldeido em cada tubo, deixando mais 3 h a
25°C e 8 h na temperatura de 3°c, visando estabilizar a enzi-
ma ao suporte por ligagdo cruzada (35). Também nesses experi -

mentos variou-se o pH de 3,0 a 7,0.

IIT1.3.9.2 - UTILIZANDO A RESINA REXYN 101 (H)

Com Rexyn 101 (H) na forma hidrogeniéniéa, foi efetuada uma
série de testes de imobilizacdo, nos quais a mistura de 0,2 g de
resina ativada e estabilizada no pH correspondente com 1,0 ml do
tampao e 1,0 ml da enzima permaneceu 12 h a 25°C, sendo a seguir
javada com bastante agua destilada para remocao de alguma enzima
niao ligada e determinada a atividade da enzima imobilizada. O pH

dos testes variou de 3,0 a 7,0 (6).

Com a mesma resina na forma sédica, foi feita a mesma série
de testes mencionada para a forma hidrogenionica e uma variacao,
na qual, apbés 12 h de contato entre enzima e resina, foi adicio-
nado a cada tubo, 0,5 ml‘de glutaraldeido, deixando mais 3 h a
25°C e mais 8 h a 3°c, apos o que, a resina foi lavada e determi

nada sua atividade (35).
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III.3.9.3 - UTILIZANDO DUOLITE S5-761

Invertase foi imobilizada nessa resina, utilizando um proce
dimento analogo ao referido por BOUDRANT e CHEFTEL (6), gue estu
daram a influéncia do pH na imobilizagao dessa enzima em algumas
resinas anidnicas e catidnicas e também analogo aoutilizado por
OLSON e STANLEY (35), gue estudaram a influéncia de glutaraldei

do na imobilizacdo de enzimas em pDuolite S-30.

Os testes de imobilizacao foram realizados em amostras de
0,2 g da resina ativada, lavadas no tampao correspondente, adi-
cionadas a uma mistura formada de 1,0 ml do referido tampao e
1,0 ml da enzima. Os tubos—-teste permaneceram 12 h a temperatura
de 25°C e mais 3 h a 3°C. Variou-se o pH dos experimentos de 3,0
a 7,0. Apds esse tempo de 15 h, as resinas foram lavadas determi

nando-se as atividades das mesmas.

Uma nova série de testes de imobilizacao foi realizada, em
gue, apos o teste de 15 h, foi adicionado 0,5 ml de glutaraldei-
do em cada tubo, deixado mais 8 h na temperatura de 3°C, e apos

esse tempo, lavada a resina e determinada a atividade.

Testes com Duolite S-761 a pH = 3,0, foram realizados para
determinar a quantidade de enzima a ser utilizada por grama de

resina, assim como o tempo de imobilizacao.

A uma série de tubos de ensaio contendo 0,2 g de resina ati
vada, ja lavada com o tampao de pH 3,0, foi adicionado quantida-
des de enzima, variando de 0,5 a 2,5 ml. Em todos os tubos foi
adicionado 1,0 ml de solucao tampao de pH 3,0 sendo o volume com

pletado a 4,0 ml, pela adicao de agua destilada.
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Visando estudar o tempo de imobilizacao, a pH igual a 3,0,
e 25°C, utilizou-se 1 ml de enzima para cada amostra de 0,2 g da
resina ativada. Em um experimento verificou-se a atividade da en
zima imobilizada apds 8,0 horas de contato, em um segundo a 10,0
horas, em um terceiro a 12,0 horas e em um quarto manteve-se a

temperatura a 25°Cc durante 12 horas e mais 3,0 horas a 3°c.

III.3.10 — INVERTASE IMOBILIZADA EM DUOLITE S-761, SEM

0 USO DE GLUTARALDEIDO

IIT.3.10.1 - DETERMINACAO DOS PARAMETROS CINETICOS Km' E Vm'

Os parametros cinéticos Km' e vm' foram determinados a par-
tir da atividade de amostras de 0,2 g da enzima imobilizada dre-
nada a pH igual a 5,0 e a temperatura de 25°c, variando as con-

centracoes iniciais de sacarose de 0,33 a 0,01 M (28).

III.3.10.2 - TEMPERATURA OTIMA

A temperatura Otima do complexo Duolite S-761-invertase foi
encontrada a partir das atividades de amostras drenadas de 0,2 g
de enzima imobilizada, a pH igual a 5,0 e na concentracao ini-
cial de sacarose igual a 0,04M, variando a temperatura de 18 a

55°C (28).
I11.3.10.3 - pH OTIMO

As atividades de amostras de 0,2 g de invertase imobiliza-
da, drenadas, foram determinadas a temperatura de 25°C, numa con

centracao inicial de sacarose igual a 0,04M, variando o pH dos

experimentos de 1,5 a 7,5 (28).
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III.3.11 - PREPARACAO DA COLUNA DE INVERTASE IMOBILIZADA

Foi escolhido para reator, O tipo leito fixo, devido ao fa-

to de apresentar maiores facilidades de operacao e controles.

Apos efetuar a analise granulométrica da resina Duolite
s-761 (7), uma massa de 8,0 g da mesma foi utilizada para imobi-
lizacao de invertase, sem O tratamento com glutaraldeido, a pH
3,0, utilizando 40 ml de enzima, seguindo o procedimento descri-

to no item III.3.9.3.

Apos imobilizagdo, uma coluna de 0,85 cm de diametro inter-
no, foi recheada com O complexo resina-invertase, apresentando
uma altura de leito de 12,5 cm, tomando-se cuidado para nao for-
mar bolhas, obtendo um leito com aparéncia bastante uniforme ,

conforme foto ne III.3.

No inicio de operacdo, essa coluna apresentou uma taxa de
fluxo maxima de 30 cm®/min, diminuindo para 25,5 cm? /min apos um
dia de uso continuo, havendo também uma diminuicdao da altura do
leito para 12 cm, valores esses que se mantiveram até o final dos

experimentos.

Apos estabilizada a altura do leito, foi determinada sua po-
rosidade, obtida pela razao entre o volume de liquido retido no
leito e o volume de liguido contido na coluna, no espago corres
pondente ao leito, mas sem esse (7). Para garantir que todo o 11
quido retido no leito fosse retirado para ser medido, foi wusada

uma bomba de vacuo.

A alimentacao de solucao de sacarose a coluna foi feita u-
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sando uma bomba peristaltica, ja especificada e a temperatura foi

controlada e mantida a (28 + 1)°C através de um termostato, pela

Circulag¢do da agua do banho do mesmo através da jaqueta da colu

na.
FOTO IITI.3
Legenda: 1 = depdsito de solugao de sacarose; 2 = bomba pe-
ristaltica; 3 = nivel de liquido na coluna; 4 = ¢oluna com
camisa; 5 = leito de enzima imobilizada; 6 = balio volumé -
trico, para recolher amostras; 7 = termostato.
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III.3.12 — ESTUDO DA CONVERSAO EM FUNCAO DA

VELOCIDADE LINEAR DE FLUXO

Foi feito um estudo da conversdo a varias velocidades linea
res de fluxo através da coluna, para as concentracoes de sacaro-
se na alimentacédo de 1,0 x 10”%; 5,0 x 10-2; 2,5 x 1072 e 1,0 x
10—2M, A temperatura de (28 * 1)°c, sem controle do pH, uma vez

que as solugles de sacarose apresentaram pH entre 6,5e6,8, seguin

do um procedimento analogo idquele seguido por GELF et alii (20).

Foi realizada uma série de experimentos. ApOs estabilizada
a taxa de fluxo através da coluna, mantendo o nivel de 1liquido
acima do leito, fixo em 34,0 cm, e apds ter passado pela coluna
um volume de solugao correspondente a seis vezes o seu volume,
era recolhida uma amostra de 100,0 cm’ em um baldo volumétrico,
medindo o tempo gasto para tal. As velocidades lineares de flu-
xo foram determinadas a partir da razdo entre as taxas de fluxo,
pela porosidade do leito e pela area da segao transversal da co-
luna. Dessa amostra, era determinado o agucar redutor formado ,
conforme indicado no item III.3.4 e determinada a conversao de sa

carose a glicose e frutose.

A partir dos dados de conversao em funcao da velocidade li-
near de fluxo, foi estudada a cinética da hidrdlise continua de
solucdes de sacarose, em um reator de leito fixo contendo inver-
tase imobilizada e testado um modelo cinético, supondo quecSlei-

to funcionasse como um reator tubular ideal.

I11.3.13 -~ ESTABILIDADE ENZIMATICA NA COLUNA

A coluna com invertase imobilizada operou continuamente du-
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rante 30 dias, mantendo-se a temperatura constante a (28 + 1)°c.
Durante esse tempo, foram usadas concentracgoes de sacarose de 1,0
x 10°%; 5,0 x 107%; 2,5 x 10°% e 1,0 x 10~?M, com variagdo da va
zao, sendo que emnm todos esses dias, foi verificada a atividade en

simatica da coluna, a velocidade linear de fluxo de 40,08 cm/min,

na concentragao 1,0 x 10_1M e 3 temperatura de (28 2 1)°cC.
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IV - RESULTADOS E DISCUSSAC

IV.1 - RESULTADOS

IV.1.1 - RESULTADOS RELATIVOS A ENZIMA LIVRE

IV.1.1.1 - CONTEODO PROTEICO

O conteudo proteico da invertase utilizada nos experimentos
foi de 2,088 miligramas de proteina por mililitro de enzima, de-

terminado pelo método do biureto modificado.

Iv.1.1.2 — PARAMETROS CINETICOS, Km E Vm

A partir dos dados de velocidade de reacdao em fungao da con
centracao, foi construida a curva da figura 1IV.1, evidenciando
claramente que a reacao de hidrdlise de sacarose por essa enzi-
ma, segue o mecanismo de Michaelis-Menten. Foi construido o dia-
grama de Lineweaver-Burk, figura IV.2, do qual se obteve um va-
lor de 2,180 x 10"2 moles por litro para Km e 1,186 x 10”? moles
de sacarose por litro de solugao por min pof ml de enzima utili-
zada, ou 5,68 x 10~° moles de sacarose por litro de solugcao por

min por mg de proteina.

IV.1.1.3 - TEMPERATURA OTIMA

As atividades enzimaticas de invertase a varias temperatu-
ras, a pH = 5,0, sdo apresentadas na figura IV.3, indicando uma

temperatura otima de acdo enzimatica igual a 50°cC.
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FI1G. T&. 1- VELOCIDADE DE REAGAO,v (—[ooles sope o ass )

em fungdo da concentragdo inicial ,
de sacarose, So (Mmoles ), usando invertase

livre, a 25°C e pH=50.
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FIG. IV. 2—DiAGRAMA DE LINEWEAVER- BURK,

( moles sacarose )_1
V \'ix minxml invertase’/ , em fungao de

So
e pH= 5,0

1 (_r_no_lei) , para invertase livre,a 25°C




F1G.IM.3 ATiVIDADE DE INVERTASE LIVRE,
A (_p moles sacarose
tY7Ix min.xm! invertase
T (%), a pH= 5,0,

), em fungdo da temperatura,
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IV.1.4.4 - pH OTIMO

Foram determinadas as atividades de invertase, a 259C, para va
lores de pH entre 1,5 e 8,0, podendo-se observar a partir da figura

IV.4 um pH 6timo em torno de 5,0.

FIG. IX. 4 - ATiVIDADE DE INVERTASE LIVRE,

A ()J moles sacarose
t' Ixmin.xm! invertase

) »em fungdo do pH,a 25°C.
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IV.1.2 - RETENCAO DE ATIVIDADE NA IMOBILIZACAO

Os resultados estdo apresentados como porcentagem de reten-
cao de atividade obtidos pela relacdao entre a atividade de uma
dada quantidade de enzima imobilizada e a atividade do mesmo VO-

lume de enzima soluvel usado na imobilizacao.

IV.1.2.1 — COM A RESINA DOWEX 1 - X4

Essa resina foi utilizada para imobilizar invertase, confor
me procedimento indicado no item III.3.9.1, variando o pH de imo
bilizacao entre 3,0 e 7,0, nio apresentando retencgao de ativida-

de em nenhum dos experimentos.

Foi testado o uso de glutaraldeido, como indicado no item
IIT.3.9.1, nos mesmos valores de pH de 3,0 a 7,0, nao verifican
do nenhuma retencao de atividade. Nesse caso, houve a formacao de
um gel, de cor esbranquicada, aumentando em quantidade, desde pH

igual a 3,0 até pH igual a 7,0.

IV.1.2.2 - COM A RESINA AMBERLITE IRA-400

A imobilizacao de invertase nessa resina, na forma cloreto,
apresentou uma retengao de atividade maxima igual a 32,61%, quan
do o procedimento de imobilizacao foi feito a pH = 3,5, sem o
uso de glutaraldeido. Para os demais valores de pH, as porcenta-

gens de retencgao sio dadas na Tabela IV.1.
No caso de se usar glutaraldeido, os resultados apresenta

dos na Tabela IV.2 mostram que houve uma maxima retengao de ati

vidade de 18,26%, na faixa de pH de 4,0 a 4,5. Para valores de
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pH acima de 5,0, nao houve retencao de atividade. Nesse caso, tam
bém houve formacao de gel, que aumentou a medida que se aumentou

o pH.

IV.1.2.3 - COM A RESINA REXYN 101 (H)

Nesse caso, sem o uso de glutaraldeido, houve uma retengao
maxima de atividade de 43,48%, utilizando essa resina na forma
hidrogenionica a pH igual a 4,0. As porcentagens de retencao nos

diversos valores de pH utilizados s3o mostrados na Tabela IV.3.

Na imobilizacdo utilizando a resina na forma sodica, uma re-—
tencio maxima de atividade de 40,00% foi alcancada a pH igual a
3,5. As porcentagens de retencido nos valores de pH de imobiliza-

cio estao apresentadas na Tabela IV.4.

para Rexyn 101 (H) na forma sddica, utilizando glutaraldei-
do como reagente bifuncional de ligacao cruzada, conseguiu-se u-
ma retencao de atividade maxima de 17,40%, a pH 3,5. Os valores

de retencao de atividade s3o dados na Tabela IV.5.

Iv.1.2.4 - COM DUOLITE S-761

Essa resina foi utilizada na imobilizacdo de invertase, ati
vada segundo O pProcesso descrito no item III.3.8.3. Conseguiu-se
uma maxima retencgao de atividade de 70,43%, sem O uso de gluta -
raldeido, a um valor de pH de imobilizacdo igual a 3,0. As por-
centagens de retencao de atividade nos valores de pH usados,

sio dados na Tabela IV.6.

Também foi utilizada a variaciao do método de imobilizacao,
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utilizando glutaraldeido, conseguindo uma retengao maxima de ati
vidade de 47,83%, a pH = 3,5. Os valores de retencdo sao mostra

dos na Tabela IV.7.

No procedimento de imobilizacdo sem o uso de glutaraldeido,
foi verificada a influéncia da guantidade de enzima a ser usada
na imobilizacdo, a pH igual a 3,0, encontrando que até a razao
de 5 ml de enzima por grama de resina, havia aumento de retencao

de atividade, estabilizando a partir dessa relacao.

Com relacao ao tempo de imobilizacao, foi verificado  que
10,0 horas de contato foram suficientes para retencao da ativida
de, a 25°C. Verificou-se também, que apds 10,0 horas a 25°C, nao
era necessario deixar mais 3,0 h a temperatura de 3°Cc, pois nao

implicou em aumento de retencao de atividade.

TABELA IV.1 - Porcentagens de retencao de atividade de invertase

(P), imobilizada em Amberlite IRA-400, na forma cloreto, sem o

uso de glutaraldeido, em funcao do pH.

pH 2
3,0 19,56
3,5 32,61
4,0 28,26
4,5 26,10
5,0 8,70
5,5 6,52
6,0 0,00
6,5 0,00
7,0 0,00
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TABELA IV.2 - Porcentagens de retencao de atividade de invertase

(P), imobilizada em Amberlite IRA-400, na forma cloreto, com

uso de glutaraldeido, em funcao do pH.

pH P

3,0 10,87
3,5 13,04
4,0 18,26
4,5 18,26
5,0 8,70
5,5 0,00
6,0 0,00
6,5 0,00
7,0 0,00

(o]

TABELA IV.3 - Porcentagens de retengao de atividade de invertase

(P), imobilizada em Rexyn 101

(), na forma hidrogenidnica,

o uso de glutaraldeido, em funcao do pH.

pH P

3,0 34,78
3,5 34,78
4,0 43,48
4,5 34,78
5,0 34,78
5,5 34.78
6,0 21,74
6,5 0,00
7,0 0,00
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TABELA IV.4 - Porcentagens de retencao de atividade de invertase

(P), imobilizada em Rexyn 101 (H), na forma sb6dica, sem O uso de

glutaraldeido, em funcao do pH.

pH P
3,0 39,13
3,5 40,00
4,0 21,74
4,5 4,35
5,0 0,00
5,5 0,00
6,0 0,00
6,5 0,00
7,0 0,00

TABELA IV.5 - Porcentagens de retencao de atividade de invertase

(P), imobilizada em Rexyn 101 (H), na forma sdodica, com o uso de

glutaraldeido, em funcdo do pH.

pH P

3,0 8,70
3,5 17,40
4,0 8,70
4,5 2,15
5,0 0,00
5,5 0,00
6,0 0,00
6,5 0,00
7,0 0,00
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TABELA IV.6 - Porcentagens de retencdo de atividade de invertase

(P), imobilizada em Duolite S-761, sem O uso deglutaraldeido,em

funcao do pH.

pH P

3,0 70,43
3,5 - 47,83
4,0 43,48
4,5 34,78
5,0 30,43
5,5 30,43
6,0 30,43
6,5 4,35
7,0 0,00

TABELA IV.7 - Porcentagens de retencdo de atividade de invertase

(p), imobilizada em Duolite S-761 com o uso de glutaraldeido, em

funcao do pH.

pH P

3,0 26,10
3,5 47,83
4,0 i 34,78
4,5 26,10
5,0 26,10
5,5 26,10
6,0 26,10
6,5 6,52
7,0 0,00
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IV.1.3 - RESULTADOS RELATIVOS é INVERTASE IMOBILIZADA EM DUOLITE

S-761 SEM USO DE GLUTARALDEIDO

IV.1.3.1 — PARAMETROS CINETICOS Km' E Vm'

Os valores de Km' e Vm' para a invertase imobilizada, em
operagoes em batelada, utilizando a razao de 66,67 g de enzima
imobilizada por litro de solucao de reagente, foram determinadas
a partir do diagrama de Lineweaver-Burk mostrado na figura IV.5,
encontrando um valor igual a 1,123 x 10—1 mol de sacarose por 1i
tro, para Km' e um valor de 1,51 x 10~? mol de sacarose por 1li-

tro por minuto por grama de enzima imobilizada, para Vm'.
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FIG.IN. 5- DiAGRAMA DE L'INEVIEAVER—BURK, para. invertase imobilizada,
1 (moles sacarose j , em fungdo de _1§_ (mo:es')I, a 25°C e pH=50.
0

vV \ix min.x g complexo
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IV.1.3.2 - TEMPERATURA OTIMA

As atividades de invertase imobiliiada, a pH igual a 5,0,
para temperaturas na faixa de 18 a 55°C s3o mostradas na figura
IV.6. A temperatura oOtima encontrada foi 45°C e nota-se a partir
dessa figura que, a atividade enzimatica cai rapidamente, tanto

. (o]
para valores maiores, como para menores que 45°C.

1v.1.3.3 - pH OTIMO

A influéncia do pH na atividade de invertase imobilizada €
mostrada na figura IV.7, na qual se nota um pH otimo em torno de
6,5. Verificou-se um deslocamento para © lado basico, relativo a
enzima livre, que apresentou maior atividade a um valor de pH i-

gual a 5,0.

IV.1.4 - DADOS RELATIVOS é COLUNA DE INVERTASE IMOBILIZADA

EM DUOLITE S-761 SEM USO DE GLUTARALDEIDO

IV.1.4.1 — PREPARACAO DA COLUNA

Foi feita a analise grandlométrica da resina wutilizada na
imobilizacgao, por peneiramento, sendo verificado que toda ela se
situou entre as malhas 16 e 60 da série Tyler, com 97% da resina
entre as malhas 16 e 35, como mostrado na Tabela IV.8. A partir
desses dados, foi determinado o diametro médio das particulas

(7), sendo encontrado um valor igual a 0,596 mm.
Apos imobilizacao, a invertase imobilizada foi empacotada

numa coluna com controle de temperatura, de diametro intermo 0,85

cm e apos a maxima compactacdo, o leito apresentou uma altura de
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Af x 10

FIG. I. 6 — ATiVIDADE DE INVERTASE iIMOBILIZADA,

M moles sacarose -~
4 em funcdo da temperatura
At Ix min.xg complexo)’ ¥ P !

T (%), a pH=5,0.
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FIG.IM. 7 — ATIVIDADE DE INVERTASE IMOBILIZADA,

» moles sacarose

Ay (

Ix min.x g complexo

) » em fungdo do pH, a 25°C.
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12,0 cm, implicando numa relacdo altura do leito pelo diametro
médio das particulas igual a 201,34, comportando-se  portanto,

segundo RASE (39), como um reator tubular ideal.

Foi determinado, também, a porosidade do leito, obtida pela
relacio entre o volume de agua retido no mesmo e O volume de agua
correspondente a mesma altura do leito na coluna, porém semo mes

mo (7), sendo encontrado o valor de 0,44.

TABELA IV.8 - Analise granulométrica da resina Duolite S - 761 -

Calculo do diametro médio das particulas.

~ Diametro X. X.
Malhas Fragao em g i 3 i
(Tyler) eso (x.) medio ( D ) Di D.>
P i (D), mm i i
-16+20 0,318 0,912 0,349 0,758 0,419
~-20+28 0,393 0,711 0,553 0,359 1,095
-28+35 0,259 0,503 0,515 0,127 2,039
-35+48 0,028 0,356 0,079 0,045 0,622
-48+60 0,001 0,272 0,005 0,020 0,050

IV.1.4.2 - ESTUDO CINETICO DA HIDROLISE DA SACAROSE NA COLUNA

DE INVERTASE IMOBILIZADA

Admitindo que esse reator de leito fixo comporta-se como um
reator tubular ideal e fazendo um balango de massa para um ele

mento de volume do mesmo, vem:

v.dv = F_ . da eq (1)
como, F_=F . So eq (2)
VvV =A . 2 eq (3)

dv = A . d eq (4)

S = so.(1 - o) eq (5)
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Supondo que a hidrdlise da sacarose segue O modelo cinético

1]
de Michaelis-Menten, Vv = %%T—i—g eq (6), e levando as equagoes
(2)y, (3), (4), (5) e (6) na equacao (1) e integrando entre os 1i

mites (0; &) e (0; o), chega-se a:

]
S .a=Km' . 2n (1 - a) + Vm' . %

o C eq (7), onde

C = —= eq (8)

A equacao (7) & entio o modelo cinético para o reator usado
e compde-se de dois parametros a serem determinados experimental

mente, Km' e vm' e das variaveis operacionais So’ 2 e C.

As conversoes, usando solugoes com concentracoes iniciais de
. . =1 -2 _2
sacarose iguais a 1,0 x 10 5,0 x 10° , 2,5 x 10 e 1,0 x
-2 . - . . .
10" M, foram determinadas a varios valores de velocidades 1linea

res de fluxo e sao mostradas na figura IV.8.

Com os objetivos de verificar a validade do modelo propos-
to e determinar os parametros Km' e vm', foi construida a tabela
IV.9 e dela o grafico da figura IV.9, que representa So.a em fun
cao de n(1-a). Cada reta obtida, corresponde a uma velocidade

linear de fluxo, com inclinacao igual a Km' e intersecgao com O

vm'. 2%
C -

eixo So.a igual a
Os valores de Km', obtidos pelas inclinacoes das retas da
figura IV.9, para cada valor de C sao mostrados na figura IV.10.

Os de Vm', obtidos das interseccdoes das retas com O eixo So.a '

para cada valor de C, sio mostrados na figura IV.11.
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So =1.0x152::
So = 25x10°
s, = 50x162M

So 7 1.0 x16' M

|]1|l|1]1||||]||1|l|l]1]
8 16 24 32 40 48 S6 64 72 80 88 96

FI1G. IX. 8— CONVERSAO DE SACAROSE A AGUCAR
em fungdo da velocidade linear de fluxo,

cm ° =
C(m ,a 28°C, a pH=6,5.
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TABELA IV.9 - Concentracao de

(moles/%), em funcio de &n(1 - o), para va

cidade linear de fluxo, C (cm/min) , sendo Sq

sacarose n

sacarose a glicose e frutose.

acucar redutor no produto, So . QO
rios valores da velo-
= concentracao de

a solucao de alimentacao da coluna e o a conversao de

c o o.0Lx103 an(1 -a) x 102
104,22 0,080 8,00 - 8,34
104,22 0,115 5,75 - 12,22
104,22 0,140 3,50 - 15,08
104,22 0,165 1,65 - 18,03

96,20 0,085 8,50 - 8,88
96,20 0,125 6,25 - 13,35
96,20 0,150 3,75 - 16,25
96,20 0,175 1,75 - 19,24
88,18 0,090 9,00 - 9,43
88,18 0,130 6,50 - 13,92
88,18 0,160 4,00 - 17,43
88,18 0,190 1,90 - 21,07
80,17 0,035 9,50 - 9,98
80,17 0,140 7,00 - 15,08
80,17 0,180 4,50 - 19,84
80,17 0,215 2,15 - 24,21
72.15 0,105 10,50 - 11,09
72,15 0,150 7,50 - 16,25
72,15 0,190 L,75 - 21,07
72,15 0,235 2,35 - 26,78
64,13 0,115 11,50 - 12,22
64,13 0,165 8,25 - 18,03
64,13 0,215 5,35 - 24,21
64,13 0,260 2,60 - 30,11
56,12 0,130 13,00 - 13,93

56,12 0,185 9,25 - 20,46

56,12 0,240 6,00 - 27,44

56,12 0,285 2,85 - 33,55

48,10 0,150 15,00 - 16,25
48,10 0,215 10,75 - 24,21
48,10 0,280 7,00 - 32,85
48,10 0,330 3,30 - 40,05
40,08 0,180 18,00 - 19,85
Lo,08 0,255 12,75 - 29,43
4o,08 0,330 8,25 - Lo,0k4
4Lo,08 0,390 3,90 - 49,43
32,06 0,225 22,50 - 25,L49
32,06 0,315 15,75 - 37,83
32.06 0,415 10,12 - 51,92
32,06 0,470 4,70 - 63,48
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In{1-)

64—

62

C= 32,06

C:40,08

C=48,I0

C:=56,12

C=64,13
c=72,5

F1G. 1. 9 - CONCENTRAGAU DO PRODUTO NA SAIDA DA COLUNA,

sod(_ﬂi.k’_‘hei) em tungdo de In { L-<¢), para diferentes veclores do
velocidade itnaar de fiung, € (L3}, o 20°C e pH= 6,5.

O



Km

x10

FI1G.I¥. 10— VARIAGAO DA CONSTANTE APARENTE DE MICHAELIS-MENTEN,
Km’ (ﬂ’llis..) , para invertase imobilizada, em fungdo da velocidade

linear de fluxo, C(SM_) , a 28°C e pH=6,5.

—61-



VM x10°

50—
49
48
47
46 —
45 —
44 —
43—
42—
4|

40—

]
32 40 48 56 64 T2 80 88 96 104 c ( cm )
min.

FI1G.I¥. 11— VARIAGAO DA VELOCIDADE MAXIMA DE REAGAO APARENTE,
vm' moles sacarose
( Ix min.x g complexo

velocidade linear de fluxo C(Sm--)a 28°Ce pH=6,5.

) para invertase imobilizada, em fungdo da
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IV.1.5 - ESTABILIDADE ENZIMATICA

Apds 30 dias em operagao continua, a coluna de invertase imo
bilizada ainda apresentava 43,75% da atividade inicial. A desati
vacdo da coluna foi quase uniforme em relagao ao tempo, COmMO mMOS

trado na figura IV.12.
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Ar

FI1G.I¥. |2 — VARIAGAO DA ATiVIDADE RELATIVA, Ar (%),
de invertase imobilizada em fungdo do tempo t (dias).
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IV.2 - DISCUSSAO

Varias resinas trocadoras de ions tem sido usadas para imo-
bilizar enzimas, tanto trocadoras de aAnions como de cations, mas
nio tem sido utilizada a resina Duolite S-761, apenas uma seme-
lhante a essa, tipo fenol-formaldeido, também com a denominagao

comercial de Duolite S$-30, foi utilizada por OLSON e STANLEY (35).

Os dados relativos a imobilizacao de invertase em resinas
trocadoras de ions, mostraram que o pH do meio tem grande influ
éncia na ligag¢do entre enzima e resina, como pode ser verificado
nas tabelas, IV.1, IV.2, IV.3, IvV.4, IV.5, IV.6 e IV.7, que moOs-
tram as porcentagens de retencao de atividade enzimatica em fun-
cio do pH. Isso se deve a natureza dos grupos gquimicos que se en
contram, tanto nas moléculas de enzima, como na resina, que de-
pendendo do pH do meio, se ionizam, adquirindo cargas eletricas,
positivas ou negativas, ou podem se neutralizar. A situacao ide
al para ligacdo entre enzima e resina, por ligacdo idnica, seria
aquela em que as duas estivessem com cargas opostas, com maior
nimero possivel de radicais carregados em cada uma delas, mas que

nio desnaturasse a proteina.

A imobilizacao de invertase, usando Duolite S-761 como su-
porte, apresentou uma alta retencdo de atividade, 70,43%, quan-
do comparada com OS resultados disponiveis, como por exemplo, os
45% obtidos por MAEDA e SUZUKI (25) em DEAA-celuiose, 23% obti-
dos por USAMI, HASEGAWA e KARASAWA (44) com DEAE-celulose, 50%
alcancados por SUZUKI et alii (41), em DEAE-celulose, 31% conse-
guidos por USAMI, NODA e GOTO (45) em DEAE-celulose, 56% alcanga
dos por BOUDRANT e CHEFTEL (6) em Amberlite IRA-900. Em todos os

trabalhos mencionados, o Gnico gue relata um estudo da influén-
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cia do pH na ligacao da enzima ao suporte foi o ultimo. O resul
tado obtido com Duolite s-761, aparentemente se deve a adequacgao
da resina e pela determinagao do pH de melhor ligacgdao. Outro de-
talhe que pareceu significativo, foi a relacao "quantidade de en
zima a ser usada na imobilizacao por grama de resina". Foi veri-
ficado que para valores maiores que 5 ml de invertase (ou 10,44
miligramas de proteina enzimica) por grama de resina, nao havia
aumento de retencgao de atividade, evidenciando que, ao usar uma
relacgao maior que essa, para a resina e enzima usadas, haveria
perda de enzima e, evidentemente, uma diminuigao da porcentagem
de retencido, em relacdo a atividade da mesma quantidade de enzi-
ma livre, utilizada na imobilizacdo. Esse ponto, nao foi eviden-

ciado em nenhum dos trabalhos mencionados anteriormente.

Um aspecto verificado com relacdo a ligacao entre invertase
e suporte é gue os tipos de ions na resina, a serem trocados pe-
las moléculas de enzima, influem na retencio de atividade, como
por exemplo foi verificado que Rexyn 101 (H), na forma hidroge -

nidnica foi mais efetiva que na forma sodica.

Para todas as resinas usadas na imobilizacdo, notou-se menor
atividade en;imética do complexo imobilizado, quando usou gluta-
raldeido como agente bifuncional para a enzima ja ligada a resi
na. Foi notado nesses casos, a formacio de uma substancia gelati
nosa no sobrenadante, de aspecto esbranquig¢ado, que provavelmen-
te, foi devido a reagoes de polimerizacéd entre a enzima e gluta
raldeido. As atividades dos complexos foram menores, provavelmen
te, devido ao envolvimento de sitios ativos nas ligagoes entre
enzimas e glutaraldeido, perdendo assim, atividade. No caso par-

ticular da resina ser Duolite s-761, a enzima imobilizada foi

mais ativa do que aquela obtida por OLSON e STANLEY (35).
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Os valores dos parametros cinéticos, para o complexo imobi-
lizado, Duolite S-761-invertase, foram maiores gque aqueles para
a forma livre da enzima, estando de acordo com os resultados de
DICKENSHEETS et alii (14), GELF et alii (20), MAEDA e SUZUKI (25)
e outros. As principais causas dessas variagoes nos parametros
Km' e Vvm' sao, segundo KOBAYASHI e MOO-YOUNG (23) e CHIBATA (10)
efeitos de limitacdo de difusao, interacdo eletrostatica entre
suporte e substrato e efeitos estéricos. No presente trabalho,
essa mudanca nos valores dos parametros cinéticos, parece devido
as limitacdes por difusado, parecendo uma camada estagnada em vol
ta das particulas, estabelecendo um gradiente de concentragao de
substrato através dessa camada, necessitando uma maior concentra
cao de substrato que a requerida para a enzima livre, para satu-
rar a enzima ligada & particula. A interacdo eletrostatica entre
o suporte e o substrato, parece desprezivel no presente caso, uma
vez que, no pH da alimentacido, em torno de 6,5 o substrato saca-
rose nio apresenta cargas elétricas. O efeito estarico, também é
aparentemente desprezivel nesse caso, uma vez que as moléculas de

substrato sao pequenas.

A temperatura‘étima para invertase imobilizada em Duolite
$-761, foi menor que a apresentada pela forma livre da enzima u-
sada, concordando com OS resultados de MAEDA e SUZUKI (25), USAMI
NODA e GOTO (45) e USAMI, HASEGAWA e KARASAWA (44), discordando

com os de BOUDRANT e CHEFTEL (6) e DICKENSHEETS et alii (14).

O pH 6timo do complexo Duolite S-761 invertase, foi desloca
do para o lado basico, relativo 3 enzima solivel, bem como a cur
va pH-atividade. Esses deslocamentos, tanto no pH 6timo, como na
curva pH-atividade dependem da carga elétrica da proteina enzimi

ca e/ou do suporte insolivel em agua. O deslocamento para o lado
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alcalino pode ter sido causado por um aumento de carga negativa
no suporte, isto &, o microambiente da enzima imobilizada se tor
nou mais acido que o da solucdo externa. Dessa forma, a concen -
tracdo do ion hidrogénio em volta do suporte carregado negativa-
mente, é maior que a concentragao do mesmo na solucao externa,
implicando numa distribuic@o desigual dos ions hidrogénio e hi-

droxila. Admitindo que a agdo do pH na atividade enzimatica se-

+ +
. = s . -2 -
gue um mecanismo acido-base, tipo E 1E+ E +H, E, conforme
pa T

BAILEY e OLLIS (2), sendo E e E'2 formas inativas e E  a forma
ativa da enzima, para manter a concentracao de ions em volta do
suporte com a enzima na forma ativa E-, vai implicar no pH mais
alto na solucao, do que ao redor das particulas de enzima imobi-
lizada. USAMI, HASEGAWA e KARASAWA (44) e DICKENSHEETS et alii
(14) obtiveram valores de pH 6timo para invertase imobilizada ,

deslocados também para o lado basico.

As solucdes de sacarose usadas nos experimentos foram de
concentracdes baixas, com o objetivo de se evitar inibicao pelo
substrato, pois como afirma KOBAYASHI e MOO-YOUNG (23), ela apa-
rece para concentracoOes iniciais de sacarose maiores que 0,3 M,

em sistemas com enzimas imobilizadas.

Em operacao continua, no reator de leito fixo, as conver-
sdes de sacarose a acgucar redutor, variaram com OS valores da ve
locidade linear de fluxo. As conversoes diminuiram com o aumento
das mesmas (diminuigdo dos tempos de residéncia) e com o aumento
das concentracoes iniciais de sacarose na alimentacao. Para velo
cidades lineares de fluxo menores que 64,13 cm/min, houve um au-
mento acentuado nas conversdes, indicando um tempo de residén -

cia adeguado para se atingir maiores conversoes.
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Em condicoes de estado estacionario (concentracao inicial
fixa, temperatura constante, velocidade linear de fluxo constan-
te), admitindo uniforme a concentracao de invertase ao longo do
leito e supondo desprezivel a difusao na direcao do fluxo, numa
relacido altura do leito pelo didmetro médio das particulas igual
a 201,34, verificou-se gue O reator de leito fixo utilizado, se-
guiu o modelo proposto, de um reator tubular ideal com uma ciné-
tica de Michaelis-Menten, equacgao (7), uma vez que a figura IV.9,
apresentou retas, para OS diversos valores de C, resultados es-
ses que concordam com OS obtidos por GELF et alii (20), para a-

quimiotripsina imobilizada, em coluna.

0 valor de Vm' encontrado para invertase imobilizada, ope-
rando em batelada, foi maior que O valor de Vm para a enzima 1li-
vre. Quando em operacdo continua, vm' nao foi constante, aumen -
tando com as taxas de fluxo e foi sempre maior que o valor Vm' pa
ra a invertase imobilizada, operando em batelada. Isso, provavel
mente, se deve a limitacdes de difusao de substrato e produtos ,
através das particulas. A hidrélise de sacarose por invertase i-
mobilizada seguiu a cinética de Michaelis-Menten, como se pode
observar na figura IV.5, o que concorda com KOBAYASHIG:MOO—YOUNG
(23) . A constante aparente de Michaelis-Menten Km', para inverta-
se imobilizada, em batelada, foi maior que o valor de Km para a
forma soluvel da enzima. Em operacdo continua, Km' foi constante
até a velocidade linear de fluxo de 80,17 cm/min, aumentando a
partir dai. Os valores de Km' em operacdo continua foram sempre
maiores gue para a enzima solivel, porém menores do que para in-
vertase imobilizada em batelada. A partir da velocidade linear de
fluxo de 80,17 cm/min, houve um aumento acentuado, tanto em Km',
como em Vm', como pode-se notar nas figuras IV.11 e IV.12. Os re

sultados tanto para Vm', como para Km', concordam razoavelmente
P

com os obtidos por GELF et alii (20).
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V - CONCLUSOES

Do presente trabalho, tiram-se as seguintes conclusodes:

V.1 - Resinas trocadoras de ions, tanto catidnicas como anio-

cas, podem ser usadas para imobilizar enzimas.

V.2 - O pH de imobilizacdo tem grande influéncia na retencao de

atividade enzimatica.

V.3 - A resina Duolite S-761, usada na imobilizagao da inverta -

se, apresenta grande capacidade de retencao de atividade.

V.4 - Constantes fisicas, como pH e temperatura otimos da inver-
tase imobilizada, foram diferentes daquelas da forma livre da en

zima.

V.5 — Pardmetros cinéticos, Km' e Vm', para a enzima imobiliza -

da, foram diferentes daqueles da forma livre da enzima.

V.6 — Tanto a enzima livre, como a imobilizada em processo de ba

telada e continuo, seguiram a cinética de Michaelis-Menten.

v.7 - O reator de leito fixo utilizado, seguiu o modelo cinético

proposto para o reator tubular ideal.
V.8 - Os valores de Km' e Vm', para a operacao continua em colu-

na, variaram diretamente com a variacdo da velocidade linear de

fluxo.
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V.9 - A obtencdo de ag¢lUcar invertido, utilizando invertase imobi
lizada, em Duolite S-761, operando continuamente em um reator de

leito fixo, € um sistema tecnicamente viavel.
V.10 - Nas condigoes do presente trabalho, obteve-se altas conver

sdes de substrato a produto, utilizando baixas velocidades linea

res de fluxo.

VI - SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

VI.1 - Estudar as causas da variacao dos parametros cinéticos em

relacdo a velocidade linear de fluxo.

VI.2 - Verificar as causas da reducao de retengao de atividade en

zimatica com o aumento do pH.
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CSTR

Vm

vm'

o< B OH

Py

VII - NOMENCLATURA

Reator de tanque agitado (Continuéus Stirred Tank Reactor).
Concentracao do substrato, sacarose, em mol/ 2.
Concentracido inicial do substrato, sacarose, em mol/%.
Velocidade de reagao.

vVelocidade maxima de reacao.

Constante de Michaelis-Menten.

Velocidade maxima aparente de reacio, para a enzima imobi

lizada.

Constante de Michaelis-Menten aparente, para a enzima imo

bilizada.
Taxa de fluxo, em cm’®/min.
Taxa de fluxo molar, em moles/min.
Volume do reator, em cm®.
Area da secao transversal do reator, em cm?.
Comprimento do reator, em cm.
So - S Cr

Conversao = =

S 2 So

Concentracao de ac¢ucar redutor, em moles/%.

Porosidade do leito.

7EK = Velocidade linear de fluxo, em cm/min.
pmol de sacarose
9. min . mf enzima
umol de sacarose

¢ . min . g resina

Atividade enzimatica, em para a inver-

tase soluvel e para a forma imobiliza

da.
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