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Nomenclatura

a = atividade enzimatica relativa, adimensional

i

a = superficie da pafticuia por unidade de volume (eq. 2.20}, e ™!
A = atividade enzimatica (U, U/g, mol/cm®.s)

Ao = atividade enzimdtica inicial (U, U/g,mol/cm®.s)

A' = fater de frequéncia {eq. 2.11)

Ay = pardametro de transformagao {eq. 2.13)

C = concentragao relativa {eq. 2.39), adimensional

" = concentragao relativa transformada {eq. 2.43}, adimensional
'y = concentracao inicial de tracador {eq. 2.64), g/!

O, = concentragao de a¢tcares redutores {eq, 3.7).4/!

'y = concentragao de soluto na solugao em fung¢ao do tempo {eq. 3.11)
g/l

d = didmeiro interno do reator, cm

d, = didmetro médio das particulas do suporie, cm
D = difusividade molecular, em?/s

D,; = difusividade efetiva na particula porosa, em?/s
D, = difusividade efetiva de sacarose, em®/s

D,, = difusividade efetiva de produto, em?*/s



Dy = difusividade de sacarose & diluicao infinita. cm®/s
D(8) = difusividade de sacarose 4 concentragao 5. em*/s
Da = nimero de Damkohler, {eq. 2.23}

E = concenfracao de enzima, g¢/!

E, = concentracao total de enzima, g/!

E, == energia de ativaciio da reagio {eq. 2.11}, cal/mol.
E4 = = energia de desativagao da enzima. cal/mol.

Fy = vazao molar de substrato na alimentagao do reator
(eq. 2.62),mol fmin.

f{8) = fator de correcdo {eq. 2.67)

F = concentracao de {rutose (eq. 4.10), mol/er®
(i = concentragao de glicose (eq. 4.13), maol/cm®
h = altura do leito fixo {eq. 3.3}, cm

] = concentracio do inibidor, mol/em®

J = fluxo da massa (eq. 2.19}, mol/em*.s

4p = fator de Chilton - Colburn

ki, ky kv, k_n. k= constantes de taxa de reagao
k; = constante da taxa de desativagao da enzima {eq. 2.14}, man™
K. = constante de equilibrio (eq. 2.3}

K., = constante de Michaelis - Menten, mol /em®

(K )" = constante de Michaelis - Menten aparente, mol I;’{;m*'?
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Hpi = constante de Michaelis-Menten na presenca de inibidor., maol Jem?®

}’s:n = constante de Michaelis-Menten corrigida, definida pela equacio
4.37

K:mb = constante de Michaelis Menten observada, definida pela equagio
4.37

{K,.}'™ = constante de Michaelis - Menten intrinseca

K = constante de inibicao pelo substrato {eq. 2.6}, mol/em?
K = coeficiente de transferéncia de massa {eq. 2.19). em/s
K, = relacdo K., /S, {eq. 2.36), adimensional

K,y = relacao &,/ K {eq. 2.37), adimensional

K] = K{/A {eq. 2.47), adimensional

K, = K3 A (eq. 2.48), adimensional

KF = constante de inibicdo por frutose {eq. 4.10), mol/em®
K¢ = constante de inibigdo por glicose {eq. 4.13} mol/em?
mg = massa de SPC {eq. 3.2). ¢

P = concentragdo de produto {P = G = F),mol/cm®

Py = concentragao de produto no centro da particula, mel/em®
g = vazio volumétrica, em®/min.

gy, = ralzes da equacao 3.13

R = constante da lei dos gases (eq. 2.11).cal/mol - "K

R = raio do suporte, cm

R. = razao de reciclo {eq. 2.62), adimensional
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Ke, = ntmero de Reynolds relativo a particula
r = distancia radial, a partir do centro da esfera, cm
S = concentragdo de substrato, ol /em®

5, = concentragao de substrato na alimentagio do reator, mol /em?
{eq. 3.8}

i

= concentracao de substrato na fase liguida do reator, mol/em?®

5. = concentracao experimental do substrato na superficie da particula
catalitica. mol /em”

S{N) = concentracao de sacarose calculada na superficie da particula,
mol j em?®

S{0) = concentragao de sacarose calculada no centro da particula,
mol fern®

S = concentragao de sacarose disponivel {eq. 2.89) mwl /em?®
5. = nurpero de Shmidt

! = tempo. min.

i~
-t
i

, = tempo de meia vida, min.
T A = taxa de reagao calculada pelos parametros aparentes
TE = taxa de reagao experimental

TCG = taxa de reagao global, calculada pelo gradiente de concentracao
na superficie da particula

TC I = taxa de reagao calculada pela integracao nurnérica sobre o perfil
de concentragao no interior da particula

u = velocidade de escoamento do fluido, cm/es

v = taxa de reagao, mol/em®s



¢{S,) taxa de reagdo se o catalisador estivesse a concentracio do meic
liguido no reator {eq. 2.51}.

v = taxa de reacéo, mol /em® - s

¥ = taxa média de reagio (eq. 2.60)

¥ = taxa de reacao segundo o modelo de inibi¢ac pelo subsirato
Vs = taxa de reagao observada

V. = taxa méxima. de reacao

Vo == taXa maxima de reagao em presenca de inibidor

Ve taxa maxima de reagao observada definida pela equacio 4.3.7
VT; = taxa maxima de reagao definida pela equacio 4.40

Vg = volume de s6lidos (eq. 3.1}, em®

V, = volume do balao volumétrico {eq. 3.1}, em®

v, = volume de dgua {eq. 3.1}, em®

V. = volume de vazios na particula on volume de dgua gasto na titulagao

{eq. 2.3). em®
V, = volume da particula = V. + V,, (eq. 3.3}
Vg = volume do leito catalitico {eq. 3.5), em®
V, = volume de liquido {eq. 3.11}, em®
W = massa de catalisador {eq. 2.60), ¢
W, = concentracio de agua livre {eq. 2.85)

W, = concentreagao de agua total {eq. 2.65}

z = distdncia a partir do centro da particula, ¢
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X = relagao 7/ R {eq. 2.38)
X' = converséo {eq. 2.59)
X' = relacao v, /v (eq. 4.16)
Y = relacio definida pela eq. 4.17
¢« = niimero de Sherwood modificado {eq. 2.42)
o = relagho Vi/V,. K, (eq. 3.12), adimensional
o = relacao - D,./De, {eq. 4.46), adimensional
3 = constante {eq. 2.10}, adimensional
B=R Vo/Kn- D, {eq. 2.35), adimensiona
~ = relagio Ry/V,, {eq. 4.55)
¢ = porosidade do leito fixo {eq. 3.6)
¢, = porosidade interna da particula {eq. 3.3}
& = médulo de Thiele (eq. 3.7}, adimensional
n, = fator de eficiéncia externo (eq. 2.24}
7 = {ator de eficiéncia interno (eq. 2.31}
i = viscosidade de solucdes, g/cm.s

== densidade de solucoes, g/cm®
p. = densidade cristalina do sélido, g/em®
p, = densidade aparente {eq. 3.5}, g/cm®
pp = densidade da particula porosa ou no ar {eq. 3.4}, g/em?

r = tempo de residéncia, mn.



Resumo

O principal objetivo deste trabalho, foi estudar a cinética de hidrélise
de sacarose por invertase imobilizada em silica de porosidade controlada,
de didmetro médio de poros igual a 375 A e didmetro médio de particulas
de 0.456 mm.

A cinética da enzima livre foi estudada a 40°C, a pH 4.5, verificando
que para concentragoes iniciais de sacarose malores que 0,146 mol/l, o
modelo de inibicao pelo substrato foi inadequade. havendo necessidade de
um fator de correcao [(S}. que {01 definido em termos de difusividade de
massa. Fol tambem estudado o efeito inibidor de glicose e de frutose sobre
a reacac de hidrolise de sacarose por invertase livre. A inibicido exercida
por frutese é do tipo competitiva e o efeito inibidor de glicose é do tipo
parcialmente nao competitivo.

Invertase {oi imobilizada por ligacao covalente, em silica de porosidade
controlada (S PC}, ativada por silanizacao e subsequente reagac com glu-
taraldeido. As enzimas imoebilizadas mais ativas foram obtidas quando
o pH do meio de imobilizagao era 4.5. Verificou-se que havia uma sa-
turagac do suporte, quandoe a atividade do meic de imobilizagio auvmen-
tava além de um valor limite. Nessas condicoes. conseguiu-se uma ativi-
dade de 1800 IJ por grama de suporte seco.

As condicoes otimas para a acao de mvertase imobilizada foram pH
4.5 e temperatura de 53"C. A energia de ativacio da reagao de hidrolise
de sacarose pela enzima imobilizada foi 7,8 Keal/mol.

A invertase na forma imobilizada se mostrou mais estavel a pH 4.5 ¢
foi bastante esidvel em relacao & temperatura. A energia de desativagao
do complexo enzima~suporte foi de 122 Kcal/mol e a perda de atividade
do mesmo, foi descrita por uma cinética de primeira ordem,

O suporte usado foi regenerado por pirdlise, novamente ativado e usado
ern uma outra imobilizagao. A atividade alcancada foi cerca de 80% da
atividade obtida na primeira imobilizacao.

O modele de inibicao pelo substrato fol adeguado para descrever a
cinética da reacao na auséncia de produtos da mesma, serg a necessidade
de um fator de corre¢do, como ocorreu para a enzima livre. Em presenca
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de frutose na alimentagio do reator, verificou-se uma inibigao da reagao,
modelada em termos de inibicao competitiva. Em presenga de glicose na
alimentacao do reator, a inibigao observada foi do tipo nao competitiva,
As constantes de inibicio pelos produtos da reagao foram. Ky = 3.1022.
10™*mol /em® para frutose e K; = 2,2521 - 107*mol/em® para glicose.

Os pardmetros cinéticos intrinsecos da equacde da taxa de reagao fo-
ram obtidos por procedimentos numéricos. O valor de K, intrinseco fol
igual a 2.3847 - 10 °mol/em® e K,, aparente foi 4,3003 - mol /em®. Os
demais pardmetros cinéticos intrinsecos, K, Kp.Hg, e V), foram iguais
ao0% aparentes.

A difusividade efetiva de sacarose em SPC fol a mesma da sacarose
em solucio 3 diluicdo infinita, 0,75 - 10 %em® /s, a 40°C.
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Summary

In this work, the kinetic of sucrose hvdrolysis by free and immobilized
invertase was studied. The enzyme was immobilized in controlled pore
silica. with pores of 37.5 nm mean diameter and 0.456 mm of pariicle
mean diameter. :

The kinetic studies of free engyme were carried out at 40°C and pH
4.5, Under these conditions, the mathematical model for reaction rates
considering substrate inhibition was inadequate for sucrese concentrati-
ons higher than 0.146 mol/l. A correction factor based on the sucrose
diffusiviiies was used. The inhibition eflect by glucose and fructose was
also studied. For free enzyme, it was shown that fructose is a competitive
inhibitor and glucose is a partially noncompetitive inhibitor.

Invertase was immobilized by covalent attachment method onto sila-
nized controlled pore silica, using glutaraldhevde as bifunctional reagent.
it was verified that the activity was higher when the immobilization was
carried out at pH 4.5. Under this condition, an enzvmatic activity of
1800 U /g of dry support was obtained.

The best conditions for immobilized invertase action were pH 4.5 and
55°¢ . The activation energy of the sucrose hvdrolysis reaction was 7.8
keal /mol. The immobilized invertase was very stable at temperatures lo-
wer than 30"C. and the stabilitv was higher at pH 4.5. The deactivation
energy was 122 keal/mol and the kineties of activity decay with tempera-
ture was described by a first order model,

The kinetics studies of immobilized invertase were carried out in a
continuous recirculation reactor. The mathernatical model for sucrose hy-
drolysis was found to be represented by substrate and products inhibition.
The fructose has a competitive and glucose a noncompetitive effect. The
inhibition constants were 3.1022 - 10™* and 2.2521 - 10™* mel/em®. for
fructose and glucose, respectively.

The intrinsic kinetic parameters for the mathematical model were
found by numerical procedures. The values for intrinsic K, was 2.3847 -
107% and for apparent K, was 4.3003 - 107 mol/em®. The others intrin-
sic parameters {K;, Kr, K¢ and V) were shown to be similar to the



apparents values.
The effective diffusivity of sucrose into the support was shown to be
the same as for sucrose in dilute solution (0.75 - 107° em”/s at 40°C),
The support was regenerated by pyrolysis and then reused for immo-

bilization purposes. an yield of 80% compared to the fresh support was
attained.
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1 - Introducao

Enzimas encontram aplicagoes em virios vampos, tals como em
indistrias quimicas, alimenticias, {éxteis, analises guimicas, medicina e
outros. Com o avanco das técnicas de purificagao de proteinas e o de-
senvolvimento da bioquimica, microbiologia € genética, o uso de enzimas
tem aumentado nos fdltimos anos. Embora as enzimas sejam catalisadores
eficientes. atuando em condicoes brandas de temperatura, com alta espe-
cificidade. elas nao sdo sempre ideais para aplicagoes praticas, uma vez
que elas sdo geralmente instdveis em temperaturas mais elevadas e nao
podemn ser usadas em solventes organicos.

Convencionalmente, as reacdes enzimaticas tem sido realizadas em pro-
cessos descontinuos, incubando uma mistura de substratc e enzima soldvel.
Apos atingir as conversoes desejadas. a enzima € outras proteinas contami-
nantes, sao geralmente removidas por desnaturagao por pH ou tratamento
térmico, durante a separagao do produto da mistura reacional.

Com o objetive de melhorar os processos onde as enzgimas atuam como
catalisadores, uma alternativa gue term sido bastante estudada constifue-se
no uso de enzimas imobilizadas. A imobilizagao de enzimas ocorreu pela
primeira vez em 1916, mas o desenvolvimento dessa tecnologia, visando
processos industriais, velo a ocorrer, principalmente apés 1969, quando
foi implantade o primeiro processo industrial, operando continuamente
na resolucao Stica de misturas racémicas de aminoacidos por aminoacilase
imobilizada. A partir de entdo, vérias metodologias de imobilizacao foram
desenvolvidas e um ndmero muito grande de trabalhos tem sido publicado
na area.

Para o uso de enzimas imobilizadas, fol necessdrio ¢ desenvolvimento
de suportes adequados a fixacao das enzimas, assim como a adequacao
dos reatores quimicos para atuarem com esses catalisadores. Estudos de
catélise heterogénea foram igualmente necessarios, embora na maioria dos
casos tenham envolvido o uso de enzimas purificadas e solugoes diluidas
de substratos puros. Essas condigbes, normalmente, estao distanciadas
daguelas que seriam necessarias num processo industrial.

Neste trabalho, propds-se a estudar a imobilizacao de invertase em dois
suportes inorganicos disponiveis, bem como a caracterizacao do catalisa-
dor obtido e a cinética da inversao de sacarcse por invertase imobilizada.



Isso devido principalmente, ao fato da sacarose ser uma matéria prima
abundante ¢ os produtos de sua hidrélise importantes na industria de pro-
dutos agucarados.

Dentre os produtos da hidrblise da sacarose, destaca-se o agGear inver-
tido, cuja producdo é basicamente realizada por processo dcido . o gual
consiste na hidrolise com acido, a quente, seguido de neuniralizacao com
base. Esse método leva a um produto escuro, devido a reagoes paralelas
indesejaveis que ocorrem, além de alio teor de sais.

UUm outro processo de inversao de sacarose € o catalisado por invertase,
levando & obtencao de urmn produto de methor gualidade devido a auséncia
de produtos secundérios e de baixo teor de sais. porém o processo ¢ mais
caro que a hidrélise acida. devido ao custo relativamente alto da enzima.

Uma alternativa. entdo, seria o uso de invertase imobilizada. que po-
deria 10rmar o processo economicamente viavel, nma vez que a enzima
seria usada por um periodo de tempo major usando reatores mais com-
pactos. operando continuamente. levando a chiencao de um produto de
caracteristicas uniformes isento de substancias indeselaveis,

Viarios trabalhos tém sido publicados com relagao a imobilizagao de
invertase, porém poucos usaram suportes indrganicos, apenas alguns de-
terminaram parametros cinéticos intrinsecos, ¢ nenhum estudou a inibigao
da reacao de hidrdlise de sacarose por invertase imobilizada, pelos produ-
tos da reagao.

No presente trabalho, teve-se como principals objetivos:

1- Determinar o modelo cinético, em termos de taxas iniciais de
reacao em fungao da concentracac inicial de sacarose, para
invertase livre, usando uma ampla faixa de concentragao de
substrato.

ii - Estudar a influéncia dos produtos da reacao, glicose e frutose,
na cinética da reacdo catalisada por invertase livre.

itk

Testar a possibilidade de imobilizacdc de invertase por pro-
cesso covalente, a alumina ativada com T;Cl4 e por silanizacao.

iv - Estudar a imobilizacio de invertase em silica de porosidade
controlada, ativada por silanizacao.



vi

vii

viii

Estudar a influéncia do pH e da temperatura na atividade ¢
estabilidade de invertase imobilizada em silica de porosidade
controlada {SFPC).

Verificar a possibiiidade de reaproveitamenio do suporte de
SPC.

Determinar a difusividade efetiva de sacarose emn SPC.

Deduzir o modele cinélico da agao de mvertase 1mobilizada,
em termos de parametros aparentes.

Fstudar a influéncia de glicose e frutose na cinética da reagao
com invertase imobilizada,

Determinar 05 parametros cinéticos intrinsecos da equagao da
taxa da reacdo de hidrélise de sacarose pela enzima imobili-
zada, para uma ampla faixa de concentragoes de sacarose co-
mercial {agicar cristal), com e sem alimentacdo de glicose ¢
frutose ao reator.



2 - Revisao Bibliografica
2.1 - Enzimas como catalisadores

Enzimas sio catalisadores biolégicos de natureza proteica, que parti-
cipam em reagOes quimicas que ocorrern nas células vivas, Atuam acele-
rando uma reacac termodinamicamente possivel, sem alterar a constante
de equilfbrio e a energia livre da reacio. Uma das diferencas bésicas entre
enzimas e catalisadores quimicos sintéticos é a capacidade daquelas em ca-
talisar reagoes sob condicdes suaves, em solugoes aquosas, a temperatura
e pressao normais, reduzinde a possibilidade de alteracdo de compostos
sensiveis ao calor, bem como reduzindo as necessidades energéticas e os
efeitos de corrosdo do processo (1,25),

As enzimas tem sido utilizadas pelo homem ruito antes que sua fungao
€ natureza. ou mesmo os proprios microrganismos. fossem conhecidos. So-
mente apos os trabalhos de Pasteur, no final do século passado, sobre
fermentacao alcodlica. em que se evidenciou a intervengao de leveduras
nesse processo e os de Biichner, que extraiu em 1897, pela primeira vez,
enzimas ativas de células vivas, ¢ que foi considerada a existéncia de en-
zimas. O trabalho de Biichner foi muito importante, pois evidenciou que
as enzimas exerciam seu papel de catalisador fora da céhila viva {103.

Com a compreensdo da natureza das enzimas ¢ de sey potencial ¢a-
talitico, sua utilizacdo tem aumentado bastante, em diversos campos. tais
como producao de alimentos, cervejas, indastrias téxtels, famacéuiicas o
na medicina {10).

Ao contrario dos catalisadores sintéticos COmuns, as enzimas apresen-
tam uma elevada especificidade em relagio o substrato e sua utilizacao
reduz a obtencao de subprodutos indesejaveis na reagio. diminuindo dessa
forma. os custos de separacio dos produtos, bem como os problemas de
tratamento de efluentes {83). Esse alto grau de especificidade das enzimas,
devido a conformacao tridimensional das mesmas, levou Emil Fisher, em
1894 a sugerir a hipdtese da chave e fechadura. Esse modelo considera
que a enzima possui uma regido, chamada sftio ativo, o qual é comple-
mentar em tamanho, forma e natureza quimica 3 molécula do substrato,
A hipotese de Koshland, mais moderna, da enzima flexivel ou do encaixe
induzido, considera que o sitio ativo nao precisa pre-existir sob uma forma
geométrica rigida, devendo contudo existir um arranjo espacial preciso e



especifico dos residuos de aminodcidos, que ¢ induzido em presenca do
substrato {84).

Tanto os catalisadores quimicos, como os biolégicos, perdem gradual-
mente sua atividade ao participar das reagoes que cafalisam. As enzimas
de um modo geral, sao mais {rigeis, porém & temperatura ambiente, sio
mais ativas gue os catalisadores sintéticos {1}.

2.2 - Cinética Inzimatica

A cinética enzimatica estuda os fatores que influenciam a taxa das
reagOes catalisadas por enzimas, dentre os guais, os mals importantes sao
a concentragao da enzima, concentracao de ligantes (substratos. inibidores
¢ ativadores), pH, forga idnica e temperatura.

2.2.1 - Efeito da concentracao da enzima

Como se verifica para qualguer catalisador, a taxa de uma reacao cata-
lisada por enzima, depende da concentracdo desta. A relagac entre a taxa
de reacdo e concentragac da enzima so é linear se as verdadeiras taxas ini-
cials de reagio sao medidas, ou seja, a taxa de formacao de produto deve
ser constante em todo o tempo do ensaio, conforme iustrado esquemati-
camente nas Figuras 2.1 a e b (84}, Assim, quando nos estudos cinéticos
usa-se 0 procedimento de taxas iniciais. € necessario estabelecer os limites
de linearidade. estabelecendo a concentragao maxima de produto que pode
acumular no meio reacional, antes que F versus i e v versus £, se tornem
nao lineares, garaniindo um excesso de substrato em relagso 4 enzima.
A velocidade de formacdo de produto na Figura 2.1 {a) € constante até
o tempo f;, para as enzimas nas concentracoes £, a £4. Se for escolhido
um tempo i, a resposta nao serd linear para todas as concentragoes de
enzima. Por outro lado, se for usada uma concentracao £, a resposta nao
sera linear para Iy,
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Figura 2.1 - a) Formagao de produtos com o tempo em diferentes con-
centracoes de enzimas onde Ky > Eq > Ey > Fy > E;; b) Velocidade
inicial calculada como P, como uma funcéo da concentragao de enzima,
para o tempo 1; (84}

A concentracdo molar real de uma preparagido enzimatica. normal-
mente é desconhecida, entao a quantidade de enzima é expressa em termos
de atividade. A comissao sobre enzimas, da Uniao Internacional de Bio-
quimica. objetivando padronizar a maneira de expressar as atividades das
enzimas. define uma unidade internacional {U} de enzimas, como sendo
aquela quantidade que catalisa a transformacao de 1 u mol de substrato
par minuto, sob condicbes definidas (76}

2.2.2 - Efeito da concentragiao de substrato

Em uma reagao catalisada por enzima, é conhecido ha mmuito tempo
que essa se combina com o substrato de alguma forma. Algumas te-
orias tentam explicar a elevada especificidade e atividade das enzimas,
porém os conceitos de sitio ativo e complexo engima-substrato sao univer-
salmente aceitos e sao ¢ ponio de partida para determinagao da maloria
das equacoes da taxa de reagao (3,15}

No final do século passado, muitos pesquisadores tentaram explicar



o comportamento das reagoes enzimaticas baseando-se nos principios de
equilibrio. Em 1902, Henri fomulou a primeira equacao geral para a de-
terminagao da taxa da reagao catalisada por enzima. Em 1913, Michaelis
e Menten confirmaram o trabalho experimental de Henri e apresentaram
uma equagao levemente modificada {1,84).

A deducao da equagao da taxa sugerida por Henri, Michaelis e Menten
parte do conceito de formacao de complexo enzima-substrato, ES, e do
conceito de equilibrio ripido. A sequéncia de reagao, &

ok kn
E+8 - ES — E+P, onds
k. ks

F representa a enzima. S o substrato, £5 o complexo enzima-substrato e
P o produto. Os k; representam constantes das taxas de reacao.

Se for considerada apenas a taxa inicial da reagao, a reacao de formacao
de ES a partir de P é insignificante, pois ainda nao se acumulou uma quan-
tidade significativa de produto., Nas condigoes de equilibrio rapido, £, S ¢
ES alcancam o equilibrio rapidamente em comparagao com a velocidade
com a qual ES se transforma em £ + FP. Assim. a sequéncia de reagao
pode ser representada por:

E+s £ B L E+P

s

k—

A equacao da taxa é entdo dada pela equagao

v =k, (ES) (2.1)

onde, {E5) é a concentracao do complexo enzima-substrato.
A partir da equagao 2.1 e de um balango de massa para a enzima,
chega-se & equacao da taxa:

V.- §
Yoo
K.+ 5

onde,



Ve = velocidade maxima de reagao, se toda a enzima estivesse complexada

k-

Ks= —
8 kl {2‘3)
Vm - kPEg (2.\4)

F, = concentracdo total da enzima

A equagao 2.2, conhecida como equacac de Henri - Michaelis - Menten
¢ valida quando k. ¢ muito menor que £.;. Se forem da mesma ordem de
grandeza. 3 equacao da taxa deve ser formulada a partir da hipotese do
estado estaciondrio.

Em 1925, Briggs e Haldane derivaram uma equacao para a taxa de
reacao, onde nac necessitava da restricao do equilibrio rapide, mas ad-
mitia que, apés um curto periodo de tempo depois de iniciada a reagae,
atingia-se um estado estaciondrio. em que a concentracac do complexo
enzima-substrato permanecia constante. Nesse caso, £S5 seria formado na

mesma velocidade com que seria decomposto (83). Para uma sequéncia
de rea¢oes

'l i i k A j‘.‘ o Enl K ~ . .
£E+8 -~ ES§ - E + P, aequacio da taxa de reagao seria:
ks

V- o
Y (2.5)
..m “i.'" b
onde
- k...l + k;z . .
K, = ——L & chamada constante de Michaeles — Menten.

1

As equacoes 2.2 & 2.5 diferem na constante, enquanto K. é nma cons-
tante de dissociacao do complexo ES, K, é uma constante dinamica, que
expressa a relacdo entre as concentragdes reais no estado estaciondrio, ao
invés de concentragdes no equilibrio (84).



A equagéo de Michaelis - Menten € aplicada com sucesso quando a
conceniragao da enzima é pequena em relagao aquela do substrato e para
instantes iniciais de reaclo, quando é desprezivel a concentragao de pro-
dutos. Para situacdes em que a concentracao de enzima & comparavel com
a do substrato, come por exemplo num reator com alto grau de conversao,
ou reacoes realizadas na interface séhido-liquido, em que a concentragao do
substrato no microambiente da enzima pode ser rmuito pequena, a equagao
de Michaelis - Menten pode ser inapropriada, contido ela serve de base

para a formulagio de equagdes cinéticas mais complexas, como presenga
de inibidores. ativadores e miiltiplos substratos.

2.2.3 - Inibicdo enzimadtica

Qualguer substéncia que reduza a taxa de uma reagio enzimatica pode
ser considerada como um inibidor. A inibicao da atividade enzimatica é
um dos maiores instrumentos de regulagao nas células vivas (83}

Des varios tipos de inibicdo encontrados na literatura, trataremos aqui
apenas inibigdo pelo substrato, intbicao competitiva, nao competitiva e
parcialmente nao competitiva.

2.2.3.1 - Inibigcdo pelo substrato

Algumas vezes, quando uma grande guantidade de substrato esta
presente. a laxa da reagho catalisada por enzima € diminuida pelo ex-
cesso de substrato, conforme Figura 2.2. A taxa da reacac atinge um
maximo conforme aurmenta a concentracao de substrato, apos esse ponto.
um acréscimo em S, diminue a taxa da reacio. O comportamento das
reacbes inibidas pelo substrato pode ser modelado a partir da equagao
de Michaelis - Menten. B assumido um mecanismo onde uma segunda
molécula de substrato se liga ao complexo ES, formando um complexo
nao reativo £5, {1}.

As etapas da reagao, sao:

E+S 2% ES; ES+5 -5 ES;ES- E+P
k- Ees

A eguacao da taxa de reagao inibida pelo excesso de substrato resul-
tante, é:



v By (26)

onde A = constante de inibicao pelo substrato

o
Figura 2.2 - Inibicao pelo substrato

2.2.3.2 - Inibicdo competitiva

Um inibidor competitivo ¢ uma substancia que combina com uma
enzima, impedindo a liga¢fo do substrato. havendo uma verdadeira com-
peticio pelo mesmo sitio. Um inibidor competitivo pode ser um analogo
nao metabolizavel ou um derivado de um substrato verdadeiro ou um
produto da reagao {1,84}.

O esquema de reagdo que descreve a inibigao competitiva, é

ky k;;

EAS5 — ES —— E4+P
e L

I

0K

El

A equagao cinética que descreve o fendmeno, &
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A equacao cinética que descreve o fendmeno, é:

onde,
I = concentragao do inibidor

K, = constante de inibigao

(2.7}

Nesse caso de inthicdo, o valor de V,, nao é afetado, mas o valor de K,

& aumentado.

Na figura 2.3, vemos o efeito da presenga de um inibidor competitivo

na taxa de uma reacdo catalisada por enzima.

Vin Controle

+ inibidor

2.5 Vm compstitive

o

Figura 2.3 - Gréfico de v versus § em presen¢a de um inibidor compe-

titivo (84).

Numa representagio de Lineweaver-Burk, figura 2.4, vé-se que a inter-
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tersec¢ao no eixo 1/v fornece o valor de 1/V,, ¢ no eixo 1/5, fornece 1/ K.

. 178

Kmap

Figura 2.4 - Grafico de Lineweaver-Burk para inibicao competitiva (84)

2.2.2.3 - Inibicdo ndo competitiva

Fsta inibicho é caracterizada pela formagao de um complexo inativo
ES1I, formado pela ligagao de FI com 5§ ou de ES com I, segundo o
mecanismo a seguir (20,83},

E+S — E§ —E+P
AR

+
1 I
H 1T

El+§ — ESI

A equacdo que representa o fendémeno em termos de cinéticos, €

12



Ven & o
e
(+4) Enr?) (28)

[

Pelas relagoes de equilibrio, podemos notar que em qualquer concen-
tragao de inibidor, nenhuma concentragao de subsirato, por mais alta que
seja, consegue tevar foda a enzima a forma ES, que é a forma produtiva.
Em qualquer valor de I, uma parte da enzima permanecera sob a forma
de complexo nao produtive EST, de onde podemos prever que V,, em
presenca de inibidor nao competitivo serd sempre menor gue na auséncia
do mesmo. O valor de K, permanece o mesmo. conforme Figura 2.5,
na presenca de um inibidor nao competitivo, porgue gualquer que seja a
concentracao de inibidor, as formas da enzima que podem ¢ombinar com
5, E ¢ El, apresentam a mesma afinidade para com 5 (84).

t |
WW C.,,

*
¥
[
\Q O)la

.

Figura 2.5 - Representacao de Lineweaver-Burk para inibicdo nao
competitiva {84},
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2.2.3.4 - Inibicio parcialmente nio competitiva

Neste tipo de inibicao, o substrato e inibidor combinam-se independen-
temente e reversivelmente a enzima, produzinde os complexos ES, ET ¢
E&I. O complexo ESI pode produzir produto, mas nao tao efetivamente
como ES e é esse aspecto que difere essa inibigdo da nao competitiva
pura. O mecanismo que descreve a inibigao parcialmente nao competitiva
é apresentado a seguir:

F+g X pg  FLgpoavp

i I
Ko . e

El+s f=opst Z2Eas

A qualquer concentragio de I, a taxa na qual P ¢ produzido é dada.
por k, (ESY+ B k, (ESI), onde § < 1. A qualquer concentragao de
substrato, uma porcio da enzima existird na forma menos produtiva, £517,
portanto V,, sempre decrescerd na presenca de um inibidor parcialmente
nao competitivo, quando comparada com V), na auséncia de inibidor. Por
outro lade. K, nao se altera, porque as duas formas da enzima disponiveis
para combinagao com 5, £ e El, tem iguais afinidades por S {83).

A equagao da taxa de reagao enzimatica em presenca de inibidor par-
cialmente nao competitivo ¢ dada pela equagio 2.9 (20,83},

Vims - 5 (2.9)
1 = —o—0 .
Ky + 8

onde,

=T {1+ 1K)

(2.10)

A representacdo de Lineweaver-Burk para esse caso de Inibigao € dada
pela Figura 2.6.
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Figura 2.6 - Representagao de Lineweaver-Burk para inibigao parcial-
mente nio competitiva {83).

2.2.4 - Determinacio dos paradmetros cinéticos

A maloria dos estudos cinéticos de reagdes enzimaticas publicados na
literatura, utilizam-se de transformagoes lineares da equagao de Michaeles-
Menten ou das equagdes modificadas, para levar em conta os efeitos de
inibidores. Experimentalmente, obtem-se dados de taxas iniciais de reacao
em funcdo da concentragdc de substrato ou de inibidor e analisa-os em
graficos de uma das transformagbes lineares seguintes (83}.

a) Lineweaver-Burk

ot = g(8)
b} Dixon
vi= f{I}
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c} Hanes-Woolf

7 =10

d) Woolf - Augustinsson - Hofstee
= 1)

¢} Eadie - Scatchard
L= 10

Dessas, a transfomacao de Linewever-Burk tem sido a preferida pela
maioria dos bloguimicos {29}.

Segundo DOWD e RIGGS (27). as linearizacoes que utilizam o inverso
da taxa, nao fornecem estimativas precisas dos paramentros cinéticos. a
menos que as determinagoes experimentals nao estejam sujeitas a erros.
Flas dao muita énfase aos menores valores da taxa de reacao. Por ou-
tro lado, as transformacoes onde a variavel aparece nos dois membros da
equacio, apresentarao inevitavel correlagac.

O ajuste direto de modelos matematicos a dados experimentals. alravés
do método dos minimos quadrados tem sido sugerido por virios pesqui-

sadores, na determinacao dos parametros cinéticos de reagoes enzimaticas
{4, 21, 38, 55).

MARQUARDT (56) apresenta um algoritmo para estimar parametros
nao lineares pelo método dos minimos quadrados, que implica em uma con-
vergéncia mais rapida no procedimento de ajuste ac modele matematico.

EISENTHAL e CORNIS - BOWDEN {29} propoermn um métode que
usa um grafico linear direto, a partir dos dados experimentais de taxas de
reacio em fungdao da concentragio de substrato. O método consiste em
designar o eixo da abscissa de K, € o eixo da ordenada y de V. Para cada
par experimental (S,v), marca-se os pontos K, = -5 e V,, = v e une-
se os dois pontos por uma reta, estendendo-a até o primeiro quadrante.
Repete-se esse procedimento para todos os pontos experimentais {5, v},
que interceptardo em am ponto comurn. cujas coordenadas sao (Ko Vi )

2.2.5 -~ Influéncia do pH na taxa das reacoes enzimaticas

Os varios aminoacidos que compdem as proteinas possuem grupos la-
terais bésicos, neutros ou acidos, portanto a enzima pode conter grupos
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carregados positiva ou negativamente, a um dado valor do pH. Tais grupos
lonizdveis sao frequentemente parte do sitio ativo, J4 que um mecanismo
catalitico acido-base estd ligado a varias enzimas. Entao para a catélise ser
possivel, os grupos lonizdveis no sitio ativo devem possuir uma carga par-
ticular, o que implica gue a enzima cataliticamente ativa s6 existe em um
estado particular de ionizacdo. Assim, a enzima cataliticamente ativa pode
ser uma fracdo malor ou menor da concentracao total da enzima, depen-
dendo do pH. De um modo geral, a atividade enzimatica auments quando
o pH aumenta conforme Figura 2.7 curva A, passa por uma miximo, no
pH 6timo. e depois decresce. No pH 6timo, a mixima quantidade possivel
de enzima estd na {orma ativa {1).

Por outro lado os sitios ativos nas enzimas. guase sempre compostos de
grupos jonizavels. devem-se encontrar numa forma iénica adequada para
que mantenham a conformagao do sitie ativo, liguem-se aos substrates ou
catalisern a reacdo. Na Figura 2.7, a curva A ilustra uma dependéncia
experimental da taxa de reagao enzimdtica, versus pH. mas nao explica
porque a taxa diminue a valores de pH maiores e menores que 6.8, que
é o pH 6timo. Esse declinio na taxa de reacao pode ser devido a uma
forma idnica nio adequada 3 catalise, na enzima e ou no substrato. ou
da inativacao da enzima, ou ainda combinagao dos dois efeilos. A curva
B ilustra o efeito do pH na estabilidade da enzima. Notamos que a pré-
incubacdo da enzima a pH entre 5 e 8 nao afeta sua estabilidade. Logo,
o declinio da atividade indicada pela curva A para os intervalos de pHl de
6.8 a £.0 e 5.0 a 6.8 deve ser causado apenas pela formacdo de uma forma
iénica inadequada da enzima e ou do substrato. A valores de pH maiores
que 8.0 ¢ menores que 5.0 devera estar ocorrendo inativagao irreversivel da
enzima, pois ap6s & pré-incubacio a atividade total nao ¢ obtida em pH
6.8, O estudo do efeito do pH na estabilidade da enzima. constitue parte
essencial na caracterizacio dessa. A estabilidade da enzima em relagao ao
pH depende de fatores como temperatura, forca ionica, natureza quimica
do tamp#o, conceniragac dos preservativos da enzima, concentracao de
‘ons metalicos, concentracio do substrato e concentracio da enzima (84}.
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Figura 2.7 - Efeito do pH na atividade e estabilidade de uma enzima

2.2.6 - Efeito da temperatura na atividade e estabilidade
das enzimas

A taxa da maioria das rea¢oes guimicas aumenta com o aumento
da temperatura. Um aumento desta. imprime maior energla cinética as
moléculas dos reagentes, ocastonando maior numero de colisdes produtivas
por unidade de tempo (84},

As constantes de taxa de reacao variam com a temperatura, segundo
a equacio de Arrhenius. equagdo 2.11 (42}

k= Ae B JET (2.11)

onde k = constante da taxa de reagac
A’ = fator de frequéncia para a reagao
E, = energia de ativagao
T = temperatura absoluta
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Diferenciando a equacdo 2.11 em relagao a temperatura, obtern-se:

dink £, dink B 5 12
— O P g— .
& RN AD R (2:12)

A equacio 2.12 mostra que a constante da taxa de reacao quase sempre
auymentarsd com um aumento na temperatura, ja que E, é sempre uma
quantidade positiva {(42}.

Um método acurado para determinar a energia de ativagao envolve a
integracio da equagéo (2.12}, num dado intervalo de temperatura:

ks Bl 1
ml S SEB S .
" (kl) R\T., T (2.13)

Segundo LEVENSPIEL (50}, a expressao de Arrhenius se ajusta aos
dados experimentais numa ampla faixa de temperatura. sendo sugerida,
como uma primeira aproximacao para a dependencia real da temperatura.
além de que concorda bem com a influéncia da temperatura indicada pela
teoria das colisoes e teoria do estado de transicao.

As reacoes catalisadas por enzimas se comportam de modo semethante
as reacOes quimicas ordindrias com relagao a temperatura, porém numa
pequena faixa de temperatura. As enzimas sao moléculas complexas, suas
atividades cataliticas provém de uma estrutura tercidria precisa, altamente
ordenada de modo a formar os sitios estéreo especificos de hgagao com
o substrato e o centro catalitico. As ligagoes gue mantem a estrutura
terciaria sio fracas, ndo covalentes, de tal modo que a enzima é uma
estrutura fragil. Ac absorver energia, essas ligagoes podem se romper,
pelo aumento de vibragoes e a enzima se desnatura. Entdo numa reagao
enzimatica, a taxa da mesma aumenta com o aumento da temperatura,
devido a0 aumento da constante da taxa até se atingir um maXimo, corres-
pondente & chamada “temperatura étima”, depois decresce rapidamente,
devido, & desnaturagdo da enzima. Na determinacio dessa temperatura
4tima, deve-se tomar o cuidado para que a atividade da enzima seja cons-
tante pelo menos durante a realizacio do experimento. pois caso contrario,
tem-se dois efeitos, o aumento de k ¢ a desnaturacao da enzima {1,84).

A Figura 2.8 mostra uma curva tipica de taxas iniciais de reagao en-
zimética, em funcio da temperatura, obtida usando um tempo fixo de
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Figura 2.8 - Velocidade de formacao de produto, calculada como con-
centragac do produto, dividida pelo tempo §, (84).

0O conhecimento da ¢inética de desativacao das enzimas é de grande
importancia no projeto de reatores enzimaticos. Na maioria dos casos
considera-se cinética de primeira ordem para relacionar atividade enzimatica
com tempo, a uma dada temperatura (1, 40, 76}.

Supondo desativacao de 12 ordem. vem:

dA
= kg A (2.14)

A = concentracao de enzima ativa ou atividade num tempo ¢t qualquer
ks = constante da taxa de desativagao

Integrando a equagao 2.14 entre ¢ = 0 ¢ {, obtem-se:

A (3
“"fn(:i“) = kg 1 (2.15)

]
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Ap = conceniragao inicial de enzima ativa ou atividade inicial

Algumas vezes A/Ay, ¢ chamado de atividade do catalisador em qual-
quer tempo {50]. Um conceito comum em cinética quimica e enzimatica
é o de meia vida, 11,2, que € 0 tempo necessario para que A/Aq seja igual
a 0,5, ou seja, o tempo necessario, a temperatura 7, sob condicoes es-
pecificas, para que a atividade catalitica seja reduzida a metade da inicial.

Da equagao {2.15}, vem que

in 0.5
b Yo (2.16)

k:i
Com varios pontos experimentais de A em fungao de £, pode-se cons-
truir o grafico - In {4/ Ao}, como funcao de ¢, e obter o valor de k,, para
uma dada ternperatura.

Por outro lado, k; varia com a temperatura segundo a equagao de
Arrhenius ou sela:

¢ I E{ 1
by A e BUET on Inky = in A — -}; o {2.17}

onde, £y € a energia de desativacao da enzima ou a eanergia de ativagao
para a reacao de desativagao

R == constante da lei dos gases = 1,9872 _[ng?‘%_ﬁ'

Com valores de kg, a vdrias temperaturas, pode-se construir o grafico
In kg em funcao de 1/T, obtendo-se assim £,

Segundo HENLEY ¢ SADANA {11}, o modelo de desativagao de 12
ordem ¢ frequentemente adequado para representar a cinética de desa-
tivacao enziméaiica, mas fazendo uma revisio da literatura, verificaram
que a taxa de decréscimo na atividade ndo é sempre constanie. Esses au-
tores classificaram as curvas de desativacdo em dois casos. Num deles, a
atividade é sempre menor que a inicial e no outre caso, a atividade pode
ser major que a inicial em algum periodo de tempo e propoem uma cinética

de desativagio em série e agrupam os casos de desativacao encontrados na
literatura em vérias categorias diferentes.
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2.3 - Enzimas Imobilizadas

Apesar das varias vantagens das enzimas como catalisadores, o uso das
mesmas em aplicagoes industriais tem sido limitado, porque a maioria das
enzimas sao relativamente instdveis, seu custo € alto e € difictl recuperar a
enzima ativa no final do processo. lsso restringe o uso de enzimas soldveis
a processo em batelada, seguido de procedimentos para separar o produto
da mistura reacional, levando a desnaturacao das enzima e tornando o
processo, ha maioria das vezes, antiecondmico {18,48).

Para eliminar as desvantagens do uso de enzimas como catalisadores
e com o objetivo de obter catalisadores altamente ativos e estdaveis, dois
caminhos tem sido investigados. Um € a tentativa de sintetisar catali-
sadores com atividades comeo enzimas. chamados enzimas sintéticas. O
outro é a modificacao de enzimas produzidas por seres vivos, tal como na
imobilizagao {18}).

Enzimas imobilizadas sac definidas como “enzimas fisicamente confi-
nadas ou localizadas em certa regiao definida do espaco. com retencao de
sua atividade catalitica e que podem ser usadas repetidamente e continu-
amente” {18}, tornando as moléculas de enzima insoliveis no meio aquoso
(48}.

Algumas das vantagens basicas das enzimas imobilizadas em relagao
as soluvels, sao:

i) uso da mesma enzima por um periodo maior de tempo;
ii) processos podem ser operados continuamenie ¢ podem ser facilmente
controlados;

iii} os produtos sao facilmente separados do meio Teacional;

jv} em muitos casos a estabilidade e atividade da enzima sac aumenta-
das pela imobilizacao;

v} problemas de efluentes e manuseio de materials sao minimizados {48,
59).
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A primeira noticia que se tem sobre imobilizacdo de enzimas data de
1916, quando NELSON e GRIFFIN {67) adsorveram invertase em carvao
ativado e alumina, com retencao de atividade na inversio de sacarose.
Contudo o desenvolvimento da gquimica de imobilizagac de enzimas, veio
a ocorrer apenas no principio da década de sessenta, guando extensivos
estudos foram realizados em novas técnicas de imobilizagao, com vérios
suportes, obtendo preparagoes com altos feores de enzima imobilizada e
caracteristicas de estabilidade melhoradas (10,18},

A partir de meados de 1960, virias pesquisas foram realizadas. vi-
sando obter enzimas imobilizadas mais ativas ¢ sstiveis ¢ também seu
uso em reatores operados continuamente {10}, Em 1969, CHIBATA et
alli {19) montaram o primeiro processo industrial com enzimas imobiliza-
das. usando aminoacilase fingica para resolucao de Dl-aminodcidos, em
pProcesso continuo.

2.4 - Métodos de Imobilizacao de Enzimas

Segundo KENNEDY ¢ CABRAL {48}, o termo enzima imobilizada
inclue: i} enzimas modificadas a uma forma insoltGvel em dgua por técnicas
adequadas; ii} enzimas soliveis usadas em reatores equipados com uma
membrana de ultrafiltracao nao permedvel, que retem as moléculas da
enzima na safda do reator: iii) enzimas cuja mobilidade foi restringida pela
ligagdo a outra macromolécula, com a molécula resultante sendo solivel
na agua,

Hé vdrias maneiras de classificar os varios tipos de enzimas imobili-
zadas, como definidos acima. ZABORSKY (104) classifica os métodos
de imobilizacdo de enzimas em {isicos e quimicos. Métodos quimicos sao
aqueles dependentes da formacao de ligacoes covalentes, tais como ligacao
da enzima ao suporte, incorporacao da enzima & cadeia de um polimero
em crescimento e a ligagao c¢ruzada da enzima com um reagente multi-
funcional de baixo peso molecular. Os métodos fisicos independem da
formacgao de ligacao covalente, tais como adsor¢ao, oclusao dentro de ma-
trizes insolivels em dgua e oclusao dentro de microcipsulas.

Na primeira conferéncia de Engenharia Enzimdtica em 1971, {oi reco-
mendada uma classificacao de enzimas imobilizadas baseada na natureza
do complexo resultante, ou seia, em oclusao num polimero ou ligagao a
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um suporte {86).

A classificagao apresentada na tabela 2.1, sugerida por KENNEDY e
CABRAL (48), que é bastante semelhante aguela apresentada por CHI-
BATA {18}, tenta combinar & natureza da interagac responsavel pela imo-
bilizagdo e a natureza do suporte. Do ponto de vista pratico, o método de
classificacdo € pouco importante, pois em muilas técnicas de imobilizagao
sao envolvidas combinagbes dos métodos basicos {10).

Tabela 2.1

Classificacdo de enzimas imobilizadas (48)

~FEnzimas
~{igacao cruzadn
intermelecular
. ~t1gacan o
~ligacao .
. .. —absorcac
insolivers Haaedo 1omi
. ~{igaeao 10nica
Métodos suportes g . e
—ligacao metalice
—~ligacao covalenle
. —gets
~—oclusao g .
— fibras
- Enzimas
R —membrana de ulira filiracao
soltvers .
— jibras ocas

2.5 - Suportes para Imobilizacao de Enzimas

Varios suportes, naturais ou sintéticos tem sido sugeridos para imobili-
zar enzimas. Emboraseja reconhecido que nao exista um suporte universal
para essa finalidade, vérias caracteristicas devem ser observadas, conforme
mostra a Tabela 2.2 (32,48,59).
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Tabela 2.2

Caracteristicas desejdveis a um suporte para imobilizacio de
enzimas

— Grande 4rea superficial

— Permeabilidade a substratos e produtos
— Estabilidade quimica. mecanica e térmica
- Rigidez mecanica

— Insolubilidade em agua

— Tamanho e forma de particula adequados
— Inerte ao atague microbiano
~ Regenerabilidade
— Manter forma e tamanho de particula durante uso|

— Apresentar pouca compactagao em operagoes de
leito fixo com altas taxas de escoamento.

Os suportes para imobilizagao de enzimas podem ser classificados, de
acordo com sua COMpPOsican, em organicos e inOrganicos, porém essa clas-
sificagac nao descreve adequadamente a morfologia desses materiais (59).
Para levar em conia pardmetros, tals como area superficial e didmetro de
poros, que afetam a carga da enzima, uma classificagao baseada em sua
morfologia, em suportes nio porosos ¢ porosos é mais adequada {48,59).

Segundo MESSING (59), a principal desvantagem dos suportes nao
porosos é o fato de sua area superficial ser extremamente baixa e assim, 2
area disponivel para ligar a enzima ¢ limitada. Para aumentar a atividade
da enzima lmobilizada, particulas ou fibras muite finas desses materiais
nao porosos podem ser utilizadas, mas tais conFiguragoes finas sao dificeis
de remover da mistura reacional e de empregar em processos continuos,

25



j& que levam a altas perdas de carga em reatores de leito fixo e taxas de
escoamento limnitadas em reatores de leito fluidizado {48,59).

Uma das vantagens de se utilizar suporte nao poroso é que a enzima é
ligada a superficie externa das particulas, e assim, as resisténcias 4 trans-
feréncia de massa podem ser minimizadas pela diminuicdo do tamanho das
particulas e pelo aumento da velocidade de escoamento do fluido {48,59).

Os suportes porosos, tanio organicos, come inorganicos, tem uma éarea
superficial alta, permitindo uma alta carga de enzima, tornando-os ideals
para uso em reatores industriais. A malor desvaniagem dos mesmos é que
a maioria da drea dispontivel é interna, portants os suportes porosos devem
ter uma morfologia Interna que, permita & enzima se ligar, mas também
que permita facil acesso ao substrato e produtos, a fim de se minimizarem
os efeitos difusionais {32.48.,59). Por outro lade. quando a enzima ¢ ligada
no interior das particulas, ela é protegida do ambiente turbulento externo
(48).

Os suportes porosos podem apresentar uma distribuicde de poros con-
trolada ou nao. Com uma distribuicdo de poros ampla, somente um
mimero Himitado dos mesmos serd suficientemente grande para acomodar
enzima e substrato e assim. apenas uma peguena fracio da area total é
efetivamente utilizada. Suportes com distribuicio de poros controlada sio
disponiveis, com um amplo intervalo de didmetros de poros. Para otimizar
o didmetro de poro para um sistema particular enzima-substrato, deve-se
ter em mente a relagao inversa entre didmetro de poro e area superficial
especifica {32.48,50,99).

Uma outra classe de suportes. os géls tem sido utilizados para imobi-
lizar enzimas por oclusao e encapsulagao e também por ligacao covalente
¢ adsorgao. O uso de géis leva a obtencio de enzimas imobilizadas com
altas atividades, sao tteis para substratos pequencs e extremamente li-
mitado para materiais com altos pesos moleculares, Devido a seu carater
eldstico, o gel pode ser formado na conformagio desejada, como mem-
brana ou particulas, Outra vantagem do uso de particulas de gel é que
elas sofrem menor deformacio que uma estrutura rigida, quando usadas
em reatores agitados {48,59).

Dos varios suportes que tem sido sugeridos para imobilizar enzimas, os
suportes inorganicos preenchem melfior o5 requisitos necessarios a sua uti-
lizacao, principalimente em processos industriais, devido & sua estabilidade
a degradacao fisica, quimica, térmica e microblana, 4 resisténcia mecanica
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e estabilidade estrutural, que evita compactagao em processos continuos
e a possibilidade de regeneracao do suporte para reutilizagao, por pro-
cesso pirolitico {10,32,48,59). Esse cardter inerte dos suportes inorgénicos
dificulta a imobilizagao de enzimas nos mesmos, contrariamente ao gue
se verifica nos suportes orginicos, que podem apresentar urna variedade
muito grande de radicais reativos, que podem se ligar a enzima por ligagao
covalente (10,48}, Na tabela 2.3 sdo apresentados varios suportes que tem
sido usados para imobilizar enzimas (48).

Tabela 2.3
Classificagao quimica dos suportes para lmobilizagao de
enzimas.

| Organicos | Inorganicos

Naturazs Minerats

~ Polissacarideos | ~ areia

» celulose - bentonita

s amido - horneblenda

» agar - pedra~-pomes

» quitina - terra de diatomaceos
I o dextrana | Fabricados

~ vidres nao poroses

-~ Proteinas . - vidros de porosidade controlada
- » coldgeno | - cerAmicas de porosidade controlada
! o albumina {silica. alumina, titinia}

o gelatina - aluminosilicatos

* seda — 6xido de ferro

Sintéticos ~ oxido de niquel

- poliestireno

- poliacritatos

~ polivinilicos

- resinas de troca iénica |
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2.6 - Descricao dos Métodos de Imobilizacao
de Enzimas

2.6.1 - Ligacio cruzada intermolecular

Esse método ¢ baseado na formacio de ligagoes covalentes entre as
moléculas da enzima, por agao de reagentes multifuncionais. conduzindo
a agregados enzimaticos tridimensionais insoliveis no meio aquoso, sem
utilizar suportes insolavels em adgua {10,18,48}.

Dos varios reagentes multifuncionais que tem sido usados, o mais co-
mum ¢ o glutaraldeido. A reacdoc entre esses e a enzima ¢ altamente
dependente das concentracoes da enzima e do agente reticulante, do pH
e da forca idnica da solucgdo, da temperatura e do tempo de reagao. As
condi¢bes de reagao sao relativamente severas, afetando em alguns casos
a conformagao do sitio ativo da enzima, levando a significantes perdas de
atividade {10,18,48,104).

A principal vantagem do método de ligagdes cruzadas € a preparagio de
enzimas imobilizadas que sao proteinas quase puras. em diferentes formas,
tais como géis enzimaticos, membranas enzimaticas e derivados adsorvidos
em monocamadas, ligados a polimeros. As principals desvantagens do
método sao a {requente e inevitavel inativacao da enzima. causada por
modificagao quimica e a natureza gelatinosa desses derivados enzimaticos,
que os torna dificeis de serem utilizados em reatores {100.104}.

Esse método tem sido utilizado em conjunto com outros, principal-
mente adsor¢ao e higagao idnica. a fim de diminulr as desvantagens men-
cionadas anteriormente (6,10,17.,68,96).

2.6.2 - Adsorcao fisica

Segundo WEETALL {100}, esse é o método mais antigo de imobilizar
enzimas, porém o menos entendido. Em 1916, NELSON e GRIFFIN (67)
observaram que invertase adsorvida em carvao ativo e em hidréxido de
aluminio, retinha sua atividade em relacio & hidrélise de sacarose, embora
nao fosse intencao desses pesquisadores imobilizar 2 enzima.

A adsorcao fisica de enzimas a suportes ¢ efetivada por forcas de
ligacao relativamente fracas, tals como pontes de hidrogénio, interagdes
hidrofébicas e forcas de Van der Walls, entre as moléculas de proteinae o
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adsorvente. Como nao ocorre reagdo quimica. a adsor¢ao causa pouca ou
nenhuma alteracao na conformaciao da enzima e nem destroi seu centro
ativo. Se o suporte é adequado, esse méiodo é simples e efetivo, tendo
todavia a desvantagem de que a enzima adsorvida pode desprender do
suporte durante a utilizagao, porque a for¢a de ligagao entre a enzima e o
suporte é fraca (18,48,59).

O processo de adsorgac consiste em misturar uma solugdo de enzima
comn ¢ adsorvente, sob condigdes apropriadas, e apos certo lempo, separar
o complexo enzima-adsorvente por filtracao ou centrifugagao. A adsorcdo
da enzima ¢ dependente do pH do melo, da natureza do solvente, forga
Wnica. concentragao da enzima e do adsorvente, temperatura ¢ tempe. A
atividade da enzima imobilizada obtida aumenta com a concentracao da
enzima, aproximando a um valor de saturagao a altas concentragoes de
enzimas {48).

Comeo suportes para esse metodo, materials inorganicos tals como
carvao ativado, vidros, areia, alumina, hidroxiapatita, silica gel, bentonita,
bem come polimeros naturais come amido, ghiten e coldgeno e pelimeros
sintéticos e adsorventes com afinidade de grupos derivados de agarose,
celulose ¢ silica, tem sido usados (18,48,59,100).

2.6.3 - Ligacdo i6nica

Esse método de imobilizagao ¢ baseado, principalmente, na ligagao
ionica da enzima a suportes sélidos contendo residuos trocadores de ions.
Na pratica. nao somente ligagdo i6nica, mas também adsorgao fisica, to-
main parte da ligacao. As for¢as de ligacao sao mais fortes que no caso
da adsorcao fisica, mas os procedimentos usados na imobilizagao sao os
mesmos nos dois casos, cujas condi¢des sao brandas, em comparacao com
métodos que envolvem ligages covalentes {18.48).

Desprendimento da enzima do suporte pode ocorrer, como na adsorgao
fisica, quando houver variagoes no pH e na forca iénica do meio (18,48).

Como vantagens do método da ligagao podem ser citadas simplicidade
do procedimento de imobilizagao, baixo custe, possibilidade de reutilizagao
do suporte, obiengae de enzimas imobilizadas com alta atividade e a dis-
ponibilidade de suportes (18,54,61,100}.

Os suportes usados no método da ligacdo idnica sao materials troca-
dores de ions, que frequentemente sio supories organicos com residuos
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de troca idnica, embora também existam suportes inorganicos, principal-
mente silica, com grupos para permutar ions. Os polimeros mails usados
sao derivados de celulose e dextrana e polimeros sintéticos a base de poli-
estireno, Os principais grupos trocadores de anions sao amino, guanidino
e amodnio quaternario e grupos sulfato, fosfato e carboxilato os principais
trocadores de cations {48).

Na tabela 2.4 {1848}, sdo listadas varias resinas trocadoras de ions
adequadas para ligagao idnica de enzimas.

Tabela 2.4

Resinas trocadoras de fons para ligagio idnica de enzimas

Amonicas Cationicas
DEAE - celulose CM -~ celulose
DEAA - celulose Celulose - fosfato |
ECTEOLA - celulose | CM - sephadex
TEAE - celulose SP - sephadex :
DEAE - sephadex | Dextrana sulfato !
DEAE - Bio - Gel Amberlite IRC - 50 |
Amberlite IRA 93 = Amberlite IRC - 200 |
Amberiite IRA 94 . Celulose - citrato f

. Amberlite IRA 410 | Dowex - 50

2.6.4 - Ligacio metdlica - quelagido com metais de
transigao

Enzimas tem sido imobilizadas pela utiliza¢ao de compostos de metals
de transicao na ativacdo da superficie de suportes organicos e inorganicos.
FEsse método é baseado nas propriedades de quelagao dos metais de tran-
sicdo, que podem ser empregados para ligar enzimas {10,48).

Virios sals de metals de transicdo tem sido utilizados nesse processo
de imobilizacao, mas os mais comuns tem sido os de titdnio e zirconio.
Suportes organicos, tais como celulose, quitina e dcido alginico, bem como
inorginicos, tais como celite, vidro e silica tem sido ativados pela técnica

de secagem de uma mistura do suporte com a solugao do sal do metal de
transicao. {10,48)
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Numa solucao de metal de transicao, os ions do metal 530 coordenados
com moléculas ou espécies idnicas, que sao os ligantes do ion complexo.
Grupos nucleofilicos, tais como os radicais hidroxi e amino, sao ligantes
efetivos para os ions do metal de transigao, ¢ assim, esses fons podem
complexar ambos, suporte e enzimas (48},

O procedimento de imobilizacao de enzimas pelo uso de metals de
transicao ¢ simples, consistindo da ativagao do suporte pela téenica de
secagem. € apos lavagem do mesmo com tampao, suporte £ enzima si0
misturados, normalmente no pH 6timo da enzima. Contudo as estabi-
lidades operacionais conseguidas com tais catalisadores tem sido baixas,
devido & perda de enzima para a solucao {10.17,34,48).

Uma variacao desse método, ¢ a imobilizacac de enzimas em Oxidos
hidratados dos metais de transicdo (géis}, particularmente de titdnio {IV)
e zircomio (1V). Nesse caso, nao se usa supories, sendo que a enzima se
liga aos proprios éxidos {10.48).

Devido a nao reprodutibilidade dos resulfados obtidos, quando do uso
de suportes inorganicos, além das baixas estabilidades operacionais obti-
das em alguns casos, varias modificagdes do método tem sido propostas,
tais como uso de agentes de ligacao cruzada, como glutaraldeido e acido
tinico (10,11.12).

Raseado no método da ligagao metdlica, um processo covalente foi de-
senvolvido por CABRAL et al.{10,12), o qual implica em maiores estabi-
lidades operacionais da enzima imobilizada. em comparagae com aquelas
obtidas por quelacio com metals de transicac. Nesse método. o suporte
inorganico € ativado com solugao de tetracloreto de titanio. por secagem
e o suporte ativado é aminade com uma solugao de uma amina, especial-
mente a hexametilenodiamina, obtendo-se assim, o derivado aminado do
suporte. A seguir, o suporte aminado é ativado com um reagente mublli-
funcional, tal como o glutaraldeido, levando & formacdo do suporte alquil
aminado, que a seguir. reage covalentemente com a enzima.

2.6.5 - Método da ligagio covalente

Esse métedo baseia-se na formagido de ligagao covalente entre moléculas
da enzima e o material do suporte. Os grupos funcionais da enzima que
participam da formacdo da ligacao covalente com o suporie sdo 0s grupos
@ ou £ amino, grupo carboxil, grupo «, § ou -y sulfidril, grupo hidroxil,
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grupo imidazol e grupo fenolico. Nas reagoes de ligagao, esses grupos fun-
cionals reagem com suportes contendo grupos reativos, tais como diazdnio,
azida acida. isoclanatos e haletos. As condigoes de reacao requeridas para
a formacao dessas ligagoes, sao relativamente complicadas e usualmente,
nao sao brandas. Em alguns casos, a ligacao covalente altera a estruiurs
conformacional e o centro ativo da enzima. resultando em duninuicao, de
atividade e/ou mudangas de especificidade de substrato (18,48).

Coino ocorre no método da ligagao cruzada. a ligagao covalente ¢ forte,
tal que a enzima imobilizada é estavel e ndo ocorre perda da enzima na
solucdo, mesmo na presenca de substrate ou solugbes de alta forga ionica
(18.48).

E importante que os aminoacidos essenciais 4 atividade catalitica da
enzima nao sejam envolvidos na ligacao covalente ao suporte. Isso pode ser
dificil de se conseguir, e enzimas imnobilizadas dessa maneira, geralmente
perdem atividade na imobilizagae {46,48). Apesar dessas desvantagens,
imobilizagao de enzimas por ligacio covalente a suportes insoliveis em
agua constitue-se no método mais versitil e que produz derivados imobi-
lizados mals estaveis {32, 100).

Varios suportes, tanto orginicos como inorginicos tem sido usados
para imobilizar enzimas por processos covalentes, mas poucos desses su-
portes tem os grupos reativos adequados para ligagao com a enzima, Lendo
entao que ser ativados antes da reacdo com a mesma, passando a apresen-
tar grupos hidroxil, amino, carboxil e amidico. De acordo com o método
de ativacao do suporte e a reacao usada na imobilizacao, o método cova-
lente pode ser classificado em método da ligacao diaze. métode da hgagao
peptidica, método da alquilagao, ligagio ao suporte com reagentes multi-
funcionais, ligagdo ao suporte pela reagao de Ugl, ligagao ao suporte por
intertroca triol-dissulfeto e outros (18,48},

2.6.6 - Imobilizacdo de enzimas por oclusao

O processo de imobilizagdo de enzimas por oclusao pode ser efetuado
em géis, fibras e por microencapsulagio ern membranas. O método é base-
ado na retencio das moléculas da enzima dentro dos espagos intersticiais
de polimeros ou em membranas semipermedveis, de modo que moléculas
de substratos e produtos de pesos moleculares adequados podem se difun-
dir através e dentro dessa rede polimérica (18,48,104).
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Esse método de imobilizacao difere dos métodes de ligagao covalente
e de ligacao cruzada em que a enzima em s nao se liga & matriz gel ou
membrana. Assim, esse método pode ser usado para gualquer tipo de
enzima ou de outros biocatalisadores, como células e organelas, porém se
uma reacao de polimerizacao é empregada para a oclusao, condigtes de
reacao relativamente severas podem ser requeridas ¢ perdas de atividade
enzimatica podem ocorrer (18,48).

O método de oclusio em gel envolve a retencao fisica da engima dentro
dos espacos intersticiais de polimeros entrecruzados, insolivels em agua.
As cadeias poliméricas podem ser obtidas a partir de mondmeros ou de
oligbmeros. Nesses casos. wma mistura de reagentes. enzima soliivel, cata~
lisador e iniciador de polimerizagio sao misturados sob condicoes definidas
e, & medida emn que a reagao se procede, moléculas de enziia sao retidas
nos espagos intersticiais do polimero que estd sendo formado. Num ter-
ceiro caso, as enzimas sao retidas durante a insolubilizacac do polimero, tal
como ocorre com colageno, gelatina, agar, alginato de calcio, K-carragena
e quitosana {8.46).

O método de oclusao de enzimas em fibras foi desenvolvido por DI-
NELLI, em 1972 {24} ¢ basea-se na dissolugao de um polimero formado
por fibras, tal como acetato de celulose. em um solvente organico imiscivel
em agua, seguido de emulsificacio dessa solugao com solucao aquosa da
enzima. A emulsao € entao extrudada em um liquido coagulante, que pre-
cipita o polimero em forma filamentosa, contendo goticulas da solucao da
enzima oclusas na fibra.

No caso de oclusao em microcdpsulas, moléculas de enzimas sao retidas
por membranas de polimeros organicos. Essas membranas sao permeéveis
a substratos e produtos (18,48}

2.6.7 - Método da enzima soldvel imobilizada

Com o objetivo de se utilizar uma enzima centinuamente por longo
periodo em seu estado nativo, enzimas tem sido imobilizadas confinando-as
fisicamente com wma membrana semipermedvel, em dispositivos de fibras
ocas ou de membranas de ultrafiltracdo (48).

Esse método de imobilizacdo oferece varias vantagens em relagao a
outros procedimentos de irnobilizagido, uma vez que a enzima nao sofre
modificagoes quimicas e o processo ¢ muito sitaples. O uso de membra-
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nas é especialmente adequado para a conversdo de substratos de alto peso
molecular e quando ha necessidade do uso simultdneo de varias enzimas.
Comeo desvantagens do processe podem ser citadas a resisténcia a trans-
feréncia de massa imposta pela membrana aos componentes da solugio,
possibilidade de entupimento da membrana ¢ possibilidade de inativacao

da enzima devido a altas forgas de cizalhamento provenientes da vigorosa
agitagao necessaria (18,48).

2.6.8 - Imobilizacdo de enzimas em suportes inorginicos

Os métodos de imobilizacao de enzimas em suportes inorganicos po-
dem ser classificados em dois grupos. de acordo com a forga de ligacao
existente entre as molécnlas da enzima e o suporte {10): a) adsorgio,
ligacao tonica e ligagao metslica: b} ligacao covalente

Os métodos do item o jé foram abordados anteriormente. Aqui, énfase
sera dada a ligagao covalente de enzimas a supories inorganicos.

Embora uma das maiores vantagens dos suportes inorginicos seja seu
cardter inerte, essa caracteristica dificulta a imobilizacdo de enzimas nos
mesmos por meto de Higacao covalente. A superficie dos suportes inorganicos
é composta principalmente por grupos éxido ou hidroxil, tal como grupos
silanol em silica. os quais proveem uma superficie reativa para ativacao e
ligagao da enzima {48).

O método mais comumente usado para ativar suportes inorganicos,
corn vistas a imobilizacao de enzimas é o método de silanizacio. descrito
por WEETALL {99). Dentre os varios agentes de silanizacio utilizados. o
~ aminopropiltrietoxisilano tem sido o mais comum, levando a obtencao
de um derivado alquilamino do suporte. WEETALL (09} apresenta as

téenicas de silanizacdo aguosa e organica. A reagao quimica gue ocorre
em ambos 0s casos é a seguinte:

!
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onde R é grupo funcional orgénico. No caso particular do vy-aminopropil-
trietoxilano, R = —CH; NHy en = 2.

Segundo WEETALL ({101}, silanos reagem nao somente com o 51 de
silicas e vidros, como mostrado na reacao anterior, mas também com os
oxidos metalicos, tais como Z,0,, T:0,, AlOs e N;O.

No processo de silanizagao agquoso, parece formar uma monocamada de
silano na superficie do suporte. As técnicas de solventes organicos levam a
maiores cargas de amina no suporte, porém maior durabilidade do suporte
¢ alcancada pela silanizacao aguosa {99).

Os suportes silanizados podem reagir diretamente com a enzima. mas
na matoria dos casos. os grupos organicos sao modificados. produzindo
intermedidrios ativados, que por sua vez. reagem com a enzima. Virios
reagenties podem ser usados para ativar os suportes silanizados. mas o
glutaraldeido ¢ o mais utilizado. devido a simplicidade do método e &
obtengao de enzimas imobilizadas ativas e estdveis {10.62,99,101).

A sequéncia de reagdes entre o suporte silanizado com glutaraldeido e
do derivado aldeido com a enzima é mostrada a seguir [101}):

| (CHa)y ~ NHa+ CHO~{(CHala ~ CHO i {CHa), — N = CH{CHa}2CHO
D CQHy)y ~ N = CH ~ (CHy)y — CHO + Engima —
 —(CH), ~ N = OH ~ (CH):OH = N~ Engima

Um outro processo de ativagao de supertes inorganicos. foi desenvol-
vido em 1981 por CABRAL et al. {12}). O processo é baseado na ativagao
do suporte com T;Cl,, seguido de aminacio com uma solugao de amina
adequada em um solvente e subsequente reagao com um reagente bifun-

cional, que faz a ligacio entre o derivado alquil aminado do suporte e a
enzima.

2.6.9 - Comparacio entre os métodos de imobilizagdo
de enzimas

£ reconhecido que nenhum método de irnobilizacio de enzimas é con-
siderado um método ideal ou universal, devido as grandes diferencas em
composicdo e caracteristicas quimicas das enzimas, bem como dos substra-
tos e produtos. Cada método de imobilizagao tem limitagoes especificas e
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para uma aplicagao particular, é necessario encontrar um procedimento de
imobilizacao gue seja simples e barato, e que produza enzimas imobiliza-
das com alta atividade e apresente uma establlidade operacional adequada
{32,48).

Uma comparacao, geral dos métodos de imobilizagao, tabela 2.5, ¢
apresentada por KENNEDY ¢ CABRAL (48). CHIBATA ({18) apresenta
uma tabela comparativa dos métodos de imobilizagao, semelhanie a essa.

Tabela 2.5
Comparacio das técnicas de imobilizagdo de enzimas (48)

_ ¢ Ligacio i Adsorcin | Ligagho Ligagio ¢ Ligagao |

, Caracteristicas | crusada ! fisica | ibnica metilica | covalente | oclusio

. Preparagio ; Intermedidria | Simples | Simples . Simples i Dhiffeil Dhfici

| Forca de ligacho Forte Fraca | Intermadidria | Intermedidria | Forte intermedidr
Atividade enzimatica Baixa ¢ Inter, Alta Alta Alla : Baixa

: Regeneragio do suporte | hmpossivel Possivel | Possivel Possivel Rara Limpossivel
Custo de imebilizagho Interm, Baixo Baixe Intern. Alto inter.

¢ Estabilidade Alta Baixa | Interm. Ingerm. Alta i Alta
Aplicabilidade geral Nao Sim Sumn : Sim Nio Sim
Protecio da enzima Mais ou Nao Nio Nao ¢ Nio Sihm

i de atague microbiano nencs i !

As caracteristicas dos virios méiodos de imobilizagac apresentadas na

tabela 2.5, devem ser vistas com cuidado, poils existem muitas excessoes
{18).

2.7 - Efeitos da Imobilizacao nas Propriedades
Cinéticas das Enzimas
2.7.1 - Aspectos gerais

As enzimas imoblizadas apresentam védrias vantagens na sua aplicagao,
quando comparadas as enzimas livres, porém algumas alteragoes nas suas
propriedades fisicas e quimicas, apds imobilizagdo, podem ocorrer, im-
plicando em mudangas na atividade, estabilidade e cinéilica da enzima
imobilizada (10,18},

Considera-se que as alteracdes nas propriedades enzimaticas sac causa-
das por dois fatores. Um, é devido a mudangas na enzima em si € o outro
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deve-se as propriedades fisicas e quimicas dos suportes usados na imobi-
lizagao. O primeire envolve modificagoes dos residuos dos aminoacidos
no centro ativo da enzima, alteracoes conformacionais da proteina en-
zimatica e mudancas na carga da enzima. O segundo fator devido a
natureza fisico-quimica do suporte, conduz a efeitos difusionais, efeitos

estereoquimicos e interagoes eletrostdticas e hidrdfobicas entre suporte
substrato {10,18,39.48).

2.7.2 - Especificidade em relagio ac substrato

(uando a enzima é imobilizada. sua atividade frequentemente de-
cresce e a especificidade de substrato algumas vezes altera, principalmente
quando se trata de substratos de alto peso muolecular. devido a alieragoes
conformacionais na enzima e a efeitos estereoquimicos {18},

2.7.3 - Perfil atividade - pH

Quando uma enzima é imobilizada. o pH étimo da mesma pode ou
ndo se alterar. As alteracdes no pH dtimo ¢ na curva atividade -pH, de-
pendem da carga da molécula da enzima e/ou do suporte. 3e o suporte €
carregado. o comportamento cinético da enzima imobilizada pode diferir
daguele da enzima livre, mesmo na auséncia de efeitos difusionals. Esse
comportamento modificado pode ser atribuido ao fato de que as concen-
tracdes de espécies carregadas, tais como substrato, ions hidrogénic on
hidroxila e outros no microambiente da enzima imobilizada, sao diferentes
dagqueles da solugio externa, devido a interagoes eletrostaticas com cargas
fixas no suporte. Essas dierengas de concentragoes de espécies carregadas
podem ser descritas pelo coeficiente de particae, dado pela equacao 2.18
(39).

s
K,=— (2.18}
p -
Co
onde C; e C, 530 as conceniragdes no microambiente da enzima e no meio
da solucao, respectivamente.

Uma. das principais consequéncias do efeito de particac € uma alteracao
no pH 6timo, com um deslocamento do perfil atividade - pH da enzima
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imobilizada para valores de pH mais alcalinos ou mais dcidos, para supor-
fes com carga negativa ou positiva, respectivamente {18.39),

Algumas vezes, apenas o pH 6timo € alterado, em outros casos, pode ser
alterado o pH é6timo e o perfil atividade-pH. Também, algumas enzimas
imobilizadas nao apresentam alteracao no valor do pH 6timo. apresen-
tando porém, alteragoes no perfil atividade-pH. Imobilizacdo em suportes

neutros, teoricamente, nao deveriam implicar em alteracao no pH dtime
{18.39.48).

2.7.4 - Perfil atividade - temperatura

Na imobilizacao de enzimas. alteracoes na temperatura otima de reagédo
ocorremn em alguns casos. Ihssa pode ser maior que a da enzima livre, em
alguns casos. devido a efeitos difusionais no caso de oclusao e ligagao a
supories porosos, que protege a enzima contra desnaturagao térmica. uma
vez gue a temperatura no microambiente da enzima imobilizada é me-
nor que na solugdao. Alteracoes conformacionais ¢ efeitos estercoquimicos
podem desempenhar um pape! importante na tolerncia da enzima a des-
naturacdo térmica {48).

Temperaturas Ofimas da enzima imebilizada menores e iguais a da
enzirna nativa também tem sido verificadas {18).

2.7.5 - Energia de ativacao

A partir dos dados usados para obter o perfil atividade-temperatura,
é possivel calcular a energia de ativagao da reagao catalisada pela enzima,
livre ou imobilizada, conforme a equacao 2.11.

No caso de reacoes guimicas com efeifos difusionals, intraparticula,
esses podem levar ao calcule de uma falsa energia de ativagao, segundo
SMITH (85). Se as taxas de reagao observadas sao usadas para calcular a
constante da taxa de reacdo, desprezando os efeitos difusionaits, uma ener-
gia de ativagdo aparente € calculada pela equacdo de Arrehenius. Nesse
caso, os dados a diferentes temperaturas, nao dariam uma linha reta no
grafico em In k versus 1/7, e sitn uma curva, indicando uma variagao na

energia de ativacdo aparente calculada, como esquematizado na Figura
2.9,
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Os efeitos de transferéncia de massa aumentam menos com ¢ aumento
da temperatura, que a constanie da taxa de reagao, que cresce exponenci-
almente com a mesma. Portanto, a etapa determinante do processo tende
a ser a difusiva, e assim, a energia de ativacao aparente sera menor que a
verdadeira (8,42,50,85). Por outro lado, a baixas temperaturas, a difusao
serd rapida, comparada & reagdo quimica e limitagtes difusionais na taxa
de reacac nao serao observadas. Nesse regime de temperatura, observa-se
a energia de ativacao intrinseca da reagdo. Numa faixa intermedidria de
temperatura, a energia de ativacdo aparente é a média aritmética entre
a energia de ativagdo intrinsica da reagao e a da difusao. Numa tempe-
ratura alta. a etapa determinante do processo tende a ser a difusiva e a
energia de ativagdo aparente, serd. com boa aproximacao. igual & metade
da intrinsica {42,50,85}.

Assim. para enzimas imobilizadas por métodos de ligagao a suportes
porosos ou por oclusio em géis e fibras. suas energias de ativacao deveriam
ser, teoricamente. menores do que as das correspendentes enzimas livres
{48).

Segundo KENNEDY e CABRAL (48}, ha na literatura vérias citagoes
onde as energias de ativacio das enzimas imobilizadas foram praticamente

as mesmas das enzimas Hvres, havendo também algumas citagoes de au-
mentos nas mesmas.
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Figura 2.9 - Representacdo esguematica da variacao na energia
de ativacdo em presenca de efeitos difusionais intra-
patircula.

2.7.6 - Efeitos de transferéncia de massa
2.7.6.1 - Introducao

Embora as alteragoes das propriedades cinéticas, sejam de fato devi-
das a interacoes enire os varios efeitos ja citados, admite-se a existéncia
de pardmetros cinéticos diferenciados, de acordo com o efeito que efetiva-
mente conirola o comportamento cinético da enzima imobilizada.
ENGASSER ¢ HORVATH (30) apresentam as seguintes definigoes:

a} Parametros cinéticos intrinsecos - pardmetros relativos a uma enzima

imobilizada em particular, sendo diferentes dos da correspondenie
enzima soliivel, devido a efeitos conformacionais e estereoquimicos.
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b} Pardmetros cinéticos inerentes - parametros observados na auséncia

de efettos difusionais, diferindo dos intrinsecos devido a efeitos de
particao.

¢) Parametros cinéticos efetivos ou reais - pardmetros obtidos na pre-
senca de efertos difusionals, de particao, conformacionais e estere-
oquimicos.

Qutras definicoes sao encontradas na literafura. GOLDSTEIN {30) e
WEBSTER (97} apresentam definicoes mais ou menos semelhantes. Para
esses pequisadores, parametros cinéticos intrinsecos referem-se a enzima
livre em solucao e inerentes referem-se a enzima 1mobilizada na ausencia de
quaisquer efeitos difusionais. Para GOLDSTEIN (30}, parimetros efeti-
vos sao relativos a uma engzima imobilizada gquando limitactes difusionails
sao significantes. Para WEBSTER (97}. parametros cinéticos observa-
dos relacionam-se a uma enzima imobilizada em um suporte porosa, com
limitacoes de transferéncia de massa. Outros autores. como FORD et
al.[38}, chamam de pardmetros verdadeiros aqueles obtidos para enzimas
imobilizadas livres de quaisquer efeitos difusionais.

Na literatura relativa a catdlise heterogénea. ¢ termo taxa de reagdo
guimica intrinseca refere-se a dados cinéticos obtidos na auséncia de efei-
tos de transferéncia de massa externos e internos. Parametros obtidos
na presenca de tais efeitos, sao normalmente denominados de aparentes.
Assim, constanties de taxa de reacgao inirinsecas sao relacionadas com a
cinética quimica em si, nao sendo mascaradas pela transferéncia de massa
e sao validas para qualquer geométria de catalisador ¢ tipo de reator que
se use {1,42). REGAN et al. {78) evidenciam os efeitos do raio do suporte,
concentracao da enzima e difusividade efetiva do substrato na cinética da
enzima imobilizada.

O fato que em catalise heterogénea os reagentes e catalisadores estio
em fases diferentes, significa que a taxa de conversdo também pode ser
determinada pela taxa de transporte de reagentes de uma fase a outra. Se
a superficie catalitica é externa, pode haver apenas resisténcia a difusao
externa. Se a superficie cataliticamente ativa estd também situada no
interior da particula do catalisador a taxa de reagao pode ser hmitada por
uma resisténcia a difusao externa, interna ou ambas (37).
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2.7.6.2 - Efeitos de transferéncia de massa externa

As propriedades cataliticas de uma enzima imobilizada dependem da
interagao de transporte de substrato e produto ¢ da atividade catalitica
da enzima. Quando a enzima imobilizada esta em contato com solugio de
substrato, a concentragao desse e outras varigvels de processo, tal como
pH fora da particula catalitica, tem valores caracteristicos da mistura
reacional, que podem ser medidas por técnicas analiticas convencionais
{1).

Para suprir os sitios ativos da enzima imobilizada. o substrato tem que
difundir do seio da sclugdo a1é a superficie externa da particula catalitica,
por difusao molecular se a mistura ¢ estagnada ou por difusio molecular e
transporie COnvectivo se existe mistura ou escoamento da solucao de subs-
trato. constituindo assim a iransferéncia de massa externa. Se a enzima
esta ligada a suportes nao porosos, existe apenas efeitos de transferéncia de
massa exierna, na camada limite, na qual o transporte de substrato para
a superficie s6lida se da por difusao molecular, Se o suporte for poroso,
havera o transporte do substrato desde a superficie sélida, até o interior
poroso da particula, surgindo assim um gradiente de conceniracao externo
& particula e outro interno. Com os produtos da reacdo os gradientes de
concentracao serao invertidos, em relacdo ao substrato {1.10).

Na determinacao dos parametros intrinsecos da enzima imobilizada, €
necessario conhecer a concentra¢ao de subsirato na superficie da particula
catalitica. O fHuxo de massa do subtrato desde o meio liquido até a su-
perficie da particula é dado por {1},

i=Ki (8- 5) (2.19)
onde j = fluxo de massa ern mol/em” - &

K; = coeficiente global de transferéncia de massa em

em/s

5, = concentragao substrato no meio liquido mol/em?®

S = concentracao substrato na superficie da particula
mol em®

Se a reagao ocorre na superficie do sélido, tem-se em estado esta-
ciondrio que a taxa de transferéncia de massa 4 igual & taxa da reacdo
quimica, conforme a equagao {2.20)
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p=K - a - (5 ~ 5.

(2.20)

L T s . ’
onde g ¢ a superficie da particula por unidade de volume ¢ v € a taxa da

reagan.

Com dados de taxa de reagao, determina-se S,, através da equagao
2,20, usando correlagoes disponivels na literatura para calcular o coefici-

ente de transferéncia K; {1,8,9)

Varias correlagoes para determinacao de K, para transferéncia de
massa de liguido a so6lidos sao disponiveis na literatura. KARABELAS

et alli (45). entre outros. apresenta varias dessas correlagoes.

No caso de reatores de leito fixo, uma correlagao bastante citada na
literatura ¢ a de WILSON e GEANKOPLIS (102}, aplicavel para Re, va-

riando entre 0.0016 até 55, mostrada na equagao 2.21.

onde:

Ip = 2,50 - (Re,)"**

- (5) 5

Jp = Fator de Chilton Colburn

- AL d; - - F . ~ -
Re, = &%L—L ~ numero de Reynolds relativo a particula

Se = qu = pimerc de Schmidt

u = velocidade de escoamento do fluido

u = viscosidade da solugao

d, = diametro da particula

p = densidade da solugac

D = difusividade molecular do substrato na soiugdo

ROVITO ¢ KITTRELL (80} apresentarn a correlacao do coeficiente
de transferéncia de massa, mostrada na equagio (2.22), aplicdvel a leitos

recheados com de esferas de vidro poroso.
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ip = 1,625{Re,) """ (2.22)
Considerando as particulas de enzima imobilizada nao porosas, pode-
se verificar a importincia da resisténcia & transferéncia de massa externa
na cinética de reacac.
Um parametro normalmente usado é o nimero de Damkdler {Da),
definido como sendo a razao da taxa maxima de reagac, pela taxa méxima
de transferéncia de massa (1.14,74}, dada pela eguagao {2.23}.

Da = —J{i‘— (2.23)
fig -d o Sg;

Nessa analise, se Da < 1, a taxa méxima de transferéncia de massa
¢ muito malor que a taxa maxima de reagao, ou seja, existe uma baixa
resisténcia ao transporte de massa de substrato. Nesse caso, tem-se um
regime limitado pela reagao quimica. Por outro lado, quando a resisténcia
ao transporte de subtrato é grande, term-se um regime limitado pela difusao
{1}).

Por tradigdo. na engenharia quimica. costuma-se verificar a importancia
da transférencia de massa externa através do fator de efetividade externo,
1., definido como sendo a relagdo entre a taxa de reagao verificada quando
S = &, e aguela guando 5 = 5, conforme equacao 2.24

v{S.}
TR (2.24)

e =

onde: 7, = fator de eficiéncia externo; v{S,} = taxa de reagio verificada
guando a concentragdo de substrato é igual ao valor da mesma na su-
perficie do suporte.

v(S;) = taxa de reagao quando a concentracao de substrato € igual a
do meio Hguido.

CARBERRY (14) apresenta graficos de n, = f{De) para cinéticas que

seguem a lei das poténcias, que requerem o conhecimento da constante da
taxa de reacdo e da concentracdo na superficie, parimetros normalmente
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desconhecidos. Para evitar esse problema, esse mesmo autor apresenta
adbacos generalizados de 7,- Da em funcao de Da. O parimetro n, Da,
dado pela equagao (2.25) contem apenas pardmeiros mensuriveis,

Vin

-Pa = T
e K;-a»S;,

{2.25)
Quando a transferéncia de massa é relativamente rapida comparada a
taxa de reagdo, o sistema comporta-se como se fosse homogéneo, isto €,
v = v{S;) e 1, serd igual a unidade. Quando a reagao & superficie é muito
mais rapida gue a transferéncia de massa, n,- Da 1. a taxa de reacdo
é dada por v = K, -0 -5, j4 que Ss tende a zero. Assim. o processo é
governado pela difusio e 1, sera muito menor que a unidade (14.74).

Na obtfencao de dados cinéticos em laboratorio, alguns testes podem
ser felios para verificar a existéncia ou nao de resisténcias de transporte
de massa externc. como sera tratado no topico relativo a reatores de la-
boratério.

Segundo RADOVICH {74), poucos artigos da literatura analisam os
efeitos da transferéncia de massa externa em cinética com células ou en-
zimas imobilizadas. assumindo que esses sao despreziveis.

HORVATH ¢ ENGASSER {43) apresentam um f{ratarnento do pro-
blema de reagio com enzima imobilizada e transporie de massa externo,
partindo da equagdo 2.20 para cinética de Michaelis - Menten. Eles ana-
lisamn o efeito das limitagoes A transferéncia de massa interparticula e
apresentam graficos do fator de eficiéncia externo n,, como fungao de
um nimero de Damkohler modificado. definido pela equagao (2.26), para
varias concentragoes adimensionais 5/ K.

Vin

Da= o ko

(2.26)

GOLDSTEIN (39} apresenta uma revisdo das pesquisas em transporte
de massa externo em sistemas com enzimas imobilizadas, fazendo uma

analise matematica, baseada principalmente, nos trabathos de HORVATH
e ENGASSER (43).
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2.7.8.3 - Efeitos de transferéncia de massa interna

Quando uma enzima € imobilizada num suporte poroso, além dos efei-
tos de transferéncia de massa externa, geralmenie existem resisténcia a
difusao interna do substrato, devido a necessidade de suas moléculas se
difundirem através dos poros para contactar com a enzima., e a resisténcia
a difusao do produto, gque tem de difundir para a solucao externa. Assim,
estabelece-se um gradiente de concentracac das espécies em solugan, no
imterior dos poros, resultando numa diminuicdo de concentracao do subs-
trato com ¢ comprimento dos poros em relacao a superficie exterior do
catalizador. Com o produnto. forma-se um gradiente de concentracao em
direcao oposta {1.10},

O transporte de massa no interior dos poros do catalisador se da simul-
taneamente com a reacao guimica, implicando numa diminuicao da taxa
de reagio a medida que o substrato afasia-se da superficie externa (10).

Na determinagao dos parametros cinéticos intrinsecos, é necessario co~
nhecer o perfil de concentragao do substrato no interior das particulas ca-
taliticas. A maneira ssual de estudar esse problema, é considerar um pro-
cesso acoplado de reagdo-difusio {9,10,37.94} que no estado estacionério,
leva & equagio (2.27), aplicavel s varias geometrias do catalisador.

d*s  {g+1) dS
DRSTRNERET. = A SN RS i & 2.27
D dz? T dr v(8) (2.27)

onde:

D, = difusividade efetiva do substrato no suporte poroso.

z = distdncia a partir do centro da particula até a superficie

g = -+ 1 para esfera; g = 0O para catalisador cilindricoe g = - 1
para placa plana.

v{S} = equagdo da {axa de reacao

Para o caso de particulas esféricas, a equacdo do balango de massa se
reduz a:

ds 2 dS
sl = v(8) (2.28)

;@

DCF
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As condigoes de contorno relacionadas & equacio 2.28, sdo:

a) O gradiente de concentragao no centro da esfera é nulo

= =0 (2.29)

ro=i}

b} A concentracdo de substrato na superficie da esfera é ipuala 8

i)

para

r=RS=28, (2.30)

onde K = raio da particula,

A equagdo (2.28) pode ser resolvida analiticamente para reagoes de pri-
meira ordem ou de ordem constante, mas sa0 necessarias solucoes numéricas
para reagoes de ordemn mista. Nesse caso existemn na literatura solucdes
analiticas aproximadas (10). A malioria dessas solu¢des sdo representa-
das graficamente. na forma do fator de efetividade interno. definido pela
equacao {2.31) como sendo a razdo entre a taxa de reagao real na particula
do catalisador e a taxa que seria obtida se todas as moléculas de enzima
imobilizada estivessem expostas & concentragao de substrate igual & da
solucao do meio exterior {10,37).

T (2.31)

onde v, = taxa de reagao observada no reator e v(8,} € a taxa de reagao
que seria observada se o suporie estivesse exposto a uma concentragao
igual a da fase liquida no reator.

Para a determinagao da concentragao de substrato na superficie do
suporte. S,, tem-se gue, em estado estacionario, ¢ fluxoe de substrato desde
a fase liquida até a malriz porosa, por transferéncia de massa na camada
limite, deve ser igual ao fluxo do mesmo por difusdo molecular para o
interior da particula porosa dado pela equagdo (2.32), que por sua vez é
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igual & quantidade de reagenie sendo convertida por unidade de tempo no
catalisador (37).

ohs . d5 i|
Ua? = j o= K8y — 5 = —Dm(m) ! {2.32)

d?’ irm R

Vérios trabalhos existentes na liferatura. utilizando como suportes
membranas ¢ particulas com diferentes geometrias, em diferentes formas
de reator, tem ultlizado a equacao geral do balango de massa {2.28), para
determinar parametros cinéticos intrinsecos e/ou fatores de eficiéncia.

Alguns pesquisadores aplicaram a equagao (2.28) a cinética de primeira
ordem e outros a cinética de Michaelis-Menten. com ou sem termos de
inibicao pelo substrato ou produto (9,33.37,43.61.92,94.95), considerando
gque a enzima imobilizada segue a mesma cinética que a correspondente
enzima livre, diferindo nos parametros.

No caso de inibicao pelo substrato, a equagao da taxa € dada pela
equacao 2.6 e o balango de massa fica na forma:

d's 2 d§ Vo - S
Dyl =+ - — | = 7 ——— {2.33)
- }\.m “‘i“»&} ”'é"’i)“‘,’}\z

WADIAK e CARBONELL {94) apresentam uma metodologia para resol-
ver a equacao 2.33. conforme sequéncia mostrada a seguin
Inicialinente. a equacgao 2.33 & transformada a uma forma adimensional

d2c 2 dC 3-K,-C ,
ool S d - {2.34)
dx* X dX K+ C 4+ K.+
onde
RV,
= e 2.35
ﬁ Des' Km ( )
K
= 2.36
K,y s, (2.36)



Ky = }M{: (2.3?)
X = 38
TR (2.38)
o= l 3 3G
-2 (2.39)

As condigoes de contorno relacionadas a equagao 2.34. sdo dadas pelas
equacoes 2.40 e 2.41

dC |
=0 (2.40)
dX y oo
dC |
aX iy, o x=) (2.41)
onde
QR
a=— (2.42)

Des

WADIAK ¢ CARBONNELL (94) introduzem o fator de transformagao de
Nea e Na, transformando as condigoes de contorno em condicoes inicials,
a fim de simplificar a integragao numérica introduzindo o pardmetro de
transformacao A;, na forma:

C=4,-C°, talque C| =1 (2.43)
A0
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Assim, a equacdo 2.34 pode ser escrita na forma:

d*c" L2 BK O (2.4
dX* X dX K+ ¢+ K;C? 244)

sujeita as condigoes iniciais dadas pelas equagdes 2.45 e 2.46

clo= (2.45)

PX =0
€0 (2.46)

dX x=

onde:

K, = K /A, (2.47)
K, = Ky» Ay (2.48)
O = C/Ay {2.49)

Da equactes {2.41 e 2.49) tem-se

1 dC o1

— Lo 2.50
a dX Iy +C l&x:; ( )

Ay =

A integragao da equagao 2.44 é {eita, estimando-se K;, K. e 3. sujeito
as condigoes inicials 2.45 e 2.46, oblendo-se assim, ¢ perfil de concentragao
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; 3 I
PX=1 dX IX =1

o (dC‘)

C" e com esse, determina-se ¢~

Assim, conhecendo «, determina-se A; pela equacao 2.50. Com A,
determina-se K, K,, o perfil de concentracio adimensional em C e o
gradiente {dC/dX) para X = 1.

Para a determinacao dos pardmetros cinéticos, a equagio 2.44 € inte-
srada, variando os parametros, até que o gradiente de concentragao na
superficie, dC/dX seja coincidente com o obtido experimentalmente pela
taxa de reacao,

Apos conhecidos os parametros cinéticos mtrinsecos da enzima unobi-
lizada, as taxas de reacac previstas podem ser normalizadas em graficos
apropriados, relacionando o fator de efetividade, em func¢aoc do moédulo de
Thiele.

O fator de eficiéncia é definido por:

taxa reacao observada (2.51)
= a1
! v(Sy)

E o médulo de Thiele generalizado pode ser definido por {33}

T sy 1
= L] — 2.52
? . [Des ) Sb} ( }

na qual I = dimensdo caracteristica da particula catalitica {L = R para
esfera}.

#{S,} = taxa de reagado se o catalisador estivesse & concentragao do meio
liquido no reator {S;).

O médulo de Thiele escrito em funcac de pardmetros adimensionais
(descritos pelas equagbes 2.35 até 2.39), para cinética de inibicao pele
substrato é dado por (94}):

~ 3K, 12
¢= (K1+1+K2) (2.53)
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Da equagao (2.32), lembrando que ¢ = 3 para particulas esféricas,
vermn:

R dS |
Haphs — Du““_‘_: 07
5 Vobs Gl (2.54)
De (2.54) e {2.51), pode ser mostrado que (94):
3 (atc‘)?; (2.55)
e\ o

' FiX =1

WADIAK ¢ CARBONELL {94} fizeram a integracio da equacio 2.44,
usando o método de Runge-Kutta de 42 ordem, com passo A X = 1077,
usando as equagoes 2.43 e 2.46 como condicdes iniciais. Apéds calcular
Ki, Ky e dC/dX para X = 1, n foi calculado pela equagio 2.55 e ¢ pela
equagao 2.53, para varios valores de . Com isso. construiram graficos
de n versus ¢, conforme Figura 2.10. Essa Figura ilustra a existéncia de
multiplos estados estacionarios para alguns valores de @. Segundo esses
autores, os fatores de eficiéncia calculados dessa forma, tem a vantagem de
incluir os efeitos de transferéncia de massa externa, embutidos no ntmero
de Sherwood.
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Figura 2.10 - Fatores de eficiéncia como uma fungao do moédulo de
Thiele, para cinética de inibicao pelo substrato {64).

WADIAK e CARBONELL (94,95} apresentam também uma metodo-
logia semelhante, aplicada a cinéticas de inibigdo pelo produto, competi-
tiva e nao competitiva, para enzimas imobilizadas.

LUONG {53} apresenta uma metodologia semelhante, para resolver a
equacdo do balango de massa, do processo reagao-difusao, para células
de Zymomonas mebilis imobilizada em gel de K-carragena, considerando
inibicio pelo substrato e pelo produto, na producdo de etanol.

FINK et al. {33) utilizaram do mesmo procedimento de WADIAK e
CARBONELL (94}, considerando resisténcias a transferéncia de massa ex-
terna e interna, para enzimas imobilizadas exibindo cinética de Michaelis-
Menten.

A cinética de Michaelis-Menten, com ou sem termeos de inibigao, pode
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ser representada pela cinética de 12 ordem para valores de § < K,,. Nesse

cas0, a equacao do balanco de massa, em forma adimensional assume a
forma:

&2C 2 do

dr 28 s X

ax: X ax (2.56)
onde:

. Rz N V'm. - L

YEED, P 57

onde ¢ definido pela equagao 2.57 é o modulo de Thiele para reacao de 12

ordem, definido em termos de pardmetros cinéticos Intrinsecos.
CABRAL (9} apos resolver a equagao 2.56 analiticamente, deriva a

equacao 2.58, que permite determinar o valor de ¢ com os dados de

{Vin/ K.} aparentes obtidos experimentalmente. uma vez sendo conhecidos
os valores de R e de I,

¢ -—1'1 V’”") i 2.58
tanh ¢ 3\ K. D.. (2.58)

g

Com o parametro 3 calculado pela equagao 2.57, CABRAL (9) inte-
grou numericamente a equagao 2.44, variando apenas KA, obtendo X,
intrinseco e com este e §, calculou V,,, intrinseco.

2.8 - Reatores para Enzimas Imobilizadas

2.8.1 - Introducao

Das varias aplicagoes para enzimas imobilizadas, a utilizacao industrial
¢ provavelmente a mais importante e a mais discutida. Em processos
industriais, as enzimas imobilizadas sao empregadas em reatores quimicos,
normalmente similares aos uiilizados em catilise heterogénea {10}.
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Varias classificagoes tem sido propostas para os reatores enzimaticos,
fundamentando-se basicamente no modo de operacao e caracteristicas de
escoamento de substrato ¢ produtos nos mesmos (51).

De acordo com o modo de operacio e caracteristicas hidrodinidmicas,
os reatores podem ser classificadas, conforme tabela 2.6 {93).

Tabela 2.6

Classificagio dos reatores enzimaéaticos

: Modo de | Caracteristicas : Tipo de reator
OPEragao - hidrodinamicas |
Descontinuo + Mistura Ideal Reator descontinuo de tanque agitado
. Tipo Pistao - Reator descontinuo com recirculacdo
Continuo . Mistura Ideal

Reator continuo de tanque agitado {CSTR)
Reator continuo com agitagao e com
membrana de ultrafiltracao

Tipo Pistao | Reator de lelto fixo
' i Reator de leito fluidizado

i

2.8.2 - Reatores descontinuos

Reatores descontinuos com agitacio sdo. normalmente. simples ne-
cessitam de pouco equipamernto de suporte e sao muito adequados para
estudos experimentais em peguena escaja. O uso de enzimas livres é ge-
ralmente restrito a operagoes em tanques agitados, operados em batelada,
onde a enzima ¢ o subsfraio sao carregados no reator, a reagao ¢ condu-
zida até um grau de conversao desejado. apds o que, & enzima ¢ normal-
mente Inativada pelo calor ou outros meios. Muitas reagoes engimaticas
sao condugidas dessa maneira na inddstria de ahmentos e de bebidas (93},
Segundo LILLY e DUNNILL (51}, a operacao em batelada permite grande
flexibilidade, particularmente quando sao necessdrias pequenas guaniida-
des de muitos produtos diferentes.

Quando enzimas imobilizadas sao usadas em um reator descontinuo
com agitagao, a enzima imobilizada deve ser recuperada da corrente de
produto em uma etapa subsequente. Os procedimentos de recuperagao,
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por centrifugacao ou filtracao podem causar perdas de particulas de cata-
lisador, bem como a inativagao da enzima guando sujeita a ciclos repetidos
de recuperacado {93}.

( reator descontinuo com agitacao € muifo simples, composto de um
tanque com um agitador mecanico, permife uma boa mistura e pode ser
dotado de controle de temperatura e pH. Esse reator apresenta como des-
vantagem, a possibilidade de quebrar alguns suportes de imobilizagao, tais
como os inorganicos. Um projeto alternativo de reator de tangue agitado
descontinuo € o de cesta rotatdria, que relem as particulas de enzima
imobilizada numa malha. Esse reator tem encontrado mais aplicagao em
laboratorio {10, 18).

Dentro da classificagao de reatores descontinuos, encontra-se também
os do tipo flaxo pistonar, com recirculagdo total. podendo operar como
leito fixo ou fluidizade. Esse tipo de reator encontra boa aplicagao na ob-
tencao de dados cinéticos em laboratorie. Ele pode ser aplicade, também,
no processamento de subsiratos insoliveis, usando alfas velocidades do
fluido através do reator, minimizando assim. a resisténcia a transferéncia
de massa externa. Normalmente, no reator de reciclo com recirculagao to-
tal, a convers&o por passe no reator € pequena, devido ao reduzido tempo
de residéncia utilizado. mas pelo processo de reciclo, consegue-se atingir
altas conversdes ¢ diminuir perdas de atividade enzimdatica durante etapas
de recuperacdo do catalisador como no caso do reator de tangue agitado
e evita a quebra de particulas pelo atrito causado pelo agitador (36, 93).

A Figura 2.11 ilustra alguns tipos de reatores usados para reagoes en-
zirnaticas
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Figura 2.11 - Tipos de reatores enzimdticos (93)

2.8.3 - Reator continuo com agitacio (CSTR)

Num CSTR ideal, 2 solucio reacional estd perfeitamente misturada,
consequentemente, todos os elementos do reator tem a mesma composigio,
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que € a mesma do efluente do reator. Nesse reator, a taxa de reacio é
determinada pela composigdo da corrente de saida {93).

Os reatores continuos com agitacao {C ST R}, séo menos eficientes que
os reatores continuos de leito fixo ou tubulares (PFR), para cinéticas en-
ziméticas tipo Michaelis-Menten, uma vez que a taxa média de reagao num
CS8TR é menor que num PFR, devido & baixa conceniracao de subsirato
na corrente de saida de um reator continuo com agitacdo. A eficiéncia
do CSTH ainde se torna menor em relagao ao PFR, guando a reacao ¢
inibida pelo produto, pois este estard a uma concentracao relativamente
elevada no reator de mistura. Se ocorre inibigao pelo substrato, entao o
reator de mistura pode se tornar mais eficiente que o tubular {32, 51, 73,

L3y

93).

Quando ha necessidade de controles de pH e temperatura, esses podem
ser mais facilmente conseguidos num CSTR {93}, Também no processa-
mento de substratos muito viscosos ou coloidals, é preferivel usar um reator
de mistura, evitando assim problemas de entupimento das colunas {100},

O reator continuo agitado também apresenta as desvantagens de re-
cuperacao de particulas da corrente efluente e problemas de abrasao do
suporte da enzima imobilizada, como no reator descontinuo agitado {93).

() processamento continuo com enzimas seldvels num reator de mistura
pode ser realizado utilizando uma membrana de ultrafiltracao. num pro-
cesso com recirculacio. A membrana funciona como uma barreira semi-
permeavel, permitindo a passagem do produto e substrato nao reagido e
retendo a enzima. Um sistema combinado de CSTH e membrana de ul-
trafiliragao pode também ser usado com uma enzima tnobilizada solavel,
como por exemplo, enzima ligada a dextrana. Verifica-se no entanto, per-
das de atividades enzimdtica por adsor¢ao da ezima na membrana {93},

2.8.4 - Reator continuo de lelto fixo

O reator mais utilizado na catédlise com enzimas imobilizadas é o reator
continuo de leito fixo. Se o perfil de velocidade do fluido € perfeitamente
plano na se¢ao transversal, diz-se que o reator opera de forma pistonada
(PFR}. Num reator ideal desse tipo, existe um fluxo ordenado de liquido
através do leiio da enzima imobilizada, numa diregao espacial escolhida. O
modelo idealizado deste tipo de reator assume que um elemento de fluido
entrando no leito movimenta-se pelo reator como um pistdo de material

58



que preenche completamente a seccao transversal do reator (42). Num
reator real, o escoamento do fluido tende a se diferenciar dessa condicio
idealizada, devido a existéncia de gradientes na direcdo normal ac escoa-
mento, difusac de substrato na diregao axial e a existéncia de gradientes
de temperatura normais a direcdo do escoamento {93).

Para CHIBATA (18), os reatores de leito fixo sdo os mais usados para
enzimas e células imobilizadas, podendo ser de fluxo ascendente, descen-
dente ou ter uma corrente de recicio de parte do efiuente do reator. Nesse
tltimo caso, pode ser interessante na diminuicio dos efeitos difusionais
externos. Se ocorrer compactagao do leito, é preferivel o reator com fluxo
ascendente.

Em termos cinéticos. o PFR é mais favoravel do que o CSTR para
cinética tipo Michaelis-Menten. conforme assinalado no item anterior. mas
sua utilizacao depende do tamanho das particulas e tipo do substrato.
Quando a enzima ¢ imobilizada em particulas muito pequenas, sua uti-
lizagao em reatores de leito fixo se iorna impraticavel, devido as elevadas
perdas de carga a que fica submetido o sistema. Segundo PITCHER (72),
particulas. menores que cerca de 45 ou 50 mesh sio inadequadas para
aplicagbes em grande escala. Frequentemente, a escolha do tamanho de
particula de enzima imobilizada € importante. Deve haver um compro-
misso entre limitagoes & difusdo. diminuidas para particulas menores e
queda de pressao, aumentada por particulas menores. As Figurag 2.12 a
e b ilustram esses efeitos, segundo dados de WEETALL (92}, para vidro
de porosidade controlada. Além disso. como j& foi dito para reatores des-
continuos de leito fixo. no caso de substratos coloidais ou com sélidos em
SUSPEnsao, esses reatores estdo sujeitos a entupimentos {100}, Também, o
controle de pH € impraticdvel nos reatores de leito fixo {93).
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Figura 2.12 - Relagao entre didmetro de particula com queda de
pressio (a) e com atividade da enzima imobilizada (b).

Apesar dessas desvantagens, os reatores de leito fixo sao os mais uti-
lizados e estudados, tanto em escala de laboratério, como em exploragio
comercial, e provavelmente, continuarao a dominar as aplicagoes industri-
ais de enzimas imobilizadas, ao lado dos reatores de leito fluidizado (72).
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2.8.5 - Reator de leito fluidizado

Nurn reator de leito fluidizado, o fluxo ascendente do substrato passa
através do leito de particulas a velocidades suficientes para que as mesmas
fiquem suspensas, ou fluidizadas, mas sem haver o arraste para fora do
reator. O escoamento do fluido prové um grau de mistura intermedidrio
entre a mistura completa, como no C ST R ideal e nenhuma mistura, como
no PFER. O reator de leito fluidizado apresenta excelentes caracteristicas
de transferéncia de calor e massa (93},

Os reatores de leito fluidizado sao usados preferencialmente quando
as solugoes de substrato sdo viscosas ou contem particulas em suspensao,
permitindo conversoes superiores aquelas obtidas nos reatores continuos
com agitacao (10,18).

Uma outra vantagem do reator de leito fluidizade é sua capacidade
de poder utilizar particulas muito pequenas, até da ordem de 100 pm,
reduzindo os efeitos de transferéncia de massa externo e interno, bem como
perdas de pressao muito menores do que as obtidas nos correspondentes
reatores de leito fixo, além de nao danificar as particulas {10, 72)

Por outre lado, segundo VIETH ¢ VENKATASUBRAMANIAN (93},
os reatores de leito fluidizado necessitam de uma poténcia mais elevada
para fluidizar o leito. sao dificles de modelar ¢ o projeto do reator deve
ser baseado em correlacoes empiricas. Na ampliacac de escala, frequen-
temente encontra-se excepcionais dificuldades. Tambem, os reatores de
leito fluidizado sao malores que os de leito fixo correspondentes. devido
4 expansao do leito de particulas de enzima imobilizada e pode ter que
operar com recirculacao total ou parcial da solugao de substrato, para se
conseguir a conversao desejada.

VIETH e VENKATASUBRAMANIAN (93), discutem vérios fatores
relacionados & escolha do 1ipo de reator a ser utilizado num dado processo
envolvendo ¢ uso de enzimas imobilizadas.

Referéncias sobre outros tipos de reatores sao enconiradas na literatura
(18, 72, 93), porém sao aplicados a casos isolados.
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2.9 - Microrreatores cataliticos

2.9.1 - Introducao

A finalidade de um microrreator, definido como um pequeno reator
projetado para operacio isotérmica no laboratério, é a de estudar e quan-
tificar o fendmeno quimico da reacao, a uma temperatura bem definida, na
auséncia dos efeitos e incertezas criadas pelas resisténcias & transferéncia
de massa e calor., Como tal, o microrreator é decisivo para a determinagao
da cinética intriseca da reacao. O microrreator é construide com o menor
tamanho possivel, de modo a permitir, sempre gue necessaric. ¢ uso de
reagentes puros {153, 26, 85},

2.9.2 - Microrreatores tubulares

Um microrreator tubular é, essencialmente um tubo reto ou em forma
de I, construido de vidro, ago-inox ou outro material, de pequeno diametro,
dotado de controle de temperatura, dentro do qual é empacotado o cata-
lisador.

Os resultados obtidos com esses reatores sao interpretados em termos
do modelo de escoamento pistonar Isetérmico, por isso alguns critérios
devem ser ohservados na montagem do reator. As particulas de catalisador
nao devem em geral, ter dimensoes abaixo de 400 u m, para evitar uma
perda de carga excessiva e o eventual bloqueio do leito, nem superiores
a cerca de 2 mum, para limitar os problemas de transieréncia de massa
interna e o escoamento preferencial. E preferivel usar particulas com uma
estreita distribuicdo de tamanho, a fim de melhorar o empacotamento do
leito. reduzindo a possibilidade do escoamento preferencial. Também com
a finalidade da reducio desse, o microrreator tubular de tubo reto deve
ser montado na vertical (75}.

Para eliminar o efeito da dispersdo axial no leito, deve-se usar uma
relacio comprimento do leito pelo didmetro da particula superior a 100.
A relacdo entre o didmetro do reator e ¢ da particula, deve ser superior
a 10, para reduzir a dispersio axial ¢ o escoamento preferencial no leito
(75).

Para testar a influéncia da resisténcia externa 3 transferéncia de massa,
determina-se 2 taxa de reacdo a velocidade de circulagao crescente do
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liquido através do reator, determinando assim a velocidade critica, acima
da qual nao se verifica aumento da taxa de reagao (36).

Para testar a influéneia da resisiéncia interna, realiza-se um conjunto
de testes com diferentes tamanhos de partfculas, determinando o didmetro
maximo de particulas para o qual os efeitos de transferéncias intra-fase sio
importantes (36, 42).

O modelo integral do reator tubular é dado pela equacéo 2.59 (50).

— (2.59)

onde: W = massa de catalisador
Fy = Vazao molar do substrato na alimentacéo
] a
X = conversao

v = taxa de reacac, definido em termos do reagente

Através da equagao 2.59, é bastante dificil obter a taxa da reacdo e é
entao preferivel usar o modele do reator diferencial, quando se considera
uma taxa de reagao média constante ao longo do reator. Como a taxa
da reacao é uma funcao da concentracao, tal hipétese s é vdlida para
pequenas CONversoes, ou para reafores muite pequenos, porém o reaior
diferencial nao é necessariamente pequeno. uma vez que pode-se trabalhar
com taxas de reagao baixas, combinando baixas atividades do catalisador
com pequenos tempos de residéncia. Para reacoes de ordem zero, qualguer
reator pode ser considerado diferencial {50). Entao, partindo da equagao
2.59, para pequenas conversdes no reator, na pratica, menores que 5%, a
taxa de reagao pode ser obtida facilmente, pela equagio {2:60}.

W

onde: S, = concentragao do substrato na alimentacgao

5, = concentracao do substrato na saida do reator
= vazao volumétrica no reator.
= taxa de reagao média no reator.

Ty =

(2.60)

ey

Num reator diferencial, a precisiao da andlise quimica é um fator muito
immportante na determinacao das conceniragoes de entrada e saida do re-
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ator, jd que a conversao é baixa. Com isso, a taxa obtida poderd ser
duvidosa {2,89).

2.9.3 - Microrreatores de mistura

No reator de mistura, obtem-se uma medida direta da taxa de reacio,
a partir da diferenca entre as concentracoes na entrada e na safda. Com
esse reator pode-se obter mistura perfeita, eliminando praticamente toda
resisiéncia a transferéncia de massa externa (26}.

Foram desenvolvidos varios tipos de reatores de mistura, com a finali-
dade basica de conseguir uniformidade de composicao e temperatura em
todo o reator. Embora os principios basicos de todos esses tipos sejam os
mesmos, eles sao classificados conforme o catalisador seja estacionario on
ndo estacionario (26).

No reator de mistura. tipo cesta rotatoria, as particulas do catalisa-
dor sao mantidas num recipiente de malha de arame. a cesta, ¢ qual é
preso a um agitador, que gira dentro de um recipiente contendo a mistura
reacional. Quando a cesta gira a altas velocidades, as quais podem ser su-
periores a 53000 rpm, ocorre uma boa mistura entre reagentes e produtos &
os efeitos difusionais sao minimizados. Um reator desse tipo fol primeiro
propesto por CARBERRY (15).

Os reatores 1ipo cesta, tem encontrado bastante aplicacao na obtencio
de dados rinéticos na catalise heterogénea gas-solido, sendo encontrados
varios modelos. na literatura {2,13,26,89,98).

Varios outros tipos de microrreatores de mistura sao citados por DO-
RAISWAMY e TAJBL (26}, além dos de cesta rotatéria, tais como re-
atores com catalisador impregnado nas paredes do reator ou formando
uma cesta anular ajustada proxima as paredes do mesmo, Nesses casos, o
catalisador € estacionario e o fluido é fortemente agitado.

Para comprovar a inexisténcia de resisténcias inter e/ou intrafases,
é necessario realizar testes de conversao para diferentes velocidades de
rotagio e para diferentes tamanhos de particulas (50).

O modelo do reator de mistura perfeita, dado pela equagao 2.61, per-
mite obter diretamente o valor da taxa de reagao, podendo operar com
conversoes mals altas do que quando se trabalha com um reator diferencial.



= S (2.61)

2.9.4 - Microrreator de recirculacio externa

Uma maneira pratica de combinar as facilidades construtivas de um
microreator fubular com as vantagens operacionais do microreator de mis-

tura, consiste em recorrer a um microreator tubular com recicio externo
(36)

A equacao 2.62 é o modelo do reator tubular com reciclo externo. em
que K, é a razao de reciclo, definida pela relacao entre a vazao da corrente
reciclada e a vazao da corrente que sai do sistema (50].

W x4y
}:{; = (Re + 1} fR--X ) (2‘62)

Para valores altos de R., pode-se demostrar gue o comportamento do
reator aproxima-se do escoamento em mistura, permitindo o calculo direto
da taxa de reagao pela equagao 2.61.

PERKINS ¢ RASE (71} projetaram um reator diferencial com re-
circulagao externa e o aphicaram com sucesso no estudo de cinéticas de
reacoes quimicas rapidas, sujeitas a problemas de dificil controle de tem-
peratura e a resisténcias difusionais. Essa foi uma das primeiras aplicagoes
bem sucedidas desse tipo de reator.

Se o reator ¢ operado de modo que a maior parte da corrente efluente
seja reciclada, consegue-se um sistema praticamente isotérmico, e devido
3s altas velocidades com que o fiuido passa através do leito catalitico, ha
uma eliminacio quase completa da influéneia a trausferéncia de massa
externa (26).

Segundo FORD et al. {36}, o sistema de reator com recirculagao, ¢
uma resposta ao problema de obtengao de dados cinéticos com enzimas
imobilizadas. livres de gradientes difusionais, tanto externos como inter-
nos, TEMKIN, segundo FORD et al. {36} reconhece no reator de recir-
culagdo, uma poderosa ferramenta de pesquisa, que prové dados cinéticos
em estudos de catdlise heterogénea, praticamente sem gradientes,
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O reator de recirculacao externa pode operar tanto continuamente,
como em batelada, e ambos fem encontrado ampla aplicagio em estudos
de catilise heterogénea {13).

Na Figura 2.13 é esquematizado um reator de reciclo experimental
(50}.

(R +1)q - SAIDA DO FLUIDO
4 .% garda

CATALISADOR
w

RESICLD

e

l_g‘:w BOMBA DO RECICLO

ENTRADA DO FLufoo_f
q. X sntrada =9

Figura 2.13 - Reator de reciclo continuo

() reator de reciclo emprega um reator diferencial, cuja pequena va-
riagao de concentragao por passe, ¢ ampliada pela alta taxa de recir-
culagao. implicando em uma conversao facilmente mensuravel no sistema
como um todo {36).

Um balanco material para o sistema todo da figua 2.13. fornece 2
equacao 2.63, que é igual 4 Equagao 2.61 para reator de mistura.

p = M55 (2.63)
154
Uma das maiores dificuldades operacionais do sistema ocorre nos casos
onde altas quedas de pressdo através do leito de particulas, impedem altas
vazoes.
O efeito da resisténcia a transferéncia de massa externo pode ser ve-
rificado, usando correlagdes para o cdleulo do coeficiente de transferéncia,
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e através dos dados de taxa de reagao, calcular a concentragao de subs-
trato na superficie da particula, como discutido no item 2.7.6.2. Uma
outra maneira de verificar a influéncia do transporte externo de massa, é
aumentar a vazao de reciclo até que a taxa de reacdo ndo mails aumente,
come mostrado na Figura 2.14 {36).

}.0F -
Y

0.8
V.06
vm

O, 4

0,2k

0,0 1 | 1

0 10 20 30
3
Vazdo (&—-)
min

Figura 2.14 - Influéncia da vazao de reciclo na taxa de reacdo {36].

Os efeitos de transferéncia de massa interna sao multo persisientes
e o melhor teste é determinar as taxas de reacao a vérios tamanhos
de particulas (36). Na impossibilidade desse teste, deve-se resolver a
equacio do balanco de massa reagao-difusao na particula, por procedimen-
tos numéericos, conforme item 2.7.6.3, determinando assim, os paramentros
cinéticos intrinsecos.

Para testar se o reator de reciclo externo apresenta comportamento de
uvm O STR, pode-se passar pelo reator um tragador, numa dada vazao de
reciclo, e comparar o tempo de residéncia experimental, com o tedrico,
dado pela relagdo entre o volume de liguido no sistema e a vazao de ali-
mentacao ou de efluente (81). A equacdo 2.64, relaciona a concentracao
de tracador, alimentado em forma de degrau, com o tempo.
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Co 1
i == -1
n ( N C’) ~ {2.64)

onde: 7.5, = tempo de residéncia experimental
Cy = concentragao de tragador na entrada do sistema

{ = concentracao de tracador na saida do sistema, em
funcao do tempo.

Um grafico para varios valores de in(n-éwg-‘f‘—mcq} em funcao de ¢ fornece
-
1

?.‘? Iy

Quando o tempo de residéncia experimental se aproximar do tedrico,
o comportamento do sistema se aproxima do de um CSTE.

uma reta com mclinagao

2.10 - Invertase

2.10.1 - Aspectos gerais

A sacarose ¢ um dissacarideo formado pela ligacao glicosidica entre o
carbono 1 da glicose e o carbono 2 da frutose, sendo portante um agtecar
nao redntor. mas sua hidrélise leva a formacao de uma mistura equimo-
lar de acicares redutores, glicose e frutose. Yssa reacao de hidrolise da
molécula de sacarose recebe o nome de inversiao. devido a mudanca no
sentido de rotacdo no plano da luz polarizada, ao atravessar uma solugao
do actcar hidrolisado, como pode ser visto na rea¢do mostrada a seguir
{76}.

sacarose + H,O — D{+) glicose + D{-} frutose

ap = +66,5" ap = +52,5° ap = ~-92°

o e e 2

A reacio de hidrélise da sacarose pode ser catalisada por acidos {ions
H*) ou por dois tipos de enzimas, o-D-glicosidases (E.C. 2.1.20} e p-D-
frutofuranosidase (E.C. 3.2.1.26). Essa tltima recebe vérias denominagoes,
tais como inveriina, sacarase, sucrase € a mais comum, invertase (76,77).

A enzima o-D-glicosidase ataca a sacarose, rompendo a ligagao gli-
cosidica pelo lado da glicose, enquanto que a invertase rompe a ligagao
pelo lado da frutese {76).
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Invertase ¢ uma das enzimas conhecidas hé mais tempo, sendo produ-
zlda por varias plantas e microrganismos, mas somente aguelas produzidas
por leveduras, tem importancia industrial {47,76,77).

Segundo DRAETA({28), essa enzima fol descoberta em 1833 por Persoz,
ern leveduras, e isolada em 1860 por Berthelot, por precipitacao com dlcool
e é uma das enzimas que mais tem side estudada.

A maioria da invertase produzida por levedura estd localizada na pa-
rede celular, havendo também uma forma intracelular. A inveriase ex-
tracelular é uma glicoproteina, contendo 50% de carbohidrato, principal-
mente fosfomanana. apresentando um peso molecular de 270.000. A forma
intracelular é livre de carbohidrato e possue um peso molecular de 135.000
{103).

Invertase encontra grande aplicacao na produgao de chocolates e pro-
dutos de confeitaria, onde a hidrdhse de solugoes concentradas de sacarose,
di origem a xaropes mais doces ¢ mais soliveis na dgua presente. Outra
aplica¢ao é na produgao de ag¢ucar invertido, implicando num produte li-
vre de impurezas que podem ser produzidas na hidrélise 4cida, também
usada na indistria agucareira {103}. Segundo REED (77}, o uso de in-
vertase pare a producao de a¢licar invertido tem sido limstada, devido ao

fato de gue o mesmo pode ser obtido por ghicose-isomerase. a partir de
fontes mais baratas.

2.10.2 - Imobilizacao de invertase

A primeira citagao de imobilizagac de invertase é de NELSON e GRIF-
FIN (87}, que em 1916, adsorveram essa enzima em carvao e hidréxido de
aluminio gelatinoso, com retengao de atividade catalitica.

Nos altimos anos, essa enzima tem sido imobilizada por vérios métodos
emn uma grande variedade de suportes. Ela foi ligada covalentemente a vi-
dro poroso {57,69), a hornblenda {34,35,90}, a sabugo de milho (64,65),
copolimerizada com acrilamida (47), adsorvida em quitina {88}, ligada
ionicamente a DEAE-celulose (5,87,91) e a outras resinas (54,70.79), imo-
bilizada por oclusao em gel {9) e em outros suportes,
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2.10.3 - Cinética com invertase livre e imobilizada

A reagao de hidrélise de sacarose por invertase livre, a baixas con-
centragoes de substrato, até em torno de 0,3 mol/l, segue cinética de
Michaelis-Menten, entretanto, para solugoes de sacarose mais concentra-
dadas. surge o efeito de inibicao pelo substrato e a dependéncia entre taxa
de reagdo e concentracao ¢ dada pela equagao 2.6. (3,7.23.49). Entre-
tanto, tem sido verificado experimentalmente, que o modelo de inibicdo
pelo subsirato, descrito pela equagao 2.6, nao é adequado para descrever
a cinética de inversao de solugoes concentradas de sacarose (7,9,20}.

BROWSKI et al. {7} estudaram a reacao de hidrdlise de solucoes de
sacarose. levando em consideracao efeitos de difusao de sabstrato. vis-
cosidade da solugao. concentracao de agua e inibigac pelo substrate. O
modelo que melhor ajustou a seus dados experimentais, foi o de mmibigao
pelo substrato, corrigido por um fator, dado pela razao entre a concen-

tracao de dgua livre e a concentragao de dgua total, conforme a equagdo
2.65,

v= . (2.65)

onde: W, = concentracao de dgua livre
W, = concentracan de dgua total, que € igual & dgua livre
mais a ligada.

A relacao entre Wy e Wy, depende do nimero de hidratacao da molécula
de sacarose.

BROWSKI et al. {7} propuseram um fator de correcdo. aplicado a
cinética de Michaelis-Menten, derivado da equacao de Stokes-Einstein,
dado pela equagdo 2.66, porém nio conseguiram ajuste entre os dados
experimentais e os obtidos pelo modelo.

D(S) _ no
Dy p (5)

(2.66)
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onde; D{S} = coeficiente de difusio da sacarose 4 concentragio S,
Dy = coeficiente de difusdo a diluigdo infinita
to = viscosidade da dgua pura
# (&) = viscosidade da solugdo de sacarose & concentragao S.

CABRAL {9} ajustou seus dados de taxas iniclais de reagao de hidrélise

de sacarose, pelo meodelo de inibigao pelo substrato, corrigido por um fator
f{8}, definido pela equagao 2.67.

Sy = 2.67

f8) =75 (267

onde: D{5) = difusividade molecular da sacarose a concentracao §
Dq = difusividade molecular da sacarose a diluicdo infinita.

A relagdao D {S)/ Dy na equagao 2.67, fol derivada a 40 e 50°C baseando-
se em dados experimentais de D{S), obtidos por ENGLISH e DOLE (31),
e que D{S} decresce linearmente com a concentracao de sacarose. As-
sim, CABRAL (9} relaciona as taxas inicials de reacdo observadas expe-
rimentalmente (v, ), com aquelas previstas pelo modelo de inibigio pelo
substrato (v'), através da equagdo 2.68.

base = v £(8) (2.68)

COMBES e MONSAN (20} propoem um modelo para explicar o desvio
em relacao ao modelo de inibigao pelo excesso de substrato, considerando
que em solugao, hd formacio de pontes de hidrogenio intra e intermolecu-
lares nas moléculas de sacarose. Consideram que as meléculas de sacarose
com pontes de hidrogénio intramoleculares nio estao disponiveis a reacao,
e propdem o modelo cinético seguinte:

Ve o 57
v= TS (2.69)
Ky, + 5+ we “} Xe

onde: §° = conceniracao de substrato disponivel a reagao
K, e .h: sao constantes de inibicao pelo substrato.
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Esses pesquisadores estudaram o efeito da inibicdo pelo produto na
reagao de hidrolise de solugdes diluidas de sacarase, considerando separa-
damente, o efeito inibidor de glicose e frutose. Concluiram que a inibicio
por frutose é do tipo competitiva, enguanto que o da glicose é do tipo
parcialmente nao competitiva.

Com relagao a invertase em forma imobilizada, praticamente todos os
trabalhos publicados, tem considerado o modelo aplicado a enzima em
solugao, adequado para determinar as taxas da reagao, porém com al-
teracao dos valores dos parametros cinéticos na maioria das citagoes. Es-
sas alteragdes nos parametros sao atribuidas, quase sempre, a problemas
difusionals na mairiz da enzima imobilizada {49.57.70). mas em alguns
casos. tem-se determinado os parametros intrinsecos {9).

2.10.4 - Influéncia da temperatura e do pH na atividade
de invertase

Como ja fol mencionado no itemn 2.2.5, a temperatura exerce uma
influéncia bastante acentuada na constante da taxa de reacao e na es-
tabilidade térmica da enzima. Assim, a taxa de reagao aumenta com o
aumento da temperatura, até um valor convencionalmente chamado de
6timo, a partir do qual a atividade decresce, devido & inativagao da en-
zima.

A temperatura 6tima para invertase livre, se situa na faixa de 50 a
60°C. na a maioria dos trabalhos publicados (9.47.537.74.21}. Para inver-
tase imobilizada. os valores de temperatura 6tima dependem do suporte
utilizado na imobilizacao e se situam, entre 35 e 65YC (9, 47.54.57.79.91).

A estabilidade térmica de invertase depende das condigoes do meio
onde se encontra, tais como pH, concentracao de subsirato e se esta imo-
bilizada ou complexada a outro componente.

MONSAN et al. {65) observaram um aurmento acentuado na estabili-
dade térmica de invertase imobilizada covalentemente a sabugo de milho,
para concentracio de sacarose acima de 1,5 mol/1, a 60°C ¢ pH 4.5.

OOSHIMA et al. {69,70) imobilizaram invertase covalentemente a vi-
dro poroso por processo de silanizagdo orgénico e a resinas trocadoras de
fons, por ligagio i6nica. Verificaram que, na faixa de temperatura entre
54 e 70°C, a desativacao de iodas as formas de invertase em estudo, livre e
imobilizadas, seguiram cinética de primeira ordem. Também fol verificado
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que a estabilidade térmica fol maior para a enzima imobilizada por ligagio
ionica do que por processo covalente, mas que ambas formas imobilizadas
foram mais estéveis que a enzima livre. Eles verificaram, também, que
a estabilidade térmica de formas imobilizadas era maior no pH 4timo da
enzima.

MASON E WEETALL {57) verificaram que invertase covalentemente
ligada a vidro poroso era muito mals estavel que quando imobilizada em
derivados de celulose. Encontraram uma meia vida de 42,5 dias para o
complexo vidro poroso-enzima e 3.7 dias para celulose-enzima,

LOPEZ-SANTIN et al. {52) imobilizaram invertase em argila ativada
e verificaram gue a desativacac da enslma imobilizada seguiu cinética de
primeira ordem, na falxa de 23 a 50°C

Com relagac ao pH. pode-se dizer que para invertase livre. ¢ pH étimo
se situa entre 3.5 e 5.5. Para a enzima imobilizada. tem-se verificade, na
maioria dos casos, um afastamento do pH dtimo em relagao ao da enzima
livre {9,23,47.57 87) devido a efeifos de particdo (39).
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3 - Material e Metodos
3.1 - Reagentes

A enzima invertase fol obtida da Novo Ferment, em forma de pé solivel
em agua.

Os reagentes quimicos utilizados foram todos produtos P A, excelo a
sacarose uiilizada nos experimentos em processo continuo., gue fol agucar
cristal comercial.

Como suportes para imobilizacdo da enzima, foram utilizados Silica de
Porosidade Controlada, correspondente a fragao que passou pela peneira
Tyler 32 e que ficon retida na Tyler 35, obtida da Corning Glass Works,
com didmetro médio de poros de 375 A e alumina. de didmetro de particula

entre 2 e 4mm, com didmetro médio de poros de 3000 A. obtida da Rhone
- Polenc Industries.

3.2 - Métodos

3.2.1 - Determinacgio de agucares redutores pelo método
do acido 3.5 - dinitrosalicilico (80)

a) Preparacao do reagente DNS

Misturar a guente 1416 mi de dgua destilada. 10.16 g de acido
3.5 - dinitrosalicilico e 19,8 g de hidréxido de sédio. ¢ apéds dis-
solucao, acrescentar a essa mistura, 7,6 mi de fenol fundido a 50°C

e 8,3 ¢ de metabissulfito de s6dio. Guardar esse reagente em frasco
protegido da luz.

b) Curva padrio

A curva padrao foi obtida com solugoes equimnolares de glicose
e frutose, cuja concentracdo total de agucares redutores varion de
0 a 1,0 ¢/I, com intervalo de 0,1 g/l. Tomou-se I m! de cada uma
dessas solugdes em tubos de ensaios, acrescentou-se 1 mi do reagente
DNS e levou-se a ebulicao por 5 mun, em banho Maria. Apos esse
tempo, resfriou-se os tubos em banho de gele e adicionou-se em
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cada um, 16 mi de solugdo de tartarato duplo de sddio e potdssio a
11,25 g/{, para estabilizar a cor. Apés homogeneizagao dos tubos,
leu-se a absorbéncia a 540 nm em um espectrofotémetro, modelo
B 382 da Micronal, considerando como branco, um tubo em que se
substituiuv a solugao de agicar redutor por 1 mi de dgua destilada.
Apos todas as leituras, construiu-se a curva de absorbéncia {Ab), em
funcao da concentracao de agicares redutores, que no intervalo de
concentragao considerado, fornece uma reta.

Durante os ensalos, foram obiidas varias curvas de calibragao. Sem-
pre que era preparada nova solucao de reagente DN S, era feita nova
curva. Também, para uma mesma solucdo de DNS. era {eita uma
curva padrao & cada duas semanas.

¢} Determinacao de aglicares redutores em uma amostra desconhecida

As amostras a serem analisadas eram diluidas de modo que a con-
centragio de aglicares redutores se situasse entre O e 1 ¢/, Da amos-
tra diluida, tomava 1 ml e determinava o agucar redutor, como des-
crite no item anterior, determinando-se a absorbancia. e através da

equagao da curva padrao, determinava-se a concentragao de aglicares
redutores,

3.2.2 - Determinacio da atividade da enzima livre

A atividade de invertase livre foi determinada conforme metodologia
descrita a seguir:

Preparou-se uma solucao de invertase a 0,01 g//, em tampao acetato de
sodio, pH 4.5, 107% M e uma solugio de sacarose a uma dada concentragao,
NG Mesmo tampao.

A reacao de hidrdlise de sacarose com invertase livre era realizada em
um reator de vidro, com agitagao magnética e com camisa externa, para
recirculagao de dgua provenienie de um banho termostatizade, para con-
trole da temperatura. Inicialmente, colocava no reator 11 ml de solugao
de sacarose, ¢ apds atingir a temperatura desejada, acrescentava 1 mi da
solugao de invertase, marcando ¢ tempo de inicio da reagdo. As amosiras
eram tomadas, normalmente em nimero de cinco, a intervalos adequados
de tempo. Cada amostra era introduzida num tubo de ensaio contendo
1 mi do reagente DN S e determinado o ieor de aglcares redutores,
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A taxa inicial de reagao foi obtida a partir da inclinacao da reta de
concentragao de sacarose reagida, em funcéo do tempo.

A atividade da enzima, em vérias paries do presente trabalhoe, foi ex-
pressa em unidades internacionals, como definido no item 2.2.1. Para
efeito de padronizacio, a concentragao inicial de sacarose no meio reacio-
nal foi 50 ¢/I e a temperatura dos experimentos, foi 40°C,

3.2.3 - Determinacgio da atividade da enzima imobilizada

Para determinar a atividade de preparacdes de enzimas imobilizadas,
utilizou-se reatores descontinuos com agitacdo magnética e controle de
temperatura. como descrito no item anterior. em que a enzima imobilizada
estava contida numa cesta {basket), construida em tela de aco inox, mesh
100, conforme Figura 3.1 (10}.

Apéds determinada a atividade de uma dada amostra de invertase imo-
bilizada, essa era seca em estufa até peso constante com a finalidade de
apreseniar a atividade em termos de unidades de taxa de reacio ou de
unidades de atividade. por grama de suporte seco.

NSNS
-

in

Figura 3.1 - Representacao esquematica do reator descontinuo,
(1] banho termostatizado; {2) termostato; (3) reator de vidro; {4)
cesta com a enzima imobilizada; (5) base do agitador magnético;
(6) agitador magnético.
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Inicialmente, colocava-se no reator 24 mi de solucio de sacarose, sob
condicoes definidas de concentracdo e pH. Uma vez atingida 2 tempera-
tura do experimento, e sob agitagdo, colocava-se a cesta com certa massa
de enzima imobilizada dentro do reator e iniciava a marca¢ao do tempo.
Amosiras eram retiradas a intervalos regulares de tempo e determinados
seus conteudos em agucares redutores, a partir dos quais, determinava-se
a taxa da reagao.

Para efeito de comparagdo dos resultados, padronizou-se o experi-
mento, determinando-se a atividade de invertase imobilizada a 40"C . usando
uma concentragao inicial de sacarose igual a 50 ¢/{, em tampao acetato
de sédio. pH 4.5, 10°%A. Em varias partes do trabalho. a unidade de
atividade utilizada foi unidades internacionais. por grama de suporte seco.

3.2.4 - Influéncia da concentragio inicial de sacarose na
atividade de invertase livre

Determinou-se as taxas iniciais de reacao, a 40°C. usando concen-
tracoes de sacarose variando entre 2 ¢ 500 g/{, conforme descrito no item
3.2.2, tomando sempre o cuidado para que a absorbancia nio ultrapassasse
o limite correspondente a 1,0 g/! de agucares redutores e que os pontos de
concentracao de sacarose reagida em fungao do tempo se ajustassem se-
gundo uma reta. obtendo-se assim, as verdadeiras taxas iniciais de reacio
(84}

Com os dados de taxas iniciais de reagao em funcao da concentracao de
substrato. procurou-se determinar as constantes cineticas, considerando o
modelo cinético de inibigao pelo substrato, plotandoe-se os dados na forma

de Lineweaver-Burk, para as faixas de baixas e altas concentracoes de
substrato.

3.2.5 - Influéncia da concentragio inicial de glicose e
frutose na atividade de invertase livre
Foram determinadas as taxas iniclais de reagao de hidrélise de sacarose
por inveriase livre, em ensalos em que se mantinha constante a concen-
tracao de plicose ou de frutose, e variava a concentragao de sacarose. Os
experimentos foram realizados a 40°C, na mesma concentracao de enzima
usada no item 3.2.2, ou seja, 8,33 x 107¢ g/ e as solucdes reagentes foram

77



preparadas dissolvendo-se os agiicares em tampao acetato de sédio 107 M,
pH 4.5

Os experimentos com glicose e com frutose foram realizados separa-
damente. O efeito inibidor de glicose e de frutose foi caracterizado numa
faixa de concentracdo de sacarose, na qual a inibicio dessa pudesse ser
desprezada (20). As concentracdes de glicose e de frutose usadas foram
5, 20, 35, 50 ¢ 65 g/l, e para cada uma dessas, variou-se a concentracio
inicial de sacarose de 10 & 50 ¢/{. O acicar reduter formado foi analisado
pelo método do DN S, utilizando diluicoes adequadas das amostras.

Obteve-se assim. conjuntos de taxas iniciais de reacao em fungio da
concentragao inicial de sacarose. a diferentes concentracdes de glicose e
de frutose. os quals foram analisados atraveés de graficos de Lineweaver-
Burk para verificagao do tipo de inibigao e determinacho dos pardmetros
cinéticos,

3.2.6 - Imobilizacio de invertase
2.2.6.1 - lmobilizagao de invertase em alumina ativada com T,Cl,

O procedimento, consistiu basicamente, em ativagdo do suporte com
T;Cly. seguido de aminacao com hexametilenodiamina e subsequente reacio
com glutaraldeido, o qual faz a ligagdo entre o derivado alquilaminade do
suporte e a enzima. A metodologia é apresentada a seguir {10,11.12.66):

1. O suporte € lavado com agna destilada. e a seguir. tratado com
solugao de dcido nitrico a 13%, sob ebulicdo ¢ agitacao durante 1
hora. a fim de hidratd-lo e remover a matéria orginica de sua su-
perficie.

2. Lavou-se o suporte com Agua até se obter pH entre 4 ¢ 3,

3. Colocou-se 0 suporie em um frasco com a solugao de T;Cl,; em HCL
a 15%, na razdo de 5 m{ de solucao por 1 ¢ de suporte, deixando em
ebuligao por 1 hora, em banho maria.

Obs: O T;Cl, foi obtido pela oxidagdo de T;C; com écido percidrico
e acido cloridrico a quente. Quando se usou T;Cl; diretamente, no
item 3, em vez de T;Cl; obteve-se praticamente, a mesma atividade
de invertase apods imobilizacao.
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Lavou-se o suporte com acetona para remover o excesso de 7.C1,.

. A seguir, o suporte ativado com T;Cl, reagiu com solugao de hexa-

metilenodiamina (HEMDA) a 10 g/l em acetona, durante 30 min a

45°C, com agitagao. A razdo entre o volume da solucio e o peso do
suporte foi 5:1.

O suporte aminado foi lavado com tampéo acetato de sédio 107* M,
pH 4.5.

. O suporte aminado reagiu com glutaraldeido a 5% v/v, em tampéao

fosfato 0.05M. pH 7.0. a 25"C. durante 1 hora. utilizando a relagdo
de 5 m{ de solugao de glutaraldeido por grama de suporte.

. O suporte foi lavado com agua e depois com solugdo tampao de

acetato de sodio 107*M, pH 4.5.

A seguir, procedeu-se a imobilizacdo de invertase. A 1 g de alumina
ativada, adicionou-se 30 mi de solucae de invertase a 0,5 ¢/I, em
tampao acetato de s6dio 107*M, pH 4.5 e deixou-se reagir por 30
horas, a 25°C sob agitacao de 100 rpm, num Shaker.

Apo6s imobilizagao, o complexo suporte enzima imoblizada foi lavado
com o mesmo tampao acetato de sadio dos itens anteriores, sob vacuo
e determinada a sua atividade.

3.2.6.2 - Imobilizacdo de invertase em silica de porosidade con-

trolada e em alumina, ativadas por silanizacio

Usou-se a técnica de silanizagao aquosa desenvolvida por WEETALL

{98,103}, conforme metodologia deserita a seguir:

1.

Preparou-se solugoes aquosas de y-aminopropilirietoxisilano a 0,5%
e ajustou-se seu pH num valor entre 3 e 4, com solugao de HC! 6N,

. Adicionou-se certa quantidade de solugao de ~y-aminopropiltrietoxi-

silano ao suporte, a fim de embebé-lo, sob vacuo, para retirar o ar
retido nos poros do mesmo. Apds alguns minutos sob vacuo, quando
Ta0 se notou mals a formacao de bolhas de ar na solugdo, acrescetou-
se 0 resto da mesma. Usou-se uma relacao de 10 mi de solucao de
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silano por grama de suporte. Media-se novamente o pH, que deveria
permanecer enire 3 e 4.

3. Colocou-se o erlenmeyer com o suporie e a solucio de v-aminopro-
piltrietoxisilano num banho com agitacio, a 75°C e deixou-se reagir
por 3 horas.

4. Lavou-se o material, sob vécuo, com dgua e deixou-se secar a (100 +
5} °C overnight. O produto nesse ponto, pode ser estocado, prote-
gido da luz, para posterior uso.

5. Adicionou-se ao suporte silanizado 10 mi de solucao de glutaraldeido

a 2.5% em tampao fosfato 0,1M, pH 7.0, por grama de suporte.
Delxava-se sob vécuo algum tempo para desaerar as particulas e
colocou-se no skaker, sob agitacao, a 25YC. deixando reagir du-
rante 45 minutos. MONSAN (62,63) recomenda ativa¢io com glu-
taraldeido a 2%, em tampao pirofosfato 0,05 M, pH 8.6, usando
grande excesso de glutaraldeido.

6. Apés ativagao com glutaraldeido, o suporte era lavado com égua
destilada, e seco sob vacuo.

A seguir, o suporte ativado reagia, com invertase em solucao. Foram
realizados vérios experimentos de imobilizacao, a diferentes valores
do pH no meio de imobilizagao e a varias concentracoes de inveriase,
conforme item seguinte,

Como a atividade da enzima imobilizada em silica de porosidade con-
trolada foi maior do que a imobilizada em alumina, o trabalho foi concen-~

trado no use de silica, que foi o suporte selecionado para o restanie do
trabalho.

3.2.6.3 - Condicdes de imobilizagdo de invertase em silica ativada
por silanizacao

a} Influéncia da quantidade de enzima no meio de imobilizacio

Foram realizados dois tipos de experimentos. Num deles, fixou-se
o volume de solugéo de invertase e variou-se a sua concentragao. O volume
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de soluc¢ao usado foi 15 mi por 100 myg de suporte ativado seco e variou-se
a concentragao de invertase de 0,025 até 0,5 ¢/I, em tampdao acetato de

sédio 107*M, pH 4.5. A imobilizagao em todos os casos ocorreu a 20°C,
no shaker. durante 24 horas, sob agitagio

Num segundo tipo de ensaio, fixou-se a concentracio de enzima em
0,5¢/l em tampao acetato de soédio 107*M, pH 4.5 e variou-se o volume
de solugao de 5 a 25 m! por 100 mg de suporte ativado, deixando reagir
durante 24 horas, a 20°C, sob agitacao no shaker.

b} Influéncia do pH do meio de imobilizago

Foi realizado um conjunto de experimentos de imobilizacad. nos
guais manteve-se o volume do meio de imobilizagao em 15 mi por 100 myg
de suporte ativado, usando em todos eles, uma solugdo de invertase a
0,5¢/1 em tampéo acetato de sédio 107°*M, cujo pH variou de 3.0 a 6,0.

3.2.7 - Caracterizacdo da silica de porosidade
controlada (SPC)

a) Densidade real, cristalina ou do esqueleto sélido

A densidade do esqueleto sélido foi determinada em balao volumétrico,
segundo metodologia mostrada a seguir,

1. Tomou-se um balao volumeétrico seco e deferminou seu peso: 1y,

b

. Completou-se o volume com agua, numa temperatura conhecida ¢
pesou 0 conjunto: my;

3. O volume do baldo {V}} foi obtido pela relagao % onde p, € a

densidade da agua, na temperatura do expernnento.

4. Becou-se novamente o balao pesando no mesmo certa massa de SPC
(m.). Acrescentou sobre ela certa quantidade de agua, sob vicuo,
a fim de remover o ar entre e dentro das particulas. A seguir,
completou-se o volume do balao com agua, e pesou-se novamente
o conjunto. Esse peso, menos o do baldo mals silica. fornece o peso

de dgua, o qual dividido pela densidade da Agua, conduz ao volume
de dgua no baldo (V,).
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Portanto. o volume do sélide {V,), foi:

Vo=V, -V, (3.1)

E a densidade do esqueleto sélido foi calculada pela equagao 3.2,

LR

s = T 3.2
L Vb _ 1,1 ( )

Repetiu-se o experimento 1rés vezes tirou-se a média entre os valores
da p,.

b} Porosidade interna da particula

A porosidade interna da particula (.} fol determinada por “titulagao”
da SPC com dgua, até inicic do umidecimento {105}.

Colocou-se certa quantidade de silica num erlenmever ¢ fez-se vicuo.
Em seguida. foi-se injetando agua. aos poucos. sob vacuo, até verificar a
adesao firme das particulas a superficie. Pesou-se novamente o erlenmever,
determinando-se assim. o volume de agua gasto na titulacao {V,).

A porosidade interna fol entdo calculada pela equagao 3.5,

g = -2 (3.3)

V, = volume da particula = V, + V,

V, = volume do esqueleto sdlido = %—:—

M, = massa de SPC.

O procedimento foi repetido por trés vezes e determinado o valor médie
entre os €, obtidos.
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¢} Densidade da particula seca
A densidade da particula seca ou da particula no ar foi deteminada

pela equacao 3.4 {10).

(3.4)

d) Densidade aparente

A densidade aparente foi definida pela relagdo entre a massa de S PC
e o volume do leito {10}, dada pela equacio 3.5.

N

Ve

pa - {3.5)

I
onde: V‘H’ = -'Ll-————{,')’:1 h

p, == densidade aparente
d = didmetro interno do reator
h = altura do leito de particulas {leito fixo)

e} Porosidade do leito fixo

A porosidade do leito fixo foi calculada pela equagao 3.6 (10},

V - Vw"%"vz @
e Ve Vet Vo) b (3.6)
VR By

3.2.8 - Influéncia da temperatura na atividade da

enzima imobilizada
Determinou-se as taxas inicials da reagao de hidrolise de sacarose com
invertase imobilizada em silica de porosidade controlada (S PC), conforme
metodologia deserita no item 3.2.3. A concentragao inicial de sacarose nos
experimentos foi 50 g¢/I, em tampao acetato de sédio 107*M, pH 4.5,
variando a temperatura entre 15 e 70°C. Foram também determinadas
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as taxas inicials de reagao com uma outra enzima imobilizada de menor
atividade do que a usada para sacarose a 50 g/! e com invertase livre, na
faixa de femperatura entre 15 ¢ 50°C, porém usando uma concentracio
inicial de sacarose de 1¢g/{, no mesmo tampao citado acima.

A temperatura otima da reagao com invertase imobilizada fol obtida
plotando-se em umn grafico. os valores da taxa de reacao em funcao da
temperatura e a energia de ativacdo foi obtida em grafico tipo Arrhenius.

3.2.9 - Influéncia do pH na atividade da enzima imo-
bilizada

Determinou-se taxas inicials de reacao de hidrolise de sacarose. numa
concentragao inicial dessa de 50 g/l, a 40°C variando o pH do meio de
3.0 a 6.0. O procedimento experimental consistiu em preparar solugoes de
sacarose em solugoes tampao de acetato de sédio 107*M, no pH desejado
no experimento, ajustando o mesmo pela adicao de solugdo de dcido acético
ou de acetato de sédio, quando necessario.

3.2.10 - Estabilidade de invertase imobilizada em re-
lacao ao pH

Usou-se um procedimento similar aguele de CABRAL {10} para ami-
loglicosidade imobilizada. Incubou-se amostras de invertase imobilizada,
de atividade conhecida. em solugoes tampao com pH variando de 3.0 a
6.0 durante 30 horas., a 40"C. Ap6s esse tempo, as amostras foram lava-
das com tampao acetato de sddie 107°M, pH 4.5 e determinadas as suas
atividades conforme item 3.2.3 e comparadas com a atividade mcial.

3.2.11 - Estabilidade térmica de invertase imobilizada

Colocava-se num banho termostatico. a uma dada temperatura, varios
tubos de ensaio contendo amosiras de enzima imoehilizada, de atividade
conhecida, em tampao acetato de sédio 107°M, pH 4.5. A intervalos de
tempo apropriados, um tubo era retirade do banho e determinada sua
atividade no reator de cesta, a 40°C usando uma concentrac¢io inicial
de sacarose de 50 g/l, conforme item 3.2.3. As temperaturas usadas na
incubagao das amostras de invertase imobilizadas variaram de 54 a 659C.
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3.2.12 - Regeneragio do suporte de imnobilizacio

Uma certa massa de silica de porosidade controlada, usada em uma
imobilizacao com invertase, foi submetida a pirélise, a 600°C durante 4
horas, em um forno mufla {10). Apds esse tratamento, o suporte foi no-
vamente silanizado, ativado com glutaraldeido ¢ reagiu com solugao de
invertase a 0,5 g/, numa proporgao de 15 mi de solucao por 100 myg de
suporte. durante 24 horas, a 20°C, a pH 4.5, sob agitacdo. A atividade
da enzima imobilizada no suporte regenerado fol comparada com a obtida
usando suporie novo, empregando as mesmas condicdes de imobilizacao.

3.2.13 - Montagem do reator de reciclo externo

Os estudeos cinélicos com invertase imobilizada em silica de porosi-
dade controlada foram conduzidos num sistema de reator continue, com
recirculacao de parte do efluente do leito catalitico. Nesse reaior, foram
realizados os estudos relativos a dependéncia da taxa de reagio em relagio
a conceniragao de substrato. bem como os de inibicio pelos produtos da
reacao, glicose e frutose.

O sistema {ol constituido de uma coluna de vidro, de diametro interno
1,1em. altura 14 em, com camisa externa para controle de temperatura
2 dotada de uma placa porosa, de vidro sinterizado na sua parte infe-
rior, com a finalidade de suportar a enzima imobilizada ¢ distribuir a
alimentagao de substrato. Os experimentos foram realizados com 1 ¢ de
catalisador {peso seco), implicando numa altura de leito fixo de 1,4 em.
A alimentacao nova, que entrava no sistema, era feifa por uma bomba
peristaliica, modelo BFP —~ 100, marca Incibras, se juntava a corrente de
reciclo, que era condugida por uma bomba peristiltica Hiloflow, passava
pelo reator e era conduzida para um sistema de separacdo. constituido
de uma coluna de vidro, da gual safam duas correntes, uma de reciclo e
outra de produto, que saia do sistema, conforme Figura 3.2, Sobre o leito
catalitico fo1 ajustada uma tampa de tela de aco inox, mesh 100, de onde
sala o tubo que conduzia o efluente do reator & coluna de separagao. Na
parte superior do reator, era injetado ar comprimido, com a finalidade de
impedir que o nivel de liquido subisse acima da tela e de agitar o liguido no
separador. Ambas as bombas usadas no processo sao de vazdes reguldveis.
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Figura 3.2 - Representagao esquematica do reator de reciclo

3.2.14 - Estudo do comportamento do reator

Um reator de leito fixo, com altas razoes de reciclo. comporta-se como
um reator de mistura. conforme foi assinalado no item 2.9.4, facilitando
assim, a determinacao das taxas de reacao.

Para verificar se o comportamento do reator era o de um CSTE, em
uma dada condigao de operacao, usava-se a técnica de passar um tragador
no sistema, em forma de degrau. No caso de leito contendo apenas SPC,
sem atividade catalitica, o procedimento usado para se definir as vazodes
a serem testadas inicialmente, foi o seguinte. Alimentava-se primeiro,
apenas agua ao reator, e apds entrar em regime, substituia essa por uma
solucdo de sacarose a 10 g/{. e marcava o tempo zero quande a alimentagao
de sacarose alcancava o ponio de mistura com a corrente de reciclo. A
intervalos regulares de tempo recolhia-se uma amostra na saida do sistema
e determinava a concentracdo de sacarose em graus brix, através de um
refratometre, Carl Zeiss Jena, Mode} L

Quando o leito era de enzima imobilizada, usava-se também o mesmo
procedimento, trocando uma alimentacdo de tampao acetato de sddio
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10721, pH 4.5, por uma solugdo de glicose 1 g/l ¢ a andlise do efluente
do sistema era feita pelo método do DN S.

Com os dados de concentragao do tragador no efiuente do sistema em

funcao do tempo, verificava se - In -&C;—C—fl em funcio de t se ajustavam

segundo uma reta e se o tempo de residéncia experimental se aproximava
do teérico, conforme ilustrado na secao 2.9.4.

O tempo de residéncia tedrico foi considerado como sendo a razao entre
o volume de liquido contido no sistema, ou seja, nas duas colunas e nas
tubulacoes que as une, dividido pela vazao de alimentacao.

Se os dois tempos de residéncia, tedrico e experimental nao fossem
bastante proximos aumentava-se a vazao da corrente de reciclo ¢ repetia-
se O experimento.

3.2.15 - Determinacio das taxas de reacio no reator
de reciclo

Nesse reator, foram obiidos os dados de taxa de reagio em funcao
da concentragao do substrato, com e sem adi¢ao de glicose ou {rutose na
alimentagio, para invertase imobilizada.

Procurou-se obter os dados de taxa de reacao utilizando um catalisador
de baixa atividade e com uma vazao alta no reator. a fim de conseguir bal-
xas conversoes de subsirato a produto, para que pudesse entender melhor
o efeito da concentragao do substrato e dos produtos da reagao separada-
mente, na taxa da reagdo. Para conseguir esse objetivo, foram realizadas
varias imobilizacoes, e com cada porgao de 1 ¢ de enzima imobilizada ob-
tida, deferminava-se as conversoes a varias vazoes. Em cada uma dessas
situagoes, verificava-se o comportamento do reator.

a} Influéncia da concentracao do substrato na atividade de invertase
imobilizada

As condicoes de trabalho selecionadas para o reator, foram:
e temperatura de operagao: 40°C

s vazdo de alimentacdo: 21,5em®/min
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atividade da invertase utilizada no experimento I: 540 U/g, deter-
minada conforme item 3.2.3

atividde da invertase utilizada no experimento 1I: 319 U/y, determi-
nada conforme itern 3.2.3

volume de liquido no reator: 20, 2em®
tempo de restdéncia: §,9395 mun

massa de cafalisador: 1 ¢, em base seca.

pH da solugdo de alimentacao: 4.5

vazao da corrente de reciclo: 74.5 em®/min
porosidade do leito fixor 0,405

altura do leito: 1.4 em

didmetro interno do reator: 1, lem.

agucar usado no preparo das solucdes: pureza 98%, determinado por
inversao total da sacarose por invertase livre e dosados os agicares
redutores pelo método do DN S.

Procedimento experimental

1.

2

Preparcu-se solugoes de sacarose, de concenfragoes iniciais variando
de 4,9 a 441 g¢/{, as quais foram filtradas em papel de filtro e ajus-
tados seus pH em 4,5.

. As solugdes eram pré-aquecidas a 40°C antes de serem alimentadas

ao reator.

Iniciada a alimentacido ao reator de uma solugao numa dada concen-
tracao, esperava-se 20 minutos para retirar uma amosira do produto
do reator ¢ determinar seu teor em agtcares redutores. ksse tempo
era suficiente para o sistema entrar em regime. Foram retiradas

amestras de produto a tempos menores ¢ verificado que nao mais
havia alteragao na conversio.
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4. Para cada concentracao de substrato usada, era medida a vazao de
alimentagao, a fim de venficar sua constincia ou nao.

Com os dados de concentracao de agicares redutores para cada concen-
tracao inicial de sacarose, determinou-se as taxas de reacao pela equagao

3.7.

v = e (3.7)

onde: v = taxa da reagdo gsac/l.min.gcat
(’, = conceniracao de agucares redutores {g/l}
7 = tempo de residéncia {min}.
w = massa de catalhsador = 1y¢

O fator 0.95 € a razao enire o peso molecular da sacarose, 342 e a soma
dos pesos moleculares de glicose e frutose, 360. O produto 0.95C, ¢ igual
a variacao da concentracao de sacarese devido a reagao.

Foram realizadas duas séries de experimentos nas condigtes citadas an-
teriormente, usando duas enzimas imobilizadas com atividades diferentes.
A primeira teve como objetivo bisico, verificar ¢ tipe de cinética seguida
pela reagho, bem como determinar os parametros intrinsecos da equagao
dataxa. A segunda série de experimentos foi realizada com a finalidade de,
juntamente como os dados da primeira, permitir caleular a difusividade
afetiva de sacarose nas particulas porosas de enzima imobilizada.

A concentracao de subtrato no reator (5}, é relacionada com a con-
centracao na alimentagao (S,}, através da equagao 3.8.

8 = 8, — 0,95C, {3.8)

O fluxo de substrato na camada limite é dado pela equagao 3.9

= Ki(Ss — S.) (3.9)

onde: S, é a concentracio de sacarpse na superficie do catalisador
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Por outro lado, a taxa de reagao na particula de enzima imobilizada,
por unidade de Area da mesma. em estado estaciondrio. é igual ao Huxo
de massa de substrato na camada limite. conforme equacgdo 3.10 (9).

B
v = Ki(S - 5.) (3.10)

na qual K € o railo da particula do suporte.

Com os dados de taxa de reagio (v}, obtidos experimentalmente, calcu-
lou-se as concentragdes de sacarose na superficie do suporte (S}, através
da equacao 3.10. fazendo uso da correlagdoe 2.22 para calcular o coeficiente
de transferéncia de massa .

Na modelagem cinética da reacao de tnversao de sacarose por invertase
imobilizada. a taxa da mesma foi relacionada com a concentracac de subs-

tralo no reator. uma vez gque os valores calculados para S, foram mutio
préximos aos de 5.

b) Influéncia da concentragao de glicose e frutose na cinética da reagac
com invertase imobilizada

Foram realizados vdrios experimentos nas condigoes citadas no item
a, com a invertase do experimento ! em que se mantinha constanie a
concentragac do inibidor {glicose ou frutose} na alimentagdo e variava a
concentracaoc de sacarose entre 4.9 e 49 ¢/, para cada valor da concen-
tracao do inibidor escolhida. As concentragoes de glicose ou de {rutose
usadas. foram 5. 10, 20, 30 e 40 ¢/I. Os experimentos com cada inibidor
foram realizados separadamente.

As taxas de reacao foram calculadas pela equagao 3.7, sendo que agora,
C, representa a variagdo da concentragao de produtos devida & reagao, ja
que ¢ alimentado produto de reagdo ao reator, juntamente com a ali-
mentagao nova.

Trabalhou-se com baixas concentragoes de sacarose para que pudesse

ser desprezado o efeito de inibicio pelo excesso de substrato na andlise
dos dados.
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3.2.16 - Verificacio experimental da resisténcia a trans-
feréncia de massa externa no reator

Cormn o objetivo de testar a influéncia da transferéncia de massa inter-
particula, foram determinadas taxas de reagdo a uma vazio de alimentacio
constante e igual a 21,5¢m" /min, com uma concentracao de sacarose na
alimentagao de 50 ¢/I, a vdrias vazoes da corrente de reciclo. O procedi-
mento de determinacao das taxas de reacao foi o mesmo do item 3.2.15
a. Todas as vezes em que era alterada a vazao da bomba de reciclo,

aguardava-se 30 minutos para retirar a amostra e analisar os aglcares
reduiores formados.

3.2.17 - Determinacio da difusividade efetiva de saca-
rose no suporte

No caso de particulas esféricas de material poroso, a determinagao da
difusividade efetiva de solutos tem sido obtida, através da difusao em es-
tado ndo estacionario. do exterior para o interior das particulas {44}, ou
vice-versa {82}, para um volume conhecido de particulas em um banho
agitado. No primeiro caso. as particulas inicialmente livres de soluto, sao
suspensas numa solucdo bem agitada de volume limitado V}, numa concen-
tracao inicial Chy. Sao efetuadas medidas de concentracao no hanho, em
funcao do tempo. adimitindo que a resisténcia a fransferéncia de massa
na camada limite, envolvendo as particulas seja desprezivel, ou seja, que a
concentragao na superficie da particula seja a mesma daquela na solucao
{’y. No segundo caso, parficulas saturadas de soluto sao agitadas num
banho de solvente, inicialmente livre de soluto.

Considerando o caso de difusdo do soluto da solugao externa para o
interior das particulas, a difusividade efetiva do soluto (D).}, pode ser
obtida pela equacao 3.11.

C] [ad . s 6{1 -+ CE) ““De * ij’: 1 .
e e ] 3 - eXp | g 3.11
Cho 1+a{ +n§1 9+ 9a + g.0° P R (3.13)
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onde: (1 = a conceniragao inicial do sohuto na solugao
'y = a conceniracao do soluto na solugao, 1o tempo 1.
{ = tempo
R = ralo da particula

Vi _
& e 3.12
0= (3.12)

V; = volume de liguide

V, = volume das particulas sélidas

K, = coeficiente de particao

g, = raizes positivas nao nulas e sucessivas da equagao 3.13.

tan g, = % {3.13)
: - q:

No presente trabalho, utilizou-se de uma modificacao do método des-
crito anteriormente para a determinagao de .. Fol montado ¢ sistemna
experimental da Figura 3.3, no qual foi colocado 5 ¢ de §FPC, umidecida
com dgua na coluna 1 e 20,2 ¢m® de solugdo a 10 g/! de sacarose, no
reator agitado. com controle de temperatura, indicado pelo ndmero 2 na
Figura 3.3. Ligou-se a2 bomba de recirculacac ¢ quando o liquide atingiu
a base da coluna 1, iniciou a marcacao do tempo. Utilizou-se uma vazao
de 98,5 em”/min e foram retiradas amostras do reator agitado. a inter-
valos de tempo, as quals foram analisadas através da leitura do indice de
refracio num refratometro Acatec, modelo RDA 8500,
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Figura 3.3 - Sistema para determinagao experimental de [2.. {1} coluna com
a 5PC; {2) frasco agitado com a solugao de sacarose.
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4 - Resultados e Discussao

4.1 - Atividade da invertase usada no traba-
tho

Através dos dados de taxas iniciais de reacdo, conforme Tabela 4.1
obteve-se uma atividade de 505900 U por grama de enzima em pd, a
40°C, usando como substrato uma solucio de sacarose de concentracio
inicial igual a 50¢ /!, em tampdo acetato de sédio 0.01A, pH 4.5.

4.2 - Cinética de invertase na forma livre

4.2.1 - Influéncia da concentracio de substrato na ci-
nética da reagio

Os resultados experimentais de taxas iniciais de reagdo de hidrdlise
de sacarose, com invertase livre, na auséncia de produios de reacdo. sao
apresentados na Tabela 4.]1. Eles foram obtidos a2 40°C, conforme item
3.2.2. usando uma conceniracao de enzima no meio reacional. de 8,33 x
1074 /1.

Primeiramente, tentou-se aplicar o modelo de inibicao pelo excesso de
substrato, para descrever a cinética de inversao de sacarose por invertase
livre. Da equagao 2.6, deriva-se a forma 4.1. para inibicio pelo substrato.

11 K, 1 1
R s AN .S 4.1
v Ven Ve § VK ( ]

Para valores de § <« K e para valores de § » K, a equagao 4.1 pode
ser representada pelas equagdes 4.2 e 4.3, respectivamente.

1 1 A, 1

1. Ba 4.

M R T3 42)
11 1
DT e b - 5 4.3
v V., V.- K (4.3)



Tabela 4.1

Taxas inicials de reacdo (v}, em funcio da coneentracio inicial
de substrato (5}, para invertase livre.

. S(mol/1) | v{igmol/min} | S(mol/l) | v{umol/min)
0.00585 0,8513 0,20468 5,1892
0,01462 2,1175 0,23392 5,0590
0,02193 26455 0,26316 ©  4,7091
0,02924 3,2773 1 0,26240 4,2923
004386 39160  © 043860 |  3.4311
005848 | 41386 | 0.58480 3.1348
0,08772 ©  4.8525 | 073099 ©  2.1098
0.11696 5.2404 . 0.87719 | 1,8911
0.13158 52787 | 1,02339 1,3630
0,14620 53541 . 1,16959 | 1,1508
0,16082 5,4122 1,31579 | 0,0488
0.17544 = 53059 | 146199 . 05575

Os dados experimentais da Tabela 4.1, foram entao plotados em graficos
de Lineweaver-Burk, Figura 4.1,para baixas e altas concentragoes de subs-
trato, de acordo com as equagoes 4.2 e 4.3,

Observou-se pelos graficos das Figuras 4.1a e b, que a forma de Lineweaver-
Burk se mosirou adequada para baixas concentracoes de substrato. até
0,146 mol/l, havendo linearidade entre 1/v e 1/5. Para altas concen-
tracoes de substrato, nao se verificou linearidade entre 1/v ¢ 5, indicando
que o modelo de inibicao pelo substrato naoc era adequado para descrever a
cinética de inversao de sacarose a altas concentracoes, com invertase iivre.

Com o objetivo de ajustar o modelo de inibigao pelo substrato a toda a
faixa de concentracao de sacarose do experimento, utilizou-se do fator de
correcao f(S), definido por CABRAL {9}, o qual é funcao da concentragac
de substrato e da temperatura, Com esses fatores, as taxas de reacdo

obtidas experimentalmente, foram corrigidas, conforme mostra a equagao
4.4,
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Figura 4.1 - Gréafico de Lineweaver-Burk aplicado aos dados da Tabela
4.1, considerando cinética de inibigdo pelo substrato: {a)
baixos valores de §; (b) altos valores de 5.
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v=1 - f{S} {4.4)

onde: v = taxa de reagao observada

v = taxa de reacao segundo o modelo de inibicdo pelo subsirato
f(8) = fator de corregio, em termos de difusividade do substrato

O fator f{5}, foi definido pela relagdo entre a difusividade do substrato
a uma dada concentracao de sacarose e a difusividade & diluicio infinita.
A 40°C, j{8) ¢ dado pela equagac 4.5 {9)

D) _ e Y }
H8) = === e S (4:5)

Com os dados experimentais da Tabela 4.1, e com as equacbes 4.4 e
4.5, montou-se a Tabela 4.2

Segundo o modelo de inibicao pelo substirato. v € dado pela equacao
4.8,

S

R T 4.6
‘ Km+ S+ S%/K, (1.6)

Da equacac 4.6, obtem-se as {formas de Lineweaver-Burk. equacgoes 4.7
e 4.8, para altas e baixas concentragoes de subsirato, respeciivamente,

1 K, 1 1 1

Sl A 1 . 4.7
L" ’ Vm S] Vm . Vm - ‘::‘ (}i )
1 1 1 K 1

- - = e 4.8
L mdaﬂ Vo Ve S (18)

Os parametros K,,, V,, ¢ K; das equagdes 4.7 ¢ 4.8 foram determi-
nados por um procedimento iterativo de ajuste através de um programa
computacional, onde o critério de encerramento foi a igualdade dos valores
de 1/V,, obtidos para altas e baixas concentragdes de sacarose.
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Tabela 4.2 ~ Valores de v {experimentais) e v" calculados pela
equacio 4.4.

{mol/D) | v{umol /min | £{8) | v {umol/min) |
000585 09513 | 0,9975 | 0,9937
. 0,01462 2,1175 0,9938 2,1307
0,02193 2.6455 0,9907 26703
(,02924 33,2773 ' 0,0876 3,3184
| 0,04386 3.8169 0,9815 3,9910
 0.05848 | 4,138  0,9753 ! 4.2434
S 008772 L 18325 | 0.9631 5.0385
- 0,11606 | 52404  : 0,9510 35,5106
013158 ¢ 52787 | 0,9449 ! 5.5863
004620 | 53541 09389 5,7023
S 0,16082 | 54122 10,9329 5.8012
L 0,17544 15,3950 0,9270 5,8200
. 0,20468 51892 | 0,9151 5,6705
0,23392 50500 | 0,9034 5,6003
- 0,26316 47091 | 0,8917 5,2813
- 0,29240 4.2023 0,8801 4,8773
- 0,43860 3.45311 0,8233 | 4,1677
| 0,58480 | 3.1348 | 0.7685 4,0794
- 0.73099 2.1008 | 0,7155 2,0487
[ 087719 | 1.8911 ) 0.6643 | 2.8466
L 1.02339 | 1,3630 | 0.6148 | 2,2168
1,16959 1,1508 | 0,5670 2,0208
1,31579 00,2488 0,5206 | 1,8225
i 1,46199 0,5575 0,4757 | 1,1719

Nesse procedimento de ajuste nao se desprezou o termo relativo a 1/5
para altas concentracoes, nem o relacionado a § para baixas concentiragoes,
como normalmente se faz na estimativa dos pardmetros cinéiicos. no mo-
delo de inibicao pelo substrato.

Os parametiros cinéticos obtidos, a 40°C, sao mostrados na Tabela 4.3
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Tabela 4.3

Parametros cinéticos do modelo de inibicio pelo substrato.

Vilumol /fmin) | K, (mol /1) | Ki{mol /1)
11,067 0,06238 0.275

Assim, de acordo com a equagho 4.4 e os pardmetros da Tabela 4.3,
o modelo cinético para inversao de sacarose por invertase livre, foi dado
pela equacgao 4.9

5
v = 11,067 - S— 1—0,4255 -
0,06238 + § + $2/0.275

- -1 {4.9
14 0,1276. 8 (4.9)

Uma comparagao entre os pontos obtidos experimentalmente e agueles
previstos pela equagio 4.9, é mostrada na Figura 4.2, indicando bom ajuste
entre 0s pontos experimentais e os previstos pelo modelo de inibican pelo
subsirato. corrigido pelo fator f{S).

Um gréafico de Lineweaver-Burk para as taxas iniciais de reacio modifi-
cadas (v}, para cinética de inibigio pelo subsirato é apresentado na Figura
4.3. Nota-se por essa Figura, que o modelo proposto foi adequado para
descrever a hidrélise de solucoes de sacarose por invertase livre, havendo
linearidade nos graficos correspondentes as baixas e as altas concentracdes
de substrato e os coeficientes lineares resultaram bastante préximos. Estes
resultados estao de acordo com os obtidos por CABRAL (9).
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Figura 4.2 - Comparagao entre os resultados experimentais {pontos)
€ 08 previsios pela equagao 4.9, representados pela linha
cheia.
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Figura 4.3 - Grafico de Lineaweaver-Burk aplicado as taxas inicials de
reacao modificadas: {a) baixos valores de S; {b} altos va-
lores de 5,
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4.2.2 - Influéncia da concentragio de glicose e frutose
na atividade de invertase livre

Os valores experimentais de taxas iniciais de reacdo, obtidos em pre-
senga de frutose no melo reacional s&o apresentados na Tabela 4.4.

Tabela 4.4

Taxas iniclais de reacdo, v, em pmol/min, em fungdo das
concentracoes iniciais de substrato, S e de frutose, F.

F{mol/1}
CS(mol/l) 10 100278 00,1111 0,194 |
0,0292 © 2.9061 | 2,7778 | 23079 | 2.0825 |
0.0585 | 4,1667 | 3,8488 | 3.3245 | 3,2389 |
0.0877 | 4,8426 | 4,6032 | 4,1019 | 4,0436
0,1170 15,2631 — | 4,7731 | 4,3687
0.1462 | 55249 | 5,6000 | 5.1280 | -~

A andlise dos dados da Tabela 4.4, em grifico de 1/v em funcao de
1/58. sugere um modelo de inibicao competitiva da frutose, na reacao de
hidrolise de sacarose por invertase livre, como pode ser verificado pelos
pontos experimentais da Figura 4.4,

{0 modelo cinético de inibicao competitiva por frutose ¢ representado
pela equacao 4.10.

Vin © S
v = - 4.10
Kpll + F/Kg}+ S ( )
onde, V, e K, sao as constantes cinéticas da equacao de Michaelis-Menten
na auséncia de inibidores e K é a constante de inibicao pela frutose,
O valor da constante de Michaelis-Menten em presenga do inibidor
competitivo, frutose, ¢ dado pela equacio 4.11

. i3
(o~ £ 4.11
K, Km(l + !f'p) { )
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Qs valores de K,, e V,, obtidos dos dados de taxas de reagdo, na
auséncia de inibidor, calculados por grifico de Lineweaver-Burk, foram
0,04305 mol/l e 7,1968 umol/min, respectivamente. Com esses valores
de K,, e V,,, determinou-se Ky através de um programa compuiacional,
o qual ajustou os dados experimentais para F igual a 0,0278; 0,1111 e
0,1944 mol /] 2 um modelo do tipo da equacdo 4.10, minimizando os erros
entre o valor da taxa calculada pelo modelo ¢ o valor experimental. O
valor encontrado para Kr foi ignal a 0,228 mol/l. Assim a equacio do
modelo de inibicao por frutose, é dado pela equacac {4.12],

7,1968 .5

P . - 4.12
0.04305(1 ~ 0,228/ F) = S (4.12)

Na Pigura 4.4 sao comparados os valores das taxas experimentalis,
com os valores calculados pela equacao 4.12. Verifica-se que 0 modelo
de inibigao competitiva mostrou-se adequado para descrever o efeito ini-
hidor de frutose na reacao de inversao de sacarose por invertase livre.

Na Tabela 4.5, estao representados os resultados experimentais de ta-
xas inicials de reagao, oblidos em presen¢a de glicose no meio reacional,
conforme item 3.2.5

Tabela 4.5

Taxas iniciais de reacdo, em gmol/min. e fungao das
concentracdes iniciais de substrato. 5 e de glicose, .

S G(mol/1} .%
{moi/1) 0 0,0278 | 0,1111 | 0,1944 1 0.2778
0,0202 | 2,9061 | 26340 | 2,3027 | 2.2849 | 2.1340
0,0585 | 4,1667 | — — | 3,2229 | 3,2761
0,0877 | 4,8426 | 4,3405 | 3,8086 | 3,7966 | 3.6700
0,1170 | 5,2631 | 4,7036 | 3,0343 | 3.8100 | 3,7432
0,1462 | 5,5249 | 5,0879 | 4,6045 | 4,2087 | 41,0643 |
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Figura 4.4 - Gréfico de Lineweaver-Burk,para os dados da Tabela 4.4,
a 40%C para diferentes concentracoes de frutose: Fy =
0, F;=0,0278; F3 = 0,111l ¢ F, = (1,1944 mol/l. As
linhas cheias representam pontos previsios pelo modelo e
os pontos representain os resultados experimetais.
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Pelo grifico de Lineweaver-Burk, aplicado aos dados da Tabela 4.5
pode-se concluir que a inibigdo exercida por glicose na rea¢io de hidrdlise
de sacarose por invertase livre deverd ser nao competitiva ou parcialmente
nao competitiva, conforme pontos experimentais apresentados na Figura
4.6.

A meodelagem considerando inibicdo parcialmente nao competitiva,
ajustou-se melhor aos resultados experimentais. do que a inibicao nao
competitiva simples.

O modelo cinético gue descreve a inibigdo parcialmente nao competi-
tiva ¢ dado pela equacao 4.13 {83).

Vi - [1 +{(B/Kg)- G

o y romr— - 4.13
¢ {1+ G/Kg) (A o+ S) { )

onde: K¢ ¢ a constante de inibigao pela glicose:
3 é uma constante menor que 1

Dividindo a equacao 4.13 pela equagao de Michaelis-Menten, dada pela
equacao 2.5, vem gue:

v, V+(8/Kg)-G

= 4.14
v 1+ G/iKg { )
A equacao 4.14 pode ser transformada na equacgao 4.15
X 5]
Y = ‘71* ——— (4.15}
Ke Hg
onde:
X, = = (4.16)
v
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1—::;-;’1:
G

Y o

(4.17)

Para os dados da Tabela 4.5, para G = 0, obteve-se a equacao da taxa
de reagao, na auséncia de inibidor, conforme equacdo 4.18

7,1968 . 8

Y 004305 + S

Com os valores das taxas de reagdo, obtidos experimentalmente em

(4.18)

funcao de 5 e (7, da Tabela 4.5 e com valores da taxa de reacao na auséncia

de inibidor. calculados pela equagao 4.18, montou-se a Tabela 4.6. para

){1 e Y.

Tabela 4.6

Valores de X e Y. calculados pela equacdes 4.16 e 4.17.
respectivamente, para S ¢ G em mol/l e v e umol /min.

|G = 0.0278 G = 01111 5 = 0.194 G = 0.2778
8 L ov XY X Y X, Y X, Y
L 0,0202 ¢ 2.0086 | 09056 ¢ 00189 i 07917 ¢ 0,01042 : 07548 | (,0070 | 07337 | 0,008326
00885 | 41450 1 — 1 - L . L T
CO,0877 | 48272 0 08992 1 0.02016 | 0.7B90 { 0.01055 | (,7865 | 00061 | 0.7603 | 0.004794
D170 1 52610 ¢ 0.8941 002118 1 0.7478 | 001261 1 0.7244 ; 0.0070 (L7115 ¢ 0.00877 |
L D,1462 | 55307 | (L0125 | 0.01878 | 0,8444 | 0,00778 ; 0,7570 | 0.0070 | 0,7310 | 0,00538 |
valores | médios | 0.90125 | 0,01975 | 0,7932 | 0.01034 | 07557 | 00070 | 06,7341 | 0.00532 °

Os valores médios ¥ e X; se ajustaram segundo uma reta, de acordo
com a equacao 4.15, conforme Figura 4.5, da qual determinou-se 4 =
0,6739 e K = 0,064mo! /1.

Assim, o modelo cinético de hidrdlise de sacarose por invertase livre,
em presenca de glicose, ¢ dado plea equacao 4.19.

7,1968(1 + 10,53G) - §

(1 + G/0,064){0,04305 + $)
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Figura 4.5 - Gréafico de ¥ em fungdo de Xi.

Na Figura 4.6 estao representados graficos de 1/v versus 1/5, para
taxas de reacdo obtidas em presenca de glicose no meto reacional, para
os dados da Tabela 4.5 e para valores de v calculados pela equagao 4.19,
indicando um bom ajuste entre os pontos experimentais e 1e0ricos.
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Figura 4.6 - Grafico de Lineweaver-Burk, para os dados da Tabela 4.5,
a 40°C, para diferentes concentracoes de glicose: G =
0; Gy =0,0278; G; =0,1111 e G4 = 0,1944 mol/l. As
~ linhas chelas representam pontos previstos pela equagio
4,19 e os pontos resultados experimentais,

Portanto, combinando as equacoes 4.9, 4.12 e 4,19, obtem-se a equagdo
do modelo cinético de hidrolise de sacarose por invertase livre levando em
conta inibigao pelo substrato, um fator fisico relacionade com a difusao
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da sacarose em solugdo e os efeitos inibidores dos produtos da reacao,
glicose e frutose a 40°C, dada pela equacio 4.20. A inibicio exercida por
frutose sobre & reagao de hidrolise de sacarose por invertase livre € do tipo
competitiva e a exercida por glicose ¢ parcialmente ndo competitiva.

7,1968{1 + 10, 53G} S 042555 |
[ - - " L .
{1+G/0,064)  [0,04305(1+ F/0, 228} + 5 + S~ /0, 275 120 12705 120

Os resultados obtidos no presente trabalhe concordam bem com ague-
les obtidos por CABRAL (9], para a cinética de invertase livre, na auséncia
de produtos de reacac. levando em conta o fator de correcao pela di-
fusao., Com relagao a inibigao da acao de mvertase livre pelos produtoes
da hidrolise de sacarose, os presentes resultados estao de acordo com os
obtidos por COMBES ¢ MONSAN (20), que concluiram que & inibicio
por trutose ¢ do tipo competitiva e a inibicao por glicose. parcialmente
na&o competitiva.

4.3 - Imobilizagao de Invertase

4.3.1 - Imobilizacdo de invertase em alumina ativada
com T.Cl,

invertase foi imobilizada em alumina na forma de particulas porosas e
esféricas, de didmetro médic de 2 a 4 mm, com diametre medio de poros de
3000 dil, ativada com T,Cl,conforme descrito no item 3.2.6.1. Conseguiu-~
se uma atividade de 96 unidades internacionais por grama de alumina
seca, a 40°C. Fssa atividade foi bastante baixa., em comparacio com
a obiida na imobilizacao de invertase em silica ativada por silanizagao,
como sera visto em itens seguintes, além de que as esferas de alumina
ficaram quebradicas apds os tratamentos de ativacaoc, sendo que viérias
delas quebraramn-se totalmente. Esse procedimento de irnobilizagao para
esse suporte, fol entao abandonado no presente trabalho.
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4.3.2 - Imobilizacio de invertase em alumina ativada
por silanizacio

 procedimento usado para imobilizar invertase em alumina ativada
por silanizacao, foi aquele do item 3.2.6.2. Nesse caso, variou-se a con-
centragao de invertase no meio de imobilizagao de 0.1 3 0,5 g/I, porém
as atividades alcangadas foram praticamente constantes, da ordem de 160
unidades por grama de suporte. a 40°C, atividade essa ainda baixa, se
comparada com a obiida usando silica de porosidade controlada. As
particulas de enzima imobilizadas. nesse caso, mantiveram suas formas.
Todo o restante do trabalho foi realizado utilizando silica como suporte,

4.3.3 - Imobilizacdo de invertase em silica de po-

rosidade controlada (SPC) ativada por sila-
nizacio

A imobilizagao de invertase em S PC seguiu o procedimento descrito
nos itens 3.2.6.2 e 3.2.6.3.

Inicialmente. foram realizados varios experimentos de imobilizacao,
nos quais fixou-se o volume de solu¢ao enzimatica em 15 mf por 100 my de
S PC e variou-se sua concentragao de 0,025 a 0.5 ¢/1. em tampao acetato
de sodio 107* M, pH 4.5. Conseguiu-se atividades de até 1800 U por grama

de suporte seco, determinadas pelo procedimento padrao, conforrme Figura
4.7,
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Figura 4.7 - Atividade de invertase imobilizada, em unidades por
grama de SPC seca, a 40°C, em funcao da concentragao
de enzima no meio de imobilizagao.

Num segundo tipo de ensalo, fixou-se a concentracao de enzima em
0.5 g/l, em tampac acetato 107*M, pH 4,5 e variou-se a relagio volume
de enzima por massa de SPC. Os resultados da Figura 4.8 indicam uma
atividade méxima da ordem de 1800 U/g de SFC.
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Figura 4.8 - Atividade de invertase imobilizada, a 40°C, em unidades
por grama de SPC, em func¢io do volume do meio de
imobilizacao, por 100 myg de suporte.

Foi também verificada a influéncia do pH do meio na imobilizacdo de
invertase em SPC. Usou-se um volume de solucao de invertase de 15 mi
por 100 mg de suporte ativado seco, a 0,5 ¢/{, em tampao acetato de sédio

107%M, cujo pH variou de 3,0 a 6,0. Os resultados estio apresentados na
Figura 4.9.
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Figura 4.9 - Influéncia do pH no meio de imobilizacao de invertase em
SPC

Pelas Figuras 4.7 e 4.8, verifica uma saturacac do suporte, quando
a quantidade de enzima no meio de imobilizagao aumenta. Assim, a
eficiéncia de imobilizagav, definida pela relacao entre @ atividade retida no
suporte e a atividade enzimaética total do meio de imobilizagao., € malor
guando o suporie estd em contate com solucoes de invertase menos ati-
vas. Por exemplo, quando se usou um volume de imobilizacao de 15 mi
a 0,5 g/, a retencao de atividade foi de apenas 4%, porém quando o vo-
lume de solucao de imobilizacao foi 15 mi numa concentragao de enzima
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de 0,025 g/, a retencao de atividade foi de 55%. Analisando-se a Figura
4.9, observa-se que o pH &timo de imobilizacio de invertase em §PC foi
4,5. Como sera visto no item 4.7, esse é o pH de maior estabilidade de
invertase imobilizada. Portanto, quando o pH da solucio de imobilizacio
afasta de 4.5, tanto para o lado 4cido, como para o alcalino, ocorre uma,
desativacdo da enzima. Isso faz com que sejam obtidas enzimas imobili-
zadas de mais baixas atividades, quando o pH do meio de imobilizacio
afasta de 4,5. MONSAN et al. (65), verificaram também que a melhor
condicao de imobilizagio de invertase. em suportes de sabugo de milho,
foi a pH 4.5.

A atividade de invertase imobilizada em SPC, ativada por silanizacio,
atingiu 1800 U por grama de suporte. determinada pela taxa inicial de
reagao, a 40°C. numa solugio de sacarose de concentracio inicial de 50g/1,
em tampao acetato de sédio (0,01 M, pH 4.5, Fssa atividade foi um
pouco malor do que & obtida por MONSAN et al. (65), que obtiveram
1400 U por grama de silica porosa, de didmetro de particula de 100 a
200 u m. Esses pesquisadores usaram a técnica de silanizagio e ativacio
do suporte com glutaraldeido e mediram a atividade a 40°C’, numa solucdo
de sacarose a 0,4 mol/{, em tampao acetato 0, 1M, pH 4.5. Eles também
relatam a obtencao de invertase imobilizada em suporte de sabugo de
milho, com atividade de 36000 U/ por grama de suporte. CABRAL {10}
obteve invertase imobilizada em silica porosa. ativada com 7,Cl,, com
atividade inicial de 1718 U por grama de suporte, medida a 45°C, com
solugao de sacarose a 10% p/v. em tampao acetato 0,02M. pH 4.5,

Embora o suporte utilizado por MONSAN et al. (65} seja diferente
do usado nesse trabalho, as atividades obtidas em ambos sdo préximas,
e compardveis com a obtida por CABRAL {10), apesar de ter utilizado
outro método de ativagao. Invertase tem sido imobilizada em vérios su-
portes, como citado no item 2.10.2, porém existem poucas citacoes de sua
imobilizacao a suportes inorganicos por processos covalenies. MASON e
WEETALL {57) a imobilizaram em vidro, por processo covalente, mas a
atividade por eles citada, nio é diretamente compardvel com os resultados
obtidos no presente trabalho.
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4.4 - Caracterizacao da SPC

F:

Diametro médio das pariiculas e dos poros

A silica de porosidade controlada, utilizada para a imobilizacio
de invertase, corresponde i fracao de peneirado da peneira Tyler 32
e retida na peneira Tyler 35. Logo, o didmetro médio das particulas
é a média aritmética das aberturas dessas duas peneiras, sendo por-
tanto, igual a 0,456 mm. O diametro médio dos poros é fornecido

pelo fabricante como 375 4
Densidade do esqueleto sdlido, densidade real ou cristalina

A densidade do esqueleto sélido (p.) da SPC utilizada, foi de-
terminada conforme itemn 3.2.7 ¢ e encontrado um valor médio igual
a 2,151 gjem®

Porosidade interna da particula

A porosidade interna da particula (g,) foi determinada conforme
item 3.2.7 b, e obtido um valor médio igual a 0,579,

Densidade da particula seca ou particula porosa

A densidade da particula seca {p,}, foi calculada pela equagao
(3.4), a partir dos valores de p, e £, determinados experimental-
mente. O valor encontrado para p, {oi 0,905g fem?,

4.5 - Influéncia da temperatura na atividade

de invertase imobilizada

As taxas iniciais de reacio de hidrolise de sacarose, com invertase imo-

bilizada em S PC, para temperaturas variando de 15 2 70°C, determinadas
de acordo com o item 3.2.8, sdo apresentadas na Tabeia 4.7 e Figura 4.10.
Os experimentos foram realizados com a enzirsa imobilizada no reator de
cesta, numa concentracao inicial de sacarose de 50g/!, em tampao acetato
de so6dio 1072M, pH 4,5.
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Tabela 4.7

Atividades de invertase imobilizada, A (U/g), em fungio da
temperatura do meio, para 8 = 50g/]

T(’C) | A (U/g) | T(°C) | A(U/g)
15 | 730,24 45  2419.78 .
20 946,00 204941 |
25 . 1180,68 3050,83 |
30 | 1276.56 60 : 2912,89 !
35 1 1881,99 | 65 120243
40 187283 |

[
<@

Ln
ot

La s

Pela Figura 4.10, verifica-se que a temperatura Oiima para inveriase
imobilizada em SPC ¢ de 557C. Esse valor esta de acordo com dados da
literatura, que apresentam otimos de temperatura para invertases imobi-
lizadas em vdrios suportes, no intervalo de 35 a 65°C. Para temperaturas
de 15 a 30°C, calculou-se a taxa inicial de reacdo, e para temperaturas
acima de 50°C, calculou-se a taxa média, num tempo igual ac usado em
todo o experimento com {axas iniciais.
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Figura 4.10 - Efeito da temperatura na atividade de invertase imobi-
lizada em S PC

Com o objetivo de se determinar a energia de ativagao da reagao de

inversdo de sacarose com invertase imobilizada em 5PC, foi plotado o

gréfico de InA em fungio de 1/7, Figura 4.11, para a faixa de temperatura

de 15 a 50°C, aplicado aos dados da Tabela 4.7.

A melhor reta ajustada aos pontos da Figura 4.11, com uin coeficiente

de correlagdo 0,9953, é apresentada na equagao 4.21.

17
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1
inA = 19,01 - 357174 - T {(4.21}

onde T é a temperatura absoluta (K.

T(*C}
b 50 55 B0 4% 40 35 30 2% 20 15

4 1 | i ¥ 13 T T * T

8.0L
&
]
7.0F
&
inA

6,0
5.0 1 i ! 1 1 : -

3,0 3.1 3.2 3.3 3,4 3.6

oxi10® (o)
L

Figura 4.11 - Gréfico de Arrhenius: inA4 em funcao de /7, para in-
vertase imobilizada em SPC.

Pela equagao 4.21, a energia de ativacdo da reagdo é de 7.097cal /mol de
sacarose, utilizando uma concentracao inicial desta de 50g/]. Esse valor da
energia de ativacao estd abaixo dos valores encontrados na liferatura para
invertase livre, tais como 7322 cal/mol (23) e 7853 cal/mol (9}, sugerindo
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assim, de acordo com o itern 2.7.5, a existéncia de efeitos difusionais na
reagao.

Com o objetivo de estudar melhor o problema, foram determinadas
as taxas inicials de reagio de hidrélise de sacarose com invertase hivre
e imobilizada. usando uma concentracao inicial de sacarose de 1g/i, a
temperaturas na faixa de 15 a 50°C. A enzima imobilizada usada com a
concentragao inicial de 1g/1, foi de atividade menor do que a usada para
50 g/I. Os resultados sao apresentados na Tabela 4.8.

Tabela 4.8
Taxas inicials de reaciio para invertase livre e nmobilizada, para
5 =1g/l
Invertase livre | Invertase imobilizada
T{C) | A(U/mi) || T(°C) AU/} g)
15 {,4896 15 1401
20 0,5630 § 20 16.86
25 0,8100 24 20,85
30 10560 | 275 23.99
35 1.2271 | 305 26,60
40 1.4770 35 33.83
45 16176 40.5 39.47
50 ¢ 21726 | 50 59,56

A equacdo relacionando In4 em fungio de 1/T{°K}™', para os dados
relativos 3 invertase livre, Tabela 4.8, é dada pela equagao 4.22, com um
coeficiente de correlacdo de 0,993.

1
InA = 13,038 - 3960,69 - (4.22)

Da equagio 4.22, calculou-se uma energia de ativagao de T869 cal/mol
para a hidrdlise de sacarose, com invertase livre, partindo de uma con-
centagao inicial de 1g/l.
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Para a invertase imobilizada, a relacdo enfre ind ¢ 1/T{K} ™}, é dada
pela equacaoc 4.23, com um coeficiente de correlacéo de (0,998,

InA = 16,20 — 3928,9 - L (4.23)
T

Da equagao 4.23, obteve-se uma energia de ativacao de 7807 cal/maol,
para a enzima imobilizada, com uma concentracao inicial de 1g/1.

O resultado de £, obtido para a enzima livre estd muito préximo
daquele obtido por CABRAL (9) para a mesma enzima. O valor de
E, = 7.807 cal/mol para a enzima imobilizada. difere apenas 0.8% da-
quele da enzima livre, sugerindo que, praticamente nao hd resisténcia a
transferencia de massa intraparticula e esse valor pode ser considerado
como a energia de ativacio intrinseca da reacao de hidrodlise de sacarose
com invertase imobilizada em SPC. O fato de que as energias de ativacao
para a enzima livre ¢ imobilizada sao praticamente iguais, sugere, segundo
PITCHER (72). que nenhuma limitacao difusional estd presente. Quando
a concentracao de sacarose nos experimentos foi igual 2 30¢ /!, houve uma
maior diferenca entre os valores de K, para as enzimas livre e imobilizada.
lsso pode ter sido devido a erros experimentais ou porque a enzima imo-
bilizada era bastante ativa. Para o experimento com concentracao de sa-
carose 1¢/l, usou-se também uma enzima irnobilizada de baixa atividade,
PAra que a reagat OCOIresse COIn uIn pequeno gradiente de concentracao
no interior do catalisador. Como a taxa de reacao era baixa. nao havia
limitacao de subsirato para a enzima no interior dos poros. e assim, a
reagao ocorreu num regime cinético.

4.6 - Influéncia do pH na atividade de inver-
tase imobilizada em SPC

As taxas iniciais de reacdo de hidrélise, determinadas de acordo com o
itemn 3.2.9, para a faixa de pH de 3,0 a 6,0 sao apresentadas na Figura 4.12,
na forma de atividade relativa {a}, definida pela relagac da atividade a um
dado valor de pH, pela atividade a pH igual a 4,5, a qual fol a méxima
atingida.
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pH

Figura 4.12 - Influéncia do pH na atividade de invertase imobilizada,
a 40°C.

Pela Figura 4.12, verifica-se que o pH 6timo para a agao de invertase
imobilizada € 4,5, correspondendo ao valor 6timo para a mesma enzima,
como determinado por CABRAL {9). Essa valor do pH étimo da enzima
imobilizada, correspondente ao da enzima livre, sugere um coeliciente de
particdo igual a 1,0 para os lons na solugao e nas particulas porosas.
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4.7 - Estabilidade de invertase imobilizada
em relacao ao pH

A influéncia do pH na estabilidade de invertase imobilizada {oi estu-
dada. incubando amostras da mesma, de atividade conhecida. em solugdes
tampao 1072M, a 40°C, durante 30 horas, a valores de pH variando de
3,0 2 6,0. Apds esse tempo, as amostras foram lavadas com tampao ace-
tato de sédio 107 A, pH 4.5 e determinadas suas atividades a 40°C. nas
condigoes padronizadas. Na Figura 4.13 sao representadas as atividades
relativas, 4/A,, definidas pela relagao entre a atividade apdés 30 horas de
incubacao e a inicial.

Pela Figura 4.13, verifica-se que a maior estabilidade de inveriase imo-
bilizada ocorren a pH 4,5, que corresponde também ao seu pH étimo.
Para esse pH, apés 30 horas de incubagao a 40°C, ndo se verificou perda
de atividade.

Nao foi verificada a estabilidade da enzima imobilizada em relacgad ao
pH na presenga de substrato,

e H

Figura 4.13 - Influéncia do pH na estabilidade de invertase imobilizada
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4.8 - Estabilidade térmica de invertase imo-
bilizada

A influéncia da temperatura na estabilidade da invertase imobilizada,
fol estudada conforme item 3.2.11.

O decréscimo em atividade enzimatica, em func¢ao do tempo, a virias
temperaturas. ¢ apresentado na Tabela 4.9 e Figuras 4.14 e 4,15,

Tabela 4.9

Atividades enzimaiticas relativas. a em funcao do tempo, para a
enzima imobilizada, a diferentes temperaturas.

TFC) th)  w (T(C)| i(h) | e T(C]T k) | a

34 . 0 1,000 36 0 11000 38 0 1,000
4 10,844 2 0,860 .05 0,833
8 0,779 4 0,804 | 1.6 | 0,748
12 0,879 6 0,722 L5 06771
16 0,658 | 8 0,677 2.0 0820
20 10,588 10 0.592 . 3.0 0,588
24 0,587 12 0610 4.0 | 0.600
28

. 0,589 ! 14
32 0,341 :

0.584 | . 5.0 | 0,486

T{(°C) t{mzn) | @ TMCY | timan) : a

CTCY | t{man) a
80v 0 1,000 625 0 1000] 65 | O 1,000
15 | 0,855 15 0,564 2 0,626
45 0,628 30 10,343 4 10,403
65 | 0,547 45 10,156 | 8 0,342
80 | 0,533 60 10,173 8 0,239
95 0,540 75 10,159 | 10 0,171
90 | 0,145

123



Verificou-se para as temperaturas 50 e 52°C, que a atividade enzimatica
decrescia com o tempo até um certo ponto, depois aumentava durante um
perfodo, para depols decrescer novamente. Assim, aplicou-se cinética de
desativacao térmica de 12 ordem para temperaturas a partir de 54°C.

2.3
G, 2k
@ 2 =]
0,1 -
o : ] 1 1 [ ) H L
¥ 1Q 20 E1s) a4 3o 59 o 8o
tf o minl

Figura 4.14 - Atividade relativa a, em funcao do tempo, para as tem-
peraturas: (e }65; (o )62,5; (4 )60°C
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Figura 4.15 - Atividade relativa a, em fun¢ao do tempo, para as tem-
peraturas: {» )58; {o }56; (A )54°C

Para uma cinética de desativagdo de 12 ordem, a variacio de g com {,
é dada pelas equacdes 2.14 e/ou 2.15, item 2.2.6.

Com a finalidade de determinar as constantes de desativagao da en-
zima, nas varias termperaturas consideradas, plotou-se —~Ina em fungao de
t, conforme Figuras 4.16 e 4.17.
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Figura 4.16 ~ —fna em fungao do tempo para as temperaturas:
(#)65; {0)62,5; (A }60°C
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Figura 4.17 - —Inae em fungao de {, para as temperaturas:
(» }58; {c)56; (A )54°C

Verifica-se pelas Figuras 4.16 e 4.17 que a cinética de desativacao de
1% ordem se aplica melhor as temperaturas maiores. Para valores menores
desta, a cinética de 12 ordem aplica-se melhor ao periodo inicial, afastando
para tempos majores, se tornando bem sensivel 2 54"C, onde ocorre apés
16 horas de incubacdo, um aumento na atividade residual.

Na Tabela 4.10, sdo apresentados os valores de ky, calculados a partir
da parte reta das curvas das Figuras 4.16 e 4.17, o coeficiente de correlagao,
r, de —Ina versus { e as meias vidas correspondentes, calculadas pela
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equacao 2.16.

Tabela 4.10

Valores de £; e 1,5, em fungao da temperatura.

T(°CY | ky{min)™* T ty/a{mun) |
54 0,0004214 | 0,985 | 16452 |
56 0,0008211 | 0,9934 | 8442
58 00038797 | 0,988 178.66
60 1 0,0094116 | 50,9968 | 73,65
62,5 | 0,040541 | 0995 ¢ 171
65 0.16085 | 0.0924 | 4,08

Com o objetive de determinar a energia de ativagao da reagao de de-
sativagao da enzima imobilizada. de acordo com a equagao 2.17, plotou-se
~1n ks em fungdo de 1/7. conforme Kigura 4.18

A relagao entre ky(min) ™' e 1/T("K}!, é dada pela equacao 4.24, com
um coeficiente de correlagao de 0,996,

i
Inky = 180,07 — 61.479,05 - — (4.24)

.

cal /mol. Pelas Figuras 4.16 e 4.17, verifica-se que a cinética de 1% ordem é
adequada para descrever a perda de atividade de invertase imobilizada em
silica de porosidade controlada, resultados esses; de acordo com aqueles
obtidos por outros pesquisadores {9,52,69).

Para temperaturas menores que 54°C, ocorreu um decréscimo da ati-
vidade, seguido de um aumenio da mesma, durante um cerio periodo de
tempo, voltando a decrescer depois, sugerindo um mecanismo de desa-
tivacdo em série, como sugerido por HENLEY e SADANA (40,41}, porém
descrever a desativagao nesses casos, por cinética de 12 ordem ¢ mals se-
guro, pois implica numa meija vida menor do que a prevista no modelo de
desativacdo em série.
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Figura 4.18 - ~{nk; em funcao de 1/T("K}!

A invertase imobilizada, obtida no presente trabalho, foi bastante
estivel em relagdo a temperatura, gquando comparada com outros iraba-
thos da literatura {9,52.69). Os tempos de meia vida obtidos com invertase
imobilizada em S PC sao da mesma ordem de grandeza do que aqueles ob-
tidos para a mesma enzima em estado livre obtidos por CABRAL {9).

A energia de desativacho para a enzima imobilizada, igual a 122171
cal /mol, foi também superior aquela obtida para invertase imobilizada
em esferas de alginato de cdlcio {9) e em vidro poreso (69}.

Deve ser ressaltado que o estudo de estabilidade térmica foi conduzido,
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incubando amostras da enzima imobilizada em solugéo tampiao, pH 4.5,
107* M. Segundo MONSAN et al. (63), aestabilidade térmica de invertase
imobilizada é diretamente dependente da concenftracao de sacarose. Em
solughes concentradas ou Xaropes, a enzima se mostrou muito mais estdvel
gue em solugoes dilnidas. Assim, € de se esperar que a enzima imobilizada
em silica. no presente frabalho, apresente estabilidades térmicas malores
que as calculadas, quando em uso para hidrolisar xaropes de sacarose,

No estudo da cinética com enzima imohilizada, que serd apreseniado
em itens a seguir, escolheu-se uma temperatura de trabathe de 40°C, por-
que nessas condigoes, a enzima é bastante estavel quanto a temperatura,
sendo possivel entao considera-la com atividade constante durante os ex-
perimentos,

4.9 - Regeneracao do suporte

Uma porcae de enzima imobilizada em 5 PC foi submetida a pirdlise
a 600°C. conforme item 3.2.12 ¢ a seguir, novamente silanizada e ati-
vada com glutaraldeido, da mesma forma que um suporte novo. Ambos
suportes, regenerado e novo, foram colocados em contato com iguais vo-
lumes da mesma solucac de invertase para imobilizacao. e determinadas
suas atividades. Verificou-se que a enzima imobilizada no suporte rege-
nerado, alcancou 83% da atividade apresentada pelo suporte novo. CA-
BRAL {16}, usou o mesmo procedimento na recuperacao de silica usada
na imobilizacdo de amiloglicosidade. pelo método de metais de transigaon,
conseguindo 90% da atividade conseguida com um suporte novo.

A possibilidade de regeneracao do suporte apds desativacao da enzima
mmoblizada, para posierior reutilizagao. € uma das vaniagens de se utilizar
suportes inorganicos.
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4.10 - Cinética de invertase na forma imobi-
lizada

4.10.1 - Estudo do comportamento do reator de reci-
clo

Apés a montagem do reator de reciclo com lg de enzima imobilizada,
conforme Figura 3.2 e selecionadas as condi¢des de trabalho apresentadas
no item 3.2.15a, procurou-se verificar se o sisterna se comportava como
um reator de mistura. Para tal, usou-se o procedimento de passar um
tracador no sistema. em forma de degrau, conforme item 3.2.14, o qual
consistiu de uma solucio de glicose de concentracao 1.0381yg//

0Os resultados de andlise da corrente de produto sao apreseniados na
Tabela 4.11.

Tabela 4.11

Concentracio de glicose na corrente de produto do reator. em
funcdo do tempo

(s} [ Cle/D) [t(s) [Cla/D)
0 | 0.0000 | 140 | 09314

20 10,1169 | 160 | 0.9550 |
|

740 10,3808 | 180 | 09825
B0 | 0.5867 | 200 | 0.9999
80 | 07172 | 220 | 1,0086 |
100 | 0,8331 | 240 | 1,0260 |
120 | 0,8709

Correlacionando n{z25) em fungéo do tempo, obteve-se um tempo

de residéncia experimental, fexp, = 0,9458 minutos, com um coeficiente de
correlacdo 0.995. Dessa forma, a 1elagdo Tuorico/ Texp= 0.993. Assim, o
sistema pode ser considerado como um reator de mistura ou ('5TE.
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4,10.2 - Influéncia da concentracao do substrato na ci-
nética de invertase imobilizada
4.10.2.1 - Determinacao dos parametros aparentes

Foram realizados dois experimentos no reator de reciclo, conforme item
3.2.15a. com duas enzimas imobilizadas de atividades diferentes, cujos re-
sultados sac apresentados nas Tabelas 4.12 e 4.13. Esses experimentos
foram denominados I e Il Obteve-se experimentalmente a concentragao
de agicares redutores no meio reactonal, para varias concentragoes de sa-
carose na corrente de alimentagao. A partir desses dados. determinou-se
as taxas de reacdo pela equacio 3.7, expressando-as em moliem® cal.s,
através da densidade da particula porosa ou seca. 0,905g/em®, determi-
nada no item 4.4d. As concentracoes de substrato no reator. 5, foram
calculadas pela equagido 3.8 ¢ as concentragoes do mesmo na superficie da
particula. S,, pela equacao 3.10, apresentadas no anexo [

As concentragdes de sacarose na superficie do suporte, S.. calculadas
pela equagao 3.10, diferiram muito pouco daguelas do meio do reator, S,
corforme calculos no anexo 1. Por outre lado, como pode ser visto na
Figura 4.19, nas condigoes de trabalho selecionadas, com uma vazao no
reator de 96 em®/min, a resisténcia 3 transferéncia de massa interparticula
é desprezivel. Assim. na modelagem cnética da reacao. relacionou-se a
taxa, com a concentragao no seio do reator, S;.
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Figura 4.19 - Taxa de rea¢do relativa, em fun¢ao da vazao de cir-
culacdo de solugio reagente através do reator.
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Tabela 4.12

Taxas de reacao ». em fungao da concentracao de substrato na
alimentacio 5,, no reator S, ¢ da concentraciio de frutose F, e
de glicose &, para o experimento /,

S.-10° | 8.10° | G=F Ly 10° ()
{(mol/em?®) | (mol/em®) | (mol/em®) - 10° | (mol /fem®cat.s) |
1,4327 1,0837 3,490 11343
2,8655 = 2.2668 | 5,987 L 1,9460
4.2982 | 3.5223 | 7,759 . 25219
57310 4.8302 9,008 C 29277
71637  6.1542 10,095 32812
85065 | 7.5507 10,458 3.3990
10,0292 89351 | 10,041 . 3.5561
11,4620 | 10,3558 | 11,062 3.5954
12,8047 | 117322 | 11.626 3,7786
14,3275 131568 11,706 . 3,7916
17.1830 | 16,0264 11,666 3.8179
20.0585 18.8830 11,746 3.8571
22.9240 @ 21,7372 11.867 3.8309
25,7805 | 246108 11,787 3.8310
28,6550 | 27.4884 11.666 . 3.7916
420824  41.8803 11.022 38822
57.3009 568528 | 9.572 35,1110
716374 | 70,7608 8,766 2,8492
859649 | 850237 | 9,411 3,0587
100,2924 | 99,5004 | 7,020 2,5743
114,6199 | 1138762 7,437 2.4171
1289474 | 128.2399 7,075 | 2.2005

{*} emn® cal refere-se & taxa de reacio por unidade de volume de cata-
lisador.
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Tabela 4.13

Taxas de reacdo v, relacionadas com as concentracdes de
substrato na alimentacio S, e na superficie do suporte S,. e
com as concentracoes de glicose G e frutose F, para o
experimenio 1I.

8, 10° 5,100 G=F v - 10° |

(moljem®) | (moljem®) | {mol/em®) - 10° | {mol/em®eat.s) |

L 1.,4327 1,208 2,250 0,7307
2.8655 | 2399 4,666 1.5164
4.2082 ¢ 3794 5,047 1.6404
5.7310 3,180 - 5,514 i 1.7921
7.1637 . 8593 5,704 1,8540
85065 | 7984 6.129 1.9919
10.0292 | 9,395 6,341 2,0608
11,4620 10,813 | 6,489 2.,1091
12.8947 | 12,235 6,595 2,1435
14,3275 | 13645 6,828 2.2193
17,1930 | 16,527 6,659 2.1642
20,0585 19,359 6,998 2,2746
22,9240 | 22237 6,871 2,2331
25,7805 25,115 6,744 2.1918
28.6550 . 28070 5,853 1.9023
429824 42387 5.959 1,9368
57,3099 | 56,737 | 5,726 -' 1,8610
716374 | 71,112 5,259 1,7093
85,9649 85,507 4,581 1,4889
100,2024 99,881 | 4,114 1.3372
114,6199 114,295 3,245 1,0546
1289474 | 128,648 2,980 0.9719

Normalizou-se os dados de taxa de reagao em fungao de concentragao
de substrato na superficie do suporte, na forma de Lineweaver-Burk, para
os experimentos I ¢ II, com a finalidade de se obier os parametros apa-

135



rentes. Observou-se que o modelo de inibigao pelo substrato foi adequado
para descrever a cinética da reagao, em termos de parametros aparentes,
sem necessitar de um fator de corregao, como ocorreu com invertase livre,
porém os coeficientes lineares nao foram exatamente os mesmos,

Corm a finalidade de obter os pardmetros cinéticos do modelo de inibicao
pelo substrato. V,,, K, e K, fol usado um método iterativo, através de
um programa de computador, aplicado as equagoes 4.25 e 4.26, onde o
critério de parada foi a igualdade dos valores de 1/V,,, para as faixas de
baixas e altas concentragoes.

1 i ol b Ko
v Ve Ko ]V Wy

{4.25)

1 K, 1 1 1
e .5, 4,
[U i'fm > :l i’fm . ‘fmffi ‘ (4 26]

a7
) procedimento usado ¢ apresentado a seguir:

a) Inicialmente. graficou-se os dados de v e 5, na forma de Lineweaver-
Burk. desprezando o segundo termo do prunetro membro das equagoes
4.25 e 4.26. Com isso. obieve-se valores aproximados de { i, /1), )}*F

e (1/V, K™

b} Com (1/V,, A;}* obtide no item a. e com a equagao 4.25, obteve-
se novos valores para (K, /Vp,)™ e {1/V,}". Com esse valor de
(K / V). e com a equagao 4.26 obteve-se novos valores para (1/1,, K )%
e (1/V,.)%.

Continuon-se o procedimento até que se verificasse a igualdade dos
valores de 1/V,, obtidos para as faixas de baixas ¢ altas concentragdes.
Esse procedimento fol aplicado, separadamente, aos experimentos [ e Il
correspondenties, respectivamente aos dados das Tabelas 4.12 e 4.13.

Os valores dos parémetros aparentes obtidos sao apresentados na Ta-
bela 4.14.
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Tabela 4.14

Parametros cinéticos aparentes relativos aos experimentos I e I

| Parametro Experimento 1 | Experimento IT |
P K., 10°{mol jem®) 4.3003 3,6250

Vi - 10°{mol fem® cat.s) 5.6558 3,1250

K, - 10*{mol/cm®) 8,7335 8.7335

Assim, o modelo cinético de hidrolise de sacarose, em termos de parameiros
aparentes, ¢ apresentado na equagao 4.27 para o experimente |

S,
14,3008 - 1075 + S, + 52/8,7335 - 104

v = 5,6558 - 107" {4.27)

Uma comparagao entre os resultados experimentais e os calculados pela
equacao 4.27 é apresentada na Figura 4.20.
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Figura 4.20 - Comparagao entre os pontos experimentais e os deter-
minados pela equacao 4.27, em termos de pardmetros
aparentes. A linha cheia representa o modelo e os pon-
tos representam resultados experimentais.

Para o experimento II, o modelo cinélico em iermos de parametros
aparentes ¢ dado pela equagao 4.28,
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S,

y=3,125-107°¢ . : 4,28
v 159 3,625 - 105 + 5, + S¥/8,7335 - 10~ (4.28)

A comparagao entre os dados experimentais e os previstos pela equacao
4,28 é apresentada na Figura 4.21.

A cindtica da reacao catalisada por invertase imobilizada se ajustou
bem ao modelo de inibicio pelo substrato. sem a necessidade do fator de
correcio f{S). como pode ser visto pelas Figuras 4.20 ¢ 4.21.

139



x 10

mal

i

o] ! ! i i L H 5 ! H 1 i

i

10 20 30 40 50 80 7O B0 30 100 110 120

sg x 10% [ mol
om*

Figura 4.21 - Comparagao entre pontos experimentais e determinados
pela equacio 4.28, em termos de parametros aparentes,
A linha cheia representa o modelo e 0s pontos represen-
tam resultados experimentais.
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4.10.2.2 - Determina¢io dos parametros cinéticos intrinsecos

Qs parémetros cinéticos intrinsecos sao relacionados aos aparentes,
para a faixa de concentragOes em que a reagao segue cinética de 12 ordem,
de acordo com a equagdo 4.29 (9).

° -1+ 3(-&)'” L 4.29
oA 3 Des ( - )

onde:

¢ = modulo de Thiele para cinética de 12 ordem. em termos de
parametros intrinsecos

I

T

= R\/ m {4.30}

R = ralo do suporte, igual a 0.023 em
D,, = difusividade efetiva do substrato no suporte

Como sera assinalado no item 4.10.4, nao foi possivel a determinagao
de IJ.., conforme iterm 3.2.17. Assim, este fol estimado pela equagao 4.29
aplicada aos dados dos experimentos 1 e II. do item anterior, da qual
obteve-se os valores (V./ K},

Para o experimento. i, tem-se que:

P 1 {0,023)*
=1+ -{0,13152}—— 4.31
om0 " (4.31)
E para o experimento II:
b2 1 {0,023)*
=1+ -3, 086207} - 4.32
tanh ¢y 3{ ) D, { )

onde:
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f U
[5,6558 - 10~
o \/ K'm. : Dr:s (43 )

/3._ 125 - 10°°
A\" }{m ) D,,‘!

Das equagdes 4.33 e 4.34, obteve-se a relagao entre ¢; e ¢, dada pela
equacao 4.35.

¢:=R (4.34)

Nas equacoes 4.33 e 4.34, considerou-se que {V,,)* seja igual a (V)™
Isso de fato se verifica, pois a iaxa maxima de reagao é alcancada em pre-
senca de altas concentragdes de substrate, nao existindo assim. limitacoes
de difusao, pois com uma taxa de reagao baixa. e alta concentracao de
substrato, praticamente nao ha gradiente de concentragac no interior do
suporte,

O procedimento para determinagao de D,, e de {K,, '™, consistin em
atribuir valores a I,,, ¢ calcular ¢, pela equagao 4.31 ¢ o, pela 4.32 ¢
compara-los, até que ¢,/¢: se aproximasse de 1,345, dado pela equagao
4.35, conforme Tabela 4.15.

Tabela 4.15

Determinacdo de D, pelas equacoes 4.31. 4.32 e 4.35.

'D,. 10° [ ¢/ tanh ¢y | ¢1 | ¢2/tanhoy | &y | &1/
{em/s™) | |
0,10 24,19 24,19 16.2 16,2 1 1,49
0,20 | 12,59 12,59 8.6 L 86 | 446
0,40 6,80 6,80 4,80 | 4.80 1 1,42
0.60 4,88 4,86 | 3,53 3,531 1,37
0,70 431 431 3,17 13161 1.36
075 | 4,082 4,00 | 3,03 3021 1,35
0,80 3,809 {3,806 2,90 2,001 1,34
.00 ¢ 3319 3,310 252 12,500 133
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O valor de D., caiculado pela sequéncia apresentada na Tabela 4.15,
que implicou na maior aproximacao da relagao entre ¢ e ¢, dado pela
equagao 4.35, foi igual a 0,75 - 107° em?/s.

Da Tabela 4.15, para D, = 0,75.10 %cm*/s, obteve-se ¢; = 4,09.
Com esses valores de D,. ¢ ®; na equacao 4.33, obteve-se um valor de
(K™ = 2.3847.10 % mol fern®

Portanto, os parametros intrinsecos da reagao de hidrodlise de sacarose
por invertase imobilizada em SPC, nas condigoes dos experimentos [ e 11,
sao apresentados na Tabela 4.16.

Tabela 4.186

Parimetros intrinsecos para a reacdo de inversido de sacarose
com invertase imobilizada.

. Parametro Experimento 1 | Experimento II |
K, - 10°(mol [erm?) 2.3847 23847
Ve * IOG{mol_fcmzcat.s) 5.8558 3.1250

K10 mel/em®) | 81335 8.7335

O valor de K; aparente foi considerado igual ac intrinseco. uma vez
que a inibicdo pelo subsirato comega a ocorrer a valores altos para sua
concentracao. e assim. nio existe interférencias difusionais na sua deter-
Minacao.

A difusividade efetiva de sacarose no suporte, de 0,75 x 107 ¢m*/s. de-
terminada anteriormente, a 40°C, coincide com a difusividade de sacarose
em solucao a diluicio infinita, calculada pela correlacac de Wilke-Chang,
4 mesma temperatura {22}.

4.10.2.3 - Comparacio dos parametros cinéticos intrinsecos, sem
levar em conta a presencga de produtos de reagio

Para comprovar a validade dos parémetros cinéticos intrinsecos apre-
sentados na Tabela 4.16, testou-se os dados experimentais relativos aos
experimentos I e {I, calculando a taxa global de reagao, através de um
programa computacional, anexo II, utilizando-se do método das diferengas
finitas e do método de Runge-Kutta.
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0 modelo cinético considerado foi o de inibigdo pelo substrato e desprezou-
se a presenga de produtos. O modelo cinético para a reagao com invertase

imobilizada, associado ao balan¢o de massa no interior do catalisador, ¢
dado pela equagao 4.36.

¢S 245 Va/De.-S (4.36
&t 7 dr Ko+ S+ 8K -36)

onde:

5 = concentragao do substrato

r = posicao radial no interior do suporte

D.. = difusividade efetiva da sacarose na matriz de enzima imo-
bilizada. igual 2 0,75.10 % em? /s,

As taxas globals de reagdo apresentadas nas Tabelas 4.17 ¢ 4,18, para
os experimentos | e 11, respectivamente, foram calculadas a partir do gra-
diente de concentracio de subsirato na superficie do suporte (T'C'G), pelo
método das diferencas finitas e pela integracao sobre o perfil de concen-
tracao no interior do suporte (T C T}, pelo método de Runge-Kutta.
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Tabela 4.17

Taxas de reacio em mol/em®eat.s, em funcao da concentracio de
substrato em mol/cm®. S, = concentracio experimental de
sacarose na superficie da particala.

[ 8. 10° 1 S{By-10° | S(N} 108 T TCT 10 1 TG -10° | TA-10° | TE 10°
18302 | 15749 4,8344 3,2034 3,2034 ! 20080 | 29277
65,1542 ' 23765 6,1574 | 35471 | 3,5471 . 3,1973 3,2812
7,5507 13,3656 7.5475 | 3.7973 23,7974 1 34150 1 33000
89351 = 4,4675 89324 39875 39675 | 35712 7 35,5361
10,3558 ¢ 5,6026 | 10,3596 ©  4.0853 4,0853 | 36876 . 13,5054
117322 0 69249 ¢ 117236 ¢ 41592 1 41895 ¢ 17679 ¢ 37TR0
13,1569 © 82607 | 151511 ¢ 4.2078 4,207% ¢ 1E27R . 17916
16,0264 | 11,0437 16,0250 ¢+ 4,2456 4,2456  © 3.8956 1 3.8179
18,8839 | 13,8924 | 18,8837 . 42351 1 42351 1 3.85160 : 3.8571
21,7372 1 16,7609 217222 ¢ 4,1977 4,1976 1 39005 ¢ 38300
24,6108 | 19,7030 24,6082 ©  4,1436 4,1437 1 5.8831 & 53,8310
27 ABB4 22,6488 27,4845 | 40804 4.0808 : 38444 | 37915
41,8803 | 37,4506 41,8666 13,7242 5,7243 | 3,5749 1 35822
56,3528 | 52,3241 | 56,3353 . 3,3862 | 35,3858 1 32856 | §,1110
70,7608 1 67,0810 70,7440 13,0045 3,0947 ¢ 30232 . 2,84902
85,0237 | 81,6405 85,0056 . 2,8472 2.8481 27945 | 13,0587
99,5004 ;96,3758 99,4006 28316 | 2,6342 | 235915 | 2,5743
113,8762 | 116,0740 | 113,8620 | 2.4468 24458 24154 24171

UY8,2300 | 125,5300 ¢ 128.2300 © 22855 1 22826 | 12607 . 12095

onde:

3{0) = Concentragio de sacarose no cenvro de particula, calcnlada pelo perfil
de concentragao

S{N} = concentragio d¢ sacarose na superficie da pareiculs, calenlada pelo
perfil de concensragio.

TCJT = taxa de reacio calculada pela integragio sobre o perfil de concen-
tracio.

TC = taxa de reacdo calculada pelo gradiente de concentragio na superficie
do suporte.

T A = taxa de reagao calculada pelos parimetros aparentes

TE = taxa de reagio experimental
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Na Figura 4.22 é mostrada nma comparagao entre os pontos experi-
mentais e os calculados para as taxas de reagao em fungao da concentragao
do substrato na superficie do suporte, para o experimento 1.

8 H ] 1 b b J I ! ] 1 1 i 1

0 10 20 30 40 30 60 70 80 230 100 MO 120 130

Sg x 10° ( moi )
cme

Figura 4.22 - Comparacdo entre as taxas experiementais, representa-
das por pontos e as taxas calculadas, TCT ou TCG.

Verifica-se pela Figura 4.22 que nao houve bom ajuste entre as taxas
experimentais e as calculadas, para a faixa intermediédria de valores de 5.
Para baixas e altas concentracoes, o ajuste foi bom.
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Tabela 4.18

Taxas de reacido em mol/cm’cat.s em funcdo da concentragao de
substrato. em mol/ecm®, para o experimento II.

5105 T S{0} - 10° [ S{N) 107 [ 70T 10° 1 TCG 10 1 TA-10° | TE - 16° |
3,704 1,9607 3,7047 17035 1,7035 1,5635 1,6404
5,180 3,0229 51804 | 1,9390 | 1,9890 ¢ 17765 1,7921
6,593 | 4,2212 6,5085 | 2.0942 2,0943 | 19232 | 1.8540
T.084 | 54859 8862 | 21033 . 24,1933 2,0222 ¢ 19910
9,395 | 67795 | 93964 . 2,2503 2,2302 ¢ 2,0026 1 20608
{10813 ¢ B.1267 10,8071 23016 23016 | 21416 ¢ 21091
712,235 1 55107 ¢ 12,2818 23278 1 Q23278 2.1435
13.645 | 108984 | 13.6437 | 23419 | 2.3421 2.219%
16,527 | 13,7666 | 165264 | 2,3469 | 2.3407 2.1642
19850 © 16,6106 | 193501 | 23323 | 23322 2.2746
32237 | 19,5157 | 22,2366 23062 12,3062 2,2331
25,115 22,4290 25,1114 | 22735 . 22730 2.1018
28,070 | 25,4274 280676 | 2,2359 i 2,2359 1,9023
43387 1 39.9727 | 42,3817 | 20400 | 20400 L 1,9468
56,787 ¢ 54,5384 | 56,7284 | 18577 ¢ 1,8566 © 18238 . 1.8610
T1.112 ¢ 60,1015 | 711068 | 16994 | 17010 . 16755 . 1.7003
85,507 | 83,857 85,5008 ¢ 1,5635 1,564 | 1,5460 | 1,4880
99,881 | 98,1705 99,8819 | 1,4460 | 1,4852 © 1,4335 : 1,3372
114205 | 1127050 | 1142050 & 1.3456 | 1,3540 © 1,352 b1.0546
128,648 | 127,1630 | 1287380 1.3577 11,2557 o 1,2484 © 09719

Na Figura 4.23 é apresentada uma comparagao entre as taxas de reagao
obtidas experimentalmente e aquelas calculadas, baseando-se no perfil de
concentracao no interior das particula de enzima imobilizada ou no gradi-
ente de concentracio na superficie do suporte, para o experimento L
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Figura 4.23 - Comparagao entre taxas experimentais. representadas
por ponios e as taxas globais calculadas, representadas
pela linha cheia, para o experimento il

Novamente, verifica-se pela Figura 4.23 que nao houve bom ajuste entre
as taxas calculadas e as experimentais, porém os valores calculados estao
mais proximos dos experimentais, quando comparados com a Figura 4.22,
para o experimento L

Pelas Figuras 4.22, e 4.23, verifica-se que nao houve ajuste entre os
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pontes experimentais e os calculados pelos modelos para a faixa de con-
centracoes onde as taxas de reaces sao mais elevadas, sugerindo assim,
que esteja ocorrendo inibigao pelos produtos da reagao.

4,10.3 - Influéncia da concentragao de glicose e frutose
na cinética da reacdo com invertase imobili-
zada

a) Inibigao por frutose

As taxas de reacdo de hidrélise de sacarose. por invertase imobi-
lizada em SPC. em presenca de frutose, foram obtidas conforme item
3.2.15b e apresentadas nas Tabelas 4.19 a 4.22, as quais apresentam as
taxas de reacdo obtidas experimentalmente, em presenca de frutose. F' =
concentracao de frutose; €, = variagao da concentragao de aglcares redu-
tores, devido a reacio: S, = conceniragao de sacarose na alimentagao; S,
— concentracio de sacarose na superficie da particula.

Tabela 4.19 - F = 3¢/l

FS.(g/l) I Crig/l) | v 10%(meljem® cat - s) | S, - 10°(mol [em®) |
4,9 | 1,0729 | 0,9666 1,1347
9.8 | 20588 | 1,8549 2.2936

196 31317 | 2.8215 48611

294 36828 ¢ 3.3181 75735
302 | 4.0887 | 13,6837 10,3262 |

[ 490 | 43207 | 3.8927 13,1273

Tabela 4.20. F' = 10g/{

CSg/0) 1 Crlg/l) | v-10%mel/em’eat -5} | S, - 10%(moljem’} |
4,9 11,0438 0,9405 | 1,1428
9.8 1,9718 1,7765 2,3178
19.6 2,9867 2,6936 4,9005
20,4 3.4507 3,1000 7.6379
39.2 3,5667 3.2135 10,4712
490 | 6,3505 57915 12.5634
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Tabela 4.21 - F = 20g/I

LS, {g/h) | Crig/l) | v-10%(mol/em™cat - 5} | S, - 10°{mol fem®) |
4,9 e — e
9.8 | 1,6520 1,4891 2,4084
19.6 2.5228 22729 5,0302
204 | 2,0313 26400 77823
39.2 | 3.7118 | 3,3442 10,4300
490 | — — —
Tabela 4.22 - F = 30¢/{
DS g/0) TCrlg/l) | v - 10%(moliem®eat - s) | S, - 10°(moliem?) |
4,9 . 08577 ¢ 0,7728 1.1945
9.8 | 14789 | 1,3324 2,4839
196 ¢ 2,7403 2,4689 4, 9698
204 | 3.3058 | 39783 7.6782
592 | 5.4363 3.0959 10,5074
49.0 3.9558 ¢ 3.5640 13.2286

Correlacionando os dados de taxa de reacao. em fungac da concen-
tragao de sacarose na supertficie da particula, na forma de Lineweaver-
Burk, para os dados das Tabelas 4.19 a 4.22, obteve-se valores de K. ¢
Vo, apresentados na Tabela 4.23. Como os valores de V,,, diferiram pouco
para as concentragbes de frutose usadas no experimento, usou-se o valor
médio das taxas maximas obtidas.

Segundo REGAN (78}, o método de Lineweaver-Burk é impreciso
para a determinagao de V,,, sendo porém, adequado para obter a relacao
{K,,/Vy) aparente. Como no caso presente, os valores enconirados para
V., foram préximos, optou-se por tirar a média entre eles e corrigir o valor
de K:n encontrado, pela equagao 4.37, de modo a manter a relagdo K, /V,,
aparente constante.

i ¢ Vm
(Km) = Kmab '

(4.37)

7
v mobs
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onde:

Vi, = taxa mdaxima media
K, = constante de Michaelis-Menten obtida pelo grafico de 1/v
em fungao 1/5;

Vet = taxa maxima de reacdo obtida pelo mesmo procedimento

K, = constante de Michaelis-Menten corrigida

Tabela 4.23

Valores de Ve Vins A € A, para o caso de inibicdo por

frutose.
FoooKk L 1087 K105 Ve 100 ¥, 108
(g/1) | (mol/em®) | (mol/em®) il {mol/emeat - s}« {mol/cm cat - s)
5 | 5,84 | 5580 5.989
10 . 6420 5930 6,310
20 5030  6.096 5,240 5,8285
30 . 1.167 - 7.839 5,775

Pelos resuitados apresentados na Tabela 4.23. a inibicao da {rutose
saobre invertase imobilizada, pode ser modelada segundo a cinéiica de
inibigdo competitiva. Assim, K, é dada pela equagao 4.38.

F
14—

K =K.
m KF

(4.38)

onde: K,, = constante de Michaelis-Menten na auséncia de inibidor

Ky = constante de inibicdo por frutose

Um grafico dos valores de K:n em funcaoc de ¥, para os resultados da
Tabela 4.23 é apresentado na Figura 4.24, com o objetive de determinar
o valor de Kp aparente.
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Figura 4.24 - Determinagao de Kp a partir da equagao 4.33.

Da Figura 4.24 determinoun-se um valor para Ar igual a 3,1022- 101
mol jem®(55,84¢g/1}, COMBES e MONSAN (20}, trabalhando com inver-
tase livre, obtiveram um valor para Kr igual a 41,4g/l, e o modelo de
inibicdo competiva foi o gue melthor se ajustou a seus dados experimen-
tais. Com invertase imobilizada, nio encontramos na literatura, nenhum
trabalho tratando de inibicio pelos produtos da reagao.

O modelo de inibicao competitiva, dado pela equagao 4.38, gque mosira
a variagao de K:n com a concentracao de frutose, ajustou-se bem aos dados
experimentais, como pode ser visto na Figura 4.24.

b) Inibicao por glicose

As taxas de reacao de hidrélise de sacarose em presenca de glicose,
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obtidas pelo mesmo procedimento gue em presenca de frutose, sao apre-
sentadas nas Tabelas 4.24 a 4.27, nas quais & representa a concentracao
de glicose.

Tabela 4.24 - G = 5¢/i

S.{g/1y | Crig/l) | v -10%mol/cm cat.s) | S, - 10°{mol/cn”)
4,9 | 1.2759 1,1496 1,0783
9,8 | 20209 1,8289 2.3016
196 | 3.0738 | 2.7693 48772
204 | 34218 | 23,0829 7.6460
39.2 40017 | 3.6053 10.3504
490 | 4,1467 | 23,7360 13.1756

Tabela 4.25 - G = 10¢/!

S/l Crig/l) | v 10°(mol/emPcat.s) | S, - 10°(mol/em®) |
49 | 1,1599 ! 1,0450 1,1185
9.8  1,7399 1,5675 2.3822

106 . 26388 | 2.3774 4.9980

294 | 29868 2.6910 7,7668
39.2 © 3.9147 | 3,5269 10,3624
49,0 4.2047 | 3,7883 12,1456

Tabela 4.26 - G = 20g/!

Solg/l) T Crig/l) | v - 10%(mol/emcat.s) | S, - 10°(rnol fem”) |
4,9 1,0328 0,9606 1,1458
9.8  1,5048 1,4368 2,4225
19,6 | 2,4038 2,2468 5,0383
294 | 2,7548 | 2,4820 7,8312
39,2 | 3,1608 | 2,8477 10,5840

| 490 | 3,1318 | 2,8216 13.4575
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Tabela 4.27 - G = 30¢/

L Salg/l) | Crig/l) | v-10%moljemP®eat - s} | 8, - 10°(mol jem?)
4.9 ,6087 08187 ' 1,1803
9.8 1,4799 | 1,3333 2,4544
19.6 2,1313 1,9202 5,15480
204 | 2,4665 2,2222 7,9113
39.2 1 25228 2,2729 10,7612
49,0 | 2,9900 2.6038 13,4969

Os dados de taxa de reacao em funcgao da concentragao de substrato na
superticie do suporte, foram correlacionados na forma de 1/v versus 1/8,,
obtendo os valores de K, e V,_ ,, apresentados na Tabela 4.28. Como
os valores de KA, diferiram muito pouco para as varias concentracoes de
glicose usadas no experimento, optou-s¢ por usar a meédia dos valores
obtidos, Da mesma forma que para frutose, para manter constanie a

relagac K, /V,y, corrigiu-se os valores de V,,, conforme equagao 4.39.

(4.39)

onde:

. . ;o b for
V. é a constante de Michaelis-Menten média e V| é a taxa mdaxima de
reagao corrigida

Tabela 4.28
Valores de K, Vines © V,:,L para inibicdo por glicose

G | Ko - 10° Vo105 | v, - 10b Ko
{(g/1) | (mol/cm®) | {mol/em3cat.s) | (mol/emPcat - s} | (mol/em?)
5 3,22 4.50 4,682
10 3,47 4,20 4,055 3,35
28 3,30 3,08 3.634
30 3,41 3,18 3,129
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A partir dos dados da Tabela 4.28, foi proposto um modelo de inibicio
nao competitiva da glicose, na reagao de sacarose por invertase imobilizada
em SPC. Assim, a méxima taxa de reacac é dada pela equacdo 4.40,

) V,
Vi = e 4.40
1+ G/KG ( )
‘Tomando as inversos, na equagao 4.40, vern:
i i 1
T B o o e (] {4.41)

Vi Ve Kg-Vn

U grafico de 1/V, em funcio de &, para os dados da Tabela 4.28, ¢
apresentado na Figura 4.25. com o objetivo de determinar o valor de K,
aparente. segundo a equagao 4.41, obtendo um valor para Ky = 2.5210 -
107 mol /cm®.

]

1 | i i X, 1

Q 5 1 15 20 . 28 30
g {9/ 11

Figura 4.25 ~ Determinaciao de K¢
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4.10.4 - Comprovacao dos parametros cinéticos in-
trinsecos considerando a inibicdo pelos pro-
dutos da reacio

Foram calculadas as taxas globais de reagio com invertase imobilizada,
por uIn programa computacional, utilizando-se do método das diferencas
finitas e do método de Runge-Kutta de 4% ordem, apresentadas no anexo
ii, levando em conta a inibigao pelo substrato ¢ pelos produtos da reacao.
Os perfis de concentracao de substrato e produtos, no interior da matriz de
enzima imobilizada, foram determinados pelo método das diferencas fini-
tas. No calculo das taxas de reacao, foram usados os parameiros cinéticos
intrinsecos V,, ¢ K,,, obtidos no item 4.10.2.2, K7 e A obtidos no item
4.3.10. a difusividade efetiva de sacarose no suporte [1,,. calculada no
item 4.10.2.2 e a difusividade efetiva dos produtos D,,, {oi considerada
aquela em solucdo diluida. 0,88 - 10 %em? /s, calculada pela correlacio de
Wilke-Chang, a 40°C {22).

0 modelo cinético no suporte, contendo a enzima imobilizada fol escrito
na forma da equacao 4.42

5) = Vin 5 (4.42)
W)= 056K Kall s F/Er) - S+ 55K, 4

(O balanco de massa. para ¢ substrato e o produto. no interior do
suporte € dado pelas equacoes 4.43 e 4.44, respeciivamente.

2S5 2dS  (Va/D.) S (.43
drt rdr (14 G/Kg) Kall + F/Kp)+ S+ 5%/K, '
EP 2dP  (Va/Dy) s

. _ , 4.44
drt  r dr (14 G/Kg) Knll+ F/Kr)+5+ S*/K; (4.44)

onde:

S = concentragao de sacarose mol /cm®

i

P = (G = concentracio de glicose (mol fem®)
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P = F = concentracio de frutose {(mol/cm®)

D,, = difusividade efetiva de sacarose no suporte {em”/s).

D., = difusividade efetiva de glicose ou frutose no suporte {cm?*/s)
Koy Vo Ky, Kg ¢ Kr sao as constantes cinéticas {mof /em?).

Na equagac 4,42 {oram consideradas inibigao competitiva por frutose
¢ nao competiva por ghicose, juntamente com a inibicde pelo substrato.
para descrever o modelo cinético.

Somando as equagoes 4.43 ¢ 4.44. e integrando de v = 0 a r = r,
sujeitas as condigoes de contorno. de fluxe zero no centro das particulas,
ou seja, d5/dr = dP/dr = 0, para r = 0, obtem-se a equacho 4.45,

dP D d5 dpP dS (4,45
—_— e b 1] —— = e —_ =
ar = D, dr O dr T % 4.45)
onde:
=~ D 4.48
& = D‘?p ( " )J

As taxas globais de reacao forarm entao calculadas a partir do gradientie
de concentracao de sacarose na superficle do suporte, pelo méiodo das
diferencas finitas, conforme equacao 4.47.

3 ds |
“é M I)es " E; . (447)

T =

As taxas globais de reagdo foram também calculadas, por integragao
numeérica sobre o perfil de concentragao, pelo método de Runge-Kutia de
43 ordem, segundo a equagao 4.48.

3 re=f .
Y{global} = "}“{“gfr v(8) - ridr {4.48)

=t}
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s valores das taxas globais de reacao calculados pelo gradiente (TCG)
e pela integragio sobre o perfil de concentracio de sacarose (T'CI) sao
apresentados na Tabela 4.29 para o experimenio | e 4.30, para o experi-
mento II. Nelas sao também apresentadas as concentragoes de substrato
na superficie da particula de catalisador, obtida experimentalmente S,, e
no centro e na superficie da mesma, S(0) e S{N}, calculadas pelo perfil
de concentracao, bem como a concentragao de glicose ou frutose, repre-
sentada por P, obtida experimentalmente ¢ aquela calcutada pelo perfil de
concentragdo, na superficie do suporte, P{N}.

Tabela 4.29

Taxas de reacdo em meof/em®caf - s, experimentais {TE) e
calculadas (TCI! e TCG), em fungao da concentracido de
substrato e produte, em mol/em®. Experimento 1.

& 10T S{0)10% 1 F{NY- 00 P10 ) PINTIOY | TE-I0° 3 TOT Y 1 TO0 - 0¥
4,8302 18674 48258 §.007V8 &, 0453 289277 1.9536 2.9536
G,I542 ! 27908 1 (,1586 10,085 10578 13,1812 328760 0 32TV
75507 1 5.8778 75528 1 10458 | 10,4393 | 33090 ¢ 34440 1 34440
£.985: | 50872 50440 ¢ 10041 7 10,8652 ! 5,850 35811 ¢ §.581
10,8558 | 63167 10,3830 1 10062 | 11,0858 :  3,0854 306786 ¢ 38758
11,7822 17,5997 11,7305 ¢ 11,626 | 11,6399 1 37786 | 7308 . 37308
13,315G7 | 30550 13,1506 11,706 1 11.7132 37016 1 3770 3.7711
16,0364 ¢ 11,9522 © 16270 11,6806 11,6642 | 38179 38067 33,8065
18,8830 ¢ 145948 | 18881} 11746 11,7719 ¢ 38571 2.7086 . 3.7D86
21,7372 1 174876 1 D17EST 0 11 BGY ¢ 117000 1 38309 3 7000 LRI
746108 1 10,3086 | 246980 | 11.787 | 11,6388 ¢ 33310 1 37273 1 3 YIVY
27 48x4 1 28.825¢ ;. 27R055 ¢ JL.G6G 1 115251 . B.7016 1 3.06VER . G.6TT0
PO41,8R08 | A8.0205 1 A1E947 ¢ 11022 ¢ 100000 ¢ 25823 1 B3R4D 0 33848
{TRG,3528 | 52,8067 56,3650 GETIT § ,460] N 1A Y 10 3. 1008
iOTO 7008 37,4909 T8 87661 | 56642 ¢ 1843 2.8624 28631
83,0237 82 0058 £5,034% 94306 1 D320 30687 26372 1 2,G370
94,5004 94,6842 99,5145 70208 ;78304 35743 | 2,45B% ! 24811
$13,87G2 1 1331,1350 1137700 7,4369 83491 ¢ I 4171 22838 1 22876
128,2390 § 125,6670 138,1410 | 70747 L 70307 1 22085 23457 02,1467

Na Figura 4.26 é apresentada uma comparagao entre as taxas de reagao
obtidas experimentalmente e aquelas calculadas, pelo gradiente na su-
perficie do catalisador ou pela integracdo sobre o perfil de concentracao
de substrato, no interior da particula. Nesses cdlculos, considerou-se a
presenga de produtos de reagao no meio,
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em*
Figura 4.26 - Comparagao entre as taxas experimentais, represenia-

das por pontos e as calculadas. representadas pela linha
chela.Experimento L

O modelo cinético obtido para o experimento I, é dado pela equagao
4.49, para 5, G e F em mol [cm®,

3 o=

5,6558 - 107° g
1

! £ ) i — F . - P {4-49)
(L+ semmaoes) 2,3847 - 107° (1 + gy T 5 + g
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Tabela 4.30

Taxas de reacdo em mol/emP®eat - s, experimentais {TE) e
calculadas (TCI e TCG), em funcio da concentragio de
substrato e produto, em mol/em®. Experimento 11,

C 5. 107 | 510)-10° | S{NY 10° TP-10% 1 PINY 10 | TE 0" | TCT . 10° TOG - 10F
PBTo4 20788 37952 5,047 50371 . 1.6404 THA188 | 1,8100
T 180 3 1563 5, 1851 55138 1 54711 1,7921 1,844 ¢ 1 8334
4 508 4.4047 6.5018 57044 1 57181 18640 19723 19728
7.983G 56747 ¢ T,0B34 | 65,1286 | 56,1315 1 19910 20600 | 1.0800
98052 . 7.0087 | 0A3D55 | ©,5406 ¢ 6,3386 20608 1 T101 ¢ 11193
YOI0B1E ¢ 38744 ¢ I0BIIZ ¢ G,4802 1 84099 1001 | 2182 ¢ 21583
PO12.235 1 0 TBOY 1 122420 ¢ 63030 1 653376 TH436 1 21817 1 2187
{13645 | 11,1489 { 13,6520 GA283 1 G7GBE 12,2103 24833 ¢ =13l
POIRG2T 1 L4.017Y 0 16,5327 G5E8G @ 65008 21642 22008 72,2907
19850 | 16,8546 § 193641 © 5,8081 | 0853 32746 2ABGU | 2,186
22,237 1 19,7529 22,2417 GATOR | L8R ¢ .28m Li64h 0 71048
25,118 126887 1 25,1106 6,7436 | 67073 ¢ 31018 21367 0 21371
28,070 25,6420 48,0747 55531 | 58178 1,9023 DEL06 1 21108
43,587 1 40,1588 42,3004 50580 | 50208 10868 1 19371 1.93%8
i 56,737 54,6514 50,6022 S72h8 1 61074 ¢ 18810 ¢ 1042 ¢ 17638
{71312 GD,I92 ;71,0700 52502 | 5.6248 1,7063 16308 11,8207
i 85,507 7206 1 35 46062 4 GROE | 49275 1, 4R8Y 14983 1,4984
{09,831 GE2IRE 1 00,8427 41142 1 4.4308 1.2872 % 159156 | 1,3038
114,295 | 1127490 114,262 ¢ 32247 | 3.5512 10546 1,5008 L 13032
P 118648 | 127,19490 1286110 ¢ 20004 | 22761 13,6714 17188 | 12144

Na Figura 4.27 sao comparadas as taxas experimentais de rea¢ao, com
as calculadas, para o experimento 1L
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Figura 4.27 - Comparagac entre as taxas de reagao experimentais, re-

presentadas por pontos, com as calculadas, representan-
tes pela linha cheia.

O modelo cinético para a inversao de sacarose por invertase imobilizada

em SPC, aplicado aos dados experimentais obtidos no experimento II é
dado pela equagio 4.50, para §, G e F em mol/em®,
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3,125 -10°¢ Y
i

; 3 : ” - F » &%
(1 E 2,2521-10—4) 2,3847 - 10 5{1 + 3,1022-10"4) +5+ £.7335.10-<

=

(4.50)

Verifica-se pela: Figuras 4.26 e 4.27 que houve uma boa concordincia
entre os resultados experimentais de taxas de reagac e os calculados,
quando se considerou todos os pardmetros cinéticos na equagac da faxa
de reag@o. Isso evidencia que os produtos de reagac, nas concentragoes
que alcancaram no meio racional, nos experimentos I e i, j4 exerciam
urn efeito inithidor, como pode ser visto nas Figuras 4.22 ¢ 4.23, nas quais
as taxas de reacao calculadas levaram em conta somente inibicao pelo
substrato.

No caso das Figuras 4.22 ¢ 4.23, quando se desprezou a presenga de
produtos, houve um bom ajuste entre os pontos experimentais e os tedricos
para baixas concentragdes de substrato, onde a concentragao de produtos
é menor e para altas concentracdes de 5, onde também a concentragao
de produtos era baixa e hd uma predominéncia da inibicao pelo subs-
trato. Para altas concentractes de S, o seu perfil de concentragao é pouco
acentuado, ou seja, a conceniracdo do substrato no centro da particula
de enzima imobilizada nao difere muito daquele da superficie, como pode
ser visto pelas Tabelas 4.20 e 4.30, lsso justifica a consideracao feita de
que a constante de inibicdo pelo substrato, K; aparente. seja igual a K
intrinseco. Para a faixa intermedidria de concentracoes do substrato, as
taxas de reacao, calculadas pelos métodos numéricos foram superiores as
observadas experimentalmente.

Devido a esse desvio apresentado entre os valores calculados e os expe-
rimentais para as taxas de reagdo, fol escothido um modelo cinético levando
em consideracao a presenca de glicose e de frutose no meio reacional, além
da inibicio pelo substrato. Para isso, foi feito um estudo da influéncia
desses produtos na cinética da reacdo e determinadas as constantes apa-
rentes de inibicio por frutose Kr, e por glicose, K. No cdlculo das taxas,
pelos métodos numéricos, foram considerados os perfis de concentragao de
substrato e produto no interior das particulas de enzima imobilizada e as
constantes de inibicho Kg e Kr foram consideradas iguais as aparenies.
Essa suposicdo de igualdade dessas constantes foi feita, baseando-se no
procedimento experimental usado nas suas determinagoes. As taxas de
reacdo foram obtidas em experimentos, onde frutose ou glicose foi alimen-

162



tada ao reator, juntamente cormn sacarose. Como a conversao de substrato
era baixa, a concentracao de glicose ou de frutose, no interior e fora do
suporte, diferiam pouco, e assim, as constantes de inibigac aparentes, se
aproximam das intrinsecas, uma vez que o gradiente de produio foi pe-
queno.

Por outro lado, visto os resultados experimentals de taxa de reagao
terem apresentado um bom ajuste as taxas calculadas, considerando os
perfis de concentracado de substrato e produtos, com todos os parametros
calcnlados, a consideragao feita em relacio as consfantes K;, Kr e K ¢
em relacdo a V., como intrinsecas. foi correta.

Assim. o modelo cinético de hidrolise de sacarose por invertase mnobi-
lizada, ¢ descrito pela equagao 4.51, para v em mol/em® catse 5, G e F
em mol [em®, em termos de pardmetros intrinsecos.

Vo & {4.51)
v G ‘ i1 F L & gz ‘
(1 gmmmoms) 2:3847 1071 + gygpe=s) + 5 1 e

Na equacdo 4.51, o pardmetro V,, depende da quantidade de enzima
ligada ao suporte. Assim, ele deve ser determinade todas as vezes que
se imobilize a enzima. Os demais pardmeiros, considerados intrinsecos,
sao validos para invertase imobilizada no mesmo suporte, para qualquer
geometria do reafor.

O valor de K,, intrinseco, igual a 2, 3847-107% mol/cm?®. fol menor que
o aparente. 4,3003 - 107, Para a enzima livre, o valor de K, fol igual a
6,238 - 107 mol /cm?,

O fato de K,, intrinseco ser menor que o aparenie, sugere que ha
limitacOes difusionals intraparticula, contrariando a afirmagao de PIT-
CHER (72), de que quando se verifica igualdade nas energias de ativagio
entre a enzima na forma livre e imobilizada, o processo nao apresenta li-
mitacoes difusionais. Como pode ser notado nas Tabelas 4.29 e 4.30, os
perfis de concentragao de substrato sac mais acentuados para os meno-
res valores de §,, que € uma faixa de concentragao mais influenciada por
K,, no modelo de inibicdo pelo substrato. Para valores maiores de §,, a
constante A; é que passa a ter maior influéncia.

Por outro lade, comparando os valores de K, para a enzima livre e
para 2 enzima imobilizada, conclui-se que a forma imobilizada tem maior
afinidade pelo substrato que a hivre.
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4.10.5 - Influénecia da resisténcia a4 transferéncia de
massa intraparticula

Com o objetivo de verificar a influéneia da transferéncia de massa
interna nas particulas de enzima imobilizada, calculou-se os fatores de
eficiéncia %;, baseado na equacgdo 2.31, para uma situagao particular de
50% de conversao de substrato a produtos, com as concentracoes de saca-
rose na alimentacao variando de 0,02 a 2,00 mol/l.

Nos calculos de 7, va. foram calculados pelos mesmos procedimentos
numéricos dos itens anteriores, considerando os perfis de concentracao de
sacarose e produtos no interior das particulas de enzima imobilizada e
usando como modelo cinético. a equacao 4.49. com todos 0s parametros
intrinsecos. As difusividades efetivas de sacarvse e produtos no suporte,
foram 0.75-107% € 0,88 10" %cm? /s, respectivamente. Os valores de v(5;)
foram calculados pela equacao 4.49, admitindo que todas as moléculas de
enzima estivessem 3 concentracao do meio liguido, ou seja, 5.

Para representar graficamente os valores de ;, relacionou-os ao médulo
de Thiele generalizado, conforme procedimento apresentado a seguir.

Partindo-se das equagdes 2.52 e 4.51, chega-se a equacac 4.52, que
permite o célculo de ¢ para a cindtica de inibi¢do de invertase imobilizada,
pelo substrato e pelos produtos da reagao.

l‘/[Dﬁ -(1 %—G/Kc:)] 1/2
¢~ ?[I{m(l-%.F/}TF)-+:Sh+"S§/fQ}

onde:

y= RV (4.53)

Os parametros K,,, K¢, Kr ¢ K; na equacio 4.52 sdo os mesmos da
equagio 4.49, D, = 0,75-107% em*/s ¢ 5, G e F foram calculados para
cada concentracio de sacarose na alimentacio do reator, considerando
ama conversio de 50%. O paramentro v assumiuv vérios valores, fixando
R como 0.023 ¢ e variando V,,, conforme equagao 4.53.

Na Figura 4,28, representou-se 7; em funcao de ¢, para alguns valores
de ~y. Verificou-se que para altos valores de §;, ou para baixos valores de
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Vi, 00 para as duas condi¢oes conjuntamente, n; é praticamente igual a
1.0. Nessa Figura, as curvas apresentando os paramentros «y 830, portanto,
simulagdes de n; em funcao de ¢, para uma faixa de concentragac de
sacarose na alimentagio do reator, de 0,02 a 2,00 mol/l, admitindo em
todos 0s casos. uma conversao de 50%.

No caso real dos experimentos usados para a determinagac dos pardmentros
inirinsecos, as conversoes de substrato a produto foram baixas. Calculou-
se entao 7; e ¢ nas condicdes dos experimentos ¢ os resultados sio apre-
sentados na Figura 4.28, pela curva E. Verifica-se que »; fol igual a 0,97
para altas concentraces de subsirato e 0.85 para os valores mais baixos
da concentracio desse. O valor de V,, foi 5.6558 - 10 ®mol/em®cat -s e R
igual a 0,023 cm.
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4

Figura 4.28 - n; em funcdo de ¢, para: vy = 1- 10774 = 21077 3 =
4-107% e vy, = 6-107%, A curva E é relativa aos dados
experimentais

4.10.6 - Comprovac¢ao do modelo cinético intrinseco

Com o objetivo de testar ¢ modelo cinético intrinseco para a hidrélise
de sacarose, equacao 4.51, montou~se novamente ¢ realor Com uma mver-
tase imobilizada com uma atividade maior do que a usada nos experimen-
tos I e 11, O sistema foi alimentado com uma solucdo de sacarose a 50 g//,
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e determinadas as conversoes alcancadas a varias vazoes de alimentagio
diferentes, usando o procedimento experimental descrito em 3.2.154q.

As conversoes de sacarose a produtos forarn determinados experimen-
talmente, usando a equagao 4.54.

Kexp = {4.54)

onde:

I

Xop = conversao experimental
S, = concentragao de sacarose na alimentacao do reator, igual a
50g/1

8, = concentracao de sacarose na saida do reator,

Com os resuliados experimentais de P{concentragao de glicose ou de
frutose) e de S, calculou-se as taxas de reagao v, levando em consi-
deracao os perfis de concentragio de produtos e de subsirato no interior
das particulas de catalisador. Os procedimentos de cdlculos de » foram
os mesmos do itemn 4.10.4. O modelo cinético usado fol a equagao 4.51,
com todos os seus pardmetros, exceto V,, gue fol calculado para a enzima
imobilizada em questdo como sendo 11,0 - 107%mol/cmcat.s As difusi-
vidades efetivas de sacarose e de produtos nas particulas porosas. foram
respectivamente D,, = 0,75-107%em*/s & D,, = 0.88 . 107" em* /s,

Com os valores das taxas de reacao calculados, determinou-se as con-
versdes que seriam alcancadas em cada condicao de alimentacao ao reator,
pela equagao 4.55.

Xcaie = (4'55)
onde:

=)
}Lcaic
v = taxa de reagao calculada

7 = tempo de residencia no reator.

= conversao calculada
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Na Tabela 4.31, sao apresentadas as conversoes obtidas experimen-
talmente, bem como as calculadas pela equagao 4.55. As taxas de reacéo
apresentadas na Tabela 4.31 foram, calculadas pelos procedimentos numéricos
em mol sac/em?® cat - s e transformadas a gsac/! - min, para permitir o
céleulo de ‘Y:*alc' O fator de transformacao pelo qual devem ser muitiplica~
das as taxas de reacao em g sac/l-min para obté-las em mol sac/em3cai s
é 8,91- 1077, para um volume de liguido no reator igual a 20, 2¢m® e com

uma densidade de 0.905¢/cm” para as particulas de SPC no ar.

Tabela 4.231

- — . N - C oyl
Conversdes experimentais (X} e calenladas (X} em

£TP
funcio do tempo de residéncia (7 )

T

T Xy v X Pt g, -1 |
{min) (gsac/lmin} {mmolicm®) | {mal/em®)
40,9182 10,1428 7,4420 0,1368 | 2,0487 12,2804
0,8506 | 60,1508 | 7,3959 00,1406 2,1614 12,1681
1,0576 | 0,1620 7,3445 i 0,1553 23208 12,0066
1,1412 1 0,1646 7.3311 0,1673 2,3586 11,9684
13931 | 0,2034 | 7807 01987 ¢ 2,9150 11,4150
1,6160 | 0,2274 7,0041 00,2204 3,2583 ¢ 11,0691
1,9238 | 0,2497 3, B866 i 0,2650 35778 10,7497
2,6234 | 0,5280 | 6,451 10,3380 14,6080 U,G286

| 3,7407 { (0,4182 55278 P 0.4435 1 58917 ¢ R.3388
7.85216 | 0.6126 35,8881 (G,6164 1 BTTTE L 55407

Na Figura 4.29 é apresentada uma comparacao entre as conversoes de
substrato a produtos, experimentais e tedricas. Verifica-se por este grafico
uma boa concordincia entre os valores experimentais e os calculados, con-
siderando como modelo cinético intrinseco, 2 equagao 4.51. Isso confirma
a validade dos pardmetros cinéticos obtidos, bem como a adequagao do
método usado nas suas determinagoes.
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Figura 4,29 - Comparagao entre as conversoes experimentals, repre-
sentadas por ponlos e as calculadas, pela linha cheia.
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4.10.7 - Determinacio da difusividade efetiva de saca-
rose nas particulas de enzima imobilizada

Para a determinacao da difusividade efetiva de sacarose em SPC,
utilizou-se do procedimento apresentade no item 3.2.17. A variacdo da
concentracao da solugao de sacarose em fungao do tempo, é apresentada
na Tabela 4.32.

Tabela 4.32

Indice de refracdo {IR) da solucdo de sacarose no reator. em
fungao do iempo.

t{s)] I.R. |
0 |1,3330
20 | 1.3328 |
40 | 1.3326
60 | 1,3326

. 80 | 1,3326 |
100 | 1,3326 |
120 | 1,3326

140 | 1.3326 |
160 | 1,3326 |

Pelos dados apresentados na Tabela 4.32, concluiu-se que o experi-
mento nao foi adequado para a determinagao de D, pelo procedimento
apresentado no item 3.2.17. A variagao da concentragao de sacarose, indi-
cada pelo TR, foi muitc pequena e estabilizou-se rapidamente. Para que
pudesse ser aplicada a equagao 3.11, para a determinacao de D,,, seriam
necessarios varios pontos, a diferentes concentragoes. Foram realizados
outros experimentos, usando concentragdes de sacarose Menores, com o
objetivo de se obter uma maior variagao nos pontos de concentracao em
funcao do tempo, mas as leituras de IR nao foram precisas.

Por ouiro lado, para se usar uma malor quantidade de suporte na
coluna da Figura 3.3, tmplicaria em desvio no comportiamento de reator
de mistura do sisterna. Também, as particulas de silica de porosidade
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controlada nao sao adequadas para que pudesse utilizar de um reator
agitado. pois se rompem pelo atrito na agitacio.

Pelos resultados apresentados na Tabela 4.32, verifica-se que a concen-
tragao de sacarose se estabilizou muito depressa, devido principalmente,
& sua pequena dimensac e a sua caracteristica de particula porosa,

Em fungao do exposio acima, optou-se por determinar D, a partir de
dados de taxa de reagao. utilizando-se de duas enzimas imobilizadas, de
diferentes atividades, como exposto no e 4.10.2.2.

Com o objetivo de verificar como seria a variacio da concentracao
de sacarose no experimento apresentado acima, resolveu-se a equagao
3.11. para tempos fixos, considerando para D, o valor calculado no item
4.10.2.2. igual a 0,75 - 10" °cm*~ /5, calculando por um programa computa-
cional. a relagao '/ Cyy, apresentada na Figura 4.30. Q procedimento de
calculo e 0 programa computacional sao apresntados no anexo 11,

Baseado na Figura 4.30, verifica-se que apos 30 segundos a partir do
inicio da circulacao da solugao de sacarose através do leito de particulas,
atingiu-se o equilibrio, ou seja, as concentragoes dentro e fora das particulas
nao mals variaram. Isso indica que. no caso da enzima imoebilizadada. os

perfis de concentragao de substrato e produtos ne interior do suporte se
formam rapidamente.
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Figura 4.30 - Perfil adimensional de concentragdo, C/C\y, em funcao

do tempo, calculado pela equacdo 3.1, para D, =
0,75 - 107° em?/s.
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5 — Conclusoes

Do presente trabalho, tiram-se as seguintes conclusoes:

5.1 - A cinética da reagao de hidrodlise de sacarose por invertase livre fol
modelada pela equacao 4.20, considerando inibicae pelo substrato,
un fator de correcao f{S) em termos de difusividade de massa e
inibi¢do pelos produtos da reagao. glicose e {ruiose,

m

5.2 - A inibicao per frutose. da reacao de hidrolise de sacarose com
invertase lvre foi modelada pela cinética de inibicao competitiva,
com uma constante de inibicdo K = 0,228 moi /1

5.3 - A inibicdo da reacao com invertase livre por glicose fol descrita
por inibicdo parcialmente nao competitiva, com K¢ = 0,064 mol/!
e 3 =0,6739.

5.4 - Invertase imobilizada em particulas porosas de alumina ativada
com T;Cl, apresentou uma atividade baixa, de apenas 96 £/ /g de su-
porte. Quando este foi ativado por silanizagao. a atividade alcancada
foi de 160U /¢ de suporte.

5.5 - lnvertase imobilizada em silica de porosidade controlada, ativada
por silanizagao com ~-aminopropiitrietoxisilano e glutaraldeido, atin-
giu atividades de 1800 U/g de suporte. As atividades citadas em 5.4
e 5.5 foram medidas a 40°C, com solugao de sacarose com concen-
tracao inicial de 50¢/! em tampao acetate de sédio 0,01 M, pH
4.5. :

5.6 - A atividade de invertase ebtida na imobilizacio usando S PC como
suporte, depende da quantidade de enzima disponivel no meio e
verifica-se uma saturagao do suporte, quando essa aumenta além
de um valor imite. Enzimas imobilizadas com malor atividade sao
obtidas quando o pH do meio de imobilizagao é 4.5.
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5.7 - A retengao de atividade pelo suporte, definida pela relacéo entre
a atividade da enzima imobilizada ¢ a do meio de imobilizagao. é
maior para baixas concentracoes de enzima no meio. 530 consegui-
das altas atividades de invertase imobilizada, quando a concentracgio

de enzima livre no meio é alia, porém com baixas retencoes de ati-
vidade.

5.8 - As condicdes dtimas para a acao de invertase imobilizada em SPC
foram pH 4.5 e temperatura 55°C.

5.9 - A energia de ativacao da reacao catalisada por invertase imobili-

zada emn S PC fol praticamente a mesma daguela obtida com inver-
tase livre. Dessa forma. o valor de E, = 7807 cal/mol para invertase
imobilizada é a energia de ativagao intrinseca da reagao de hidrélise
de sacarose.

5.10 - O pH de malior estabilidade de invertase imobilizada, a 40YC, foi
4.5.

5.11 - A invertase imobilizada em SPC, por processo covalente, apre-
senta uma boa estabilidade térmica, com uma energia de desativacao
de 122 Kcal/mol. determinada a partir da cinética de desativagio
de primeira ordem. A imobilizacao praticamente nao alterou a es-
tabilidade térmica da invertase usada.

5.12 - Silica de porosidade controlada mostrou-se um excelente suporte

para imobilizacao de invertase, lmplicando em enzimas imobilizadas
ativas e estaveis. além do que este suporte pode ser regenerado por
pirélise, quando a atividade enzimatica estiver baixa, e ser reutili-
zado para outras imobilizacoes.

5.13 - A cinética da reagao catalisada por invertase imobtlizada em
SPC {foi modelada considerando inibicao pelo substrato e produ-
tos da reagdo. A inibi¢ao exercida por frutose € do tipo competitiva
e por glicose, do. tipo nao competitiva.

5.14 - A difusividade efetiva de sacarose no suporte, calculada a partir
dos resultados experimentais de taxas iniciais de reagao para duas
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enzimas imobilizadas com diferentes atividades. fol a mesma da sa-
carose em solugOes diluidas a 40°C, ou seja, 0,75 - 10 %cm?/ s,

5.15 - (O valor da constante de Michaelis-Menten intrinseca foi menor do
que o da aparente, que por sua vez, fol menor que o da enzima livre.
Assim a enzima imobilizada tem maior afinidade pelo substrato que
a livre.

5.16 - As constantes cinéticas V,,, i, Kp e K aparentes foram iguais
as intrinsecas. nas condicdes experimentais usadas nas suas deter-
minacoes.

5.17 - O sistema de reator usado nos experimentos. nao apresentou re-
sisténcia a transferéncia de massa externa. como pode ser verificado
pela figura 4.19 e pela proximidade dos valores de Si ¢ 5., conforme
tabela A.1.

5.18 - As particulas de §PC apresentaram resisténcia & transferéncia
de massa interna. evidenciado pelo mener valor da constante de
Michaelis-Menten intrinseca em relacac a aparente e pelos gradi-
entes de concentragao de sacarose, que podem ser verificados nas
tabelas 4.17 e 4,18,

Sugestoes para trabalhos futuros

5.1 Utilizar suportes de silica de porosidade controlada com outres
didmetros de poros, malores e menores que 375 A, visando otimi-
zar o processo de imobilizagao de invertase.

4]
[ &

Estudar meihor a imobilizacao de invertase em alumina, ja que esse
suporte € disponivel na industria quimica. com porosidades bastante
acentuadas, onde é usado para impregnacao de catalisadores.
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7 - ANEXQOS

Anexo 1

Calculo das concentracoes de substrato na
superficie do suporte (S,)

A seguencia de calculo usada, foi a seguinte:

1) As taxas de reagao (v} foram calculadas pela equagio 3.7, para cada
condigao de concentragao no reator ().

2} As concentragoes no reator {S,), foram calculadas pela equacdo 3.8,

3) Com as condi¢oes experimentais usadas no reator, apresentadas no
item 3.2.15 @ calcuiou-se a velocidade de escoamento de solucao no
leito catalitico {u).

q 06 - 4
A 60-7-{1,1)2-0,405

o= = 4,157em/s

onde: gq= vazao no leifo
A = area da reagao transversal do leito
g = porosidade do leito fixo

4) Cilculo dos niimeros de Reynolds, (R,)
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onde: p = densidade da solugao
d, — didmetro médic das particulas
i = viscosidade da solucao

[
L

Célculo do fator de Chilton - Colburn, (Jp) pela correlagdo 3.22.

Jp = 1,625 (R}~

6} Cilculo do nimero de Schmidt (5.)

. i -
Se = o D{S)

onde: D(8) = difusividade de sacarose & concentragiao S,

7) Céleulo de K, a partir da definicac de jp.

D
273

ek

K=
onde: K, = coeficiente de transfeéncia de massa

8) Cdlculo de S, pela equacio 3.10

R
-_-zK(s —&)
¥ 3 i B 3

As difusividades D{S) foram obtidas pela correcao da difusidade de
sacarose a diluicao infinita Dy, a 40°C, igual a 0.75.10 %em? /s, baseado
nos trabalhos de ENGLISH e DOLE {31},
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Dessa forma, D{S) ¢ dado pela equagio seguinte:
D(8) = 0,75.107%(1 — 1,2346X)

onde: X = concentracio de sacarose em grama de sacarose por grama de
solucao.

As demais propriedades fisicas das solugoes de sacarose foram obtidas
da referéncia 68.

Na tabela A.1, apresentada a seguir sac mosiradas as concentragoes
de sacarose na alimentacao do reator [S5,), no reator {5;}, na superficie
da particula {S,), bem como a taxa da reacao obtida experimentalmente
(v} e o coeficiente de transferéncia de massa na camada limite (K}, para
o experimento 1.
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Tabela A.1

Sy 10 5-10° v 10° K100 8,100
{mol/em®) | {mol/em®) | {meol/em®eat.s) | {em/s) | (rol/em®)
14327 | 1,0837 1,1343 P1.32 1 10168
2,8655 | 2.2668 1,9460 L 1,30 72,1520
4,2082 3,5223 2,5219 I 1,28 3,3712
57310 ¢ 4,8302 2,9277 COL,28 1 46548
7.1637 6,1542 3,2812 1,27 59561
85065  7,5507 3,3990 L 1,26 1 73439
10,0202 | %9351 3.5561 L1250 87170
11,4620 | 10,3558 3,5954 125 0 10,1353
12,8047 1 117322 3.7786 C1.24 0 11,4986
14,3275 | 13,1569 3,7916 D123 1 12,9206
17,1930 | 16,0264 | 32,8179 1,21 15,7845
20,0585 | 18,8839 3,8571 1,20 ¢ 18,8373
22,9240 | 21.7372 3.8309 119 21,4904
25,7805 . 24,6108 3,8310 L1701 243508
28 6550 | 27,4884 3.7016 115 27,2356
429824 | 41,8803 3,5822 . 1.08 | 41.6260
57.3099 | 56,3528 3.1110 102 56.3505
71,6374 | 70.7608 2,8492 S 095 1 70,5309
85.0640 | 850237 23,0587 . 0,88 83,0221
100.2924 | 99,5004 2,5743 L 0,81 99.2567
| 1146199 | 1138762 24171 6,75 113,6201
| 1280474 | 128,2399 2,2995 | 0,68 127 9806

Comparando os valores de 5, e 5,, verifica-se que para o caso do expe-
rimento 1, a malor diferenca entre essas concentracoes corresponde a um
erro de 6,17%. Para o experimento I, seguindo a mesma metodologia de
cdlculo, verificou-se que o maior erro entre 5; e S, foi de 3,51%.

Esses erros foram muito pequenos, € nos calculos foi considerado S5, =
5;, conforme assinalado no item 4.10.2.1.

189



Anexo I1

A — Calculo das taxas globais de reacao pelo
método das diferencas finitas

O modelo cinético para a reacao de hidrdlise de sacarose por invertase
imobilizada em SPC é dado pela equagao 1.

Vi S
v{&) = : — _ - o~
(%) (1+ G/Ke)  Kp{l + FIKp)+ 5+ 5 /K, (1
Do balanco de massa para substrato e produto no interior do suporie,
vem que:
d&*s 2 dSs V! Dy s o
_IMM':E” T T = . P -~ ol - R e s » = }( ‘S‘ (2}
dr rdr (1 +G/Kg} Kn{i+F/Kg)+ 85+ 5°/K,
d‘?P ‘..3 dP B — p"m_;De;r JLS . j__'P o
drt v dr (1 +G/Kg) Kol s F/Kp)+ 5+ STK, (3)

onde: § = concentracdo de sacarose {mol/cm®)
P = G = concentragao de glicose {mol/cm?®)
P = F = concentragao de frutose {mol/em?)
D,, = difusividade efetiva de sacarose nas particulas de enzima
imobilizada.
D,, = difusividade efetiva de glicose ou frutose no suporte
K., Kg, K, K; 530 as constantes cinéticas.
F8 e FP, séo generalizagoes dos segundos membros das equacoes
2 e 3. respeciivamente.

Das equacgtes 2 e 3, vem:
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dP ds"
“Dgp (g‘;)—— Dm (E;) oy

dP  —D, (dS
aP _ a3 "
dr Dy \dr) °

AP AS )
e = e
Ar lL’S r ( }
D,,
onde oo — ~—

ey

As equagoes 2 e 3, podem entdo ser generalizadas como:

d*Ss 2 d8 ,
e ©)
d*P 2 dP
oo ‘:‘;E;*——FPMQ' F5 (T)

O perfil de concentragdo de substrato e produto no interior do suporte
foi obtide pelo método das diferencas finitas como mostrado a seguir:
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Na figura 1 sao mostrados, esquemalticamente, os perfis de § e P,

i

Figura 4.1

Dividiu-se a posi¢do radial em 100 ntervalos iguais, com 101 pontos
nodais {0. 1. 2, 3...., 100}, onde h=R /100.

Do método de diferencas finitas, tem-se:

d5  Siy — 8y
i~ 2h (8

dP Py — Py
dr 2h (9)

dzs S{_l - 25¢ "‘i‘” LR
drt B* (10)

192



2
d P o }3;'__]_ - 2 t “J|"‘ ,Zji,i.}

dr? h?

No centro das particulas, tem-se que:

ds' dP| 0
—Qi st | —
d?" ]I}’:U d—?’ Ir:{!
Assim, pela regra de L'Hopital, vem,'
y 1 d§5  d*S|
M= — =
i r dr dr® Ilr':::{,!
que aplicado na equacao geral, tem-se
d*s 2 d§
O = FS{0
dr* roodr (0)
d*s a8 d*S .
S22 = FS(0) = 3—— = FS(0
dre drs (©) dr? (0)

Substituindo {12} em {10}, implica que;

8.y~ 28+ 8
3( 1 0 i

= ) = F5(0)

Mas por simetria, 5.y = 5;

= F5(0)

5428+ 81\ 6{5 — 5)
3 B2 N h2
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hz
51 = S+ = FS(0) (13)

Conhecendo-se a concentragao no centro da matriz ou estimando-a,
pode-se determinar a concentra¢dao no noé ntmero 1, %), pela equagao 13.

Para os nés seguintes, a partir do primeiro, pode-se escrever uma
relagao geral, na forma:

¢

~ 2 : / 1 ~ L
Siip = . iih, - FS{t) — Kl — ;‘:)5"_1 + ZS;} (14)

Determina-se a concentragdo até um ponto ficticio, Sy, fora da par-
ticula de enzima imobilizada. A taxa global de reagao pode se calcular a
partir do gradiente de concentragao na superficie

ou
3 ds |
= o Deqm
’ R d ir:ﬁ' (15)
onde A = drea da superficie da particula

¥V = volume da particula
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O perfil de concentragao de produtos de reagao foi obtido concomitan-
temente ao perfil de substrato e de forma andloga, ou seja, conhecendo ou
estimando Fy no centro da particula, determina-se F,

ht
Pi=Pt oo FS (16)

t

. . i,
e P{+l e 11—1 }LJQ{FS('ﬁ) —(1 s ;)H_-]_ ”'{”‘ZH (}?}

Pelos dados experimentados, tem-se taxas de reacao globais. concen-
tracac de substirato e produtos de reagac na superlicie da matniz Sy e
Py

Para obter a concentragao no centro da matriz, utilizou-se de um pro-
cesso iterativo, considerando a taxa de reagao com parametros conhecidos.

Procedimento de ajuste
Sendo conhecido Sy e Pw, [az-se uma estimativa iniclal de 5y = Sy.
Logo, P, = Py + a{S; — Sn)
Com P> Py jaquen « Oe{Sy— Sy) <0

O perfil foi obtido por diferencas finitas e o valor de Sy obtido foi
comparado com Sy experimental.

i |

Se |{5y} obtido — {SN)expigﬁ £,

o valor de Sy € correto;

Se |{Swn) obtide — {Sy)exp> ¢,
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estimou-se nove valor de $;, conforme procedimento a seguir:

So = {Sp)anterior + [(SN}obtido — {Sn) exp ]

e Py = (P,) anterior -+ a{(SN) obtide — Sn exp]

Repetiu-se o procedimento até que € se torne bastante pequeno.

O programa computacional para o cdlculo dos perfis de concentragédo
de produto e substrato. bem como para o cidlculo das taxas de reacio
por diferencas finitas e por integracao sobre o perfil de concentragao pelo
metodo de Runge - Kutta é apresentado no item (' desse anexo.

B — Célculo das taxas globais de reacao pelo
método de Runge - Kutta de 42 ordem

As taxas globais de reagao foram calculadas pela integracao numérica so-
bre o perfil de concentracdo obtido anteriormente.

1 3 r=f .
L AV = f (S) - 4nrid
1 glohal E‘; f f L(SJ ,}JFI{;; N 2 ( ) Y ar

3 ra=f
v = 75 [ (S)rdr (18)

Fazendo-se z{1) = »(z} - {th)* e r = th, onde h = -;,%, vem que:

Conhecidos os perfis de concentracdo S{t) e P(i}, calcula-se z(¢} =

v(i) - (ih)?

O cilenlo da integral foi efetuada caminhande de 2 em 2 nds, ou seja,
para 1 = 0,2,4,...,N.
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reh

chamando y; = f v{i} - r*dr. com y{0) =0,

r={)

Y = Wiz T M{Kl + K4} + (5}{9

I
Ly}
logo : Vgoba = TN

lem — se que:

+ dKz), onde:
Ky=h-z(1 - 2]
Ko=h-z{z ~1)
Ky=h z{(z — 1}
Ki=h-z{(s)
h=1- v2/2
d=1+v2 /2

O programa computacional é apresentado no item €.
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C - Programa para o calculo das taxas glo-
bais de reacao por diferencas finitas e por
Runge - Kutta de 42 ordem

5 HREM "PREVIGAQ DE TAXAS GLOBALS DE REACAO: O Frograma <al-—"
6 REM "cula taxas de reacac. a particr e varamebros cipneti-"
Y REM "cos conhecidos e com dados de concentracaoc de subs-”
2 REM "trato e produtos de reacac na superficie da matriz."”
10 INPUT "taxa maxima de reacac Vmax=";VM

15 INPUT "raio da matriz R=":8

20 TNHPUT "difusividade stetiva De=" 0K

25 INPUT "relacao ALFA =7 ALFA

30 IHFUT "cvonstante de Michaeiis-Menten #fm=",HM

35 INPUT "constante de inibicas pelo subst. ¥i=": KT

40 INPUT "constante do inibicase XKa=": KG

45 INPUT " wconstante de inibkicao Kf= ki

553 INPUT "numero de pontos experimentais gq=7:(

£0 DIM 501027 ,R0102),F5{102),FP{Liud) 21102

65 DIM V{102),X8(Q),XP{Q).T{Q). Y1102}

70 GOBUB 443

Y5 LPRINT "nomenclatura’

76 LEPRINT "2{0)= concentracao de substrate 5o contro”

B0 LPRINT "3{N)= concentracac de subs. na superficis”

85 LPRINT "P{(N}= conc. de prod. na supariicis [PeQ=F)"

0 LPRINT "TCIs tass ide reacac caiculada pela integracao”

33 LPRINT "TCG= taxa de reacae calouloda pele gradiaente”

102 LPHINT "TE = taxa de reacac expervimental”
102 LERINT "S(0)", "C(N}7,"PAN}","TCL", "TCG” . "1y”
115% L=1

120 A=35{L)

125 B=XP({L)}

130 TE=T{L)

135 N=1¢

140 H=R/N

145 5{0)1=AF2

150 P{O)=B+ALFAY(S{0Q)~-A)

155 Z=(1+P{O) /K {EM*{1+P{QI/RF)+S{0}+(5{0) " 2)/KI)
160 V{D=WM*5{0}/2

165 F8{Q)=Vv{0}/DE

170 FP{O)=FS{{)*ALFA

178 8{1)=B{0y+{{H " Z2}/6}FFB(0)

180 P{L)=P{O}+{{H"2)/6)*FP{0}

18% FOR 1I=1 TO N

190 Z2={1+P{IL)/BG)F{EM*{1+P{L1)/BF}+3{I)+(8{T)Y 2}/KD)

198



195
200
205
%18
213
A20
2585
230
£33
240
245
A50
255
2840
a62
455
270
475
230
A8
220
430
U0
345
310
213G
320
SA5
330
335
240
A
250
455
360
K=
370
- 380
385
3320
3935
397
400
403
407
410
413
420
423
430

LT Y=VMES{ T/ 2
FE{I)=VII}/DE
FE{L)=FS{I}*ALYA

G{T+L)1={T/(I+1) ) {(H " 2IXFSLT)+2™8 (L)~ (21=-1/T)*8{1~1)
PUT+1 e {T/( T+ QLU S RFRLL )+ 2% (L) - (-0 8 PTL 1)

NEXT 1
C=3{N}-A&
HD=p{N}-B

E=ABS ()

P=ABS{D)

G=E/A

TEOGC.0010 GOTO 270
a{0y=5{p)-C
PLOY=P(O) D

IF 3{0)1<0 GOTS 297
GOTQ 155

IF W=100 0070 290
M= Q0

Fimaisn’

KLDI=V{I}*{(I*R) 4]

NEXT 1

¥{0)=0

FOR J=1 TO 30

I=2*]

ML=2FBER{ L2}

MA=2*HNE{ I 1)

MA=Md

MA=ZENRE L)
v(i):v(Lm3}+(M1+ﬁ@}fm+(BA*M2+nA*ﬂ3}fﬂ

HEXT J

TCI=3%¥{N}/{R 3} .
TCG:B*DE*(5(N+1)“S{N“1)}!(2*H*R}

LPRINT S{U),S(N},P(N},TCI,TCG,TE

IF L»= GOTO 440

L=L+1

GOTO 120

YRINT "Problema nao resolvide, s(QY < p7
STQF

FOR I=1 TO @

PRINT "i=";1I

INFUT “conc. substr. na supgrfiicie we{i)=":48(1}
INPUT "cone. prod. na superf. xp{i}=";XP[{TI}
{NPUT "taxa de reacaoc experimental Te = 7;7T(I)}
NEAT I

RETURN
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Anexo III

Obtencao do perfil de concentracgao
adimensional em funcao do tempo, no
interior das particulas

Resolveu-se numericamente a equagaoc 3.11, apresentada a seguir:

o @ = 6{1+ a —Dgh -t
,_1. - 1+ >_‘ ( . .,) - . exp _W;mgl’;_ww l (20)
Cia 14+ a 2o 9+ 90 e gh - of 7 J
onde:
Vi
T
Vs - Kp
V) = volume da fase liquida
V. = volume da {ase sélida
K, = coeficiente de participagao, considerado aqui, igual a 1
gn = raizes positivas nao nulas e sucessivas da equacac {21)
3.9,
tan L e 21
"3 a. gz (21)
As raizes g, foram obtidas pelo método de Newton.
Fazendo
3 4n
F=tan g, - ——— 22
‘ 34+ a-g (22)
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Figura A.2

Estimativa inicial {g,) = {gn}

Da figura A.2. tem-se que

Logo:
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Foram determinados 150 raizes ¢, para a equacao A.24, conforme ilus-
trado na figura A.3, com a seguinte estimativa inicial:

Lo 1

% 1 !

1 | 1 E

| | | ;

1 } ! j

E | : L
?_i & ﬁ. LR .::”..E q2 e Qs Zjl Un
2 2 2 EZ 2

| | s | :

i 5 ] i !

] | 1 t l

| i i i

Figura A.3
Com 150 valores de g,, resolveu-se a equacao 21, para tempos fixos,

D, = 0._?5.10'48??‘-52'!'85 R = 0,023 cm e & = 3,656, determinando-se o
perfil C1/C1q pelo programa computacional apresentado a seguir.
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5 REM "DIFUSIVIDADE EFETIVA: ) programs cabolla o da-"

i HEM "ecrescimo da concentracac OL/0Le na fase biaulda’
7 REM "sm funcan do tempo para especlliloadcso sie ALFA &7
& REM "ida difusividade efstiva De.”

10 REM "DADOS”

15 INPUT "alfa=";ALFA

20 THPUT "numera de phos para gn:  N="; N

25 DIM QN{N+1}

40 J=1

33 4=1.6

35 PRINT "Para alifa=";ALFA

37 PRINT "n";"en”

40 F=TAN{Q)~3%Q/(3+ALFA* {721} )

45 ?Lmilfﬁﬁﬁiﬁ}]13+{3?ALEAi(Q“B}“?)f{(3*ﬁhf&*furﬂ}]“
B0 A=

85 O=A-F/FL

HO B=ABS{O-A)

65 C=B/Q

YOO1R Co=.0001 4070 20

75 GOTO 40
840 QN(J)=4Q

85 PRINT J,QN{.J)}

U0 Jma4+1

95 IF JoN COTO 110

{00 D=0e_1S

L5 GOTO 40

110 REM "ralouls de coeno. relativa CL/0La ve leampo’”
115 INPUT "Haio r=";R

P20 INPUT Tihe=";D

1Ay PRINT "Para De="DE;"RSTSRTaifas"  ALYA

130 PRINT "&","CL/CLa7

135 1MPUT "tempo=" ;7T

14492 B=0

14% FOR I=1 TO N

150 EBe-DR{QN{II 2)*T/(R™2}

155 S=8+6% (L+ALFAYAEEP{K )}/ (9+9%ALFA+ [ON{ T} *ALFA) "2}
160 NEXT I

165 CR=ALFA*{1+8)/{1+ALFA}

170 PRINT T.CR

175 INPUT “"deseia noeveo t {sim L=0} L=";L

180 IF L=0 GQTO 133

18% INPUT "Deseja nove valor de De {=zim L=0}: L=";L
130 IF L=0 GOTO 10

208 STOPR

208 END

e
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