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RESUKO

Naeste Lrabalhe fol dadoe énfase esmpecial &ose aspoctos
cindticos envolvides na hidrélise da sacarose pela enzima
invertase, nas formas llvre e imobllizada em gel de alginato de
chleila. % parimetros cindticos f{foram delerminados levando em
conta azs taxas inlciais de reagiio, de forma a evitar oz
fendmenos de iniblefo causados pelo produto (glicose e frulosel.
Para tanto estudaram-ze os efeitos do pH e tLemperalura na
atividade enzimitica, aéﬁim como a estabilidade térmica da
enzimna,

Os pa.rémetros cindticos para a enzima liv.r‘t-}. Toram
determinad@g a 40 e B0 C, baseando-se em trés suposielBes sobre o
Yefeito fisico®™ na cindltica de transformacfo do substrato: duas
relacionadan com a concentracio de adgua livre @ oulra baseada na
difusividade molecular da saéaroae.

Para a enzima imobilizada os parmetros intfinﬁecms foram
detarn;inadﬁs a 40°C em reator de misiura sperade continuamenta,
com relagBes geométricas pa&fﬁo.

0 coaficiente de difusic efetive da sacarose, necessirio
para a determinaglc dos parfmetros cindlicos da enzima
imobilizada, fol determinado por dolis médtodos: o primeiro
gtilizando-se o modelo de placa semi~infinita em contatoe com uma
fase liguida de concentfagﬁo constante de sacarocse, no westado
n¥e estacionfrico e, o sogundo, utili\zamdo»@a esferas do gel
inicialmente isentas de sacarcse e imersas em um volume finito
de wolugio de gacaroé& de concentracfo conheclida, em asbtado nio

estacionirio.



Na caracterizaclc da invertase, obleve-se respectivamente
para a enzima livre e imobilizada pH 4timo ae 4,83 e 4,0; é
Lamperaturas de méaxima atividade ao redor de B0 C parsa a enzima
nas formas livre e imcobilizada. Quanto a estabilidade térmica,.a
enzima mostrou—se muito estivel abaixo de 40°C. Entretanto a
enzima imobilizada, mostirou-se menocs esbivel qgue a forma livre.

Fara as formas livie e imobilizada, réﬁpactivamanta. 2%
energias de ativag@o obtidas para a reagfic de inversioc foram de
YEEE calsmol e 102888 calsemel.  engquante que as  energias de
ativagio da degradagéo téfmiaa obtidags foram de 141171 cals/mol e
116883 cal mol.

¢ melhor ajuste do modelo ciﬁético. para tawas inlciais de
reacfc, fol obtido quando se considerou o modelo cinelico e
inibicZo pelo substrato, corrigido por um fator relacionado com
a difusividade de massa. O valerass das constantes de
Michaelis~Menten (Kmd e de inibig&o CKid foram respectivamente
0,0506 mols/l e 0,309 molsl a 40°C e 0,0887 mol~sl e 0,877 molsl a
B0 C. ..

O modelo cliassice de Michaslis-Menten fol o que melhor se
ajustou & cindtica de reag¥o com enzima imobilizada, tanto em
Lermos oo constantes aparentes coms  efetivas. N#ie foram
ohservados os fendmencs de inibigdo pele subsirate e efeilos
difusionais verificades no c¢aso da enzima livré. até a
concentragiivc de subsirato estudada (800 g2, Os  wvaloraes
intrinsecos de Km para a2 enzima imobilizada foi O,031M e me
foil 604 do Vmw{ abservado para a enzima livre, nas MESMAS
concentracies enzimdticas. A difusividade efetiva da gacarosa no
gel foi de 0,5.107° em s, correspondende a 7% da difusividade

da sacarose emn solucfo.



SUMMARY

In this work special emphasis was given to the study of the
kinetics of sucrose hydrolysis by invertase. The enzyme was used
in free as well immobilized in calcium alginate forms. The
kinmetic paramaters were determined considering the initial
rates of reaciion, in order to aveid the inﬁibition phonomnena
caused by ithe products glucose and fructose. The pH and
temperature effecte on enzymatic acltivity, as well as the
thermal stability of anzyﬁe were studied,

The parameters for the free snzyme were determined at 40°C
and EQQC‘.Thrﬁﬁ éégumpticng relatad.té tha'“phygicai foecb" o
- the kinetic of substrale Lraﬁéformatimng waere considered: Two of
then were related to the concentration of free water and the
cther one was relaled to the molecular diffusivity of sucrose.

The intrinsic parametefa of the immoblilized enzyme were
determined at 40 € in a continusus stirred tank reactor, with
Standérd geomsbric relations.

The effective diffusion coefficients of sucrose, needsad for
Lhe determinatieh of the kinelic parameters for the immobilized
enzyme, were determined by two methods: The first on@; used the
theory of semi-infinite plate in contact with a licquid phase
with constant concentration of sucrose, al unsteady stale and,
the second, used gel spheres, initially free of sucrose, Lthal
were immersed in a Tinite volume of solution of known sucrose
concentration, at unsteady stale.

The ﬁptimum conditions of enzymatic reaction were pH £,0 -



4.5 and B0°C in both free and immobilized forms. In terms of
thermal stabllity the enzyme was stabie al iemperature 1 ower
than 407, But., the immoblllized enzymo Was less stabhle than the
free form.

The activalion energies obtained for inversion reaction
wara found Lo be 7853 and 10258 calsmol. While the deactivation
energies were 141171 and 146382 cals/mal f;or the free and
immobilized forms, respectively,

Betliaer agreement for tb@r kinetic model, for ithe initial
raltes of reaction, was .obtaineﬁ- when the kinetic model of
substrate inhibiticon was considered, corrected by a .factor
relatbed tm.uwsg diffusivity., Values for }ﬁcha@lig—MGnth CKm>
and bLthe imhibitimn CKiD coﬁstani& wars respectively, O,0808
mol sl and O.B08 molsl at 40°C and 0.0887 mols/l and 0,377 mol-l
at B0°C.

On the other hand, tha'classic model of Michaeslis-Menten
fitted well the results for immobilized enzyme, eithar in tLerms
of apéarant or effectives constants. The inhikilion phenomena of
substrate were not observed neither diffusional effects, as
verified for ffee enzyme, Uup Lo a  subkstrate concentration of
B30 gsl. The intrinsic value of Km for immobilized enzyme was
G.031M and Vmgx was found Lo be 80X of iLhe observed mex for the
free enzyme, in the same enzymic concesniration. The sucrose
aeffective diffusivity in Lhe gal WS ﬁ.ﬁ.iOmEcmafs,

corresponding Lo B7% of the sucrose diffusity in sclution.

®xvi



I. INTRODUGCAOG

Na inddastria de produtos aguecarades, a sacarose & o
principal ingrediente, mas na farmulagab de determinados
produtos, adicionam—se oulros agUcares com o objebtive principsal
de conlbrole de cristalizacBe, necessirico 4 obtengio do produto
desejade, Dentre estes aglcares, os de maior imporidncia sBo os
waropss de glicoze & o085 xaropes de agdcar in§9rtid0 Cglucose -+
frutosel.

No  caso eﬁpecifiéo do agtcar inverlide, atualmente a
produscio industrial & quaé@ excludgi vamente cobtida pelo processo
deide, conmistinds em hidrolisar scolucBes de sacarose com bcide
a gquente, postericormente neutralizando-a com uma base. O
inconveniente deste método € a2 oblengio de um produtse escuro,
decorrente de reagBes paralelas indesejavelis, além de uma
concentracfo salina final relativamente elevada.

Alternativamente a egté process:::.,.- a inversico da sacarose
pode ser calalisada pela enzima invertase, com a vanlagem de se
praduéir um produto de melhor gqualidade, J& que h&a we produzem
substincias indesejivels provenientes de reagles paralelas,
apesar destas vantagens, a inversfo enziméiica ¢ dispendioza se

comparada ao processce acido, devido ae alto custe relative da

errzima.
O uso de invertase imobilizada, ne entanto, torna o
processe  muito mals  econdmico pels, além  de  poder ser

reutilizada por um longo periodo, o reatores sdEe multo nmais
compactos e podem ser operados continuanente. Assim sendo, o
produte final terd caracleristicas constantes, isento de

produtos indesejiveis e possivel de ser oblido em reatores com



alta prmddiiv&dadﬁ..Par outro iado. nos critérics de prcjetoé de
reatores, necessitam-se conhecer as corcdi ¢Bes &tims de operagfo
e os pargnetros efeblivos que mosiram o comportamento do processo
coom enzima imobllizada, posgibllitande a previsBo das tawxas de
reaciio em gualquer condi¢Zo de processo.

05 objetivos do presente trabalho foram: i3 verificar a
influéneia <o pH na atividade enzimflica. ii3 influéneia da
temperatura na atividade enzimdlica em termos de ativagio e de
estabilidade térmica. 1ii) obler o modele cindlice para Laxaes
iniclais de reasgio em fuméﬁo da concentracio de substrate para a
invertase livre, delerminar seus parimetros cinéticos e
verificar quél a.ﬁelhar func¥o de correcio necessaria ao ajuste
“do modelo. iv2 obter modelos cinéticos para taxas iniclais de
reac¥o em fungfoe da conceniragio de substrato para a invertase
imobilizada em termos de pardmetros aparentes e =felivos. 'vfi)
verificar a validade da .matﬁdalogia' utilizada por alguns
pe&quisa.dor?s C_83,'?E’.3, na deterninagfo de parémelros cindlicos
intrir;saacoﬁ para a invertase imobilizada., vid datermi nar  a
difusividade efetiva da sacarose ¢ o coeliciente de partigﬁé &

alginato de célcio.

&)
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Ii. REVISAQ BIBLIOGRAFICA

I1.1, GENERALIDADES

A invertase (S-D-frutofurancsidase E.C. 2, 2.1.2860, hidrolisa
a sacarose, produzinde umse mistura equimclar e glicose @
frutese, O nome “invertase” & decorrente da mudanga de rotagdo
dax luz polarizada entre a soluglo de sacarcse = a sclugHo
equimclar de glucose e frutose, como esquemalizade a seguir:

sacarose + H.O —p X 4D glucose + X3 frutose

2
anﬂﬁﬁ'a | = aD=~ga‘

Sendo a sscarose um f~frutofuranosidec e um o-glicosideo,
esta pode  ser hidrolisada por dois tipos de enzimas: a
g~D-frutofuranosi daé% CE, C.2.8.1.880 | @ a - | a~D-glicosidase
(E.C.3.2.1.200 gue até.c:am nos terminais da frulose » glicose
respecti vamente (93,0812, |

Varias fontes de .inwrtasxe s¥o encontradas na natureza,
Lais como leveduras, fungos, bactdrias, insetos, mamiferos e
vogetais, Entrstante, REED(SLID, considera quae para produgio
industrial d@_ invertiase, sémnt;a a enzima obtida de leveduras
Ca-D-frutefurancsidased & importante.

Em leovedurss, & invvrﬁaa@ & enconirads em duas formas: uma
enzima externa de alto pese molecular, localizada enire &
membrana plasmitica e a paredes coslular, senda  esta  uma

glicoproteina contende S0% de manana » 2% de glicosamina e

out.ra, enzima intracelular, desprovida de carboldrato,
iocalizada no protoplasma & 2 de  pesc melecul ar inferiar
€28,27,55.

A enzima externa, corresponde a maior frag8o produzida pela



celula de levedura, possul peso molecular de aproximadamente
ZFQ000 enquaﬁntc: que & interna de menor fragfo, possul poso
molecul ar de 138000 (1,033,

IT.2. ATIVIDADE ENZIMATICA

Yi.2.1. Modida da atividads

O primeira passe na  caracterizaeg¥o  enzimdlica, € o
ccnhacim@ntg de sua concentragic na forma ativa, porém, nZEo &
possivel a determinagio cimsta‘ por  métodos analiticos usuais.
Contorna~se © proklema, utilizando-se de wn artificie na
determinacfo de uma concentragfo caracteristica, nde em Llermos
de wunidades de conceniragio de uso corrente, mas alravés da
grandeza denoeninada atividade snzimatica.

A atividade esnzimdlica é relacionada & capacidade deo uma
determinada “quantidade” de enzima, de converter subsiraie por
unidade de tempo em condigles padric de temperatura, pH e
concentragio de substrato. |

Define-se atl vidade snzimatica a. em delterminadas condigles
padrZo, comnm

a = {-gdBdid. v €12
onde: (~dS dtD = taxa inicial de conversHo de substrato
Vi = volume de reagio

0 médulo da atividade pode ser expresso em Lermos de
Unidades Internacicnais €U.1.2, onde 1 U.I. corresponds a
“guant.idade™ d!a enzima necessiria f:ara converter lumol de
substrato por minuto, nas condiglies padrio.

A cindtica pode ser descrita pelo modelo de Michaslis -
Menten, na forma:

~dSrdt = V., SCKmESD ' ¢
ma

&



onde: Vmaxzx"(E/VD = Laxa maxima de reagio _ L5C ¥
S = goncentragie de substrate

Km

it

constante de Michaeslis-Menten

K' = constante cindtica

i

EY concentragio do enzima

v

#

volume de reagdc

Coaﬂuma~39 padronizar a concenirag8o de substrateo, de ial
forma que SD>Em, logo C~d$fdt)mvmax, dal,. a atividads sera
méXima, podendo ser escrits comes:

a =K . E _ C42

Para ¢ vcaso de cindlica de inibkbigdce por Iaxa@sse ae
éubstrata, vmax niEoc & atingidoe, @ ﬁaste Caso, padfvnizawsa a
conaeﬁtrag%m na qual se observa a méxima taxa inicial de reag®o,
a atividade pode ser wuerita na formad

a = K'.E . & CE

Km + & + SP/Ki

sendo padronizads a temperatura, Km e Ki sBo censtantes, logos

SAEm+S+S /KD =oonstante, @ a w K'.E

Entretanto, neste caso de inibigdo pele substralo, quande
se varifica a influgncia da temperatura na atividade enzimética,
Km @ Ki podem variar, Jjé& gue s8c dependentes da temperalura.

IT.2. 2. Infludncia da temperatura na atividade enzimilica

O médulo da constants cindtica K' & foriesmenie dependente
da temperatura, influéncliands em conSeﬁuéncia & alividade
enzimdtica. A constante K’ ,pode sgr correlacionads  <om &
temperatura, através da equagdo de Arrhenius:

K'{To= ka.ﬁxpCHEa/ﬁHB _ : el

onde: K'CID = constante cindtica a temperatura T



+

Ea

]

snergia de ativagio

R = gonstante dos gases ideals
ko = constante de proporciconalidade
T = temperatura absoluts

BPICKEHEHEETS ot al.(192, determinaram energlas de ativagHo
de 7382 cal mel e de 4083 cal/mel para invertase livrse @
imobilizada, cobtida de Condide uitiis,

M&MSFELD. & SCHELLEKBERGERC4AZD, enconlraram energias de
alivagio de 7082 cal mol & 77882 cal -mol para inveriase livre e
imobilizada,

Verifica-se experimentalmenie, que a alividedes snzimdlica
nlo cresce indefinidamente com a tomparaturs, come prevista pels
gguagdc de ﬁrrhamiﬁs, A partir de ums deterpinada temperatura
Coonvencional mente denominada ltemperalurs Slimed, verifica-se um
decréucime na atividade com o aumenico de Lemperatbura,
cbser vando—se Lambém que a conversfo de subsirate (~d5 ndo &
linear com © lempo, nmesme pars senzimas bastante diluidas,
Determnina~-se entio uma atlividade aparente, f(ixando-ge um Lempo
de nedida da aiividad@, fazendo-sw (wdﬁfﬁtimaﬁﬁfﬁtb, con &L pré
fixado.

Neste caso, ocorrem dols ofeitos em paralelo, um dos quails
& a ativagfo da enzima alravés do aumenie da constante K7, @
oulro & o decréscime da atividade, decorrente da diminuicgHo da
concentracic de enzima na forma ativa B devido a inativegdo
térmica,

A&IFigura 1 & 2, esguematizam a variagﬁé da atividade. com a

Lomperatura:



& : : inCal

B
L
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Figura i1 variagio da ati- Figura 2 forme de Arrhenius

vidadede com a temperatura para a atividade

IT.2. 8«-Enfludncia do pH na atividade enzimatica
LAY ﬁLE_R, citado por Bowski et al.(7), sugere o seguinte
Cmecanismo de ligag¥o do sitio ativoe da invertass com grupos

SGelidos & bhasicos:

cH H, % H, o
O M, oH> 3 e M, pHXG, 8 <O M
ER 2T WA ENZTTMA e BN Z 1 M Al
inativa pHLE fTorma ativa pHLG, B inatiwva
Através deste mecanismo, tem-se enzimas carregadas

slebricanentes, onde as formas n¥o neutras sfo inativas. BExdste
um determi na;:i::: valor de pH em gue & conceniragBoe da forme ativa
& maxima, acarretando uma atividade mévdma. Este pH de méxima
alividade ¢ denominado pH Stimo.

A Tigura 3, apresenta de forma esquenidlica, o comporiamento

da atividade com o pH.

+  pH
Figuwra 3F: comportamento da atividade enzimdtica em relacio 4

wariacio de pH.



De wn modo geral, o pH Slime da invertase de leveduras se
situa entre 4,4 a 5,9 ¢ a temperatura Stima entre 80 w» 6@°C;
Goralmente utiliza-se pH=4,5 e T=85"C em xaropes de sacarose a
60 brix, come citade por Durand e Monsan (203,

Cuanto ao pH, nota-—se um deslocamsnto do pH dtimo para a
gnzima  imobilizada, guands comparada & enzima livre. Este
deslovamsntce @ aparente, vi:;trzz gque, S8 o supbrits conltendoe a
snzima eosti carregadoe com <itlions ou dnions, © pH no @su
interior difesre da sclugdo sxterior. isto podends ser

caracterizado por um {fendmenc de partigico de prdétong (200,

+ + :
+ o= ’
KH CHm?/CHM) _ {72
earacden H;m concentracic de prétons no interior do supoerie
H;m concentracic de prétons noe exlerior

Alguns trabalhos com invertase (1S,33,41,43, 44> em diversos
tipos de supcriws, wvidenciem esta mudanca no Stimo de pH.

Se o superte for carregade positivamenie, © pH Olimo para a
srizima lmobilizaeds smeorid menor gus o pH para a enzins livre, o
Vi SR Ve B, |

I1. %, ESTABILIDADE TERMICA

Sendo as enzimas de natureza proteica, sofrem desnaturagia
térmica, perdende em consequéncia tolal ou parcialmenie sux
atividade, O conhscimenio da sstabilidads {érmica ¢ de grande
importédncisa ne projeio de restorss continucs com enzinas
;mﬂbilizadaa. |

Normalmente uma cinética de desativagBo térmica de primeira
ordem ¢ suficiente para descrever o ¢omport&m@nta da atividade
com o tempo de operag¥o, ulilizando-se do modelo;

~dE -1 dE
aﬁ*{: = kd-E [ 1 é- . af{:- - kd Tl



+

onde: E = concentraglo enzimatica (ou atividadeD
kd = constante de desativagfo (ou taxa especifica de
desatllivagdal,

Integrando-se a (EBg. 83, sujeiia & condigBo irndgcial 1=0,
Eﬂﬁm, bt Sm-se

-lniﬁfﬁoﬁ = kd‘t oy E = Eﬁ.exp{wkd,tb Cen

Costuna-ge Lanbém expressar a ostabilidade térmica om
termos de meia vida, a gual & definida como sendo o Lompo
necessaria pars perder B0X da sua alividade inicial, ou seja:

E/E0m0,$= O tempo de mela vids tL/ pode  ser relacionadde a

3

constante de desativagio k alravés da sgquagio B, como:

d,

Ci02

~1nt0, 02
t = :
1-°2 kﬁ

HEMIEY o SADANACZODY fazem uma revisio da litsratuwra e
classificam as curvas ode desabivacieo em duas grandes calegorias:
numa 5 atividade seréd zémpr@-m@nmr gue a atiwvidade inicial & na
oulra, & ati#idad@ pode Ser malor gus & inicial @m.algum P £ oo
de tempo, Dentre estes duss categorias, pode-ss aindas distingulr
14 casos diferenitss.

Para explicar o falo de ocorrer um aumentoc de atividade com
o tempo, deve-se assumir um estado intermedisrio de desnaturagio
da mnzima, noe qual sla & mais ativa que a snzima nalliva.

Pars  tal, connd dera-se < ﬁ@guintﬁ mecani smo 17
desnaturag¥o, denominade “modelo em série™:

k k

& 2 .
E B El $ Eg

~dEsdt = ka’E oL E = Ea.axp€~k1.t3 €11d




F

e M = — H
, éﬁi Gt kaaE; ki,ﬂ _ 18D
Substitulindo-ss a equagio 11 em 12, reoescreve-se como:

~dE
3

dt

Integrando-se & eguagdo 12, com a condigdo inpicial L=0 @

= kz.Ei - ki.anaxpﬁ—ki.tQ Ciso

Eafﬁ, obhtém-se:

P

-y { @xpCWki‘t3 - @xp(~k3,t§3 €145

e
™R
1}
Nwl
A
:
| 1

& ainda EzﬂEquwEi  substituindo-se as eguagles B e 14,

ohidm—sre; .
ks k
oz 4

e opl k3]

E=E_. [ 1-expl ~k 1D - FE,

180
A atividade total resultante nun determinade tempo, pode
ser proveniente des trés diferentos formes da enzima com sua
respectiva atlvidade.
considerando-se:

E E& . Ez_m concentraciiss enzingdlicas

a,a 8, atividades sspecificas
o e = razfo entre atividads sspecifica e atividads na forma
nativa,
o = oa e guando B =E 180
EY 4 F
o = oa m guando B =E L3173
2 - 2

A atividade relativa total a pods ser descriia na formal

E + mxfﬁs + az.Ez cien

B
o

@
il

Substituindo-se as equacBes 8, 14 o 18 am 18, coblém-se a

forma geral da atividade relativa no tempo:

10



O(i. ki C’lz. kz Cii. ki &2' k -i
5*“-&3-& F»b - j L expl wki‘ 3 - [ - : axpl wkz, £
1

€165

Desla equagBc geral, se c%>1, podenos  obler atividade
superior 2 inicial num determinado pericdo de tempo. He A @ o
forem nulok, recal na cindtica de primeira ordem (Eq. 113, onde
a = B/E_.

Oa 14 casos descritos por HENHLEY o SADAMHACROY, podem ser
oixidog por simglacfo de dados da (Eg. 183, ou da colelines de
dados da literatura. |

GRECO e GI&%?RED@fEQD, analisan dois tipos d@-preceagwﬁ de
desativagiao térmica:

idconsiderando que & enziﬁa & uma mistuwa de duss
izvenzimas gue diferem na sua atividad@ especifica, "modelo em
paralelo®.

D N D
2

2 S
£

11D "Modelo em série", como visto anteriormente

E b E; ¥ Ez_

Hilizando~se destes modelos, GRECO e GLANFREDA (220,
analizsam o comportamento no estudo da p-frulefurancsidase de
leveduras, a B0°C e B3 C, verificande uma mudanga de inclinagEo
guande plotados na  forma loglhkD en fungfo do lempo,
dizcriminades en duas regiﬁéﬁ distintas que podem ser descritos
pelos dois processos considerados simultinesamente.

A estabilidade térmica ¢ depesndenis das condigBes do meio
gm gue se enconbra a enzima, se esla imobilizada esou compl exadsa

a outro componsnte e alnda pode ser influéneiada pela prépria

concentragio de substrato.

113



OOGHIMA &t al.(98), estudaram a» .@Etaizxilidaﬁe da inverlase
em relac¥o A& concentragiio de substralo para valores inferiocres a
0,14, demenstrando nfc haver influgncia da cooncsniragie de
gubstrato na establlidade térmica.

ﬁ@ﬁﬁﬁﬁ 2t alCS2), verificam um aumentc na estabilidade ds
invertass para altas concentrageos de substrato, Observaram que
a BO'C, a meis vida da invertase imobilizada por ligag¥o
covalents em sabuge de milhe, permanecia constante gquandde &
concentracie de subsirato era .inf'@rimr a 1,84, A& partir desie
valor observeram gus a meia vide crescia consideravelmente com o
aunsnto de concentragfo e que a &,78M a mela vida.é der vAriaw
vozes superior & meia vida para solugties diluidas.

LOPEZ-SANTIN et 2l.040>, imobilizaram invertase #m argila
ativada, obtends significativa desativaclo acima d@. 20TC., A
desativagio enlre 2EC e ﬁﬁfﬂ pode ser descrita por ums sinslics
de primeirz ordem. Enconbraram & constante kci igual a 0,008
min ™t e 0,012 min © nas temperaturas de 40°C = BOC
respecti vamente para a enzima incbilizada, correspongende a mela
vida de 116 min & 52 pinutos respeclivamente,

M&Eﬁ& © $ﬁ2@ﬁ1iéi§, imobilizaram inveriase &
dietilaminoacetil celulose (DEAA-celuloses?, verificande uma
emiabilidade semelhanis entre a enzima na forma livre & na forma
imobilizada., © complexo mostrou-se eslavel por g dias de
invversBo continus om um sistemn de coluna & B0 &, p.mrésm, s 40°C
o comploxe mestrou-se instavel anies de T dias de ope&aqﬁo.

MASON o YEETALLC44), compsrande tipos de imobilizacHo,
varificaram difaf@ngas significativas gquanto & estabilidade,

quande invertase fol imobilizada por ligacZo covalenie en
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particulas de vidro porosc € em derivadoz de celulose.
Encortraram a 23 € as sgguintes caracteristicas de sstabilidads

-4

térmica: vidro poroso Ok =6,8,10 h—-s", ot meia wvida do 42,8

d
dias? e celulose de#7,8.10ﬁﬁh&i, ou méia vida de 3,7 diasd.

HUSATM ot 21.(330, melhoraram a estabilidade da invertass,
aémpl@xanﬁawa com concanavalin A, Comnparando-se a sstabilidads
da invertase naliva, do complexe: invertase Gon A, ligagdo
cruzada do complexs Con A"Invafrtage 2 oclusfo do complexce Con
A-imvertase eom alginatc de ciloio, verificaram gue as formas
complexadas foram bem mais estévels que a enzima nativa.

ABMOLDC 4D, ccnmpar*ar&dr:: a wmstabilidade de inveriase an
réiat;&m a0 teor de carboidratos em sua molécula, verificou que o
Leor de menana na enzima ostabilizs~a termicamente. Desta forma
a enzima externa a membrana periplasmatica ¢ termicamente mals
eutivel gus a interna.

GOSHIHA ot 21.(8980, farem unm sstude da estabilidsde térmica
de igv&rt&&&a nas formas nativa, impcobilizada covalentemsnie em
vidro poroso e imcbilizada lonicamsnie em resina de lrocs
idnica. MNeste Wiime caso, utilizam-se de um p}i'étimm @ oubtro
n¥c &bimo, s dados de desatlivaglo térmice foram feiltos na falxa
do B4 & 70°C & as seguintes conclusles foram obtidas:id &
domativaclic iérmica de Lodes as formas seguen 'cinétiaa dm
primeira ordem iidas laxes de desalivagic aumentem na
ordem: nativa, ligag¥o covalents e ligaglo idnica. Ho caso de pH
ndo Stimo a desalivagHo mostrou-se maior que no otimo, e foi
sugeride gus a ligaglo idnica d& malor perda comparada a ligagZo

covalente,
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OOSHIMA et al.(88), tLambdm colocam seus dados de kd em
fungo da temperatura na forms de Arrhenius,  determinando
srnergias de ativagfeo para s desstivagio térmica, encontrando
para a enzEima nativa © valor de 94,8 Kealr-mol ¢ wvalores
inferiores para as gnzimes imobdlizadas,

A forma de Arrheniuvs para & desativagio {érmica &
intersssante do ponto de vizta de interpolagic de dados de k|, na
faixa de Ltemperzliura de suas detorminaglss, £ ainda para avaliar
dados de kd para temperaturas inferiores, viste gue, para baixas
tomperaturas, o procedimenioco experimental & de dificil o
denerada oblengo.

& forma de Arrhenlius para kd’ prde BeT oXNPressa Come

= - . _ E4 i .
kéwkda.axpc BEdrRT2 ou in(kd}mln{kda} FT 0 LB0
opucdes kd = constante de desativagio & Lempesratura T.

k = constante de proporcionalidade.

Llr

& = conztante dox geses idexis.

T

4

Lempesratuyra abosolats,

d energia de alivegio da reagio de degradagio

#

*
3. 4. CIMETICA DA IKVERTASE MA FORMA LIVREE
& vindtica encimdtica de uma forma geral, parte do seguinie

mecand eme de reagio:
i oo ke
E + 5 =7 B P E + P Catd

i

orcle: E concentragico de enzima
& = concentlragiio de subsirato
ES= goncentracio do complesw snzims-subsirate

P = concentragio de produle de resgdo.



a

A partir desle mecanisme de reagBo, Michaslis-Mentan

derivoran o saguinte modelo cindiico

- = e
at vmax‘ Km + = Cezs

onded vg = taya miod wma dw d@@ parecinento de substralo.

v = taxa de desaparecimento de subsirabo.

Km = constante de Michaells-Mentan,

Verifica-se empiricanente gus ps laxes inlciais de reagdo
e solugies diluldas de substrato, segusn este modelo Caopiagio
20, pordm,  poars allar oconcentracBes de subsbesato seounr na
presenga de produtos de reagfo ou alndas de oulrss subkstinclas,

pad&m coorrer  efellos lnibidores sobre a Laxe de  raasglo.

*2},

. Surgiﬁa3 tod s @f&itéﬁ, s ocindtlor pode ser desorita peslo modslo
clex ﬁicha@liﬁwﬁmmtah com  adigfo de parametros cindticos  gque
descravan aloun tipo de inibigio,

Mo caso ampesifico dg invertase, verifica-se qus Laxas

1 ]

iniciais de reagio em soluglss diluldas de substralo, segusm ©

modelo de Michaolils-Kentsn, sentrelanto, paras }u_m concents xo e
e subzsitrato, surge o wfelic de inibigio por  sWoessso oo

substrato {7,580,

Slravés de equilibrios, deduz-se o nove maxielo cindlico,
gue contédm o paramebro denominado constante de indblgio pelo
substrate Ki, adicionads ac modelo-base de Michaelis-Menlen,
dado ne formas

; &
e Km + & +  SF.

Entrelante, verificea-—so experipentalme af 7, QuE o maodelo de

inibkbigio pele substrateo Ceguaglo 252, por si sd, nio &

14
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suficiente para descraver © comporiamento cindlicol?). As tawxas
de reagfo indcizis observadas a allas concantractiss de zacarosse
$#G inferliores as taxas previstas pslo mod@ia‘

S0UEEL el al.0%3, estudsram o comportamento deste desvio,
considerandoe core corregfo do modelo, og efeilos da mudanga do
cosficiente de difusBo nolecular da 3&@&%0&@; visoosl dads e
concentracio de sgua livre., © ajuste do modelo cindiico Dara
Laxas iniciads de reaglic fol obtido guando se considerou um
fator de corregio em termes de Aguas livere sobre o podeloe de

cingtice de inlbigBe por excesso de substralo, reescrevendo-a

COMC: ' ' :
. : : v
= f :
Y Ve W L CEaD
K}T{ K 3 g 4 {“‘1 /«k i t’ . . e 1
earache: ?f = goncentragie de Agus livre
wt x'canc&hi?agﬁm de fgua total (livre + ligadad,
A& concentragfo de dgua livre & dependente do ndoerds  de
bhidratecio da moldouls de  sacaroge. BOWSKT et a2l .07,

determineran o ndmwere de bhidratacZolnd requeride zo ajusie 2
2570, obbendoe  n=7 parsz  solugfes diluidaw, congordands  com
valores apresentados na literatura Cald, & pars o sumenico de
concentragio d& Sacarass, o valores decresceram abtd nsd oan
sol ucliss 24, ou sela, diminuindo o ntmers. de hidrataglo com o
aunentoc de concenlracio na ra?é aproximada de L,8 para varliaglo
de 1¥ na concentracio de sacarose,

SCATCHARECOSED ,  delterminou nimeros de hidratagioc para &
sacarose, a partlr de dados de atividade de agua obiidas por
pressio de vapor de solugles de satarose a 0°C & 20°C. Caleulou
atravdzs destes dados o nimero de hidrataglio ao redor de n=f para
solugBos diluidas o n=d para soluglos concentradas a2 00 ¢ n=® o

medoa 3070,
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CALLEK e OO ZD, Timerss wma revisio ds liitsralura conm
regpeite  a Iintersgfo  sacsrose-dgus,  wverificando  uma  grands
disorepinoia dos velorss de ndmeroes de hidrategdo cohiidos por
vairios posguisadores, o gusis wtilizaram diferentes métodos de
deberml nagio, o owvalores apreseniados warloram desds n=i,8 a
n=El . Partindo-se da esirutura oulnlcoa da sasorose, & provivel
gquz  en scolugBes diluldas, as moléoulas de  sacarose &R am
agsochadas oo certoe ndmero e moldoulas de &Qua, nio excedendo
a onge, oue estio em eguilibric diﬁ&wﬁca com mE  meldcules
remanwscentes de dgua livre. A base disto & & presonga do onze
alomas d@ oxighnilo 'nﬁg. mmlégul&& clo ERCET DEE AR T
potencialmanie podon formar peoentes de hidregénio com  as

moaldoylas  de &gua.' ﬁﬁﬁ. dadog apresentados  de nlseros  de
hidratagfo, pode-se conclulr apsnas gque o ndmero de hidrataglo n
deorescse com © aumesnio de cooncenlirsacio doe SeocaroBs 0 com W
sumsnio de tempesraitura.

;Cgm- rowpsd be A difusHio molecular,  BOESKL el a21.0723,

utilizaram o fator de corrsgloc para ems temperatura fixe T,

[fuciriw g

B gy,
=

onde: DIED = coeficiente de difuslic & conceniragiio B,

ﬁb = goefigisnts de difusBe & infiniis dilaigie
i = wismoepsidade de dgua pura
o

B = visconlidede de solugBo,

Eﬁt@ fator, fai beomeado na oguagio de Slokes-Einpsziwein,
considerando & nls varisgBoe do raio do smlﬁtﬁ com respeito &
concentragin, 2 ainda, este fator ol varificado sobre a
cindtica de Michaelis-Henten & n¥so scobre a cindtica de inibigHo

pelo subsirato,



Para solugdss diluddas de sacaros w&r@?, 2 megainte eguagio

v

Wy s wialida,

glor ld T

DESy = D E:i R \ CEss
< ,
wﬁda: & ﬁ ﬁ@ﬁ?iciwmt@ i aﬁividaﬁ@

?ﬂ'fﬂ | BAIN e LIUC4LYS,  werificeram gus &  eguacio  de
Slokes-Binslsin nEo £ adeguads pera prever cosfliclentes de
difusio moletular, pela correcio de viscosldade om solugfes de
sacarose, usinde By varia o concoenirseglo de 82Moa E20¥, a
visuogidades aumenita ao {riple, enguanto gue o cosiicisnle de
difusio decrosoe apeshaes 1THEK

BMGLESH o DROLECEZED, dolerminaram s difusividade molecular
da maoarose para altas coowentraglles de ﬁubﬁiratw,.vwrificaram
quB B di?uﬁiviﬂ&ﬁé decregos 1insarsenie com & concenlragdo de
SRUATOS® om ¥ en pesp, & gue a extrapolagio para difusividede

prabicsmente nule, & obblidae a 81% em peso, ou seja, we redor do

pontc de mbiximn solubdlidades da sacaroDe.

ﬁ}hwﬁwd Cﬁmwﬁ g VITGLAOE, estudaram & allivideds da

> : gt

inveriase oo resper o d verlagio da vl

bar

soonl dasds da solugEo.
Fare btel, firarar a gooncsniracic de sacaross em 1080EwYD o oa
variég%m dae viscosideds Toi obiidse pola adiglo de guantidsdes
wariAvels ode carboxdmetiloelulane (CHOD, obbendoe viscosidadas na
faixa ode 1,53 o 8,8 oF, Chldiveran ume correlagdo linssr guands se
plotoy @ inverse da alividade em {fungfo da  wviscosidade,
mvidwﬁaianﬂm oom into, o efeilo fiaiaa da'aéiu§ﬁ0 na alividade,
BESSERNGICH ot 21.05D, verificeran gue o modelo de qorreglo
dn cindticen de inibicio peolo substralo em Lormos e wfxwt c&ma.
spresentado por Bowski el a1.(72, foi inadeguads para ajustar

seus  dados . ewxperimeniaiz de laxas de rescgfo om fungfo ‘da
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conoenirarie Jde sassrose pars a Inverilase lives,  Entretanto,
para b3 Povartase imobilizada, oS cacios expoerisgntals,

ajustarma-se bom o modelo de inibdclo pelo substralo, sem

LCOMBES st 2l.0143 o COMERS o MONSAMCISY, abordam o probl ems
do decrdscinm de atividads em relagio ao aumsntce de concsniraciEo
g sasarose, nEe por intesraddico de um fator de correciio, mes,
considerandoe Lal efeito provenienls da alt@ra@ﬁm'ﬁa estrutura da
sacarose, pela presenga de pontes de hidrogdnio intra oo
intoernolecul ares, tal coms obmervam  alguns  pesogul sadores
Cﬁi,éﬁ,_fﬁﬁ? . 'Lﬁ‘r:tzw g%{:;;-ra_;ﬂ U R’RE woldculas  de s;acar%@;@a Corrrancde

eston ponteor de hidrogénio inmtranmalesular nfo slo disponiveis &

inversio., Desis foros, propfem o segulnis pmodelo cindlico

= Cavs

e R ESH
Fam o+ = $ N T Hs v B SEe

onds: & = concentrac¥o de substrate digponivel & reaco,

et

antas de indbiglEo peloe subsirato.

Fe © ¥ie = oon

Lo e InibdigEe

i

COMBRES & HUHSAKIIEY, estudusramn ainds, o ol
pelos proghalo de  reacio,  en soluglies diluides de secarces pora
giiminar o feiio da inibigle desta., O exparimesnic ol efglundo
en separado en oreleglo s glicose & s frutess, Verificarsm gus s
frutoss prosove ws efeite de indibdicEe compslitiva, senguantc &
glicoss provove um efwito de inibig¥o percilalmenie compeslitiva.
Cs ssguintes efeitos Poram delerminedos pa&ré glicose o fruatose:;

Em' = Hwl 4 + Frk,3 C3E

v = v . [ 1 4 prketed

1z e pretaieed e
{1+ cewxyg ]

(e

i




il

t

ordw: F o= gonceniragio inicial dw frutose

G = conceniragic inicial de glicose

¥

Kf @ Kg #» constantes de inibigBo da frutose & glicons
¥ = canstanle

Colocando-ge o3 deis efeiios om conjunio, iem-so:

v =V 1+ /Kl s |
maX - TTTTTTE YRS Km L1 CFOAKET + S

E
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11, 5. CARACTERI STICAS DO SUPOETE DE THOBILI BACAD

Un dos primsiros trabalhoy sobre enzimas imobilizadas ol
de MNelson o Griffin =m 1810, citado por Messing (490, gue
asﬁgdaram a adegorgBo da dinveriazse em carvico o oem alumina,
dém&nﬂtramdo a retenglo da aldvidede desta ongima.

A grands wvantagem dos processos guss ulilizmam enzimas

imabilizadas comparadas a processos que ulilizam-na na foroa
livre, & a reutilizegfo desie calalizador & a2 wviabilizacgHo de
processos continues. Desta forms,. minimdza-se cuslos com enzima
e custos operaciconals (42,430,

Narios médtodos de imohilizaglo lem éidm sgiudados nos
.Qltiﬁmﬁ anng, oF quaié ﬁwdam ser resunides em inobilizagBo por
ligaglo & por oclusiic. O mélodo de oclusio so resune em ool usio
am gbls, mcluéﬁc em fibras e microsncapzulacio em menbranas.
Dontre oz mélodos de oclusBo, ©» que se ulilizs de géis,
aprizsiona as moldculas da enzima no Seu interior, entre as
malé;ulaﬁ'da'ﬁglim@rﬁ.’Pﬁﬁguindw a-enwine alioc peso molecular,
enta flcard inpedida de difundir para o sxiesrior. angquanto gue
o subdlrate _@,_produt@a do reagHo, ifends pesse molecular  bem
iﬁfwriof, poden difundir enire z solugio externa e inlesrna do
gel 222,

O processo de oclusiico de enzimas om alginstio de chleio,
baseia~se nha insclubilizagfo de solugles de &cido alginicoe (ou
na forms oo sal da gé@ie& contendo a onzima, em solugdoeo de
clorste de célcio (342,

O &cido alginico & um polimero cvngiituido cde  warias
proporgBes de Acido D-menurénicoe e de acido L-gulurdinicoe em

ligagio o 1-4, comoe ssquemalizada a seguir sua estrutura (582,
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mhora insoldvelis em &gua, © Acido alginico ¢ facilments

gsoluixdlizade em . solugles sguesess de  hidrdxido de melais

alocal ines & dio solugless de alis viscosidades, Por ouliro ladg,
fons  de metals polivelentes dfo proedutos  insoldvsis., Az

prosereies de metals  poliwvalentes necsssdrias pera  obier
procipitade de alginale oresce na ordem Ba £ Pk £ CQu < B € Cd
< Ca < Zn.<_ﬁi_§lﬁo < Mn < Fe < Mg. As pfegfi@dad@g fisicas
v&riém de acorde com as proporeBes | de acido Demanurénico o
&oido Le~gulurdnico presenles (592,

As  caracteristicas do gel podem seor resunidas  em sua
porogidade @ resizténcia meclnica  nocsssariss am.prwcwggm. &
porosi dades QSLQ intimamenie ligada a cap&cidaﬁg do. gel  reter a
enzima - desejada é de alterar a difusividade efeliva  do
substrato (135,

KXERST&H ot al. (377, investigandn a difusido de nmoldoulas de
baixo peso molecular em geis de alginsle de célcio com
diferentes  proporglies entre  &cide gulurdnice e @ manurdnico,
verificam gque gdis de alio conltedds de dcido manurdnico possulam
boa porosidade caracteriziics, amquaﬁto. gque gfis de alio
scordodde de &ciﬁa gulurdniocoe possulamn baika porasl dode.

CHEETHAY ol a&;(iE); estudando a imebilizaglo de células om
alginato de cilcio, wverificaram boa ragistéﬁcia a ¢ompre$s§o =]
a abras¥o om altas cenmantraqﬁﬁg.dw sacarese, ulilizando-se de

um reslor em coluna. As proprigdades fisicas do alginato Toram



T

bam. meld hores, 'c;ua.z‘kﬁm comparadas a gels de poliacrilamida,

O pily de poliacrilamida Possusm pores menores gue os gels:
de alginsto de cilcio, sendo desta forms mals aconselhivel para
i;x_z;_:abiiiza;g:?ﬁc de enzimas de moldoulas menores, eonguanto gue ©
zlginato ¢ malis apropriado para imobilizegdo de snzimas de allo
pase melecular e peara coflulas. O alginato possul  ainds uns
vantagem a mals, porgus é bPioguinicanente inerte & cdlulas podem
mer oclusas nos expasos intersticials, podendo ser olilizado
substralc da-valor alimsniicio, n¥e possulnde reagente tdxico no
| processo de immbilizaé;ﬁc: -&’18).

{Iﬁﬁiﬂimﬁﬁ f#t ______e*s}.e{iiﬁl}, determinaram étinda £ co@fici@ﬁte cie
part;ie;.i‘im. para:a s*:at:ar‘ésa wm aloginato de c&locio livre .d@ célul as,
determinende o valor (},84, indicande com isto gue 843 do wvolums
interno. do gel & acessivel 3 sacarose, evidenciande a presenca
de um limitado ndnero dapﬂqmmma poros oy espages intersticiaie
inpcessivels dérztr::: cdo gel.

_.'171%?%&3{,«% et 21,0672, estudaram ¢ efeiio do pesoe molecular de
subztretos na difusic om alginsto de cdlcic, delerminendo sgus
valores do ea_}{%;.- i Lo para © inlerior & Vioemverss. =
conficientes ..de i fusdo de substénciax vt e glucose,
L-triptefance & a-lacioalbuming (com pese melecular inferior a
o000y, tiveram comwrtam&nta semel hante ao das subsifncias om
&gua, isto &, estss subsiralos podem difundir facilmenle pelo
gel, Bsta difusBo tembém nlo foi alterada quande se aumontouy &
#ohc@ﬁtragga de alginato ou a concentragdo de cloreto de cilcio
na preparagio,

No caso die substéncias com alilo pesoe molecular (B7), tais

Cogoms al bumina (P.M = GR0000, r-globulina {P.M. -=1840000 o



fibrinogénic (P. M. = 3410000, o comportamento da difusio Col bam
diferente, n¥o havendoe difusfo destas subslfncias o sdnmenis
albumina foi parcialimente absorvida de fora para dentro. Para
altoz pesce moleculares pode ooorrer peguens difus¥o, ¢ nosles
casos, a conceniragio do gel afeta mais a difusic que =2
conceniragio de cloreto de cdlcio, A Tebela 1. a Segliv, Feuume

o resul tadoys obliidos.

Tabela i1t Cosficientes de difusdo Cam 16M4¢m8/min> de subsirastos
sm Egus @ para o interior & do interior para o exisrior do gel

de alginaio de cilcioc a 30°¢.

éu%%tkaﬁ& '“; o P interior o axtafimr

om &gua 8% 4% 2% 4%
GLUCOERe o v v vne e ns 4,08 4,.30 - 4,10 -
L-triptolance...... e 4,03 4,00 - ' - -
a-lactoalbumina. ..., 0,81 0,61 0,61 0,81 -
AlBUMING “vrreeern.. 0,42 nao dif - 0,2 0,084
reglobulina. . v 0000 0,27 - - .12 0,040
fibrinmgania*..;ll,. 0,12 -~ ~ 0,08 -

FJOHAMSEN e FLINKCZ4D, apresentam dois processos de
insolubilizagSe do alginalo de calcio (internosexterncd, ue
produzen diferengas na distribuigio das zonas de Jungie o
promovends diferengas no tamanho da malriz dé alginato,

ﬁo processo usual de insclubllizagic Céxtarna), CCOTTe &
sindrese do gel, com aumento de 20X em sua. concentragio, oomo

reportade por JOHANSEKR e FLINKOZZD. Desta forma, na preparagio

o



de alginatlo com &% Cwwl, sua csonceniraglo final seri de 2,0%,
da mpesme forme . para 3% o 4% obldém-se concentragio fingl de 23,8 »
8, 4%, revspectivamenies,

HQS&i%ﬁeﬂ.ialaCQBD, imobhilizaram enzimaﬁ sm alginalo do
¢élcim; & para érev&nirem possivels perdas @ por difusi¥o,
complexou-as com concanavalin-a, werificaram gue complexos de
glucese orxidase, invertese = smiloglicosidase com concanavalin A
previnem a-difusfo das mesmas.

Coms mencionade préaviamsnbe, a invertase de leveduras &
composta de duss frag&as,'uma interna de peso molecular 13B00G
& qgtra_-exgarna:_a membr ana pariplasm&ﬁica .d@' p@%c' molecular
S?GéQG.Ci;QBD, e_ﬁu@'a externa de ﬁéso melaculaf.méior & mals
aﬁtévél térmicam@nia C4d. Destas coﬁ&iﬂ@faqﬁa&, CORCIU@”E@, dua
& -mals inteﬁhﬁgamta a imobllizaglo apsnhas da {ragdc externa a
célula. | .

COSTA(lﬁj; da uma contribuicBo no sentide de praducfa de
invertase extiracelular, _5@l@¢$onanda copas  de lev&@grag e
produzen naicor alividade desia fragio. O intuito d@ trabpalho foi
gliminar pelco nenoes uma wtapa . <o progcesyo de exiragio
enziméﬁica, diminuindo custos de processos,

I1.6, CIKETICA DA ENZIMA LMNOBILIZADA

Alguns pesquizadores (19,41.,472, déscr@vem a cindtica de
enzimas im@bilizadés em termos de parémetros apar@nt@é, Ma
determinscic destes, normaliza-se na fmrm&-dg Linewav&r«&u%k o5
dados de taxas iniciais de reagdio om fungde ds congentracic de
subsirato obtidos de um reator em estado estacionario. Regan et
al. (82>, eniretante, moslram através de dados oblidos por

simulagio, a grahd& influégnecia do didnmelro da matriz nos valores

b



dog paramelros aparentes. Por oulro lado, outros pesguisadores
CE2,84,08,85,81 84,705, abordam o prmbléma em  termos de
parémetros efetivos., Ha determinacio desles, ullliza-se de wum
balange de massa snvoelvendo difusividade de massa @ texs de
res¢Eoe,. O principios e consideragBes scobre este balangoe sdo
sunarizadas a SOeQUiT.

Ha delerminagio de parfmwtros efelivos, & necessirio o
conhecimento do perfil de concentragio de substrato no interior
gda matriz. Para tal, deve-se delerminar num primeiro passo o
cosficiente de transferéncia de massa na camada limite CKLD, COMm
intuito ds se calgular a concentragico na superficie da matriz, A
partir dai., d@#{;@rminawma o perfil de concentragice no interior
por intermédio de um balange de mnassa envelvendo &ifusividaﬁ@ de
massa © taxa de resgfo. Pare uma -matriz porosa,. o substralo
presente noe reator, difunﬁawsa para dentroe da malriz, @« om
presenca da enzima se lransforma sm produtolsd. O subsiraio e
pfodqtm& de reagBo -poden difundir através dos poros, enguanto
que a anima'da alté oo molecular fica aprisionsda enbtre as
moldoulas do gel.

A Figura 4. a seguir, mosira de forma ssquemdtica, o lipo
de perfil de conceniragico de subsirato om uma matriz esférica
contends enzima imobilizada o imersa em um meio agitade, sendo
K, Sﬁ = Sb o raic da matriz, concentragBo de subsiratoe na
sup&rfiaia externa e cpnc@ntraggo de substrate no msio liguido

do reator, respsctivamente.

. &8
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Figura 4 ¢ Esquema do porfil de concentragloc de subztiratoc em

suporte esiérico, contends enzina imcbkdlizada,

Mo b&;an«;o de massa no interior da matriz, as segul ntes
$ﬁpmsigﬁas s¥o adimitidas (283,72): a2 a enzima ¢ homogeneamente
distfibui&a na intagimr 6# malriz, 2 o Sistamé esti emn estadeo
estacionario, ¢ o modelo cinético da taxa de resgBo & de forma
an&lmga.& eneima livre, d) a difusividade efstive de messs De no

intericor ¢ constante em sgqualquer  posicio, € €’} o subpstrale
produtos de reagiic podem difundir alravées da mabtriz, endgquanio
gque a enzima nEo,

Fartindo—se de tals supossigles, « tomando-se un elemenitic de

voelume aV no interior de uma matriz esfdrica, come esquenaltizadsa

na Figura 6
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Y
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{
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e
Sy

Figura B, Esquema de um elemenio de volume no inlerior de uma

matriz esférica.
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& diferenga entre o fluxe dao aubairata enlre a area da
ecfora na posigio rd ® a aAresa na posigic r, ¢ devido ac
dasaparecim@nt& por reagico enzimatica no wl@méntn de volume dV¥,
desta forma, o balango de massa em termos de subsirato podde ser
eescrilto como:

i Alww& - J . A| = ri&> . ¥ C212
onds: i = fluxo de massa.

r{&3= taxa de reagio no @l@m@nﬂm de volums oF

rdr = areas superficiais da esfera na posigio

A & &
O i

respectl va,
Poela primeira lei de Fick, pode-se escrever o f{luxc de

massa J como: _
3':-»':3«-%?. | - | S &

onde:  De = difusiv@dad@&gf@tiva de subsiralo no suportie.
Substituindo-se a eoguagio 22 em 21 e axpandind@’na série de
Taylor, pode-se deduzir a seguinte eqguagiic geral:

Z
a’s , 2 s

De. I
‘ L,drz r iy

.] = ri{SD CRBD

. Admitinde as seguinles condigfes de contorno:

a3 O gradientes de concenirago noe ceniro da esfera & nulo,
i
dar

: = 33
=0 4 . L4 &}

B O fluxo deosubstrato para o intericor da mairiz, devido &
transferéncia dé massa por convecydo na camada limite, dove ser
igual asc fluxe de subsirato por difusfo moleculsr para o
interior da mesmna.
j = De . 9= =K . CS ~SD3 | czobd
dar } r=R L b =

Varios trabalbhos sBo apresentados na literatura, realizsdos

om diversos tipos de realtores e em diversas goomelrias de matriz



conbendo snzinas & wWilizando-se deste procedi mantos.

ROWY(E342, aborda © preblema de controle de difusio para
satalizadores sm mﬁltiplax;faﬁwa @ wm trés tipos de goometria:
coordenadas cartiesianas, cilindricas e esféricas,. através de um
balange de massa noe intericor daz Tases o com cindlica de
primeira ordem.

VYIETH et al. (712, desenvol veram SSUS Ltrabalhos,
considerande reagio de primeira ordem e isolérmicas para dois
tipow de operaglo, leilco Tixe o batelada, com reag8io revergivel
ou irreversivel om geomelria plans ou esférica de membranas.

 VADIL AR e  CARBONELLCYSID, utilizaram—se de mads] oz
apropriados no  estudo  da ﬁ*s‘;;al actoesidase imebilizada  om
micrdc&pﬁulaé e mﬁﬁbrana:da nitrato ﬁﬁ éelulose am reator de
mistura, |

Cutros  irabalhoy s8o apresentados, aslguns  consd ci@réndm
cindtica de _Michaelis-—ﬁanten e outros com adigio de iermos de
inibigEo em varios Lipos. de reatores, dandoe deslta fornz, uma
gamalde possibilidades do usc de medeleos através do balango de
massa ¢ 23, 24, 88, 32, 51, 64, 72>,

REGAM ot a1¢4883, mostraram.as efeitos do raio do suporie,
concentracgio enzinmatica, difusividade efeliva de subsirato e
constante cinética  de Michaelis-Msniten na cindlica da .enzima
imobilizada, Partiram dé: balango de massa, simglanda as
varidveis & obiendo taxas de reaglo. Os dados assim oblides de
tgkas de reagfc em fungiio da conceniraglo de substralo na
sup@rfiéia foram normalizados na forﬁa de Linewavarwﬁurk.coma
exemplificado na Figura 6, esqueﬁa&ticamnte. para o caso da

variagiio do raio do suporie.)



-

Figwa 6 31 Influéncia do raio do suporie na texa de reagio

olobal, oomn: ﬁé > Ra > E% e Ri Segundoe Regan st al. (8622,

Vérificawga pela Figura ©, gus o cm@?ici@ﬁt@ linesr, pola
gxtrapeleagio da rela,. € impreciso, logo me & e diffcil
obtencio. Qusnto so coeficiente angulsr na faixa oem que &
livwar, observa-se & forte dependdncia da constante de
Michaslis-Menten aparente om relagHe  ae raie da  walriz,
Evﬁ,g‘é@ruai'@&aﬁ; poresta simdagio, qua =¥ mEtodo de Linswever ~Burk
na delerminagio de _par&matrma. aparentss, @ adegquadso apenass pRara
ohter a relagdc enlre K:‘Pﬂm;m aparente.

Varias abordagens {em sido feliias, para resolugdc da
equagiic I, detormnande em congsegudncis o perfil e
concentraciics de subsirato no int@riar da malriz.

Ho casc especifice da invertases, gus soire o «feito de
inibiglo psle substrate, s squagio da taxas de reaglo em conjunitc
com o balange de nassa, .congiderandz:: difusividade efetiva
constante & a nEo presenga  do sieitce fisico da selugdo, pode

wzer gscrita na Formsg

@0



z : v =5

: o

Do, { f R —8-« . g.__f } = max o CR4D
dr  Km o+ 8 o+ S5 '

Para sclugles diluidas, De poa@ ser cmnsidarado.cmnstante,

g oo éfﬁito fiéica da solugBo pode ser desprezivel., Enbretanto,
para solugles cénc@ntradaﬁ, hé wm decréscime da éifusividad@
efetiva om relagdo A conceniraglo, e a taxa de rsagio refserida
do lado direito da equagﬁé Z4 também ¢ menor do gque pre&iata
pala wcindiica de inibigZo pele subsirato, _E@Qta forms, o
decréscime na difusividade efetiva tendds a anular o efwito
fisico. |

.$£ESS§RDECH:§t al¢¢53, quanﬁa nafmalima seus dados de iLawas
iniciais de reagHco para invertase imcobilizada na forma de
Jinewever~Burk, wverifica que © mxdels de inibig¢Ho pelcoc substrateo
fol adeguado né moﬁeiagﬁm,-gam necessidads de adiglo de um falor
de correglo na taxa de feagﬁﬁg

 lﬁﬁﬁlkﬁ'e CA§3ﬁ%EL&§?83, abordamn tedricamente o problema de
inibigXe pelo substrato, partinﬁ@ da squagic 34, com me#adolmgia
mo@hradaka“saguir:_

Tornando adimensional a egquagdo 34 na Torma:

) . K .G
gﬂ% + % . ﬁg = - . - 3D
<% X aX K +C + K.C
onde: 2 = R° V. DeKm _ £ 35a0
max ) . . . .
K = EnS o ' ' g sioy
1 b
K=Ki . S o ' BB
2 Y
X = r/R : CIBA
C =55, (5



cnde Sg, ¥Kme & Ki és concentraco média no reator, constante de
Michaeliz-Menten e constante de inibic¥o pelo  substrate,
respectivamente, R © ralo da ozfera e De-a difusividade efetiva
de subgtfata no interior da matriz.

As condicBes de contorno sio:

ac _

2 = | x=0 = o | CBEED

py 4% €1 - 5 €35y

CaY | X=t e 2=t &

onde: ap = Kvﬁh s De = ntmero de Sherwood modificado (36D

KL =coaficiente de transferencia de massa na caméda Limite
£ proposio um parém@tra'd@ transfornacio de Nz e Na, como
citado por Wadiak e Carbonell (723,com intultoc de simplificar a
iﬁiegra@ﬁo ';;ﬁérica, transfoﬁmanda o problems de valor de
contornoe em prcblema de wvalor inicial, Iintroduzindo-se o
parénstro de transformagio A, pa forma:
e

3
= = =
C A . G tal qus.c ixxﬁ i CE?

A CEg. 35), pode ser reescrita na forma:

k-3 it
%
e e Pt F =5
ax© X ay - Kf + F s K:.c*z
com condigﬁés inicisis:
o = 1 cB8ad
2 Ix=0 = =82
k2
BY 4G _ :
& |x=0 © C28L)
3 . .
onde: K1 = K: o A 380D
kX = K.A € 28D
& il
< ec oA ' C38ed

Da segunda condigio de conlorno:

£
i - _ _ al
:i"}_{—lx-‘—*i = Olp.(i Clxﬂij v

¥



x - .
- i al 13
A= [5 - P R P ] 380

P

A integragio é_f@ita,'aatimandé~se Kiﬂ, Kzﬁ & 3 na equagio
38, sujgitas-as condigies iniciais 38Ba e 38bh, obtendo-se o
perfil de céncentraq%m adimensional C%, desta forma
determinando-se G PR - Cdﬁﬁfﬁx3 .

_ wai ]xxi

Conhacendo—ae ap, A pode ser obltido pela equagcioe 380 e og
parinetros Ki s Ka, perfil de cmncentracﬁn adimenzional em C e o
gradiente de concaentragio adimensional na $uperf1cie
(&C/ﬁX)ixzi podem ser delerminados.

Na determinagﬁc dos paramelros cinéﬁiéaﬂ, & inlegragio &
féita vafian&;wse mé parimetros né equagim §§,. aldéd gue o
gradiente de conceniragBo na superficie (d0-d¥) seja coincidente
com o obtido experinentalments pela itaxa de reagiic.

£0nh&cid0§ OS5 par&mettos.ainéticos intrinsecosn da enzins
imohilizada, as taxas de réaqgo‘ previstas em determinadas
cﬁmd%qﬁeg,z'pcdem ger normalizadas enm  carltas  apropriadas,
relacionands o fator de efelividades em funr;'é'io. do médulo de
Thiele ganaraligado & .

.O mddulo de Thiele generalizado(£4), pode ser definido

como:
rCSbﬁ 172
onde: Lc = dimensio caracteristica (L=Eﬁpara esferad
rCSLD = tawxa de reagfco na matriz contendo a enzima, se a

concentracio do substirate fosse idéniica & do
reator € Sbj .

Reescrevendo o méddula de Thiele ¢ em fungZo dos parimelros



cindticos adimensionadis  para  cindtica de indibi :;ﬁc:i. pelo

substrate, chega-se a:

. K: /% '
¢ = [ i } 400
1 F

Ltaxa de reagdo observada

C41D
s b >

O fator de efetividade n =
q.ua» r;.&%kresenta a reagio entre a taxa chservada no realor en
relacBoc ao volume do suporte, £ & faxa de reaglo que serla
cbhservada se o suporte estivesse com concentragfic homogenea
igual a média do reator.

Partindo-se da definicZo de n na (Egq. 413, da primeira lei
. de Fick (Bg. 383 e da re'lag:_ﬁ_a enire fluxoe de massa j & taxa de

réaqﬁo D,

_ ds e ny B
J = De . Ei?lr = R - vﬂbsc )
Pode-se demonstrar que:
.3 ac
K- g I ez

¥ADTAK ¢ CARBONELLC72), integraram numericamente a eguagho
8, ._su‘jeita A5 condigBes iniciais 38a e 38b., usando o método de
Runge-Kutia de 45 ordem com passcs de 0,01 em X, ixando-se
K:ﬁwi e variando-ge os. outros parametros 3, ist;w & ap. AL avés
da simulagsio, construiram cartas do fator de efetividade wn em
funcfo do médulo . de Thiele genéralizado ¢. Observando pelas
cartas, regifies de fator de efelividade bastanle superiores a
unidade e apreaer;tando Lambém a -pdssibilidade de miltiplos
estados estacionarios. |

FINK et al.{23, utilizam-se do mesmo procedimentio, mas

para cinédtica de Michaslis~Menlien, construinde cartas do fator

B4



de efelividade em fungio do mddulc de Thiesle; nesie caso o
mddul o de Thiele & o mesmo da eqguagdo 40 com Hz&mﬁ.
BAMACHANDEANCEBOD, propiBe como forma alternaliva, métodos de

colocagdo para rescolver o perfil de concentiragdoc na forma de:

N
CCXY = €C1d + C1-¥% 1 a,.P,_CX
1= —t

% t:.-@-s)
oTicle By = coeficiente indsterminadoe

Pi,i{xz) = polindmic ortogonal qua..pad@ ser do tipa

Jacoli, Legendre ou Chebycheflf.

F3 cinédtica enzimatica GUPresEa pelo model o de
._Mimhae;i5wﬁenten,_sampre_admita uma simpiifiéag&o ﬁﬁamda S Km,
neste :2;50 o modelo p&d@ ser descrito por uma c<indtica de
primeira ordem, e a equaglico do modelo cinétice oblido do balango

de massa pode sor escrito na forma:

2
d§+.§.§§-:ﬁ.{: C 443
gX X <X

a qual admite seoluglc analitica (10,183, com perfil de

concentragio adimensional:
senhi ¢, X2

. X3 = Cix=i ’ ¥, zenhe caso
onde; ¢= 77 = médulo de Thiele para cinética de primeira
or dem. ' o o 402
Dorivando-sg a egquaclo 489 em X, obitém—so:
i o ) p .o~ 1 r
. a'—‘x" I xmi - Cc 1 3 - [""‘i"‘a""n' h‘ ¢‘ . } L 4‘?)
Das equagBes 42, 47 o 38g, pode-se demonsirar ques
N 1 Lanhg ~1
m= [ 5t 7 tanhe ] c4@d

se ap == é =3 L4140 =1 e,

i
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IT1.7. TRAHSFERENCI& Dz MASSA NA CAMADA LIMITE

B

Na determinag8o de parémetros intrinsecozs da enzima
imobilizada, & necessirio o conhecimento da concentragiio de
substrato na superficie da mairiz. Para a determinagio, deve-se
conhecer o fluxe de massa.da substrato i para a superficie da
matriz, a qual & oblida pela taxa de resgZo e do coeficiente de
transfaerdncia d& massa na camads liwdtQ.KL.

Define—-se fluxc de massa (18) em relagfo s concentracSes
no reatc:_ CSbD a. na superficie da matriz (E%). atraveés do
c&eficiagt& de Lransferéncia de massa na camada limite KL, na
formé: |

§=K .S -’$ﬁ3' CEOD

As . correl acdies de tranaf&régcia der massa para esferas
submersas em Tluidos, podem ser descritas em fungdno de nimeros
adimensicngis, COmo:

$hp =2 + B . Ra;‘:i‘ Sc™z : CHBLD

H

once: Shp Ka ..dp S DESS = n~ de Sherwood
Re = n—~ de Rewvnolds

wAXED =n— de Schmidi

#

d = difmetro da matriz esférica
XS5 = epeficiente de difusZo do substrate em solugdo
© = 1/ T viscozidade cinemitica

m. om, = constantes

Para ezferas fixas em Fluidos en movimenio., com velocidades

efelivas conhecidas, a equagHo de Ranz e Marshall,

173

Sh =2 + 0,6 Re;‘"”" . Se (B2



é largamente ompregada, ond@.key = dp <M _ L LBEaD

S
sendos 4 = velocidade relativa fluido-pariicula.

Para tangt.xaﬁ agitados, costuma-se relacionar o nlmero s
Eeynﬁ'lcis cmh o consume de poléncia por uni.daﬂ@ de massa (&2, gue
em Ltermos de engshharia ¢ bem apropriada, visto que relaciona-se
com © custo de operacio do sistomas.

A teouris de Kolmogoroff, COMS citedo por Levins e
Glastonbury (2382,  afirme gue para grandss ndnesros de Reynolds,
o8 peguences redemcinhos de um  sistema de  agitagBo, siHo
independentes do movimento da soluglo média do reator e sio
iéotrépiccs. -As propfiéﬁaﬁ'@ﬁ desteos redemcinhos sZo fungio da
taxa de dissipag¥o de ensrgia por unidade de massa: &£, dada por

e = P /W CE3

onca: P poléncia consumidsa

massa de fluido

=
]

Para sistemas agi tados,  © nUpero de Reynolds ¢ definids

COMD
& . d F
. P
Rev = [ B ] para 7 > dp 540
¥
£, d: i3 '
Rex = [ "’“"""""’;5"""‘] para n_ << dp 7]

onds: By = escala de comprimento de Kelmogorof{, definido como:

T?k = C pa s 5:}1/‘

CBad
Varice trabal haé foram realirzados, wlilizando-se desia
abordagem aocs dadeos wexpeorimentais,  Foi verificade ainda s &

influsncia da diferenga de 'dansid_’aid@s entre as particulas em

suspensIo e a solugBo & a gewometria do reator em termos do



»

difmetro das pés do agitador e didmetireo do Langue cmwwia.

BRIAN s HALESCE), BRIAN et al. (90, fazem uma abordagem
geral em ternmos experimentads o ledricos para transferéncia de
cal&r 2 massa, om esferas submersas em fluldos no sstade nic
estacionarioc, & com mudanga de didmestro das particulas no
prﬁceaﬁo, Verificou-se ainda (B3, gue ax correlagBes slo
Cindependenties das diferengas de densidades de sdlidos e
ligquides, guando esties estio na Feixs de 0,8 a 1,286,

LEVIHS o GLASTONBURY(Z®D, wverificaram uma dependéncia o
cosficiente de transferéncia de massa com £#§;, gncontrando
correlaglies na forma Kxfﬁe: ' D/‘I"_‘D, através dg dados coblidos da
litératura @ analisadoes egtalisticamente em fungilo da diferenga

de densidades, encontrando:

2

para: Ap = 100 Kg/m K o Cen®® (D/I‘ilia”‘z

Hi

Ap = 280 Kg-m K o Cex™EE CD/T @27

D uma forma gerall383, pode-se expressar ¢ adipensionzl
Shp como fungio dos parémsiros:

Shp = 8 + S dp y & 2 W E; » D, 1} » P Py 3

Nag equagBes gerals de transferédncia de massa (equagdo D10,
certas condig@es podem propliciar Shpﬂa, guands © 4Lermo da
direita da equagfo se tornar desprezivel om relaglo ac valer
absoluto 2, Isto ocorre principalmente quando ¢ didmetire das
particulas for nuito pequenc. HNAGATAC(D4D, verifica ﬁhéwa para
di%@ebros de particulas infericres a 10u, sﬁnda gue 2 densidade
dégnme$mas neste caso & significativamente superior & 'solygﬁo.

O HETLILS7>, estima -Shp=8 em Lransferédncia de MasSSa - om

particulas de diamelro infericres a 200y contends enzima

jC:2 ]



imobilizada, com densidades levemenie supsriores 3 da solucHo.
Revisando dados dé literatura para particulas suspsnsas em
tangues agitsdos, LEVINS e GLASTONBURYC3DD doscreovem  as
seguintes correlactes:
12 E=stsbelescendoseo Qua o cosficiente de transferdncia de
massa nio & uma fungio dependente da diferonga de densidade

entre particula e scluglo, a correlacfio pode ser escrita coms:

d@fzs‘&ua *IO,fSE D Q,l? I w O, 26
Y= 2 4+ 0,47, i ] .

112 Quando unma diferenga significative de densidade gxisle,

K .d
L

T

A

CG7o

DCS2 PSS

ums,  equagdo similar a proposia  para convecglio forgada &

recomendada:
KL« dp -. dp. ¥ 172 w -
= 2 o+ 0,44, [m] . [«—mm ] {88
X S " DS

sendo proposto - um procedimento para o calcouleo da velocidade
efetiva u,

;.&naicr{;;amente,. para outros Lipos de resilorss, correlagles
semelhantes =350 oblidas, come mostra TESHIHNA & (HASHIC(OGS) para

reator de cesto contendos catalizador:

& 0,41
&, d ] ’ 0,04

$hﬁ = 2,0 + 0,012 , {_____5?__ . Se CEL
|24

Selecionada a correlagfo mals adeguada, resta ainda um
procedimento para dat.ﬁrminat;go de & = P,

Para tangues agiladoes, ¢ com geomeiris padronizada, se tem
correlagles listadas ns literasiura, relacionandoe o ndmerce de
poténcia CNFD com nimero de Reynoelds de agitagSo & nimerco de

Froude. Para r@gi-lma? turbul ento CR@(}?&OQO) com reator munido de

23



defletores, o nuimero de Poléncia fica independente do ndmero de

Reynolds @ assune um valor constante,

Np = constante = P €803

L5
;:JL.N D

Desta forma, tirabalhando-se om regime turbulento, mantém-so
o ndmero de poténcia constanie, e pela geomesiria padronizads

conhsce-s% © seu valar, Pode-se relacionar & da seguintes Sormas
3 &

& = Hp ’ N_ B <l
V .
r
onede: '&’r = volume liquido do reator
D = dismetro das p4s do agitador
K = frequéncia de agitagio
o - . D, M | ' ' :
™ Ro & rorieee > 2000 | | oD

-1 kY]
1.8, COEFICIENTES DE DIFUSAQ

Na determinagio de  parimstros intrinsecos da enzima
in@bilizada, a concentraglo na supsrficie ddo suporie &
delterminada. por intermédio de correlagles de transferéncia de
mnassa | na camada limite, necessitando—-se para tanto do
coefliciente de difusfic de substrato em solugfo [IX32]. Para o
perfil internc de congeniragio, necessita-se do coeficients de
difusfie efetive no interior d§ superte, © ainda, so houver
efeito de particio, ¢ coeficisnte kp.

I7.8.1, Difusividade de Massa em solugao DIS)

A equagic de Stokes-Einstedn & a mals comunmente utilizada

na avallacfo de difusfo om liquidos(i®)d, dada na forma:
K . T '

D - B _
L2 Z TR Ro _ €G30
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orcde: ti - = difugiviﬁada do (sclute 12 em (solvenie 22

KB mi.c:caras‘t,arﬂ;e de Boltizmann
B, = wviscosidade do solvenio
R, = rajic <do soluto

T = {emperatura absoluta

Virias correlacBes semi empiricas si¥oe encontradas na
literaturali®d, aplicadas a classes de solutos-solventes. Uma
das correlacgies seml empiricas de bastante uso, ¢ & correlagfo

de Wilke-Chang, dada na forma:

-8 LY
p,, = 410" L €9, MR T ey
]

o U6
.#2 ) V;

dnde: Dfa = goaficliente de difusic ( cﬁFst

T = Lemperatura <K

vigcosidads do solvente CoPD

~
H:

volune molar do soluto na T;b Cems/mold

<4
i

.
B

» parémetro de associaglo do solventes

= 8,08

B

agus

NS

= peso molecular do solvente (g-moid
Una caracteristica das correlag@es de difusividade, ¢ sua

dependéncia da temperatura e viscosidade:

oy

Eﬁ(SB.palf T = constante CoED
A Tabela £ a segulr; resume alguns dados de coeficientes de

difusf¥o de sacarose ¢ glucosesfrutose em solugles diluldas:
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Tabela #1 Coeficientes de difuzdo de Eacarose, glucoss s.frutasg
em solugles aquosas «dilwuldas, om 10_5¢m3/5, L2 usanio a eguagdo
85 o partindo-se do valor ©,5228.10 “emss a 28°C, (o)

utilizando a equaglo 64,

soluto <G S 5 ref
BRGarose 28 G,B288 ig
Sacarose =25 G,54 3 ig
BasAl DEO 50 C,u933 i<t
SRHCArOSe 8O 0,987 Ced
glucose 30 0,08 3G
gl ucosesTrutlose 28 0,62 iz
SACArONe | =8 0,475 CCed

11.8.2. Diquividade ofotiva de massa De

Tem-se dols casos gerais na abordagem da difusividade
efetiva: no primeiro caso; & 'concentragﬁo de substiratoe na
suparficie_da matriz & analoga & sol uclo extarna, com barreira
ac fiuxo do massa devido a limitagHo do &rea dispondivel o ac
caminho  efeti vamente p@rcérridc pela molécula no interior dos
poros; no segundo caso, além destas limitagBes, iLemos uma
- econcentragio de equilibric entre .q interior = exierior da
matriz, resumidas no coeficiente de partigioc kp,

Considerando uma membrana porosa, podemos resumir os dols

CREODS, cOomo Na Figura 7 a seguir:
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1,©

1,5

— f, e

Figura ¥. Represenlagico esquemdiica do perfil de conceniragfo no

interior de sédlidos, ne estade estacionirio.

As equacBes. do fluxo do massa j ., podem sor escritos para

esles dols casos Ccomo:

. _ Do N .
Cad . J = - {Cz,a C£,L) L B8
_ De.kp -

) o) o .. J = T . ((‘.‘LO . C"L} . L6873
onde: O . = congentracBes na fase liguids

1,0 %5 _

a o = concentragBes na fase sdlida

1,0, 115 3 :

ﬂﬂ | = Kp. Ci |
L = sspessura de sdlido

A difusividades efeliva, pode  Ser relacionada com &

difusividade em scolugio, pela sguagio:

Be = (X552 sﬁf‘r a8

Carea disponivell Carea totald CE8aD

i

onde: &
F.3

~
H

tortuosidade = (disténcis meédia real percorrvida pela
ol dculad ~ (sopsssura do sélido L2 (88RD

O metode mais comum de determinagdo da difusividade em
scalu:;ﬁm,. & por intermédio da célula de diafragmallBl, formads de
dois compartimentos de solugBo com © scluto em estudo » enm
conceniragtes diferentes, separadas por um diafragma poroso.
Através da medida da wvariag8o das gcncentrat;aes noe Lempo &

possivel a determinagle do cosficiente de difusSo.
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Para a determinegf®o da difusividade sfetiva, utilizando-se
da éélula de diafragma, basta subﬁtituir o diafragma por uma
mEmbr ana d;:a gel em esitudo, Apssar da simplicidade desta Lécnics,
surgem problemas de determinaglo de D guande se utiliza de
certos gels, os quals podem se romper durante o experimento,
devideo a instabilidade mecénics.

Gutros mélodos para delerminagdo da difusividade efeiiva,
%0 enconirados na literatura (17,186,083, baseadoes em sdlidos
sepi-infinitos ou em sél:‘x_do& finitos.

TODA = SHODACSRD, determinaram a difusividede de sacarose
em  agar gel 2,0 wvd a 47.8°C, ulilizando~se de um Ltubo
contendo © gel, imerse eom uma solugle de sacarcose de volume
relaiivamente elevado em relagdo ao gel o de concentragdo 117 mM
ok - agitagloc por 820 minuvlos. Apds este itempo, o tubo fod
retirado @ o gel faliadeo, analisou-se a conceniragio de sacarose
em cada fatia, oblendo-se um.perfil de aonﬁentraggo..

_A.matwdolagia uti;izada-pmr TODA & SHUDA (850, baaea~sé na
teoria d@ﬁanvoivida pars placas Sseml~infinitas, considerando o
tubo com gel, um sdlido semi-infinito imerse em uma secluglo de
concentracio constanis no tewmpo.

O perfil de concentragdo de solulo no inlerior de uma placa
semi—infinita, ¢ descrita pela sSegunda leli de Fick como

esguematizada a segulr:
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[+
1,0
.
1,00
60: azai
= Do . — € 2% lei de Fickd cew
&t gz
com as condighes de contorno:
L = 0 para gqualquer z =b Co=C ' - CBQRal
. » 0 o w=0 =b <, = 01'0 3 : LBGh
w = o para gualquer & =k S, =9 . ' : CBBcH
Resolve-se & (Eg. 88 por combinag®c de varidvels
€183, na forma de: £ = = ~ 4’ e T 70
ST 2 5
= - c’ : j e dn = erfCfd C71n
i, 1,0 { o
onde erf{f> = fungfo erro

Determinando—se experimentalmente o perfil de concentragBo,
como efetuado por TODA ¢ SHODA (88, podem—se estimar valores da
difusividade efetiva, de tal forma gue os dados sxperimentais se

ajustem 3 equaglo 71.

OUs requisitos basicos deste método s3o: a concentragdo de
soluto no meio de agitaglc deve permanecar.canatante, e outro, o
tempo do experimento deve ser tal, que a frente de concentragio
nZo atinjza a oubtra extremidade do sdlido.

O métode transcrite ¢ laboriocse, Jji que se devem medir

concentragies em fungfo da posigio, porém, pode-se simplificar o
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método, através da detez*miné:;'”a’f'o de uma concentraglo média do
gel.
Pode—se demonstrar, a partir da eguagio 70, qus, o fluxo

instantineo na superficie j &

3|zao 2 2ft S C7ED
e o fluxe médio J, como:
| t
j]sz = . Ijamo 4 ou
o+
Jjg=o = 2 | = De ' ke e, > 7D

O fluxo médio & facilmente determinado, através da

concentragio média €, psla expressBo:

——

T - -
ST = Shu—— L1 74D

Area . L

TANAKA et al.(873, MERCHANT et al.(48), delerminaran
difusividades | efetivas dé solutos em alginato de calcio,
utilizandaﬂsé doe estade n¥o estacionérioc, em esferas do gel
imrsa@ em volume liguido finito. |

& abordagem deste problema, pode ser tanto em termos de
difus¥o do interior para o exterior ou vice-versa. 4s equagfes
sumarizadas a seguir s%c detalhadas por CRANKC1I7D.

Esferas imersas em ums fase liquida finitas

Considerando o caso de difusfo do exterior para © linterior;
qﬁanc!ca uma esfera inicialmente isenta de soluto & imersa ‘em uma
fase liquida finita bem agitada, com concentragdo uniforme de

valor C;. a equaglic do balango de massa no interior da esfera

pode ser descrita como:
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3cn ) 6n2 o C 8
= -]
3 © _Du . + o C7E5

com azs seguintes condiglies de contorno:

=0 O<r«<R c:: =0 {concentragio inicial no s&élidod {78ad

t.=0 r>R CL=C; Coconcentragio inicial no liquidald CT8bD

120 ro= 6cdxar = 0O C78eD

0 r= it | 78
¢t = P r] r=R

onde: o (R,LD = kp.a TLD
= I M

Pode-se demonstrar gque:

ct BC 1 + a D ~De.q -t
i - < ™
e 1+« 1o 5:53 z =z e S
5 n=4 + Ba + . R |
C7en
VL :
onde: O T gr————pe— \ CT7a
Vg-al - ke .
q, = raizes positivas nEo nulaz & sucessivas da fungo:
. 2.9
‘ tan q = Al CTED

@ -+ a.qz
™
O coeficiente de partigfo, pode ser determinade pelo mesno
experimento, considerande tempo relativamente longo, ate gue as
concentracBes na fase sdélida o na fase liguida entrem &m
equilibrio,
kp = o £ Q : _ ' C7ED
_ : © L _
Do levantamento dos dados experimentais, pode-se obter a
curva na forma CLJC; 7Y :?uﬁgﬁo de tempo, @ do equilibrio,
pode~se determinar kp. A determinagio da difusividade sfetiva, &

obtids por estimativas da mesma na eguacio 75, wtilizando-se de

um programa computacional. até que os dados obtidos pela
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equagic, acarretem menor desvio padrio em relaglo aos dadox
sxporimental s,

No caso especifico de géls de alginale de cileio, qus sZo
utilizados na forma esférica, este métlodo deve ser o mais
adequado na determinagBo de Do, visto gque © gel sofre o efeito
de sindrese coms demonstrado por JOHANSEM ¢ FLINRKIZ4Y o a
infludncia do preocesse de  insolubilizaglo do alginato,

ocasionande diferengas nags 2onas de jungdo (35D,
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1I1T. KATERIAL E METODOS

IXTI.1. REAGENTES

A snzima inveriase fol oblida da Nove Fermeni, na forma de
pé brance & solivel om Agua. O fcido alginico da Kelco Gel LV
CAlgind, divisBo da Merck & Co Inc. Rahway ~ New Jersey USA.
Outros reagentes wutilizados foram de grau analitico, sxceto, &

sacarose comercial utilizads no reator com enzima imobilizads.

I1X. 2. METODROLOGIA
171.2.1. DETERMINACAO DE AQUCARES REDUTORES PELO METODRO
DNS (502 |

a’ Preparacaoc do reoagente DRSS

| 1416 ml de Agua destilada
10,18 g de dcido 2,2 dinitrosalicilice
18,8 g.de hidréxidolde sbdio
misturar e dissolver este reagentes (obs: a guenie a
solubilizaglBo & mals réapidad, adicionar a esta mistura:
7.6 ml de fenol Cfundido a S0°C
8,3 g de metabissulfito de s&dio
Guardar ostes reagenis om frasco protegido da luz,
Paralelamente, preparar selugdo de Lartaratoe duplo de
sédic @« potassio 11,28 gl @ guardar eom oulro frasco,

b} CQurva padrdo
Prepararam-se solugles de partes iguais de glucose =
frutoss, com concantrai:;&_ies na faixa de C.1 a 1 g-1 de
agtcares redutores. Tomou-se 1 ml destas soluglies de
concentracfo conhecida e adicionou-se em wm tubo de

ensaloc contendo 1 ml de reagente DNS, levando &0 banho
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maria em sbhulicio por 8 minutos., Finalizada esta reagda,
I‘QSf!‘iOU”ﬁQI instantantineamente pesla imersdc dos tubos
em banho deo gelo fundenie. Adicionou~se om seguida 10 ml
de solugBoe de tartaratco dupleo de sodic e polissio a
11,28 gl para estabkilizar a cor. Agitou-se o tubo para
homogeneizar o ez a leitura a D40 nm  em
espacirofotdmetro B 382 da Micrgnal. O branco foi feito
conjuntamente com as amoestras, substituindo-se a
solucSoe de agloar redutor, por 1 ml de agua degiilada.
ApSs oblidas as leiturazs de absorbéncia CUAY em funcio
da conCQntragﬁé, construl u-se a CUr VY, TEIMEY

esquenatizada a seguir:

g-s1 de
B AGC AT @5
redulores

VA
e através de regressdo linear, obtém-se a curva:
. gs1 = FLUAD
Detorminacio de acdcares redulores em uma asosira
desconhecidat
Fizeram-se diversas diluig@es, de tal forma a s obter
concentracic de aguvares redutores na faixa de O,i.a 1.0

g-l. Desta amostira convenientemente diluida, tomou-se 1

ml e procedeu-se da mwsma forma descrita no iftem

antorior, determinando-se a absorbincia & com o awdlio
da curva padrio, cbtendo-se a concentragic de aglcares
redutores totais.

Obs: todas as yezes @m oue 5S¢ preparou  solugEa da.

reagente DNE, consiruiu-se nova curva padrio,



a Determinacio da sacarose

No estude da cindlica de reagHo, ndo s delerminou o
teor de sacarose, partindo—se do walor cmnhfac:id;:: na
preparacic das solugies, Para o5 aexperimentos de
determinagdio da difusividade efetiva de massa, a
concentragio de sacarcse ol determinada, inverteondo-se
a sacarose da soluglHo em soclugio concentrada de enzima
2, posteriormente, delerminando-se o teor de aglicares
redutores pelo mdlodo de DNS.

ITI.2.2 HMERIDA DA k;fl‘u’IDﬁsDE ENZIMATICA DA ENZIMA NA FORMA

LIVRE

A padronizagfo foi baseada nos dados do fornecedor da
enzima, altaerada apenas a.twmperatura de resglio de 20 para a0 C,
para melhor conirole de temperatura.

Preparcu-se soluglies de enzima em concentragfo adeguada, ou
sejx, a0 redor de 0,02 Q.e"i am tampdo citratoc (6,08 M pH=4,7.
Paralelamente preparou-se solucio de sacarose p.a. 64,8 grl em
tampéc citrato 0,08 M pH=4,7.

reaa;éc:. enzimatica

10 ml de solucfo de sacaross 4,8 gol

E ml de solugio de enzima

T = 30°C

concentragic final de sacarose na mistura = 84 g~l

A reoaglo foi efstuada em um reator de laboratdrio, munido
de agitador magnético e envolto em uma camisa externa com
recirculagio de &gua proveniente de wum banho lermostatizado.
Adicionou-se 10 ml de solunio de sacarose, @ apds atingir zG°C,

adicionou-se a solugfo de enzima marcands o tempo inicial de
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reagidc. Amosiras de 1 ml da soluclo .de reagic {oram tomadas nos
tempos de 12 , 1 , 2 , 2 & 4 minutos e introduzidas em um Lubo
contends 1 ml de s0lugdo de hidrdwido de sd&dio 1 N, para
interromper a reag8o. As amostras assim c<oletadas, foram
diluidas adeguadamenie © procedeu-se a anidlise de a¢ﬁcax~93
redutores pelo mélodo DNE, Detarmihad& ag conceniragtes de
agUcares redutores, pode-se calcular a concentragio de substrato
sonvertido em melsl, dividindo-se a concenlraglo de aglicares
redutores em g1 por 3G0O, |

A taxa inicial de reagio, ol oblida, plotando-se subsirato
convertido nas ordenadas e tLempo nas abci.s;sas, come

saquematizade a seguir:

aubstrat,o
convertido
£ molsl D

L Cmind

Através da taxa inicial de reagino (~-dSAL3, pode-=e
det-er}minar & atividade 9;#1 unidadeé internacicnais. Mo presente
trabalho, utilizou-se desta medida de ai.ivida::i@. em termos de
U.1. apenas para carscterizar a enzima na forma | original
desidratada, expressando-a em WI. por grama de enzima. Para
caracterizagio em lermos de .tepmparatura, pH e estabilidade
térmica, wtilizou-se de taxas iniciais deo reagfo, em molsl min
vigto inteoressar apenas a ordem relativa da mesma,

ITI. 2. 3. INFLU’E‘;NCI& _DA TEMPERATURA HA ATIVIDADE ENZIMATICA

Mediu-se a atividade em ter;mos de taxaz iniciais de reagfo,
nas mesmas condigles padr3o jé mencionadas na medida da

atividade, variando-gse apenas a condigfo de temperatura.




’

Mediu-se taxas iniciails de reagido (-dSdild na faixa de
L_émparatura entre &1 a 77,5 C. |
Fara baixas temperaturas, graficou-mse oz dados de Laxas
iniciais de rga;go na forma de Arrhenius, para obtengiio da
energla de ativacHo EBa, na forma:
inCad = inca™ ~ E2 . 1 €803
Para altas temperaturas, nlo se obteve linearidade entre

substrato convertido em funcfc do tempo, neste casse mediu-se a

atividads na forma:

= "%% €81y
para At entre 0 ¢ 4 minutos,

Na model agem @atamétiua para »a atividads em relagic &
temparatﬁra, detarﬁinou—sé as energias de ativag8o Eo para
paixas Ltemperaturas e & onergia de alivagic da reagfc de
degrada¢cBo {érmica Ed foli oblida dos dados de estabilidade

térmica e foram usados no desenvolvimento da equasldos 1.12,

descrito no ANEXO I. A eguagdo tem a ssguinte forma:
- 1w-_e?xpc—kd.t3

kd . b

onde: a, = Sl wxpl —~EarRID

kd = kda‘ prC"EdARKDI

II1I.2.4. INFLUENCIA DO pH MA ATIVIDADE ENZIMATICA

Mediu—-se taxas iniciais de reagfo (-dS-dt), nas nmesmas
condicBes padrioc, excelo, © pH qué foi alterado na faixs de 3,0
a B,4. Para a obtengfo de pH nesta faixa, preparou-se sclucgbes

de sacarose B4,8 gl em soluglo de Acido ciirico & oubra em

soluclo de citrate de séddio, ambazs a 0,08 M. Através de misturas
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apropriadas destas solugles & wtilizando-se para is_t,ca',. ._dé um
- medidor de ;:SH, preparou-se solugles de sacerose na {faixa de pH
desejado. Para que a solugHo enzimitica n3oc alterasss o pH neo
ato da mistura, a enzima fol diluida em tampdo citrato a pH=4,7
ém concentragio diluida 0,008 M,

A determinagiic do pH oOtime de reaglo, bem como o
comportamento da ai,i.vidadev wm relagle a este, fol obtido stravés
de uma modelagem matemdtica com consideraglies tLedricas,
descritas no ANEXQ 11 @ representade pela eguagdc II.82, na

Forma:

%: 1 + Xes [1§E"H_m”pm + -zc?H}
% {

IiT.2. 5. ESTABILIDADE .TéRMICh DA ENZIHA NA FORMA LIVRE

Preparou-se solugBes de enzima ac redor de 0,08 g7l enm
Lampdo citrata. 0,05 M pH=4,7. Estas scluglies foram incubadas a
diferentes temperaturas (80 a 63“(:.3. De cada amostra incubads, .
espeorou-~se atingir a tempsratura referida & tomou-se a primeira
amast:ra considerada come inicial (4=02. Tomau"se.vam seguéncia,
amostras em espagos de tempo apropriados. Cada amosira coletada
era instaniénaamsnte resfriada em gele fundenie, procoedendo-se
em seguida a determinagfic de sua atividade remanescente, como
descrita no item I1Il.2.2, isto &, nas condigbDes padris de
atividads.

Oz dados e atividads om relaglo ac teinpc; de incubag#o péxra
cada temperatura < considerando-se a cinética de desalivagio
como sendo de primeira ordem, procedeu-se & delerminag8o das

constantes de desativagio k 4’ graficando-se lniafaob om fungio

84



4

do tempo, na forma da-equag‘éiq g, Apds detsrminacZo de }:d & Sendo
k dﬁf("f}, determinou-se a energia de ativagico da resagic de
degradagBce Ed, gr_aficand‘o"s-e estes dados na formas de Arrhenius,

I11.2.6. CINETICA DA ENZIMA NA FORMA LIVRE

Preparou-se solugBes de enzima 0,02 g-1 em tampfo ciirato
0,08 M a pH=4,7 o soluglies de SaCArose, ho NSO tampﬁo, oM
concentraglies variando na faixa de 2 a 800 g~l.

Deterﬁinou—»se taxas iniciais de reagZc a 40 @ B0 C para
cada concentragio de substraice considarada., pisturando-se 10 ml
da solugfo de sacarose com 1 ml da solugBo de snzima eom reator
de_labmratéria, comc descrito no ftem IIT.3.

kp&g mistura «a sclugRo de sacarose com a solugSc de
aanzi::;:a, tomou~se amostras a 172:1:2:32 @ 4 minutes & transferida
diretamentes om tubos de ensaic contendo 1 ml de reagenle DNS,
que sendc muito basico, interrompe a reagdo. Procodeu-se &
determinacio de aglcares .redutares diretamente nestas amosiras
ccxleitadas, .sem diluigdo., Case om que a ccrﬁvarsgo de subsirale
n¥o tenha s mostradeo linesar com o ilempe. ou Caso em gque &
absorbincia tenha excedide o limite de leitwra, diluiu-s2 a
enZima .é melade, refoez-se e toste © postericormente
multiplicou~se a taxa pele T ator 2.

Apés coleta de dados de taxas de reagdo iniciais em fungHo
da concentragfio de subsiratlo, prm:-edeu—se aos mélodos usuals de
determinacio das constantes cindgticas. Inicialmente,
considerou~se cinética de inibigfo por excesso de subst,'rfai,o,
plotando-se os dados na forma de Linewever ~Burk, para baixas e
altas concentragBes. Para baixas concenlracBes gquande BSXLKi,

Lomos:



1 1
v 5 v Ty - A
oA moas

& para altas concentragtes, quando 5>2Km, temos:

11 1
¥y 5V tgEo v S B30

max mad

onde: v = taxa inicial de reagio observada
= = gonceniracio de substrato
Ki = constanty de inibigio pele subsirata
Km = censtante de Michaslis-~Menten
‘é‘m“ = Laxa mbxima e reagdo

Em altas concentracBes de subsirate, nZo se observou a
lingaridade entre (1-v) enm f‘_u_hﬁ;%’b _.--da- congentracio (5, come
desarité na equaglc 83, Considerou-se eoniilo a cindlica como
sendo de inibiglo pelo substrato, porém, com adic¥o de um fatlor
de corregio !f{SD, der forma_\ gque a equax;.’af'c: tornou-se a seguinle:
s

- voEV L e— , sy C84d
e Km + 5 + 5 /Ki .

e na formalizagBo de Linewever-Burk, lemos:

b - B i “Km 1 . '

= = g + G = » para SK4Ki L83
b o TR

7esy 1 3 .

< = 3 + BTV . S, para S»>Km Catd
mMoex Fisi=79

Algumas consideragles foram feitas acerca do fator (5,
como consta no ANEXC IIX. A partir destas consi deragles,
verificou~se qual a mais sdequada para. satisfazer as

equagties 85 e BO.



111.2.7. PREPARAGAO DA ENZIMA IMOBILIZADA EM ALGINATO DE
cALcro 3,5%

Pfaparou-sq S00 ml de solucBo de CaCl, 0,05 M. Pesou-se
1,79 g gﬁ al ginato, comglatandm o peso a 40 gramas com Agua
destilada, aguecendo a soluqﬁm até 80°C para dissolwver o
alginatlo, Apds a dissoluglo, resfricu-se a &proximadamant@ 40°C,
Adicionou~se ent¥o 10 ml de solugio de enzina € acertando-se o
poso final 51.30 gramas com agua destilada, qguande necessdrio,
ficando desta forma com concentragdoc de 3,9% em peso de
alginato,

Com. auxilio de_ uma bmnba pariﬁtéitic:a de lakmrétéric: & Com
mangueira.- apropfia&a, | bombeou-se a solugle de alginato
golejando-a sobre a solugle de clorsto de calcic scbh agitago,
formandoe pequenas esferas de alginato com didmetro medic
praticamente uniforme (na&b@ ca&a.dp=0,43 cem? contendo a enzima
oclusa no seuw interior., A Figura 8 ilusira o sistema utilizade.

ApGs ternminada esta operagdo, deixou-s= o alginato em
gelaéaira por Qm& noite. Em seguida, lavou-se a# osieras com
soluglo tampdio de citrato contendo cloreto de calcio, Foram
wstocadas %ﬁ seguida no mesme tampdo em geladeira.

O didmetroe das esferas ol medido .apés a completa
insolubilizagio do alginéta, que, peleo ofeitoc de sindrese Lende
a =me retrair. outra conséquéncia- da sindrese @ o aumenic da

concentragso de alginato, superahdo. os 3,84 iniciais.
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Figura & Esguemna do processo deo imobilizac8o dte invertase om

alginate de calcico contendo enzima oclusa no ssu interior,

" IXi.2.8. ME_I}II}JSI; PA ATIVIDADE PARA ENZINMA IHMOBILIZADA

Foi feito um estudo preliminar, com © intuiteo de mel hor
pasdronizar uma condiglo para medida da atividade., Inicialmentie
foi wverificadeo o efeito do lLamp8e citrsice concomitante com 3
concentragdc de cloreto de cileic. Esferas de alginato de <alcio
foram aglitadas por umas noile a 20°C em solugfic tampioe citrato
0,08 M c_:c_mtea_mde:: diferentes concentragces e ﬁaﬁlz £O,.01 3 0,02
.02 .Q,{M e 0,08 M 3. Analisou-se gqualitativamente axs
amostrag, wverificande a formagEo visivel de précipitado de
citrato de célcic para as concentragles acima de 0,083 M, e ao
mesmo tempo perda da textura das ssferas. Para concentragBes de
0,08 » 0,03 M nEo houve presenga de precipitado, enlretanto
observou-se .a.i ndé uma mudanga dé *Laxtﬁra. Apenas para a
concentraciico de C,01 M de &’;L‘,a.i.'ila nadw houve na pratica alteragsc

de texiura. Por precaug3o, padronizou-se a concentragio de Ca(:la



em 0,01 M e reduziu-se a concentracio do LampEo r:i.t,ra,t,c -
0, O0THM,

A medida da atividade foi feita sm reator em batelada =ob
agitagdo, Pa.-;_i__ronizou—se uma alta razBo entre © volume de soluglo
de sacarose e © volume de alginat.é ytilizade (80 ml de solugdo
para aproximadamente 1 ml de esferas de alginato de cilciod, com
¢ objetivo de se obler um estado "pseudo" estacionaric, ja que
haverad pequena alteragio da concentragio de agucar inveritido no
temps, mesmo que 8 Laxa t;ie reagio dentro do gel seja altia,

O tempo de tomada de amostras do meio em reagio, teve um
comportamente n¥o linear nos cinco primeiros minutr:é,_ de reagio.
Entretanto, entre 8 e 30 mimitos, mostrou.“—sa linear, podendo-se
supor, nesta faixa .da tempo, um "pseude” eslado ssiacienario.

Testou-se ainda o ofeito do volume das osferas de alginato
na Laxa de réa:;"a“o medida entre B @« 20 minutos, manlsyve-so
constanie © volume de soluglc des sacarose a 80 ml & wvariou-se o
volume do gel de aproximadamenite 1,28ml (30 esferas2 a 3,8ml (80
esf‘er—'as), obser vando-se uma proporcicnalidads da iaxa de reagdo
com R vo_l_.umg das  esferas de alginato de célcio. A partir de
medi das da%taa testes preliminares, padronizou-se o tempo da
atividade da enzima imobilizada entre B e 20 minutos, nas
seguintes condi¢les:

- 80 ml de solugBo de sacarose 64,8 g« em tampdo citrato
contends 0,01 M de Caﬁlz = sz-Q,‘?.

-~ 1 ml de esferas de alginato de calcic contende enzima
imobilizada nas mesmas <ondigles do tampio da

Sacarose.



~ T = 30°C @ pH = 4,7
-~ Tomada de amostras em S ; 10 : 18 & 20 m_;inutras
IIX.2.9. INFLUENCIA DA TEMPERATURA NA ATIVIDADE DA ENZIMA
: XE%‘IGBILI EADA

Mediu-se .}.-a atividade nas condigBes descritas no ftem
anterior, axceto, para a temperatura que foi alteorada
propositadamente de 30,8 a 67°C em um lote de enzima
imobilizada.

Para baixas teomperaturas {(menores gque a Lemperatura de
mAxima atividaded, 'gr“af‘icouwge os dados de taxas de reagHo
iniciais mbaerx{a}gﬁas em fungioe da itemperatura abscluta na forma
e AJ"!"hGnih'fJﬁ,.. com intuito de se obler a @n@rgia' c:is a't,ivac;&c:s Eoa,
os dados -foram narmé.lizédos na forms da .CEq. 803,

Para a-ltaé tEmperéturas, isto &€, acima da temperaltura dlima
de atividade, a medida relativa como feita para a enzima na
forma livre, também ndo er’a. adequada. Jj4 que nos pri meiros cinco
minutos dg-_? reagdo, o comportamentce da inversﬁq ¢ bastante
compiexo. IN@&.*LG czaso., mediu-se da mesma forma que a feita para a
enzima livre, entretanto estes dados s3o coﬁzidarados com certas
restrigiies de preciszo.

| A model agem matam&tic;é da atividade eom relagdo | &
tempeoratura, foli feita de forma idéntica a modelagem para a
enzima na forma livre, ou seja, através das energias de alivagio
cblidas a. baixas o altas tampatpaturaé @ com a constante kd' cCoOmo
consta no ANEZXQ I Coguagdo I1.123.

II1.2.10. INFLUENCIA DO pH NA ATIVIDADE DA ENZIMA

IMOBILIZADA

Mediu-se a atividade em termos de taxas iniciais de reagio



¢ nas condiglies padr8o, exceto para © pHe que ol alierado
propositadamente, Para a variagBo do pH, preparou-se duas
- solugles de SACAroSe & B4,8 gs1 contendoe 0,01 ¥ de Ca(:lz, BETICHO
que  uma delgs fol ﬁrepgradalem G008 M dep &cido citrico e a
cutra em 0,003 M de citratﬁ de 3ddic, através dy misturas
apropriadas de ambas, e wlilizando-se de um medidor de pH,
preparou-se sclugles de sacarose 64,8 gs1 com pH enire 2,0 e
8,0, fixando-se desia forma a concentragio de lons citrato sm
0,008 M.

O suporie de alginale de cilcico contendes a enzima, foi
inic;a;m§gte p;gpéfgﬁoﬂa pH=4,7. Durante as medidas da atividade
enziﬁaﬁicé, as ésfarag féram imersas em grandé volume de
soluclies de ciirate de sddiosdcido cilricoe contendo Ca(:la a
concentragic 0,01 M, no pH desejadoe, por aproximadaments 1 hora
antes da medida ser efetuada, com intuito de ser estabelecide um
equilibric com © novo pH.

A determinac¥o do pH Stime, foi obtida pela observag¥o dos
pmntc;a experimnentais, & neste caso, ndo se ulilizou da model agem
m@tam&tica, comoe faita pa}a a enzima na forma livre.

I1X.2.13. ESTABILIDADE TERMICA DA ENZIMA IMOBILIZADA

Iﬁcubou~se esforas de alginate de célcic com invertase
oclusa noe seu interior a diferentes tempesraturas (80 a 50,870,
en solugles tampZo citrateo 0,000 g cont.endo CaCla g, c&ncantragﬁc
0,01 M, pH=4,0 e sem sacarcse. Em seguida, retirou-se amostiras
em intervalos da tempa apropriados, e transferidas para tubos de
ensaio contendo soluglo Lampda nas mesmas cohdigﬁas, préviamente
resfriadas abaixoc de 10°C, @ imersas em banho de gelo fundente.

Com as amostras assim coletadas, procedeu—-se a determinagfo da

g1
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atividade enzimdtica coms descrita no itaﬁ I1T.2.28, wxcetu para o
pH, agqui igual & 4,0,

Determinadsa as taxss iniciais de reaglo para cada'tQmpo de
amestragem @ na referida temperatura, colocaram-se as mesSmas om
termos relativos & atividade inicial Casa 2. Fazendo-se uso da
equagio 9, determinou-se as constantes de desativagZo kJ
WHilizando—se da equagic 20, delerminou-se a energia de atlivagSo
para a degradagSo térmica Ed.

I1i.2.12. QBTERGAO DE Bﬁbé$ DO REATOR DE MISTURA

Fixada wuma condigZ no reator, @ espsrado © tempo de
gntrada om regime, procedeu-se a itomada de 1 ml de amostra da
alimantag%o ¢ do meio do reator, determinando-se em seguida ©
toor de aclicares redutores polo m&t.odo do acido
dinitrosalicilico C(DHNSD. A conceniragdo de substrato no realor
£8 3 foi d@tefminada através da concentragic de enbrada CS;)

o
conhecida, subtraida de correspondente valor do agicar inveriide

hc rgator.\
Os cialeulos efetuados, foram féitcs na seguinte sesgueonciad
£ad céloulo de & = PV pela squagio 61
Cha célcuia.do coeficiente de transferéncia de massa na camada
limite (KLQ pwla equagic 7.
Ccd céloule da taxa de reagdo (v), na forma:
Vo= ﬁS;*Sb} . Fof?p | Ce7I
onde: (S -S> = (P -P 2/360 ' ces)
Fc = yvazio voluméirica de alimentaglo
V;m volume de esferas de alginato de acalaio
Coe 6 mlD
Sn’ Sb’ Po =] Pb % concentragic de substrato em molrl

¢ de produto em gsl, respectiwvamentie

82



(dd Fluxe de massa de. sacarose para o interior da esfera {j2
jmv,vp/As o J=v . RZ2 cegn
t:md_m Vp,hé @ R s8lc o volume, a &rea zuperficial & © rajio da

g_ars_f'exja de alginato de caloio, respectivamente.

Ll concenirag&“o superficial (Sal’t pola equacglo SO
',j_ = KL. (Sb - SB}

Obs:lodos oz dados foram cobtidos em unidades CGS, com: VP:E':,Q
cm® d= 0,42 om e IXS=0,75.107° cm’ss a 40°C para
s=olugles & ini‘init:; diluigdo. Para altas concentragiies de
subsirato, a difusividade D53 feoi corrigida, baseando-se
nes trabalhoes de ENGLISH e DOLE (222, ¢ oulras prepriedadess
Fisicas pela referdncia (88D,

.II}.S.EQIS. Detérminat;éiu dos parémiras intrinsecos da

invertase iwmobilizada.

Graficou-se os dados d_a taxas de reagio (vd) em funglc da
concentragio de substrate na superficie do gel C!q&f),_ na forma ode
Linewsver-Burk, na faixa de concentragiic em que obedecse a
cinféi:iaa de Michaslis-Menton., Obtdm-zo assim, taxes de reagio a
partir da concentragdo superficial por interpolagdo aos daddos
experimentais na forma: |

v = 1tAP o [kmev 1P cass 0 coo

Para fagilitar os célculos na inlegragdoc numérica,
considercu-se lconcgntraqﬁo adi men;.si onal como sendo O = S-’Sa,
Jj& gue podemos calcular a concenirag8oc superficial, desf.a f.orma
o, = o |

Na integracio numérica da (Eg. 238D

2 3%

d°c
ax’

3
1 4

E—

X KT o+ oo+ KLC

O,

x

-
» (W
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obtém—se o gradiente de concentragfo na superficie (dC/d¥D para
¥=1, guando se estims os parimetros 3, K;u e sz . O ajuste dos
paradmetros ¢ feito quando se compara o gradiente na superficie

obtido pela integraciio numérica com o cobtido experimentalmente.

Oz dados eﬁpérim&nhais; podemn ser calculados a partir da

expressico:
g v . R
d¥ |x=t ~ "3 Ds S, com § =5 e (ix:j_ =1 cold

onde se conhece, péra cada S; a correspondente taxa de reagio
(v} observada. |

&) pro;ed?gento de gjuste, fa; o de variar as estimativas
cdos parém@tros na eqﬁagﬁa geral, integrande numéricamente pelo
método das Diferengas .finitag Ci1i13,Canexs IV), obtendo-se o
gradientg de concentragio na superficie CddeX31X$1, O ajuste
fol obtido'quanda o resultade numérico coincidiu com os valores

experimentais., ou seja,

dc = [d4¢ , coe

dX %=1 ] numérico d¥ {%=1} experimental
Entretanto, a eguagio geral possul Lrés par&metroé
desconhecidos, ficande praticamente impossivel a2 estimativa

concomi bante destes. Para contornar o problema, determinou-se
parémetros om faixas de conceniragbes am gue certas
consideragies podem ser feitas:

1~ passce Pela extrapolacSo de dados para faixas de
concentracBes nuito baixas (SK<Kmd, a cindtica da enzima
imobilizada pode ser representada por uma cinélica de primeira
ordem. A equagfo geral com apenas um pardmetro () desconhecido,
pode ser facilmente resclvido, inclusivﬁ, analiticamente.

O procedimento para determinaglo de 3, enconbra-se no ANEXO

Vv, utilizande-se da seguinte expressis anallitica:
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@ 1 max R oy ]
PR A =3 + o e b =
TanEd 1o+ 5P D onde 3 = ¢
*® :
2% passo:r - Fazendo-se Kz =0, a equagfc geral, recai na

c:in‘ética. der Mij.-::hae};i;-—ﬁe_mten. utilizando-se do métods das
diferengas finitas CANEXO IV, varia-se o parametro Kl* até Que
resulte em gradiente de concentraglio superficial numérieo igual
ao experiméntal, usandoe o valor de 3 delerminado no primeiro
Passo.

Egpagsm ’I‘rabalhando;ge em faixas de concentraglo em gue se
verifi::a. < ef_eit._c: dr:a inikig¥o pele substrato, iﬁtegra—se a
CeguagES gara.l.,. ancie se conhece a principio # e Km, .estimamga Kf
=3 K: at.é que Q._grédiente cle .conc.entrak;go superficial numérico
seja coincidente com o experimental, ¢ gue também resulte em km
igual ao préviamente determinado no 2. pPasso.

iIII.2. 4. DETERHINA(;K(} f}A DIFUSIVIDADE EFETIVA DA SACAROSE

EM SOLUCOES DILUIDAS.

I;k::ris métodos de determinagia foram utilizados: método de
placas semi-infinitas em estado nHo estacionario, imersas em
fase liguida de concentrac¥e constante e o .mét.odc de esferas
imersas em uma fase liquida finita em estado nio estacionérioc.
1= mélodo: O maior problema na metodolegia, fol a preparagio de
um tubao de alginato de c¢éleio apropriado. Inicialmente,
inﬂroduzi u-se uwmn tubo de wvi dr;o cont‘andé sol uglo de alginato
3,8%, sem enzima, em solugZo de cloreto de caleio 0,08 M e
deixado em repousc até a formagio do gel. Porém, a medida que se
formava o alginato de célcio, este nlo se mantinha no formate do

tubo, desprendendo-se para a solugSc em forma espiralada. Cono



segunda ientativa. utilizoﬁ*—s;c; cdo mesmo tubo, conectando~o emn
uma de suas extremidades, um pegquenc pedage de manguelra
flewlivel, de difimetro um poucs menor gus ¢ tuboe, com intullo de
reter o alginato de célcio e obler un gel uniforme. Neste caso,
consegquiu-se o© desejado, guando se vedou a extremidade da
mangueira com algod¥o. No entanto, devido as barreiras de
difusfc dos fons ecaélcio para o interior do gel, fiecou
prejudicada a insclubilizagdo. Mesmo apds 10 diaz, apenas metade
do tubo apresentava-—sé sdlido, Come terceira tentativa, foi
utilizado sacos de diélixé, permeiveis aos fons cilocio, mas nEo
an alginato. Mesie caso, introduziu-se a solugio de alginato
8,84 no interiar‘. .cﬂeste Saco cﬁe diéliﬁ&, amarrands az bordas,
ficando com o formate de um cilindro. Introduziu-se este enm
solugfo de cloreto de célaio G, 085 M para in$mlubiliza-§:”a‘c: palo
pericdo de dois diaé. Em seguida, retirou-se do invélucre de
didlise, imergindo-o em sc:lluz;“a"c tampXo para padronizagdo das
condi ¢Ues, $a}.eci onou-se um Lubc de vidro de mesmo difmetro, com
A% du;ag extremidades abertas, e o alginato foli introduzide ne
seu interior, aparando—-se &S extremidades, ficando, desta forma.,
o gel internamente conlido dentiro do  tubo nas  condi¢Bes
geomgtricas desejavels ao sxperimento.

O procedimento para determinagfo da di‘fuﬁividade efetiva,
feoi introduzir este tubo contendo o© alginato, em soluglo de
sacarosy 30 g)l nas mesmas condicBes tamnpfc e sob intensa
agltagBo o 40°¢ por 48 horas. Apds este lempo, retirou-ae o tubo
.e determinou-se concentragfo média de sacarose no gel . A
difusividade afativ‘a foi determinada abravés das equagBes 73 e

T4.
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28— método: Prepataram-se esferas de alginato de cileion, a partlir
de solucis de alginato a 3,54, geni enzima, obtendo-se no ffinal
da inseolubilizacfe e establlizaglo no tamp¥oe, um didmelro de
3,446 o,

Na determinacgfo da difusividade efeliva, utilizou-se um
reator de laboratdrio, munide de camiga externa com recirceulacio
de Agua proveniente de um banho termostatizade a 40°C, onde se
introduziu 35,0 ml de solucko de szacarose a 20 g7/l nas mesmas
condicBes de concentragfo do tampXo e pH, contende 0,01 M de
Camz, Apés estabilizada 'a temperatura, introduziu-se 186,24 ml
CEB0 uni_g_:%adas} de esferas de alginato _dg céleio, préviamente
agquecidas .a.4{)'C‘. O éoniato fci efetuade sob intensa agl t;ar;ﬁo, &
amostras -:_:-__f._:_-ic-.::a 0,4 ml em inter?alos de tempo apropriados, foram
coletadas e introduzidas em tubos contendo 1,8 ml de solugZo de
invertase 0,08 g, pﬁra completa inversico da sacarose (10
minutogs no minimol. Procedeu-se a anmostragem, até que se
ohservou a nfo varlagfo da concentragio no tempﬂ,l ou seja, atg
atingi’r- o ‘ equilibrio éntre a fase sd4lida = 1 aguida.
Determinou-se © teor de agdcares redutores nas amostras pelo
métode DNES, calculands em consequéncia a correspondente.
concentracfo de sacarvse na fase liguida. A determinagio do Leor
nSdion de sacarose no interior do gel, fol obtide através do
decréscimo de concentragfo na fase liguida e pela razfo dos
volumes conhecides das duas fases.

No experimento, foi determinado o coeficiente de partigdo
kp, pelos dados de concentragfo nas duas fases, @uancia atingido
o equilibrio. Para confirmar a concentragfo final na fase

s&lida, determinou-se a concentragfio da sacarose diretamente,

&7
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tomando-~se as @sisras do axperim&nta e introduzindo-as em um
halfio voluméirico de 800 nl, completando o volume com soluglio de
invertase 0,08 g1 em tampio citrato sem.cloreto de calcio,
ag??ando—aa nesta seoluglc por aproximadamente trés horas. A
concentragio resultante no balZo fol analisada, € o teor de
aglcar presente inicialmente nas esferas de alginato de célcio
determinada. A adigBo _de soluco de enzima isenta de fons
cileio, fol feita com o intuiteo de seguestrar estes fong do
interior do gel , desestrulurando-o, =] proviavel mente
solubilizando~o, No presente caso, n8o ocorreu a scolubilizagio,
entsg&an@o, c_g?l“pgrdgqngga estrutura original, verificado pela
p&rdé de ccnéiéiéncia e éumenta Cerescimento? aa  triplo
aproximadamente do seu volume original.

Unm segunde experimenta fol eofetuado, da mesma forma,
utilizando-se de 3Q,i ml de soluglo de sacarose a 20 g/l e
volume de esferas de algiﬁatc de cilecio de _15.8 ml (380
unidadesd.

f.:?‘.-»“‘ dados de concentragiio de sacarose na fase liguida CGLD
em fungfo do  tempo, foram normalizados na forma relativa A
concentracfo inicial CCLJCED, com © propdésito de escreve-la na
forma da equagfo 76. |

Através da determinag¥o do coeficiente de partigfo kp & dos
dados de volumes das duas fases th e ng? conhecidos,
d&terminOUMse o parametro «, pela equaciico 77. Conhecideo a,
calculou-se as raizes 9, descrités na edguacio 78, utilizando-se
de um programa. computacional, obtende 1850 valores._ée q,

positivos e nfio nulos pelo métode iterative de Newlon.



A eémm;%o 78, foi resc_alv.‘;da por intermédico de um programa
compulacional, dando-se estimaiivas da difugivi.dacie efetiva De &
ulilizando-se dos valores .de a e ans;) pré¢ determinados. Para
- cada. valor de De estimade, obteve-se curvas do tipo C{:L/’Cmb em
funcio do temps. A determinacZeo de De,., ol obtida 'qu'anda a
astimétiva deste, se aproximou melhor aos dados experimentais,
o3Lx Séja, resul tando em menor de.sviz:: médio quadratice entre os
dados experimentals e dado# previstos pela equaqﬁe 76,

IX1.3. EQUIPAMENTOS

I1I.3.1. GEOMETRIA E DIMENSAO DO REATOR DE MISTURA

UTILIZADG HOS EXPERIMENTOS.

Para a detér?niﬂaq%o | dos parametros cinéticos i"ntrinsecoa
Creaisd da enzima imobilizada, utilizou-se de um reator de
nistura em estade estacionirie, como esgquematizade na Figura Q.
geonétricamente similiar aos utilizad§ por FURUSAWA o SMITHC283,
com nimere de poténcia conhez;':ida_-{Np:Q,SD. O reator constsa de um
becker de 1 litro, no qual. foi introduzido um sistema de 8
daflei;oras incl;nades F- 4E° A agitaglioc fol feita por um
.agi tador contendo 8§ pas planas igualmente espacadas &
introduzidas no centro da solug3o. A alimentac¥e do substrate

fol feita por intermédic de uma bomba peristdlitica de wvazio

regulavel.
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Figura © Reator utilizado nos sxperimentos

IIT1.3.2. SISTEMA DE OPERACAC DO REATOR DE MISTURA

Paras a determinagio das constantes cindticas intrinsecas da
snzima imobilizada, & necessario o .conhacimarzta da taxa de
reag¥o inicial e a respectiva concentragdo de subsirato na
superficie do.gal, cujas dimensiies 3o ccnhaéidas.

Preopararam-se esferas de alginato de célcio, como descritas
o itam- I1I.2.7., partindo-se de uma socluglo de alginato (3,5%
wows contendo 4.10“69 de composto enzimético por om de solix:;ﬁc:.

obtendo-se no final da insolublizac%o um difmetro medico do gel

d =0,42 om.
P

FO



QO reator ol operado a 4'.{3“{‘.'., com alimentaclio continua de
solugBes de diferentes concentrag®es de sacarose em  tamplo
citrato 0,008 M em pH=4,0, contendo iflaﬁli2 a2 concentracfioc 0,01 M,
e com volume aproximado de & ml de esferas de alginato de
cldlcia, como esdquematizade na Figura 10. A vaz¥o de alim&ntar;%c
fol controlada de tal forma a se oblter baixa cwnc:c-zntr.ac;ﬁo A
produtos de reaglio (glicose frutose), com in‘huito‘ de eliminar o
efeito de inibicle peloe produto. A agitaclo foil controlada para
obler nm’:mér-cz de Reynoids de agitagiZc Lurbulenteo, podendo ser
utilizado desta forma o nt&merg de poténcia NP constante e de

vgl or 5,58,

3

{5}

Fal
3

&)

Figura 10: Esquema do processo de reagfio utilizando-se do reator
dgg"' ﬁxistura em estado estacionério.«w frasco contendo solugio de
gacarose com concentracfo conhecida. @ bomba peristaltica. @
sistema reatmr--égitadc:r. wr banho termostatizadeo para contrele
de tLemperatura. o agitad_gr com contrele de agitagdo. CF‘03=
vazZo de alimentag¥e. (8§ e P)= canceﬁtragﬁes de substrato e

pi* odutos de reagio.
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No experimenio, deniro das vaz¥es utilizadas, o regime foi
atingido zo redor de 7 horas de operagfo. Tomou-se amostras apéds -

20 horas, por garantia.
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IV-RESULTADOS E PDIScuUussio
IVel - GARACTERiZA;XO DA ENZIMA
Chteve—se taxas inlceiais de reaglc de: 0,324 g1 de sacarose

£
invertida por minutoc a 30°C nas éehdi;ﬁ&s padr¥e, utilizande 2

ml  de solugio enzimatica contends 2.10“$ g de .aompcata
enzimaticosml sobre 10 ml de solugfo de sacarose, correspondendo
3_334296 U.I. g de composto.

IV.2 - INFLUENCIA BA TEM?ERATURA NA ATIVIDADE ENZIMATICA

Az Tabelas 3 e 4, mﬁstram dado=s. obbtidos expérimentalmente

de atividade enzimatica relativa em fungfc da temperatura para a

enzima na forma livre e na forma imobilizada, nas condigBes

padr B,
Tabela 3 : Atividade enzimitica relativa, em fungZo da

temperatura, para a enzima na forma livre nas condigBes

padr¥o, (pH=4,7 em tamp¥o citrateo 0,08 ¥,

T ) a SR B ¢ o a
21 0,261 B0 0,880
oz 0,258 55 0,974
25 0,304 a7 1,000
26 . o0.386 50 0,082
3 0,487 65 0,808
34,5 0,452 - 65,5 0,518
35 0,524 67 - 0,284
Ra 0,579 70 0,106
44 0,718 . 72 0, 080
44 0,608 76 0,022
45 0,773 77,8 | 0,018
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Tabela 4 Atividade enzimitica relativa. em fungic da

temperatura, para‘enzima imobilizada em alginato de cilcio 3,54,

CpH=4,7 em tampio citrate 6,05 M contendo CaCiR_O,Oi M.
T°C a 1 T'c a
30,5 0,283 | =3 0,011
38 O, 385 55 0,857
4(} Gs 494 89 : 1 ] GQO
42 0,554 && 0,838
45 0,613 87 0,201
48,5 0,803 '

Pelas tabelas 2 e 4, verfica-se gque a temperatura otisma &
de 57°C para a enzima iivre e BOC para a enzima imobilizada,
concordands com dados. apresentadoes na literatura, gue se situam
ae redor de BO a 80°C (203.

Para baixas hamperaturés. o dadeoz foram normalizados na
 forma de Arrhenius, obtendo-se linearidade na forma:
~Parava enzima livre: |

InCad = 18,1206 - 3882 . 1T r o= -0,8092
Energia de ativagic Eo = 78323 cal. gmol
~Para a enzima imobilizada: |
in{ad = 18,7680 - ©162 . 1.7 r o= 0,888
Energia de ativagfo Eo = 10258 cal - gmol

A energia de ativagio obtida para a enzima na forma livre
C7828 calsgmoll, esti de acordo com valores obtidos por outros
pesqgul sadores, tai#'como: ?éaa calsgmnol C1ED e THIR cal /gmol
cdzd. |

Quanto & energia de ativagio da enzima imobilizada, era de
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se esperar um decréscimo Quando comparada a .anzim livre, onde
soria neste casce, igual no maximo a média aritmética enire as
energias de ativagHo da reagfo gquimica @ a energia dé ativagio
da dif‘qsﬁo zﬁolgcular, coma relata Wheeler , citado por Messing
490, e no minimo igual a energia de ativaglo para difusividade
molecular, gquando esta conbrolar o processo, Para soluglBes
diluidas de sacarose, pode-se determinar atraves de dades de
difus¥c obtides da literatura, uma energia de ativagfo ao redor
de 4400 cal . gmol, desta.fcrma. 2 energia maxime previsivel para
a invertase nestie caso, seria de BlIZ2 cal-sgnmel, contra 10221
calsgmol obtida, havendo uma diferenga de 4160' cal/gmc:i.
Dickensheets ot al C1ED, obtiveram 4052 cal gmol para inveriase
imobi.lizada., wstando ao redor da energia de ativagio da
difusividade da sacarose, Mansfeld e Schellenberger (422,
encontraram vaior idéntico A mniima na forma livre, ou seja 7788
calsgmol, pordm, utilizaram concentragio de sacarose altas, e
nexte caso, como relata English e Dole (282, a energia de
ativagBo para a difusividade de MAESS 5O situa a:::; raedor de 7300
calsgmol, ou seja av rsdor da energia de ativagieo da reagldo
quimica.

A previsfo da atividade em funglo da temperatura, através
de um modelo matemdiics descrito nom ANEXO I, eguagHo 1.12, ¢
comparada com os resultados experimentais nas Figuras 11 & 12, A

equacio & a seguinto:

' 1 = expl-k .13
a = aﬂ - B i
(1 [ kd,i. ]

onds: a, = a* . @oxp (~EarXTD < kd = kdo . exp C(~BEd RID

sendo para enzima livre,
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t = 4 . min , e'aj = 1,338.103 » BEa = TBEG3 wal gmol

Q1

k = 1,0251.10° min™t, Ed = 141171 cal gmol

do

g para enzima imoblilizada:

. |
£ = 20 min , a® = 7,083.10° , Ea = 10258 cal gmol

kg™ 4,0398.10°° min } , Ed4 = 116883 cal.gmol
a
InCad
1 \
- »
-3 1
-4 i
i 1. —t H i %% H ] { 1. ¢ i
0 40 50 60 70 2,9 3,1 233,
< ™ 1T €10 K 73
Cald R -
Figura 11 : CJomparagio entre os resuliades préticos obtidos

{pontos? & © modelo matemidtice Clinha continual representado
pela CEq. I.182, para valores de altividade da enzima livre em

fungdc da temperatura,
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a intad
0 i
-"}n -
-2 |
-2 ¢
-4 1
L i ! ! A
30 40 S0 60 70
T ¢ e
Cad
?i_g_r_.}ra 12 : Ccmpara:;ﬁo _entre os resultados préaticos obtidos

(pontos) e o modelo matemdtice (linba continual representado
pela (Eg. 1.12), para valores de atividade da enzima imobilizada

em fungio da temperatura.

Pela andlise das Figufas 11 'e_.ia. tanto os resultados
praticos como os previstos pelo modelo matemitico, mostiram que a
tempegatura de maxdima aLivﬁdade situa—-se enire B8°C e 60 C para
a invertase livre e imobilizada.

Des uma forma geral., o modelo proposto déscrav&
acelitavelmente 0 comportanmento Aa atividade —eoem fungio da
temperatura, e & importante no caso em gque se deseja estimar a
atividade a altas temperaturas, onde a determinagBo experimental
¢ praticamente impossivel.

IV.3 ~ INFLUENCIA DO pH KA ATIVIDADE ENZIMATICA

Az Tabelas B e 8, mostram dados_de atividade cobservadas em
funcio do pH, para a enzima na forma livre e na fﬁrma

imobilizada.




Tabela 5 : Atividade enzimitica eom fungSo do pH, oblidas

- experimentalmente para enzima livre.

pH ' a Cx pH - a O
3.0 . B5.4 4,7 88,7
3,8 03,8 | 4.8 08,5
3,78 - 97,9 8,5 | 04,6
4.8 -V 8,75 1.7
4,3 £0,7 5,0 84,2
4.8 00,4 8,858 78,0
4.6 : 100,0° 6,4 65,1

Tabela 6 : Atividade enzimitica relativa em fungfio do pH, para

enzima imobiliza@a.'

pH a0 1 pH \ a ¢

2,0 81,8 5,0 o2, 1
3,5 84,9 5,5 86,0
4.0 100,0 6,0 58,7
4.8 o7.2 '

A mddeiagem matematica, como consta no ANEXO II, fol
.apliaada para descrever © comportamento da influéncia do pH na
atividade enzimitica da forma livre, bem como, para ajuste do
melhor pH de A ma atividade 'pHm. |

Pela estimativa do pHm* e colocando-se o dados
apHm—pH

experimentais na forma C1/a) em fung¥o de €10 « 10PHy,

obtém—se os resultados, como apresentados na Tabela 7.
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Tabela 7 : Coeficientes de correlagiico (r) obtldos, quando se

estimou o pHm sobre a equagio I1.82 ajustada aos dados

auperimentals.
Qstiﬁabiya ' noeficienté coaficiente coeficiente de
de pHm linear angulaf correlacio (r2
3,0 | iﬂ.&iSO.iﬁwa 1,7856.10"9 0, 83758
3.8 10,3676 ¢ 1,760 " 0,8385
4,0 16,4784 1,718 *© G, 8476
4,3 10,0871 1,8770 *® 0,8724
4,4 g.oo5 " 1,188 * 0, 8851
4,5 n,ge7a 1,936 * 0,818
4,85 a,8304 " 1.,8837 * 0, 8682
4,7 - Q{QQiQ " 1,4868 * ' G, 8782

Pelos resultados da Tabela 7, © modeloe se ajustou melhor,
quande fol estimade o wvalor de 4.8 para o pHﬁ,  cmm um
coasficiente de correlagiio é,ggiﬁ. Verifica-se £aﬁbém. que o
ajuste ¢ Dbastante sensivel, Jj& gque pequena variagio na
estimétiva. varia-se coﬁsiderév&lmente ] coeficiente de
correlacio, como pode ser visto com r=0, 9851 para pHm=4.4 =
r=0,8882 para pHm=4,6.

Desta maneira, a equag8o geral que d@écreve o comportamento
da atividade com o pH, pode ser escrita na forma:

a = [ 0,8978.107%+ 1,0316.107%. c10®PH 4 10PH 71

O grafice da Figura 13, representa, o comportamento da

atividade em relacio ao pH, considerando os dados experimentais

rom os dados preditos pelo moedelo.
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] ! ! i ] | .
350 4,0 2,0 6,0
pH

Figura 13 : Resultados préticos obtidos {(pontosd e preditos pelo
modelo Clinha continua) de atividade enzimética em fungHo do pH

para a enzima na forma livre.

Através da equaglo -ajuatada, pode se determinpar asm
constantes da--aquilibric 'koi_ ‘@ kez da reaglo descrita no ANEXO
i1, 'Kba.rm coms a abividade total gue seria cobservada, se toda a
onzima égti';ésge ‘na forma ativa. Os valores obtidos neste caso
sXo: kei= 1,9516.10 "molsl, kez= 1,9516.10° ls/mol e atividade
totals 101,0%. O modelo preve para .c:a pH &timo obtido de valor
pHm:&},B, atividade relativa de 89,84, evidenciando gue mesmo
para pH de maxima ativi déda, uma peguena guantidade de enzima,
Lneste casco 1,8%) se encontra na forma inatiwva.

O= resuliédcs ocbseravados da atividade em relagic aoc pH,
sst3o de scorde com resultados apresentados na literatura, ou
seja, de gue o pH de Stima atividade .59 situa ao redor de 4.5,
Vorifica-se também pela Figura 13, a existéncia de uma larga

faixa de alta atividade, entre pH 3.5 & pH 5,8,
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0O efeito do pH na atividade enzimatica para a enzima
imebilizada, ¢ mostrade na Figura 14, Ndo foi.utilizada agui a
modelagem matemitica para ajuste aos dados experimentais, visto
a_cinética neste caso ser mals complexa e ainda pele fatleo das

determinagBes experimentals estarem bastante sujeitas a erros.

a (¥
100

H H i J 1 i i

3}0 4"0 5’0 6,0

Figura 414 : Abtividades enzimiticas relativas, observadas em

funqﬁé do pH para enzima imebllizada.

Pela ansdlise da Figura 14, observa-se um decréscimo do pH
Stime da enzima imobilizada, comparada & snzima na forma livre.
L+ pﬂm de 4,0 obtide & aparente, ji que este ¢ o pH da soluglo e
nfo o do interior do gel. Admitindo o efeito de partigic de
prétons (200, & previsivel que no interior do gel, o pH seja de
4.5 e mantenha equilibric com pH de 4.0 na solugio externa.

IV.4 - ESTABILIDADE TERMICA

As Tabelas 8 e ©, mostram ¢ decaimento com o tempo, da

atividade enzimitica a di ferentes temperaturas de incubagZo.
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Tabela 8 : Atividades enzimiticas relatlives observadas em fungio

do  tempo de incubagdo, para a enzima livre, & diferentes

Lemperaturas.

T £ a/ﬁo T t a/ao. T b ara °
£°CO min - ¢’y min - C’Cd horas -
63,0 O 1,00 | 58,0 o 1,000 | B&,0 0 1,000

1 0,80 | 10 0,060 1 0,082
2 0,70 30 0,811 2 0,006
2 0,50 | 580 0,682 3 0,830
4 0,82 BC 0,591 4 o, 001
5 0,48 70 0,601 5 0,853
& 0,38 80 0,870 | 21 0,865
8 0.28 | @0 0,582 22 0,662
e o,21 100 0,847 | 23 0,679
60,5 ._OIT.i.Q | 110 0,433 24 0,809
10 0.73 120 0,388 25 o, 807
oo 0.504 | 26 0,508
a0 o,832 | 88,0 = 0 1,000 & 657
40 0,33 80 0,810 _
50 0,302 80 0.833 | 80 o 1,000
80 0,284 120 0,796 4,8 0,067
70 0,281 150 0,783 24,0 0,873
80 0,108 180 0,728 | 51,1 ©,862
I o 1.00 210 0,724 72,0 0,908
4o o.860 240 0,838 76,8 0,884
o0 0673 270 0,870 144,0 0,751
o5 0,663 300 0,620 26,0 0,848
50 0,515 360 0,511 | 240,0 0,389
B85 0,444
80 0,420




2

Tabola O : atividades enzimaticas relativas observadas em 'f‘imt.;ﬁt}

do tempo de incubag®o, para enzima imobilizada, a diferentes

tenperaturas.

T . aka T t asm, | T b ala_
¢’C3 min - c°co horas - ¢"C)  horas -
59,8 O 1,000 | 54,8 0 1,000 | B2.9 o] 1,000

g 0,758 i 0,884 2 0,803
10 0,877 2 0,881 4,8 0,881
18 0,388 3 0,482 20,0 0,282
20 0,309 4 0,434 21,8 0,274
28 0,838 5 0,328 23,0 0©.218
25,8 0,183
57,0 o 1,000 | 80,0 o 1,000
10 1,087 ' 24 0,835
20 0,889 | 48 0,320
20 0,800 72,8 0,181
40 0,728 100 0,184
B8O 0,555 120 0,187
328 0,474 148 ©,131
70. 0,347
80 0,304

Considerando cinética de primeira ordem para & inativagdo
t&rmica, os dados obtidos experimentalmente, mostrados nas
Tabelas 8 & 8, foram normalizados na forma da equagdo 8, ou seja
l.n_{ _a_{aOD zkd. t. Q??_‘?‘f‘?“$9_ assim as c:ansf,antes_ deo desativagio kd
pelos coefici ontes angﬁlaras das retas, como mostrados npas

Tabelas 10 o 11.
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Tabela 10 : Valores obtideos daz conzstaniss de desativagdo kd o

relacio & Lemperatura, para a& enzima na forma livre.

TCED k Cmin -1, , r
&0 . B 4B8.10 -0, 0GB
54 3.33?.1@“4 -0, R85
56 | 1,711.107% -0, 970
BG 7,048,107 -0, Q08
58,58 1,134.10"8 -0, 880
80,5 . 2,030.107% | ~0, 903
653 0,1749 -0, 897
Tabela 11 : Valores obtidos das constantes de desablvagdo kd om

. relagEo A temperatura para a enzima na forma imobilizada.

T " kd::min'la r
50  s,888.10 % 0,999
B2,5 ) 1,064.10 -0,002
54,5 | 2,886,107 -0,987
57 1,338_16"2 -0, 088
B0, 5 6, 899,10 © -0, 097

Para o <cilcule da energia de desativagﬁo da enzima,.
colocou—se os dados na forma da eguag¥o de Arrhenius @
graficou-se em fungio da temﬁerahura, como mostra as Figuras 18

& 16.



r o= -0,999
= - i
InCk ) = 209,56 = 71040 . I

=10 {7 Ba = 141171 calrgmol

L ! ; t i t
2,98 5,00 3,02 2,04 3,06 3,08

1T cio®K* >

Figura 18 : Ajuste dos dados experimentals das constantes de
desativagio kd.gm fungio da temperatura, na forma de Arrhenius,

para a invertase livre.
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r = 0,887
;_ - “ 1
1and3 = 174,089 58@&8.?

Ed = 116883 cal gmol
L. ! . 1 { i 1
3,00 3,02 %,04 3,06 3,08 3,10
1T c10” %1

Figura 18 : Ajuste dos dados experimentais das constantes de
ﬁe&ahivagﬁa-kd em fungXo da temperatura, na forma de Arrhenius,

para a invertase imobilizada.

Polos resultados obtides, pode-se expressar o modelo de
inativagio térmica, Comoe obedecende uma simples cindtica de
primeira ordem, nio necessitande de modelos mais camplexos Paras
| descrever seu comportamento, fals como oS modelos de inativag3o
s gér%a ou gaggl?lc.

Péfa a\faixa de Lemparatura'ém sstudo, podemos interpolar
dados de inativagBSo térmica, utilizando~se das equagles
noermal izadss de Arrhenius obtidas dasz Figﬁras-iﬁ o 18, & ainda,

considerando gque tais eguagles possam S&r extrapoladas para



temperaturas inferiores, podémos estimar dados de estabilidade
térmica para baiwxas temperaturas. "

Costuma-ge OXPressar oS dados: de inativagl0 térmica, om
Lermos da.meia_yida, que é_dafinida comc O tempd NRECRSSATio para
iﬁéiiv&r B0% dé: atividade original. Supondo-se gue possanos
extrapolar @ interpolar q;dos,.podense escrever a equagio de kd
em fung3o d# #amperatura, om termos de tLemps de meia wvida t&fz’

M0

—-para enzima. Livre:

L = B,7618. 10798 | oxpc-71040-1
-para & qnzima_imcbiiizada:
L =1,7180.107 70 | expCBS818.TD

172

FPartindo~se destas equactes, pode-se estimar tempo de meia
vida, come. mostra a Tabela 12, para a forma livre e a

4

imobilizada.
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Tabela 12 : Tempos de meia wida Cth@) estimados para a Taixa de

40 a 80°C, para a enzima livre e imcbilizada.

pra o v

enzima livre enzima imobilizada
80 : 30,0 minutos : 8,8 minutos
Be 2,0 horas 25,8 minutos
856 6,7 horas 1.2 horas
24 1.1 dias 2,8 horas
82 4,0 dias 11,3 horas
81 7,8 dias 18,8 horas
850 15,5 dias | 1,5 dias
49 30,6 dias - 2.6 dias
48 60,9 dias | 4,5 dias
47 122,0 dias | . 8,0 dias
48 243,00 dias 14,2 dias
45 1,3 anos 25,4 dias
40 47,7 anos 1,3 anos

Verifica-se pela Tabela 12, qus a dasativaéﬁim térmica &
bastante sensivel & temperatura, isto &, pequenas variaghes de
temperatura, promoven grandes  variagles na estabilidade. A
avaliagio a 40°C, evidencia a grande estabilidade da invertiase a
| baixas temperaturas. Estes dados porém, devem ser vistos de
forma gqualitativa, j& que sBo extrapolagles. Uilizando-se
destes dados. 'podamse estimar, por axempio.; gqual serd o tempo
para a perda de 1% da atividade inicial a 40°C. Obtendo-se 252
dias paré. a enzima livre e aproximadamente 8 dias para =a

imobilizada.



.

Pelos resultados apreseniados, werifica-se que a snzima na
forma livre mosirou-se significativamente mails estavel que a
forma imbilizac;a, mesne assim, muito estiveis a  baixas
temperaturas. Apesar da snzima imcbilizada se mostrar inferior
om termos de estabilidade, isto n¥o descarta sua vantagem sobre
a livre, visto gue, utilizar-se & mesma a baixas tlemperaturas
Cao redor de 40°CY, tgrm'sa“é; boa estabilidade @ com vani;agem de
reutilizac¥o, No caso da enzima livre, apesar de ser mais
estivel, n¥o pode ser reutilizada, sende descartada juntamente
com o produto de reagio.

No caso especifico da invertase, as reagBes s¥o feitas
normalmente  em xaropes @ ©0°Brix. Monsan et al. (52,
damon%traram qua & estabilidade da invertase & f‘uﬁgﬁo
extremamente dependente da concenlragdo .da substrateo & em
soluclBss concentradas, esta _astabi‘lidada & superior do gue em
solugles diluidas. Como no presente caso a determinagfo de
estabilidads foi efetusda na auséncia de substrato, € de se
prever gque na utilizagHo da enzima em presenca de substrato,
teremcs uma estabilidade auparici" a estimada.

Com respt—:fi.to aos valores de snergia de ativag3o Ed, obtidos
para a invertase nas duas formas, estEo de acordeo com valores
apresentados na literatura, = sua ordem de grandeza se situa em

100 Kcal sgmol 49,8583,
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iv.8 - GIN&TXCA DA IRVERTASE HA FORMA LIVRE
A Tabela 12 mostra dados de taxas iniciais de reagfo

obtidas para enzima na forms livre a 40 s B80°C.

Tabela 13 : Taxas iniciaiz de reaclo C(v2 em fungdao da
concentraglo de substrate (5), para a invertase na forma livre.

Az  concentragfes de invertase nos experimentos foram de

1,92.10"3 gl @ 0,91.16“3 gl & 40 @ 50°C, respes bl vament e,
s ' v € 1072 molsl.mind
Cmol /13 . -
40°¢C 80°¢C
o, 00532 o,1128 0,0847
0,01083 0, 2024 0,18238
0,01565 0,277 0,1688¢
0,02127 0, 3407 0,1880
0,03180 0, 4851 0, 2657
0, 04253 | | 0,122 o,2027
©,05316 0, 5380 | 0,3513
0, 0BB0S 0,6055 0, 3874
0,1063 0, 6357 0, 4104
0,1323 B 0, 6101 0,4212
0,1595 | 0,582 0,4100
0,217 0,5582 O, BHOB
0, 2688 0,8188 0, 3840
0, 3887 . : 0, 43688 00,2740
0,5316 : 0, 23805 O, 2403
0,7974 0,2401 0,1768
1,082 c,1610 0,1261
1,329 . 0,118 0,0871
1,505 0, 0808 - 0,0888




i

Inicialmente considerou-se o modelo cindtico de inibigHEo
pelo subsirato, para descrever o r;:amportament:: das taxas
iniaiaia de reaglo. Os dados obtidos experimentalments, foram
colocados na forma de Linewever-Burk, segundo as unagﬁas_aa &
82 com intuito de so determinar os parlmetros cinéticos,
constante de Michaslis-monteon (Kmd o constante de inibigieo pslo

substrato CKid, come mostrados nas Figuras 17 @ 18,
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Figura 17 Forma de Linewever-Burk aplicada acs dados

experimentais a 40°C para a invertase livre,

consider ando-se

cindtica de inibicXo pelo substrato: (ad para B({Ki e (b3 para

S>>Km.
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experimentais a B0 C para a invertaze livre, considerandc-se

cindtica de inibigXo pelo substralto: (&) para SKKKI e (bl para

= xKm
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Vorifica—-ze pelos graficos antericorss, gus & forma de
Linewover—~burk para baixas conceniraglies | de substrato &
adequada, mostirando a existéncia de linearidade entre 1/v @ 1/5
Par_a alias copcemtrar;fﬁeg de su_bat.rat.o. porém, o mesmo nixo ol
observado, conf'irmndc aszim, que © modele de inibigio pelo
substrato, por si s&, n¥o & suficiente para descrever o
comportamento cindlico da invartasé. Desta forma, considerou-se
a cindtica come de inibicio peloe subsitirateo, acrescida de um
fator de corregfo {5, comc mostrada na equagio 84. lonhecida s
fungqo 052, pode-se expressar a cingtica na forma de
Linewever -Burk modificada, come mostra as equagles 8'5‘ e B,

Trés consideragfes s8oc feilas .par'a o fator FCE2 dmﬁcritas_
no ANEXO IIT. Duas- delas baseando-se no desvio proveniente da
concentragEo daa; dgua livre o wuma terceira na mudanga de
difugividade de massga.

Algumas complicagles éurgem, quando se considera o efeito
de concentragio de agua livre, j& que esta & Tungle do ndmerc de
hidr;at.as;ﬁo {2 das moléculas de sacarose, devéndo portanto,
conhecer-se@ 2 a priori sste ndmere e sua variagio com a
concentragio. Entretanto, algunt valores apresentados ra
literatura, d4diferem significativaménta_ entre si, como mostrado
na revisio fa;ita por Allen ®» Wood (2). Bowski et al. (75,
assumiram © numero de hidratag®o igual a sele, para solugles
diluidas. Para solucBes concentradas, o valor foi determinado de
tal forma que se ajustasse aos dados experimentais.

Do um modo geral, quando se utiliza a concentragio de agua
livre como fator de corregdo, nhiIc se cophece, a principico, ©

comportamentos da fungEe (S0, Deve-se fazer, portanto,
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estimativas para verificar o© ajusie. Analiszando as squagles
tebricas do  ANEXQO III, pode-se notar gque, para baixas
concentragtes de subﬁﬁrato, a.funqﬁo de correclo sempre sera
ingignificante, e gualquer estimativa de n pode sor Q&lida.

Como uma primeira tentativa de ajuste, utilizou~se o fator
de corregloc f(S)= DCS:)»’DO. Neste caso, pode-se determinsr os
valores de f{5) para cada concentraglc ultilizada no experimento,
como mostra a Tabela IIi.i do Anexc III. Com o uso destes
fatores, recalculou-se as itaxas observadas de reasgdco om bLermos
de taxa modificada ¢ V*D. que & relacionada na forma:

Vo =V - XS
Dosta maneira, se FISD for adeguadao, v* poder& ser representado
pela. cinética de inibig&a pelo ‘substrato. Os wvalores assin

calculados, s%o apresentados na Tabela 14 & nas Figuras 18 & €0

na forma de Linewsver-—Burk.



Tabela 14 : taxas iniciais de reagdoc a 40 BO'C, na forma

modi ficada Cv*ﬁ » whilizando-se do fator L8 = IXE)To.

s v"¥ €107 molsl.mind
C molAld . _ .
40°Cc 86°C
0, 00532 : 0,1134 0,08487
0,01053 0,2033 0,1248
0, 01508 | 0,2798 0.1680
0.02127 - 0,32438 0,108
0,03180 0,4718 0, 2694
0, 04R53 0,5216 0, 2081
0,05316 0, B804 0, 35094
0, 08508 - 0,6880 0,4019
0,1063 0, 6654 0, 4301
0,139 | 0,8480 0, 4461
0,155 0, 6301 0, 4393
0,2127 - 0,8089 | 0,3849
o, 2658 0,5803 ©,3977
0,3987 0,5233 S 0,3870
0,5316 0, 4827 0,3167
0, 7974 0,3470 ©. 2558
1,083 o 0, 2678 0,2103
1,329 o, 23028 0,1684
1,508 10,1883 0,1541
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Figura 19 :Forma de Linewever-Burk aplicada a taxas inic:iai:é de
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reacio modificada Cv J para cinética dé inibig¥o pelo subsirato
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Fela analise das Figuraé iR e 20, vwrificarSa gue o modelo
com corregio pela difusio ﬁQSLrOu—aa aficienﬂe para descrever o
comportamente cindtico, Houve linearidade & baixss e altas
concentracBes, gquando graficou-se na forma de Linewsver-Burk,
resultando gm coeficientes linesares praticamente iguais, o gue é
wn pré raquiaita para o ajuste.

Ajustando-se melhor as curvas quanto ao coeficiente linsar,
‘chega-se a:

—para 40°C: 1.V = B40 + 42,52 . 1.5 + 2710 . S
s

1000 v=1,101 . —
0,0508 + S + S540,300

S
.[ 1 - 0,4258. 1+0,1a?5,53

wpara BO"C: 1.4 = 1850 + 73,4 . 158 + 3313 . §

s [ | g ]
. I - 044274,
_0,0587 +~ o o+ 52/0,377 1+Q,1278. 8

1000 v = 0,800,

A tabela 1¥ mostra as constantes cindlicas Em o Ki oblidas,
As Figuras 21 e om mostram a comparacio dos modelos propostos

com o dadon experimentadis.

Tabela 15: Constantes cindlicas a 40°C = BO'C para a invertase

livre @ impbilizada.

T Km Cmol-slD ' i Cmolsld
0 0, 0506 . 0,209
50 0,087 : 0,377




| ! ] { { i i i { i i
0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2 1,4 1,6 1,8 2,0

S (mol Al
Figura 21 : Comparag3o dos resul tados experi mantéi = Lpontosl o
previstos pelo modelo (linha conti nual corrigido pelo fator

:{‘CS)M!:KS)/EDB para a enzima livre a 40°¢C.

v 0,4 -
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Figura 22 : Comparaglc dos resultados experimentais (pontos) &

previstos pelo medelo (linha continual, cerrigideo pelo fator

£CD= XSO/D, para a enzima livre a 80°C,
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Quanto as duas outras suposigles descritas no ANEXO 111,
pode-se estimar wvalores do ndmero de hidraiagdo n, mosirados na

Tabela 138, necessérios ae ajuste do modslo,

Tabela 18 : estimativa de nimesros de hidratagclo necessérios ao

ajuste do modelo cindtico, baseados em concentragiio de Agua

livre.
= _ : 5
Cmol /13 W, W
3 | . 22,6 : 11,0
0,2 B 21,9 10,8
0,3 a2t | 10,5
0,8 A TN A - 10,0
0,8 17,8 9,2
1,0 16,3 8,7
1,8 | 13,3 | 7.6
2,0 | 10.8 8,85

Vorifica-se através dos resuliados da Tabela 18, gue o©
fator (5= iﬁ'r/'ﬂt, comoe sugeride por Bowski et al. (72 &
inadeguado, porague axigsa altos wvalores para o nGmero de
hidratagic. Isto também pode ser comfirmado pelos resultados de
Besserdich et a&l. €52, em gue tal suposigBo, ndo ajusiou seus
dados experimentais. Quanto ac fator fIS0= ?r/’ific, a principio
nfo se pode descartar tal suposigio, j& gue oS numeros de
hidratagZo obtidos, est¥e na ordem de grandeza de valores
apresentados na literatura. Forém, o modelo considerando o f‘ail.«or

f‘CS:)mi}CSD/Do foi suficientemente precisc & nd¥o foi considerado

necessiric a continuagio destes ajustes.
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IV.B - CINETICA DA INVERTASE NA FORMA IMOBILIZADA

A Tabels 17, mostra dadoes oblidos do reaﬁor de mistura om
estado estacionario, utilizande 5,8 cm® de alginato de célcio,
em forma de ssieras CdP= 0,42 omd, .ccntando inveriase

imobilizada.Q sistema foi operado a 40°¢C,

Tabela 17: Dados do reataf de mistura a 40°C

= ¢S, - 5.2 S, N F,

€10 2 mol sem> ¢10 Cmo1 sam>> €10 Zmol sen3 Crpsd Cont /s
0, 00874 0,446 o, 00829 7,5 0, 0881
0,01 747 0,999 0,01648 7.7  0,0828
0,02012 1,351 - 0,0R7T7 . 7.5 0, 0583
0, 04368 1,303 0, 04238 7R 00,0708
0,07281 1,074 0,07093 7,2 0,0708
0, 2380 - 2,987 0,291 8,3 0,0658
0,2899 2,214 0, 2877 7,3 0, 0889
0,5888 3,32 0,8708 g,2 0,061 4
0,8756 2,987 . 0,8726 8,2  0,0739
1,168 3,227 1,168 8,3 0, 0881
1,459 2,988 1,456 7.5 0,0683

A Tabola 18, mostra dados calculados a partir da Tabela 17,
dos valores de taxas iniciais deo reaglo (v2 o concentragdo de .

substrato na superficie (S)D.
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Tabels 18: Dados de taxas de r*.aa»;:ﬁcb e concentraglico de substrato

na superficie do gel de alginalo de calcio.

$0 e KL ‘ ' Sﬂ
i Omgml f‘cmg _c:mafsst i OHBCWS i Gmgml e"cmg -] 1 O“Qmol /c::m3
O, 00874 12380 5,80 6,18 0, 00824
0,01747 13101 5,67 8,03 0,01638
0,02012 12380 6,58 13,36 0.02783
0,04368 11544 8,36 18,84 - o,04221
0, 07281 11544 6.25 22, 41 0, 07001
0,2320 16040 &, 35 32,80 0, 2a87
0, 2000 11844 5,87 83,36 0,2873
0.5828 22547 5,38 34,8  o,m701
0.8786 18944 = 4,10 37,4 - o,s720
1.168 16940 3,17 ar.2 1,164
1,450 12765 2,07 34,6 | 1,455

Verifica-se pelas Tabelas 17 = 18, gqua o efeilo da camada
limite & desprezivel nestas condig¥es de turbuléncia, onde a

ccncaniraqﬁc superficial calculada, & levements inferior &

concentracio 1iquida ne reator.

Os dados assim oblidos de taxaes iniciais de reagfc enm
fungio <da concentragfo de substrateo, =¥o normalizados na forma
de Linewever-Burk, como mosirade na Figura 23, para determinagZo

dos parametros aparentes.
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2
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mesd.
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1/@& C103 cmsxmalﬁ

Figura 23 : NormalizagBo em termos de pardmeiros aparentes.

Verifica—-se pela Figuré 23, que os dades sxperimentals

ajustam bem ac modelo cinétice de Michaelis-Menten, em termos de

pa:ém@iros aparenies, oblendo-se:

v P o 38,1?,1¢_g_m01XCm$.s

WM
5 molsen® ¢0,08304 mol 1D
<

5,304.10°° + &

Km™P = B,304.10

I

v = 38,17.10°° |

Na Figura 24, compara-se o© nodelo com  OS

experimentals.
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Figura 24 : ComparagZc do Modelo de . Michaelis-Menten {linha

continuad com os dados experimentais (pontoss.

Yerificou~se pela anilise dos resultados obtidos; gque o
mmdela‘ajugtmu—se A cindtica de Michaelis-Menbten sem necessidade
de um fator de corregdc (S, come necessario para a enzima na
forma livre, Interessante nolar, que mesmo  para altas
concentracBes de subsirata, neste césn ﬁﬁc sa wverificou
praticamente o efeito de inibigHo. A constante de inibigdc neste
. caso. deve ser de valor bastante elevado. Estes resultados
diferem dos obtidos por Besserdich et al.{(8), gqus observaram
para a enzima imobilizada, que seus dados experimentals
ajustaram bem ac modelo de inibig¥c pelo substrato, ent.retanto
tanbém n¥o ohservaram o desvio dé cinética, como ubs;rvado para

a enzima livre.
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FPartindo-se da equagHo 31 do balangs de massa, pode-se

denonstrar que:

= r{&D

-

dr z r o

'dS dDe , De. | dS 2 dS
S dr " dr R

om_de: De = Difusividade efetiva de massa

ri{s3= taxa de reagZo em cada posigio no interior do gel.

Palo balango dé massa, temos um perfil de concentragio no
interior do gel, e sabendo-se. que De decresce com o aunent.o de
concentracio de sacarose, poderia se supor a principio, que Do
varia com a posigfo no interior do gel, entretanto, a medida que
S decresce para o interior, os produtos de feagﬁcs estio em
ﬁmncentrag‘.ﬁc maior. promve;ndo de c:er-'fc,a f‘a?ma LITE r:é-::mpensagzﬁc
‘sobre De em Lermos de  variagBo de. concentracfoe. Devido & essas
comsi deragBes pﬁndemcs supor que dbesdr=0, isto &, De &
independente da posigio. A equaclic acima pode ser .as-c.rit.é. CoOmo @
equacio 33, ocu seja:

2
De [ d5 - é . Ei...S.... ] C R o -2
dr? r dr

Eintre_t.antf_::l. De Vafia em relacdse a mudanga de c:c:ncentfag:&o
de substrate ne reator, e baseando-se no ANREXO I1I, podemos
ERLT SV

De = DeCO) . £L30
onde: DeC02 = Difusividade efetiva de massa deo sacérose €M
solucSes a4 infinita diluiglie.

Consider ando que no interior do gel, a taxa de reagidoc possa
ser descrita por um modelo anilogo & enzima livre, esta sera
representada por: |

(S = v . (S

ica



onde: r(S) & a taxa da.reaqﬁé em cada posicfio no interior do
gel, v & a taxa seguindo cindtica de inibiqﬁd.pela subsirato e
{8 o fator de corre¢lfc. |

Suponde que o fator de corregiio ssaja sm termos de
difusividade de massa, a equagfo geral, pode ser escrita da

seguinte maneira:

= 3
DeCOY . fC5> . O + 2% L s . rem
2

dr r dr
2
-+ x
ou Det0y. == 2 45 L Ve
2
dr r i

D@sta forma, © balango de massa, ¢ aparente, como se a
difus;vidaaé efativa de massa fosso independente da concentragfo
de subatréﬁo, e a cinética da enzima pcj::ianda ser descrita pelo
modelo de inibigHo pelo subsirato, sem necessidade do fator de
correqio. |

Para a determinagfo dos. parmetros intrinsecos da enzima,
utilizou-se de um programa computacional, conatanté do ANEXO IV.
Entret,;amt.ca. a obtencio do ajusie ¢ dificil, j& que necessilamos
estimar dois parameiros desconhecidos CKZE & .

Para contornar © problema, extrapolou-se dadc::s para falxa
de concentrac¥o, onde verifica-se uma cindtica de primeira
ordem. MNestas condig@es o pardmetro #£ Ipc:de_ ser deternl nado
analiticamente, através de parametros aparentes ja obtidos, como

demonstrade no ANEXQO V, pela equaglo V.8, na forma:

v ap
P i i max R .
Lanh @ - 3 [ Bom ] - P onde f =9
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Através de CVmM/Km)ap jé, doterminads e usando-se o valor
de Ds para solugBes diluidas, como determinaﬁo.no Citem IV.75 a
segulr, ou seja, Delld = 0.56.10.“5 cmzfé, o valor de [i=0,766 &
obtido,

Conhecido o parémetro 2, a integragfo numérica, C(ANEXO IVD,
pode sar ficilemente resolvida, wvariando-se apenas K!: para &
integragBio. Os resultados devem serl comparados com dados
'&xpgrimgntais.

'A. ’I‘abél_a 19, apresenta dados experimentais na forma de

obtidoes pela egquagfo,

CACrdKd yy g
Z
dC S _v . R -
|x=1t = F D=8 * M5 TE

e integrando-se numéricamente, obtém-se o wvalor e Km

intrinsecao.

Tabela 19 CbitencZn da constante de Michaelis-Menten

intrinseca, pelo método numérico.

S Cmolsem™>  CACAAXD ., K Km Cmol/om™d
- |K—1 i
" -8
1.10 1,7971 3,08 ,06.10
2.10°° 1,881 1,583 3,0&.10“5
1.107% 0, 7403 0,32 3,20.10° 2

Pela integréx;ﬁc numérica, obiteve-se Km intrinseco igual a

3.1.10-5 molsecm® €O,031 molsl). Conhecide 3 & Km, obiém-se a
t..axa- mixima de reagio -Vm = 34«10*9 mol som'. s.
O valor de V intrinseco obiido mosirou-se um pOUCo menar

biat=No
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que o aparente C%;:i = 3&,1%.10“gmol/bnﬁ*sb, _entretantm, COmS
demonstrade por Kegan et al. CB2Y, através de simulac¥e, os
valores podem diferir,

. Be cnnaiﬁerarmcs o V;:: como correto, ou séja. igual ao
intrinseco, nfo seria necessario a integragdc numérica para
determinaglico de parametros para a cindltica de Michaelis-Menten.
Pode~se entretanto, considerar como tal, apenas para efeitce de
estimativa na delternminacfc de Km intrinseco.

A Tabela 20, resume dados de parametros cindticos oblidos
para a invertase na forma livre e na forma imobilizada, para

efeito de comparagio.

:Tabela 20 : Parfmetros cinétices da invertase a 40°C

Especificagioc Km (mol /712 Ki Cmolsld 080
enzima livre O, OS08 0, 3089 necesgssrio
enzima imobiliza . (gaq - ausente

da Caparentesd :

enzima imobiliza presente, mas

9;031 -

da Cintrinsecos) nES necessario

Verifica-se a mesma ordem de grandeza de Km, EBEntretantos o
Km intrinseco mostrou-se menor que o da enzima na forma livre,
evidenciands com isto maior afinidade da &hzima com o substrato.
A auséncia do efeito de inibic¥e pele substrato, na faixa de
concentracio utilizada no experimento, ¢ uma vantagem a mais da
enzima imobilizada, mestrande que sZo Observadas taxas de reagfo

préximas 34 mixima possivel, enguanto que na forma livre atinge
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no maximo 63% de V. .
mos

Para verificar a eficiédéncia de imobilizagfio, em Lermos de
disponibilidade da enzima imobilizada em ecatalizar a inversdo.
podé-;g.e estimar a raz¥o entre Vma_x da enzima livre e da
imobilizada, considerando gque ambas tenham o mesmo comportamento
cindtico na forma a=K.E. Para tal relacionou-se ambas as formas
em termos de atividade maxima por unidade de massa de enzima.

Para a enzima na forma livre. a solugBo em reagfo conbtinha

1.82.1 Onﬁg de compostoe enzimalicos cm®, obtendo meti 181, 1 0“3
mol~l.min nestas condi¢Bes, correspondendo a:
5,01087 .mol de substirate cpnv&r%i cio{aegundr:: |
i grama de composto enzimatico -
Para a enzima imobilizada, o gel continha 4. 1(}”5 g de

enzima por cm® de alginat,ca' na prepara¢fo, obtendo Vmax= 34. 3.0_@

@
mol/om o s, correspondente a:

mol de substrate convertidorssegundo
grama de composto enzimatico

0, DOBS
Desta forma, podemos especificar a eficiénecia da

. imobilizacZo, para mesma guantidade de enzima, como:

_ ©0,0085
Ty T 501057

Se considerarmos ainda, @ efeito de sinérese do gel. a

» 100% = 77,.9%

concentrac¥e da enzima no interior do mesme € ao redor de B304
superior, lego a eficiéncia nesta base seri de aproximadamente:
.”1 = 77,8% ~ 1,3 = 50,8%
Esta eficiéncia, pode nos indicar gue parte da enzima
imobilizada foi iﬁativada ou blogueada de tal forma, que n3o
ests disponivel a reé.c;ﬁo enzimdtica. |

Apesar de serem observadas laxas de reagdc superiores aeo
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Vmw intrinseca, este fate pode ter sido consequéncia de erros

experimentais. Caﬁsideranda a taxa mixima de reagio Vmax
intrinsecoe e aparenie iguais a 34.1079 nmolien®. s, pode—se
calcular © Km aparente como_._.an?rfé,, 7. 10”6 mol s em.

A Tabela 21. mostra previsdo de Kr'P, caleculados a partir
do Km intrinsece nas  nesmas | cor;;c:;i G%Q do experimento,

variando-se apenas o raio do alginato de calelo, a determinagio

foi efetuada a partir da equagZo V.86 do ANEXO V, na forma;

¢ 21_%‘.. vma.x ap &‘z
tanheg -3 Km "De

A& gma,x 172
onde: ¢ = 3 = R. [ e ]
com Vmax = Vm:i = 34.1{}_Q.m¢>l/'cma.s

De = G,S.lOFS cm /s

Km = 3,1.10°° molsem®

Tabela 21: PrevisZo de KmF para diferentes ralos.

"R B é ¢ Km °F
L ) tanh ¢ CE.GHS mol fem’d
4,0 8510 . BO,24 B0, 24 62,3
2,0 877 24, B2 29,862 31,7
1,0 z2ie 14,81 14,91 16,4
0,8 54,8 7,405 7, 4085 8,0
0,211 8,77 3,128 3,137 4,7
0,1 2,19 1,481 1,643 3,5
0,05 0,549 0,741 1,178 3,2
0,01 - o,c22 0,148 1,007 _ 3,1
0 | - - - 3
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Verifica~se pela Tabela 21, que para asltos valores do raio,
o Kn"f & proporeional a este, & a medida em que R diminue, o©
Kn°FY tende ac valor de Km intrinseco, gue neste caso ser¥o

iguais quando o raio do alginate for inferior a 0,085 om,

IV.7. DIFUSIVIDADE EFETIVA DA SACAROSE EM SOLUCOES DILUIDAS

12 Método: Utilizou-se de um tube de vidro de duas

extremidades abertas, contends no seu interior wm cilindro de
alginate de céleio. EBste tubo de 4,5 om de comprimenio, fol
imersoc em sSolugfo de sacarose a 30 gl =mob intensa agitag3o a
40°¢ por 48 hc}ras Aptz este tempc, o tubo contendol o alginato
foi retirada & a c:cncentrag:ﬁc média de sacarose no seu interior
' determnada, obtendo-se & = 16,08 g-l.

Igual ando-se as equaglies 73 e 74,

J = CrERSTT

1,0

= 3
_C . A EI

ohtém-se o valor De = Q,ﬁ&':‘i.i()_nj cmafs

2> Método: A Tabela 28, mosira dados obtidos do

comportamento da -coﬁcentrag’éﬁa de sacarose na fase liquida de
¥l ume V:.= 38,0 ml a 20 gfl' c:r:.m’x o tempo, quando esleras de
alginato de calcie de volume Véel =15B,284 ml (380 unidades de
B = 0,223 emd s¥o colocadas em contate, sob agitagdo e
inicialmente isentas de sacarose, e dados calculados da

concentragiio média no interior do gel.
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Tabela 22 : Dados de penetragSo de sacarose em esferas de
alginate de célcio a 40 ¢, em fungZe do tempo (1D,
ﬁL: concentragfo de sacarose na fase liguida, Cz : concentraglo

inicial na fase liquida, c .t concentragic de sacarose na fase

sélida.
t Csd ¢ Cgrld o  €g1d CL’Q2
o 20 o 1,0
3180 17,35 5,71 O, 868
300 16,00 8,43 0,B0S
BO0 18,18 ' 10,37 94760
900  14.64 11,58  o,7s2
1200 12,66 13,67 0,683
1300 14,21 ' 12,48 , 0,711
1800 14,84 11,58 0,782
2400 12,84 15,43 0,642
3OO 13,27 14,81 0,864
BEO0 13,74 - 13,490 0,687
4800 13,62 13,78 0, 691
8000 12,62 13,78 . 0,881
® 13,62 13,75 . o,881

Des dades obtides da Tabela 22, calcula-se o coeficiente de
partigZos Kp quando as duas fases entram em equilibrio,
obtendo-se:

Kp = a: s cf = 41,0
& o =V 7 CVQQL. Kepd = 2,155

Com o conhecido, determinocu—se 150 valores de q,.» segunds a

equacBe 78. Em seguida estimou-se valores de De para a egquagdo

768, com n=i50, obtendo~se perfis de concentragfo na forma
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CLKCE em fungBo do tempo. O melhor ajuste do modelo fol obtido
quando se estimou De o redor de 0,5.1O~5 et s,
A comparacfo do modelo com os pontos experimentals é felila

na Figura 28.

1,0 9 _
C n o= 1850
' B = 0,823 cm
a = 2,155

De=0,5.10"° em? s

[ #)
L+

036 " 3 . ! I ! }. I l. ! i i i i 1
' 1600 2000 2000 CAQDD 2000 5000

t €sd
Figura 25 : Ajuste de De aos pontos experimentais pela equaco

TE.

Foi feito um segundo experimento nas mesmas condigBes,
obtendo-se o mesme valor da Difusividade efetiva de massa De.

O Coeficiente de partigiio Kp diferiu do valeor 0,84
apresentado por Cheetham et 21,0130 gEntretanto, outros
trabalhos (48, 687} utilizande outros substratos, inclusive de

peso molecular superior & sacarose, ajustaram seus dados a
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valores de Kp=i, mas com difusividade efetiwva fambdm iguais a
difusividade em solugBo, No presente trabalho, entretantoc a
difusividade efetiva obtida mostrou-se bem Iinferior quando

comparada & difusividade da sacarose em solugdo CQQ = C’:l."«"'&:1.{}'”g

e rsd, correspondendo a B8%X e 86,74 de 'Da para o 1~ e 2
métodos respectivamente. Estes resu;tados diferem, portanto,
neste aspecto, dos obtidos por aqueles autores.

Considerou-se o valor obtido pelo 2 método
Db=0.5‘10“6cm2x9 como © mais correto, wvisto o gel wutilizado
neste eﬁperimento possuir as mesmas caracteristicas estruturais
do gel utilizade no reator.

Como fcrma‘alternati§a, para-a determinagcio do coeficiente
e, pode-se determinid-le de uma forma indireta, utilizando dados
de tawas de reagfo obtidas do reator, normali:zadég en diferentes
rajos do suporte. ¥Visto km intrinseco ﬁef independente do ralce,
assim como a razio CVmM/I{mD aparente poder ser determinada na
forma de Linwever-Burk, a Difusividade efetiva De, bem come Km
intrinseco podem ser obtidos pelo ajuste dos dados experimentais

na equagio V.6 do Anexo V, com dados de pelo menos dois ralos

distintos.
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V-CONCLUSOES E RECOMENDAGCDES

As seguintes conclusBes podem ser tiradas do trabalho:

-~ & mixima atividade da invertase situcu-se na faixa enire
55°C e 6G°C_p%ra as formas livre e imeobilizada, concordando com
valores apresentados na literatura.

- Q valof da energia de ativacBc para a invertase (Ea =
76585 cal-mol), mostrou ser praticamente igual a valores obtidos
por outros pesquisadores, tals como 7322 calsmol C18) e 7893
cal mel €42, Entretanto o valor de energia de ativag¢lo para a
invertase imobilizada (Ea = 10288 cal/moll, ﬁﬁa concordog  com
outros irabalbos, que cbtiveram valores inferiores Aos ocbhtidos
"péra.a invergésa n# forma livre.

- A enzima invértase & bastante.estavel na sua forma livre,
zemndo qﬁe a imobilizac¥o em alginate de c&lcio afelou
negativamente esta caracteristica, diminuindo a estabilidade
Lérmica. |

- A reag¢¥o de inativagZo itérmica podde ser descrita por uma
cinética de primeira ordem, concordando com ©S fesultadca de
Coshima et al. (B8B83,

- 0 pH de maxima atividade obtido para a invertase livre
foi de walor 4,8, enguants que para a forma imobilizads,
ebteve-se um mener valor igual a 4,0, evidenciande o efeito de
pari¢ioc de prétons.

- Os modelos propostos do efeite do pH e temperatura na
atividade enzimitica mostraram gque as hipdteses foram corfetas,-

- 0 modele classico de inihi;ﬁa pele substrato nlio se

aplicou & cinética da invertase liwvre, havendoe necessidade de um

fator de correcfo, definido por FUS).

iie



- A aplicagio do falcor de. c@rreqﬁa LS em termox de
concentragdo de adgua livre e de &gua ilolal Wf/wt comno sugerido
por Bowski et al. (72, nfio fol adequado ac modelo, como também
verificado por Besserdich et al. (8, Jj& que para aplicad-lio,
deve-se assumir valores deo nimero de hidrata¢®o para a sacarose
bem superiores aos mencionados na literaturﬁ.

Ho presente trabalho, o fator de corregio gque mestrou ser
mais adeqaudo fol em termos de difusividade de massa nha forma
L3 = EKSD/Da.

A constante de Michaelis-Menten ébtida & BOC CKm = 0O,0887
mol 10 fo@_ levenmente superior a 40°C CKm = 00,0808 molol),
mostrands que a elevagio de temperatura diminui a afinidade da
eﬁzimé ao substrato.\Por outro lado a constante de inibigHEo pelo
substrato a B0 C (Ki = 0,377 molsl) mostrou ser malor que a 40°C
(Ki = 0,200 molsld, diminuindo em consequéncia o ‘efeite de

inibicBo em relagio ao aumento de temperatura.

-~ A cinética da invertase imobilizada, mosirou um
comportamento tipo cindtica de Michawlis~-Menten, com  uma
inibigio pelo  -substrato praticamente desprezi vel Cnio
detectadal.

- Nio houve necessidade de um fator de carréqﬁo, tipo OS2
sobre o modelo cindtico da invertase imobilizada, come também
observado por Besserdich et al. (50,

-~ A teoria apresentada por alguns pesquisadores (23,720,
para determinaglo de parametros intrinsecos da enzima
imobilizada, baseados no balango de massa no interior da matri=z,
mostrou ser correta, apesar de se considerar a difusividade

efetiva da sacarose CDed constante e igual ao valor obtido para
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solucfes diluldas de sacarose.

~ A auséncia do fator (S observado na cinética da-enzima
imobilizéda aliada ao uso da difusividade efeliva da sacarose de
valor constante e numéricamente igual a mesma em solugBes
diluidas Def0}, sustenia a suposigle do fator (S ser fung¥o
da correglo de difusividade, Jj& que no halan;;a de massa a
correcio de difusividade anula a corregifio da cinética de reagdo.

- A metodologia utilizada para determinag3o do pardmetro f3
a partir de parémetras. aparentes na forma tV;mxmebap fol
apropriada e também tlil para avaliar pearimetros aparentes a
partir de parimetros intrinsecos.

- A constante de Michaelis-Menten intrinseca da invertase
imobilizada €0,031 molrld feoi bem inferior a constante da
invertase livre (0,08506 molrl), evidenciando maior afinidade da
invertase & sacarose na forma imobilizada.

- A eficiéncia de imabiiizagﬁo foi de 80%, indicando que na
imobilirzag®o, parte da enzima foi inativada ou bl ogqueada de ial
farma; que n¥o ficou disponivel & reagio.

- A difusividade efeliva dé sacarose em alginato de cileio
(De = 0,50.10ﬂacnﬁ/53 foi aproximadamente 67% da difusividade em

Scm?/sﬁ, discordandgo e resultades

solugdo €D = C,78.1 o
apresentados por Tanaka et al. CEPY em alginate, que obliveram
valores praticamente iguais para &clutas_ de peso molecular
inferior a 20000, .

- D coeficiente de partigfo kp obtido fei igual & unidade,

diferindo do valor 0,84 apresentado por Cheethan et al. <130,
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Como recomendagSes para trabalhos futuras, podemos sugerir
o segquinte: |

~ Egtudar o efeiic de inibi¢%¥o pelo produto na cinédltica da
invertase, bgm'cpmq_o compor tamento do efgit# figico em.presanqa
dé'prcdntos de rea¢ﬁa;_

- Estudar a imobilizac¥e em outros suportes de forma a

manter ou aumentar a estabilidade da snzima,
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ANEXO I
MODELAGEM  MATEMATICA DA ATIVIDADE ENZIMATICA  QUANTO A

TEMPERATURA

A atividade enzimdtica £ medida através da tasxa inicial de

reagio (~dS/dt), pela seguinte relagdo:

. .gs
a = 3T - ? \ €I.15
e para altas temperaturas, onde ‘se verifieca a inativacio
térmica, pela relagio:r
AS
a = - o .V CI.282

com At pré fixado.

Partindo-se das squagles 6, 8 e 20, na forma:

K = 'Ko.expc—saxmm CI.3
E = E_.expCk .t o
Kd = Kdﬁ“ expl ~Ed RTD €I.%

e da equaglio da cinélica de inibiglo pelo substrate, para Laxas

iniciais de reag¢do,

o » S '
a5 _ K .E CI. 6

dt V' km o+ 8+ Sk

Na medida da atividade, S ¢ fixe e constante, assumindo-se
'Ki independentes da temperatura. o termo da direita da egquacio

1.6 & constante, podendo ser englobado am K*. Fazendo-se

K=K'*S/Exm+3+5?/Ki3, reeECTave-se a equagﬁahz.a COamOT
~d8 K . E '
: g - v : CI.7?
Substituindo~se a equaglo I.4 em I:7. obtém-oe:

~-ds _ K _
=g - By expl-K c:;._e:s_
Integrando-se a equagdc 1.8 de Sn a & no tempo de 0 a L pré

fisade, chega-se a:

i3t



]

K.E
(S-S = VE, [ expt k&.tDJ .o

0]

fazendo—se: a_ , <como atividade se: nEe houvesse 1nativaq§o

térmica e a, atividade medida no-tempc t, ou seja:

a =K. B
o o
< SO-S) '
LV CI.342

CI.100
e

Substituindo-se as equagties 1.10 e 1.11 em 1.9, chega-se a

equagio geral, na forma:

1 - expl—k .t
a=a . [ — ] CI. 12>
od .
onde: a_ = a . expl~Ea RDD ¢I.12a>
cl.12md

K, = K, . exp(-E4/RTD

Da equac¥c geral I.12, obtém-se a modelagem da atividade

vereus temperatura, como. esquematizado nas Figuras 1 e Z.

A edquagio gefal I.12, admite algumas simplificagdes, que

sBo os casos particulares para baixas e para altas temparabur#s.

casos particulares:
a) para baixas temperaturas, onde n3oc se verifica a desativacZo

i - axpc-kdatﬁ
lim [ - TR ] = 1
k,.ts0 = a’
4
neste caso a2 equagXo geral, recai na forma de Arrhenius para
a”. expl-Ea XTD>.

- baixa temperatura, ou seja: a

b) para altas temperaturas, expC~Kd.t3 £ 1, &

- &xpC—K&,t) _ 1 loge: & = o
i ' = - %i‘t

E 1
Kd S Kﬁ.

132



ANE }( G I1I
MODELAGEM MATEMATICA DA ATIVIDADE ENZIMATICA QUANT G AC pH
Baseando-se no .mecani_smc: sugerido por Laidler (73, a
invertase n_;a.ntém um ecjuilibrio dinamico com oz prdéions em

soluclic, segundo o mecanismno:

ket ko2
E ey E — B
H H
com: kez = E «CE . H™ e ves = CE . HOI-E

onde: B = concentracZe da enzima ativa

E e E = concentragdo das formas inativas

H = conceﬁtraqﬁo de prdétons

.'El = concentragio total de enzima Catiwva + inativad
E, ﬂE"'i-Ef = concentracfo total da enzima inativa
kez, kei = constantes de equilibrio

Partindo-se dag constantes de eguilibrio k Lo pode~se

' . . + -~
escrever as concentragBes de enzima inativas E e E , na forma:

E' = kez.CE, ~ EO.H CII.1)
E- = ket.CE, - E; >4 - CII. 2
Semando-se as equages II.1 e II1.2,
g + £ = E, =(E -~ E,>.Ckez. B + ketsH'D ¢I1.2
E:i ko2.H+ “+ kwi/}i+
5 = - CII. 4D
t 1 + kez.H' + kessH
Partindo-se da definigfc de atividade a = K.E
a—'n!{.CE& - Eiﬁ ' LIT. B>
a2 = K.ECL - E ~ED C11.62
t i Tt
Substituindo-se a equagfo II.4 em II1.8, chega-se a:
a = K.Eﬁt.{i & kez . H _kosw’i-{+3‘1 CIT. 73

133



4

Para o ponto de maxima atividade: dasdH = 0 e H = 10 From,
onde: pHm = pH de méxima atividade,

Derivando-se a oquagle I1.7 em relagio a H+, para'm ponto
de mixima atividade, obtém—se uma relaqﬁc entre as constantes de
equilibrio. na forma:’

Koz = keisl0 TFH.

€I1I1.80
Substituindo-ze a equagSo II.8 em II.7 e farzendo-se

H+=10wpﬂ. chega-se a seguinte relaglo geral:

_ 1 ' ket [ ,n¢pH ~ pH pH ] CI1.9>
BE Y RE 1077w + 10

Pela_equagﬁo geral II.8, tem-se uma relag@o linear entre:
1,8 em funcio de ¢10°PPHL"PHY L 4 oPH, €I1.103

Procedimente de ajuste: através de dados experimentals de

atividade em fungio do pH e colocados na forma expressa pela
relagfs 11.10, pode-se ajustar a melhor ourva aos dados
experimentais. Porém, o pHm n3o ¢ conhecido com p;acisﬁc‘ Desta
format através de um programa computacional, varia-se pHm até
obter 2 melhor correla¢@o linear, determinando em éonsequéncia:
pHm, ket = coeficiente angulars coeficiente linear, ke2 Cpela

equagso 11.8) e K.Et = 1t /Ccoeficiente lineard,
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ANEXO 113
FATORES DE CORRECAO PARA TAXAS INICIAIS DE REACAO SOBRE A
CINETICA DE INIBICAO PELO SUBSTRATO.

. Escrevendo-se as taxas inlcials de reag¥o observadas, como:

.3

v = v . {80 €ITT.15
cba
ondes: Voo taxa inicial de reaglco observada
v = taxa inicial de reagio seguindo o modelo de inibiglo

pelo substrato.
£ =fator de corregico Cdesvio da cinédtica de inibigdo
pelo substratol.

Serfo feitas aqui, irés supcosi¢Bes acerca do fator de

corragio rCSD.

12 suposicEo

(s = wf/wt Ccomo sugerido por Bowski 3 CITI. 23
onde: Wf = concentracio de agua livre
Wt = concentracio de Agua total (livre + ligadad

A diferenga entre a concentracio de agua livre CWfD e a

concentragioc de Agua total CWL}, se deve ao efoito de ligagfo de

sdgua nha  molécula de sacarose Ceorrespondente ao nimero de

hidratacZo ro.

As seguintes relagBes a seguir, podem ser escriias:

W, = Cp - 342.50/18 CIII. R
W. =W -nS CITI. 4

Através de tabelas da literatura (S8 sobre densidades de
soluclies de Sacarose, pode-se esScrever & densidade da mesma,

como uma funcio linear da conceniragdo:

g =g 0+ &5 : CIIT. 80
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onde: p = denszidade da solugdo Cg/lﬁ
¢ = densidade da &gua (gs10
$ = concentracio da sacarose (molslD
no= ngmere de hidratac3o |

& = constante de proporcionalidade Cg/mold

CII1. 62

Substituinde—ze as eguacBes IIT7T.83 e III.8 em IIX1.8,

oht ém-se:
W
_ £ _ i8.n %
fCSD = ¥; = 1 5 CE-EASTE CIXT.7D
a2 suﬁosigﬁa:
£E8) = W ¥ C111.8>
f o
onde: Wf = concentracfc de agus livre
WQ = concentracio de agua pura

¢ argumentoc para esia supcsigﬁo..é andloga 2 anterior, ou
seja, que a Agua ligada n¥o seja disponivel a reagfc e que a
mesma influencie na formacfc de produtos de reaglo, pelo
seguinte mecanismo:

¥1
——
E + S Wﬂ:g e Eﬁ*'wf ey » P

A partir destas suposigBes,

v = kz . ES . Wf . CIIiY.sd
v =kz . E . W CI1X. 103
_ max t <
Desta forma: v o= v . W W CITI. 142
obw - £ o _

Pelas equa;ﬁés I1I1.4 , ITI.3 e

¥ = p, 18, obtém-se: - €I1T. 12>

W = o~ 842 . S

¢ 1E -nS R o & o P =3
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Cp  ~5.52
W, = °
f 1e

3%?'3 - g CIIT.143

obtém~se a equacio geral na forma:

r 18 & _ 342 o«
‘&7;“1'*5;“[“1—9 42 n].S CITI.18D
3~ suposiglo:
£ = XD CITI. 16D

onde: X3 = difusividade maleéular da sacarose a concentracio S
de sacarose.

Do = difusividade molecular da sacarose 2 diluic¥o
infinita.

Bowskl testou estia corregfo de forma inadequada, ja gue
utilizou a corregfc baseada nas equagles de. Stokes~EBElinstein e
Michaelis-Menien e n¥o scbre a. cinética de inibiqﬁé pelo
substrato.

Segundo os dados de ENGLISH e DOLE (223, em gque a
difusividade IXS) decresce linearmente com a concentragio de
sacarose em % em paesc, @ a gmrapalaf;ﬁd de DCSHI=0 & agsuﬁda ao

redor de_ﬁi%.em pesc, como ilustrade abailxo.

Exs} E

D
L]

w

' %
onde: ¥ = concentragfo de sacarose em (gr/g2
3{* = 0;81 g/g

Assim sendo, tem-se:
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re = X2 = 1 - 2L X | CIIT.17)
X

Sendo que normalmente se trabalha com concentragic de

sacarose S em molsl, a relago de conversdc pode ser egscrita na

forma:
¥=8. M/
onde: S = concentragfo de sacarose em merl A%
p = densidade da solugZo em gl
M = peso molecular da sacarose ( 342 g-molld
Sendo p = p, * 5.5
X = “5:§%g37§ | S CIIT.A®

 Obtém-se a relagic geral na forma:

Lo xXss _ M 2N
{5 = 5 = 1 % - TFTTEE CIIT.ien
: ) X G

Abravés de dados de densidades tabuladas na literatura,

ohtémn-se:
a 40°C: o = OB2,2 + 126,578. 5
Desn =
- = 1 - O, 4255, CIII.=200
o 1 + 0,12876. 8
a B0 C: p = 088,00 + 128,048, .8
DCED S
=5 = 1 - 0,4274. - CIII.Z&D
o 1 + 0,1278.5

A Tabela IXII.1, mostra os fatores £CSD, ecalculados a partir

das equac®es III1.20 e III.21.

138



Tabela III.1 : Fatores f(30 em fung®u de £, baseados na

difusividade de massa

S Cmolsld T a 40°C (S a 80°C
0,00532 - 0,9977 0,9077
0, 01083 | 0, o855 ' 0, SO55
0,01595 0,0032 0,0032
0,02127 0,8510 0, 8800
0,03180 0,9865 0, 0864
0,04253 0, 0820 0,0810
0,05316 o 00,9775 0,9774
0, 0BB06 0,0842 ©0,0640
0,1063 0,9554 ' 0, 0552
o,1328 ' 0,0444 0., 0441
0,1508 : 0, 9335 | 0,9333
o,2127 | 56,0110 00,0118
0, 2658 0, 8906 0, 8901
o, 3087 0, 8386 0,837¢
0,5316 0, 7882 0, 7872
0, 7974 0, 6920 5, BUOS
1,083 . 10,6017 C0,5007
1,320 o,8168 0,51 43
1,508 0, 4361 0, 4335
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ANEXD Iy

METODO DAS DIFERENCAS FINITAS

Partindo-se da equagic 38, pode-se esarever:

z % E 3
dc + 2@, Fees CIV. 13
ax X dx
= k.3
« g.x*. ¢
onde: Fee™ = e CIV. &>
<+ K+ K.

com condigBes inicials:

3

€lx=0 = 1 CIV. 3
. _

< = 0 CIV. &

da{ |x=0

Dividindo~se o perfil de concentragio ¢® em N intervalos

iguais, com N+l pontos nodals, como mostrado na figura a seguir:

E

o
(%Y
/I
Uk
Jrd

P —

pontos nodais (10

onde: 1=0 {centiro da esieral
i=N Csuperficie da esferal
h=1 N Cpaéso der XD
X =1.h
.

Pelo método das diferengas finitas: fazendo-se Us=caC
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ducio UCi'PiDé; UCi~12 | CIV.ED

d®ucid _ UCi-1d - 2UCED 4 UCi+d
d){a hz:'

CIV. 8D

_Pa{r‘a 1= Ccentro da esferad

lim z 4y d®u

X 5 O T ax = ] o Kregra de L Hopitald LIV

Substituindo-se a equagfo IV.7 em IV.1 para X=0, Iobtémwse:

afucod
ax’?

3 F [UCOa] CIV. &

a qual colocada na forma da squagfc IV.6, para i=0, fica:

o [Uci-1d - e:.zucw + UCL+1) l = F [UCOD3 ou
5 h
s w1y - f Ucoy + UCLd ] = F LUCOYT CIV. D
L ) h
endo:  SUCOY o o WKLD ~ UC-12
senao: oy ' =Zh

Substitulndo-se a equagdo IV.10 em IV. 8, oblém—se a equagio
para determina¢ic de U no segundo ponto nodal WiLs, j& que se
conhece o primeire ponto nodal WO

.

UCid = UCod + 5 - FOLUCOR - €IV.110

para i=1 a N-1

Da equagZfo geral IV.1 e aplicando-se a regra das diferengas
finitas IV.B e iIV.5, escreve-se a mesma ha forma geral: _'
Wi-12 ~ 2UCid + UCi-i»i)‘*' = UCi+1d — UCi~12 Fo[UCid]

e iw - Zh
| | oIV
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Reagrupando os termos da equas¥o IV.12, chega-ss a:

Wi+ld = . [ K2 F [UCLDT = €4 ~ 1400, UCi-12 + 2UCis ] CIV.iSﬁ

i+l
Para & determinagio de.ggéﬂj. caleula-se um ponto ficticio

fora da esfera UCN+13, utilizando-se da equagBo IV.13 para i=N.

di o UCN+1D = DON-10
5% (N> = o . CIV.145
0 métode numérico consiste em astimar 3, Ki* =3 Kzﬂ,
partindo-se de Ucoy=t, determinande UC1D através da equagdo
IV.11 e K2y e UIN+1D pela equagdo Iv.18 e-gg C(NY) pela equagdo

dX
IV.14. '
Para a coﬁvgrsﬁc do perfil de concentragio da forma

transformada para a forma _original, deve-~se  determinar o

parimetro A, pela equaco a seoguir:

A=l Mean + ww | CIV.15)
a? a¥X

e converter:

CCi3 = UCiD. A

¥ = K& . A

3 £~

K =KX /A

2 rd

ac - du

Se N = Sp a0 . A

¢ fragmento de programa a sequir, determina valores de ks’

Kz’ dC/ﬁleﬂi bem como SCLD para i=0 & N, a partir da webtimativa

»*

dex ,{?r apo KZ

%
e K .
i
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Pragfama computacional

is
20
28
30
35
40
48
50
55
&80
65
7O
e

BO

84

=0

a8

100 K2

108 DX

INPUT “numero de Sherwood modificado: ALFA="; ALFA.
INPUT "numero de intervalos: N=; N

H = 1/N

INPUT "Parametro beta: B="; B

INPUT “Parametro k2 asterisco: k&aﬁtZ"; K2AST

DIM UCN+ED ,FON+1D ,CON+1D

INPUT "Parametro ki as#erisca: kiast="; KiAST

wod = 1
UKi3=UCO)+CCH*2}{63*{B*K145T*UCO))/CUK03*KiAS+k2AST*CUCOD*833
FOR 1=t TO N |
FCID =BxKL AST®UCT I /CUCT D +KL AST+K2AST®CUCID 230
UCT+13=CIACL+1DD%CHTE%FPCID + 2%UCID ~ C1-1A3%1-100
NEXT I

DERIV = CUCN+LD-UCN-12D A 2%HD

REM “CALCULO DE A"

A = 1L .CDERIV-ALFA + UCND3D

Ki = KL1AST®A

i

K2AST/A

DERI V=4

110 FOR I=1 TO N

118 CCI> = UCIOXA

4180 NEXT I

143



ANEXDO \

2
B™ . max

. Kkm . Pe
A pariir de dados experimentais de taxa de reaq¢So (vD) em

Determinacio de 2 segundo a equagio: B =

-!-‘uhc;%fc: da concentragfico superficial CS‘}. pode—se normalizar os
dados na forma de Linewever-Burk como esquematizado no grafico a

gegulr:

1.7

1.5

Pode~se prever taxas de reagfc, a partir de parAmetros

aparentes na forma:

ap
%‘; = 1{1 -+ K::\ . Sf. CV, 1)
v °F y P -
ol max

O modele de Michaelis-Menten, sempre assumne 2 condigio de
cinética de primeira ordem gquande S0 (S{Km2, podendo-se

sscrever a equagio V.1 na forma:

v .
iim [ M ] = e V. 2

S+ 0 5, km®F

onde: Km®? = constante de Michaelis-Menten 'aparent,e.
Para cinética de primeira ordem, a equagio proveniente do

balango de massa:

144



= f.C ' CV. 32

+ 2 9
X ax

admite solucfo anzlitica, e o gradiente adimensional de

aoncenbgaqﬁm na superficie pode ser escritc como:

ac 4. R PR
Fpg=t * Do E, T ccn.[mnhé 1 ] CV. 43

onde: j = fluxo de massa = v . R/3

R = raio da matriz
Do = difusividade efetiva de substrato
S%-ﬂ concentragfo de substratce no reator

€13 = S;/Sg = conceniracfo adimensional de substrato na
superficie dé matriz.
$ = médulo de Thiele para cinética de 1% ordem

Van , Km = parsmetros inirinsecos da-enzima imobilizada

g =&

Substituindo—se o fluxe de massa (j2 em termos de taxas de

reacTo Cv) na equagdc V.4 :

v . CR3 LR - " [ & ., ] . .
De - Sb Sb tanhé
2 .
v K _ @ _
S 3T = {anhd i | LY. B2

Substituindo-se a equacie V.28 em V.5, chega-se a:

¢ | i vqu R,z ' .
e = 1 o+ = . . LV. 82
anhe 3 Kkm®®  Da

Deterninando-se (mefﬁhaap g conhecende-se R @ De, pode-se
determinar o valor de ¢.

Sendoe g o= ¢F, determina-se 3.
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