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RESUMO 

A técnica de imoblização de enzimas vem sendo mui

.. do pesquisada atualmente, devido a possibilidade de sua uti

lização em processos enzimáticos que requerem alto custo na 

recuperação deste catalisador do meio reacional. 

As enzimas utilizadas nesse estudo foram a inverta 

se e a amiloglicosidase imobilizadas nas resinas N-meti

lolacrilamida e uréia-formaldeído na forma pulverizada e im

pregnadas em microcamadas sobre malhas de poliéster 

Neste trabalho foram estudadas a síntese 

caracterização das resinas, a preparaçao dos suportes, a 

caracterização das enzimas em fase líquida, e a .. influência 

de parâmetros importantes no desempenho das enzimas imobi

lizadas e no processo de imobilização, tais como:temperat~ 

ra, pH, força iônica da solução tampão, estabilidade do cat5 

li~ador após uso prolongado, agitação, concentração de enzi

mas p.os suportes, grau de retençã·o das resinas nos tecidos, 

tempo de estocagem, estabilidade térmica e a conversão em 

função do tempo de reação. 

Foi desenvolvido ainda um estudo cinético das enzi 

mas. ~~-Milizadas em reator de leito fixo e um estudo da es

tabi)id~rle operaCional em reatores de leito fixo e de leito 

fluidizado. 

Os re~ultados experimentais conduziram à determina 

ção de condições ótimas de operação, e mostraram um compor-



i v 

tamento cinético segundo a equaçao de Michaelis-Menten, p~ 

ra ambas as enzimas em fase líquida e imobilizadas. O rea 

tor de leito-fixo comportou-se, aproximadamente, como um 

reator tubular ideal. 

A estabilidade operacional mostrou um tempo de 

meia-vida para as enzimas imobilizadas, um pouco superior 

aos valores obtidos em outros trabalhos. 

De maneira geral, apesar de se verificar uma queda 

significativa na atividade catalítica das enzimas imobili 

zadas, relativa às enzimas livres, os resultados obtidos com 

esses suportes mostraram-se superiores aos encontrados por 

vários pesquisadores. 
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ABSTRACT 

Enzyme immobilization is presently being investi

gated widely due to the possibility of its application in 

enzyrnatic processes with high cost of catalyst recuperation 

from the reaction medium. 

In this study, invertase and amiloglicosidase were 

immobilized in N-metilolacrylamíde and urea-formaldehyde 

resins impregnated in microlayers on polyester lattice, and 

polyrnerized resins pulverized by ball milling. 

Items studied were synthesis, resin 

characterization,lattice preparation,enzyme characterization 

in the liquid phase, and the influence of parameters 

important to immobilized enzyme performance and the 

irnmobilization process, such as temperature, pH, ionic force 

of the buffer solution, catalyst stability after prolonged 

use, agitation, enzyme concentration, level of retention of 

enzyme, storage time, thermal stability and conversi"on as 

function of reaction time. 

Also studied were kinetics of immobilized enzymes 

in a fixed bed reactor and operational stability 

and fluidized beds reactors. 

in fixed 

Optimum operating conditions were determined . 

Kinetic behavior of both enzymes in the liguid and 

immobilized phases was according to the Michaelis-Menten 

equation. The fixed bed reactor 

like an ideal tubular reactor. 

performed approximately 
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The half life of immobilized enzymes was found to 

be slightly superior to that obtained by other workers. 

In general, the _catalytic o f 

inunobilized enzymes is significantly lower 

activity 

than that o f 

free enzy'rnes. Results obtained 

obtained by other workers. 

were superior to those 
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Os crescentes progressos alcançados na area biorné-

dica têm exigido o desenvolvimento de materiais adequados pa

ra utilização em seus diversos ramos. Isto tem provocado uma 

interação cada vez maior entre esta área e a de Desenvolvi-

mente de Nateriais. 

Como exemplo, pode-se citar os frequentes estudos vi 

sando encontrar suportes, insolúveis em agua, capazes de imo-

bilizar imunoproteínas, a fim de fornecer um imunosorvente de 

alta reatividade e estabilidade e com sensibilidade e reprodu-

tividade superiores as do Teste Elisa ( Enzyme-Linked 

Immunosorbent Assay ), quando realizados em placas de palies-

tireno 30
"'

31
"'

8
" • 

Esse trabalho se originou dos bons resultados obti-

dos com um novo suporte, desenvolvido para a imobilização de 

antigenos, e que vem sendo utilizado em Teste Elisa 31 ~ 8 ~. As-

sim, pensou-se na possibilidade de utilizá-lo na imobilização 

de enzima$. 

Enzimas sao catalisadores biológicos formados por pr~ 

teinas, que participam da maioria das reações bioquímicas que 

ocorrem nas células vivas. Uma carcteristica fundamental que 

distingue as enzimas dos catalisadores qu~micos é a capacida-

de que elas tem de exercer sua atividade com grande especific! 

dade e sUO condiÇôes suaves de-temperatura, pressão e pH. Além 

disso, atP?ção ocorre dentro de pequenas faixaS de temper!: 

tura e se:t-.do· que, na maioria dos casos, elas apresentam "pe 

quenas fz:.iJ~élG 11 - operacionais ótirnas 2 0 .-1 17 • 

0 usu de enzimas tem-se estendido gradualmente a va-
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rios campos,. como na fabricação de bebidas, na produção de al!_ 

mentes, na conversão de resíduos celulósicos e nas análises 

clínicas. Porém, salvo alguns processos de hidrólise que atu 

almente empregam catalisadores enzimáticos, seu uso industrial 

é limitado pelo alto custo e instabilidade 66 .outra dificulda

de para utilização industrial, é o fato de ser difÍcil recupe 

rã-las da mistura reacional, ainda na forma ativa. 

Para contornar as dificuldades inerentes a sua recu

peraçao nos sistemas reacionais, desenvolveram-se técnicas que 

permitem que as enzimas sejam colocadas na forma imobilizada 

(fixadas a suportes orgânicos e inorgânicos insolúveis em água, 

polimerizadas em um gel insolúvel em água, entrelaçadas dentro 

de uma matriz gel insolúvel ou mesmo dentro de microcápsulas 

insolúveis), sem a perda de sua atividade 20
t

66 • 

A imobilização baseia-se na limitação dos movimentos 

da enzima mantendo-a numa região relativamente defi-

nida do espaço e conservando sua atividade catalítica 20 • 

As principais vantagens no uso de enzimas imobiliza-

das sao: 

• Contornar o problema de sua recuperação do meio reacional; 

• Aumentar,em alguns casos, a estabilidade da enzima quanto 

a temperatura, pH e concentração do substrato; 

Permitir a reutilização da enzima; 

Permitir a utilização de grande variedade de reatores, que 

inclusive podem operar em regime contínuo. 
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O novo suporte desenvolvido é de baixo custo e de 

fácil preparação, sendo composto de resina reticulada, que 

apresenta grupos funcionais N-metilol (-N-CH 20) 1 capazes de 

reagir com vários grupos presentes nas proteínas. 

Fundamentado no estudo de Bittencourt e outros 10 , 

Peres 84 e Ferreira 31 
1 que desenvolveram e caracterizaram preli 

minarrnente este sistema, sintetizou-se as resinas N-metilolacri 

lamida e uréia-formaldeido, impregnando-as em microcamadas no 

·' tecido de pol~ester e cortando-o na forma de discos. Para de-

senvolver um estudo comparativo do comportamento do novo su-

porte, utilizou-se também as resinas polimerizadas e tritura-

das na forma de pó. 

Esse trabalho tem como objetivo principal o estudo 

do desempenho das enzimas Amiloglicosidase e Invertase, imobi 

lizadas em suportes preparados a partir das resinas previa-

mente sintetizadas e caracterizadas. com essa finalidade fo-

rarn investigados os seguintes aspectos: 

1. Síntese e caracterização das resinas N-metilolacrilamida e 

uréia-formaldeído, quanto aos grupos funcionais por absor-

ç~v no infravermelho, ao formaldeido livre, à concentração 

de ~Ólidos e à densidade; 

.2. Prepara9ão dos suportes usados para imobilizar as enzimas; 

3. Cara_ct:erização do desempenho das enzimas dissolvidas em 

fa1:!C'J _l_fquid<'l.; com a finalidade de comparar estes resulta 

dos c~~ os obtidos no caso da enzima imobilizada; 
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4. Estudo dos parâmetros que podem influenciar o processo de 

imobilização; 

5. Caracterização das enzimas imobilizadas, verificando-se va 

riáveis que afetam a atividade enzimática; 

6. Determinação da estabilidade das· enzimas imobilizadas, em 

relação ao tempo de estocagem; 

7. Estudo preliminar da cinética das reaçoes catalisadas por 

enzimas imobilizadas, em processo descontínuo e em proces

so contínuo em reator de leito fixo; 

8. Estudo preliminar da estabilidade operacional das enzimas 

imobilizadas em microreator de leito fixo e de leito flui

dizado. 

Devemos ressaltar que os suportes sólidos e reativos 

utilizados neste trabalho. são inovadores e os resultados des

tes estudOs são inéditos, considerando-se a natureza dos refe 

~idos. suportes. 
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6 
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2.1. IMOBILIZAÇÃO DE ENZIMA 

'-~1.1. Histórico e Aplicações das Enzimas Imobilizadas 

O alcance do método de ligação química usando políme 

ros é imenso. são descritos nesse trabalho somente alguns es

tudos desenvolvidos nos Últimos anos. 

O primeiro trabalho nessa área 1 que se tem notícia 

foi realizado em 1916 1 quando Nelson e Griffin observaram que 

a invertase adsorvida em carvão e em alumina apresentava ati-

vidade cata1Ítica 77
, Em 19:21, Nelson e Hitchcok 78 verificaram 

que a atividade da invertase na presença desses adsorventes e 

ra menor do que na ausência dos mesmos. 

Pode-se afirmar que a técnica de imobilização de en 

zimas surgiu nos anos 40 101 .Em 1949, Michael e Ewers·utiliza

ram o derivado ácido de carboximetilcelulose para imobilizar 

uma grande variedade de proteínas. Entretanto, a primeira ten 

tativa de imobilização de enzimas com o objetivo de melhorar 

suas propriedades, ocorreu em l953,q-uando GJ;:.ubhofer e Shleith 1 

realizando um número expr~ssivo de experimentos, imobilizaram 

pepsina, amila~e e carboxipeptase, utilizando a resina de po 

liesti r.eno como suporte 2 0
• 

Um dos problemas da época era a escassez de polímeros 

comPrr.i.ais que pudessem ser testados como suportes para imobi 

li"Z"'?_:::;':- -'~_e ....,nzimas, assim a maioria das resinas hidrofóbicas 

utili:::::;:;.das ~-=-:;. sintetizada em laboratório. Por outro lado, de 
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B 

ve-se considerar os poucos conhecimentos existentes na época 

sobre a estrutura química das proteínas. 

Segundo Trevan 101 , o maior problema da época era a fal 

ta de conhecimentos; por exemplo, em meados dos anos 50, Mac 

Larem estudou a adsorção de enzimas em caulinita, e publicou 

trabalhos em revistas e periódicos como o Annual ?roceedings 

of the Society of Soil Sci~nce, periódico geralmente não con-

sultado por biotecnõlogos. 

Segundo Chibat.a 20
, nos anos 50, menos de dez trabalhos 

foram publicados na área de enzimas imobilizadas. Porém, de 

ve-se enfatizar que A. D. MacLaren e Zittle fordlTI dois grandes 

pesquisadores da técnica de imobilização de enzimas no • 
per1.~ 

do de 1954 a 1961 1 fase em que eles se preocuparam com a adsor 

ção de enzimas em suportes inorgânicos 66
' 

116
• Por outro lado, 

. Katchalski, em 1960, publicou um trabalho na área de imobili 

zação de enz1mas através de ligação covalente em polímeros or 

gânicos 50
• 

Em 1961, Mitz .e Summaria 72 noticiaram a ligação de 

tripsina e chimotripsina em copolímeros orgânicos ã base de c~ 

lulose como o arninobenzil celulose diazotado e derivadOs de 

carboximetilcelulose. Os métodos propostos por estes pesquisa 

dores são utilizados até hoje. 

Em 1962, Manecke 101 observou que a atividade de uma 

enzima imobilizada· depende do grau de hidratação da matriz po 

limérica e utilizou outros polímeros além dos celulósicos, co 

mo suportes para imobilização de enzimas através de ligação 
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covalente. Nesse mesmo ano, Manecke utilizando copolírnero acri 

lado imobilizqu pepsina, arnilase, invertase e álcool desidro

genase~ Esta última foi a primeira enzima do tipo óxido-re-

dutase a ser imobilizada com sucesso, visto que, até então, 

apenas enzimas do tipo hidrolases haviam sido imobilizadas 

Os trabalhos pioneiros nesta área, utilizaram o pro-

cesso de adsorção para suportes inorgânicos e ligação covalen-

- . 71 te para os suportes organ1cos . 

A popularidade do uso de derivados celulósicos como 

suportes para a imobilização de enzimas, nos anos 50 e 60, de

veu-se a diversas vantagens, tais como, sua alta hidrofilici-

dade, a facilidade de ser encontrada no comércio e seu poten-

cial de reação produzindo derivações químicas variadas, ou se-

ja, é relativamente fácil sintetizar outros polímeros na for-

ma de pó ou de membrana,-usando corno base a celulose. 

Atualmente, sabe-se que os polissacarideos não são 

s~portes ideais para a imobilização de enzimas por apresenta-

rem -.dois sérios inconvenientes: o primeiro, consiste na sua 

suscetibilidade ao ataqu~ microbiano; o segundo incó~veniente 

é sua baixa especificida~e, isto é, a celulose adsorve em altb 

grau proteínas não específicas. Consequentemente, a enzima iffi~ 

bilizada deve ser muito bem lavada em· solução com alta forca 

iônica. Este processo frequentemente inativa a enzima, especi

almente sendo ela um polímero na sua forma ativa101
• 

A utilização d~ reagentes rnultifuncionais na irnobill 
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zaçao, como moléculas que promovem ligação entre o suporte e 

a enzima, foi iniciada nos anos 60. Estes reagentes devem ser 

constituído·por moléculas pequenas e somente reagir com o su-

porte e com.a enzima específicos. 

Em 1967 Kay e Crook 52 e em 1968 Kay e outros 53 ,utili 

zando o reagente multifuncional triclorotriazina,imobilizaram 

galactase, lactase, desidrogenase, piruvato quinase ecreatini 

no qui~ase em celulose na forma de papel de filtro. Esse rea

gente apresenta 3 grupos reativos C-Cl: o primeiro reage rapi 

damente com a celulose; o segundo, com a enzima e o terceiro 

pode reagir com al.gum composto conveniente. A vantagem no uso 

deste reagente rnultifuncional é que a natureza iônica do com 

plexo enzima-celulose depende da carga iônica desse reagente, 

que pode ser neutra, Catiônica ou aniônica, dependendo da na

tureza do composto presente na terceira ligação. 

outro reagente mult~funcional é o glutaraldeido, que 

contém dois grupos aldeído nos extremos da molécula. 

Como o grupo· aldeído reage, em pH neutro, com grupos aminos 

livres, um desses grupos finais da molécula de glutaraldeído 

pode ser ligado ao suporte e o outro a enzima. 

Um método de ativação bastante comum usado atualmen-

te é aquele que envolve o grupo brometo de cianogênio (Ascen 

e outros 1967: Porath 85 1974). A forma exata da reaçao de li

gação desse reagente com a molécula de celulose não é bem co-

nhecida,mas em pH elevado, aparentemente,ocorre reação rápida 

com grupo hidroxila dos polissacarídeos e seu derivado rea 

ge com o grupo amino livre da enzima em meio alcalino. o 

brometo de cianogênio é extremamente tóxico, devendo ser toma 
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das pr~cauçoes para o seu manuseio. Deve-se enfatizar, que ape 

sar desse reagente ser conveniente para ligação de pequenas 

moléculas, ele apresenta instabilidade química 101
• 

Os reagentes multifuncionais podem ser usados nao so 

mente para ligar moléculas de enzimas em celulose ou outro su 

porte -polimérico, mas também, para ligar moléculas de enzimas 

urnas nas outras. 

Em alguns casos, e interessante economicamente a co

polimerização da enzima com uma proteína inerte, como a albu

mina, a fim de aumentar a quantidade de produto final 101
• 

Outros materiais que sao empregados como suportes e 

têm apresentado relativo sucesso são: o vidro (Weetall,l969), 

o Nylon (Inman e Hornby, 1972}, e os derivados de poliacrila

mida, que surgiram em 1969 a partir de um trabalho pioneiro de 

Inman e Durtzis. Atualmente uma variedade de copolímeros acri 

lados são comercialmente disponíveis, apresentando geralmente 

alguns grupos reativos como: diazo, aldeídos e hidrocianatos. 

Um derivado interessante, deste grupo de polímeros, são os 5~ 

lúveis em água que são utilizados nos processos de preparação 

d..: eL-.Jnas imobilizadas solúveis 101 
• 

A possibilidade de -utilização da enzima imobilizada 

como um catalisador reutilizável tem provocado uma intensa in 

vestigação nessa área. As aplicações práticas das enzimas imo 

bilizadas podem ser divididas em 3 categoriasõ uso analítico, 

uso tE. .... ,.:;êutico e uso industrial 16
, zo 1 

101
• 

A aplicação analítica pode ser observada através de 

duas técnicasõ os eletrodos enzimáticos e as análises automá-
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ticas. Os eletrodos enzimáticos consistem de urna célula capaz 

de gerar um potencial elétrico através de uma reação catalisa 

da por enzimas imobilizadas que estão fixadas ao redor da- cé 

lula. Atualmente, tem-se procurado usar enzimas imobilizadas 

em processos contínuos deauto-análise de pequenas amostras, c~ 

mo por exemplo do sangue 101
• 

Como agente terapêutico 1 enzimas imobilizadas, conti 

das em cápsulas de polímeros não alérgicos, podem ser ingeri 

das por indivíduos que apresentam problemas de mau funciona

mento de determinada enzima ou até ausência da mesma no orga

nismo. A injeção intravenosa de enzimas imobilizadas em cápsu 

las de pol"ímero anti-alérgico, semelhantes às hemácias arti 

ficiais , resulta num rápido acúmulo destas, no fígado e no 

baço, onde as cápsulas são rapidamente degradadas, 

do as enzimas un. 

liberan-

As aplicações biomédicas das enzimas imobilizadasain 

da se situam num estado de estudos básicos, devido anecessida 

de de pré-requisitos 1 tais como: ausência de toxicidade,de hernõ 

lise e d:e alergia, assim como de estabilidade química "in vi 

vo 11 
\;.. :...-eações imunológicas 16 • 

As aplicações industriais existem em número limita-

do, de:vi·do a vários fatores principalmente de natureza técni

co-econômica, relacionados com os erevados custos do processo 

de irual·~;_lização, com a relativa baixa eficiência da enzima a

pós a ilnubi.::.._-_:.::::ção e com a baixa estabilidade operacional. 

A J~~lização de enzimas imobilizadas em processos con 
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tínuos surgiu no Japão em 1969. Segundo Basta 5
, em 1971, ini 

ciou-se nos Estados Unidos a produção de xaropes com alto teor 

de frutose, a partir do amido de milho, utilizando enzimas imo 

bilizadas. A partir dessa instalação, surgiram outras fábri-

cas de xaropes com alto teor de frutos e na Alemanha Ocidental, 

em 1980. Em 1982, entrou em funcionamento uma planta para pro 

dução de adoçantes e uma outra para produção de glicose e ga

lactose, ambas partindo do soro de leite e utilizando técni

cas de imobilização de enzima 5
• 

O futuro domínio da aplicação industrial das enzimas 

imobilizadas deverá verificar-se em processos mais complexos 

de síntese e na obtenção de produtos de custo elevado, nomea-

damente de química fina para os quais se torne desvantajosa, 

economicamente, a utilização de enzimas solúveis 16
• 

A atividade específica das enzimas imobilizadas pode 

ser substancialmente menor que a das enzimas livres. Alguns 

fatores podem provocar a inativação das enzimas, tais corno: pH, 

presença de radicais livres, ou de agentes oxidantes, tempera 

tu=a elevada e agitação. A figura 2.1 proposta por Trevan 101 
1 

mos~r~ os possíveis mecanismos de inativação que podem o cor 

rer n·· processo de imobilização de enzima em matrizes polimé-

Segundo Trevan 101 
1 o critério inicial de escolha do mé 

todo de i~obilização é puramente empíricor porém deve-se le

var em cü~~.::>.ideração .a manutenção da atividade enzimática. Ele 

propoe algulls fatores que podem auxiliar para o sucesso de uma 

imobilizaçâo. 
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2.1.2. Métodos de Imobilização de Enzimas 

Atualmente, existe uma grande variedade de métodos 

para imobilização de enzimas, sendo os mesmos, geralmente,corn 

binações de duas ou mais técnicas de ligação. Na primeira con 

ferência sobre a 11 Engenharia de Enzima", - realizado em 

1971 16
' 

113
, foi proposto a seguinte classificação para as enzi 

mas imobilizadas: 

1. Enzimas Ligadas 

adsorção 

Ligação Covalente 

2. Enzimas Entrelaçadas 

em Matrizes 

em Cápsulas 

Chibata 20 propôs mais um grupo de classificação que 

entraria como item 3: ligação cruzada. 

A figura 2.2 proposta por Trevan 101 ,mostra ds 

dos.de ligação_das enzimas nos suportes. 

méto 

A adsorção potencialmente representa o processo mais 

econômico e o mais antigo. Esse método de imobilização consis 

te na adsorção das enzimas em matrizes polirnéricas sem liga

ção covalente. Essa técnica é extremamente fácil, basta agi

tar juntamente enzima e adsorvente. Porém, o rendimento (mas

sa de enzima ligada por unidade de massa de adsorvente} é bai

xo e grande quantidade de enzima é frequentemente desativada 
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de maneira parcial ou total. Apesar da simplicidade do método, 

as reaçoes envolvidas na adsorção são complexas e envolve~ vá 

rios tipos de ligações. A enzima adsorvida pode desprender do 

suporte durante sua utilização devido a pequenas flutuações de 

algumas variáveis como pH, temperatura e força iônica, isto 

porque a força de l.igação entre a enzima e o supórte e fra

ca20. Pode-se enumerar alguns tipos de ligação que atuam na 

adsorção, tais como: forças de van der Waals,pontes de hidro

gênio, quimissorção e troca iÔnica 71
• Esse Último tipo de li

gação foi detalhado por Zittle 116
., MacLaren e Packer 69

, Hair 40 

e Janes e Angenstein 47
• 

Apesar destas limitações, esse método foi o primeiro 

a ser usado em escala industrial em 1969. O processo comercial 

consiste na imobilização por adsorção da enzima arninoCilase em 

DEAE {dietil amino etil), e DEAE celulose. Este processo foi 

empregado no Japão, devido a esforços de Tosa, Mori, Fusi 

e Chibata. A partir daí, vár.ios trabalhos, utilizando estes 

suportes foram desenvolvidos com relativo sucesso, como a imo 

bilização da glicose isomerase 71
• 

os derivados de celulose como carboximetilcelulose e 

DE~ celulose, são bastante utilizados como resinas de troca 

iônica, ·uevido a sua alta capacidade adsorvente {acima de 15% 

em pe5u, pLoteína/celulose}. Outros materiais frequentemente 

usados com capacidade bastante inferior são: resinas de poli

estireno, -c-a.nlinita, colágeno, alumínio, sílica gel, vidro e 

Óxidos mAtálicos 101 
• 

Em 1975 Messing 71 realizou estudos de revisão sobre 

' 



a adsorção de enzimas em partículas de cerâmica porosa,ca~ 

vao, alumina, colágeno, DEAE-celulose e dióxodo de ti-

tânio, bem como sobre a utilização de sais de metais de tran 

sição para a fixação das enzimas aos suportes. Messing tam 

bém descreveu a imobilizaçâo de urease sobre dióxido de ti-

tânio por meio de tuna ponte com sais de estanho; possivel-

mente, esse método esteja relacionado com o processo de 

ligação com metais de transição. Esse método foi aplica-

do com relativo sucesso para a celulose, porém, nas apli-

cações com suportes inorgânicos tem apresentado resulta-

dos imprevisíveis. 

O método da ligação covalente, consiste em promover 

esse tipo de ligação entre enzimas e suportes insolúveis em 

ág~a. As moléculas das enzimas se ligam covalenternente atra-

vés de grupos nucleófilos funcionais das enzimas ( -NH.?, 

-SH e -OH), aos suporteS contendo grupos reativos, tais 

cano, aldeí"do, amino , di.azônico, azida ácida,isocianatos e ha 

letosL As condições de reações necessárias para formação de~ 

sas ligações são nqrrnalrnente drásticas. Em alguns casos, a 1~ 

gação covalente altera a estrutura conformacional,.provocan-

do,ccnsequentemente,a redução da atividade enzimática, bem 

como,podendo acarretar uma mudança de sua especificidade. En 

tretanto a enzima mantém-se firmemente ligada ao suporte,po

is a energia de ligação é alta 20 • 

Ã seleçaó das condições de imobilização por ligação .. ~ 
covalente e a mais difícil em relação aos outros métodos. Por 

outro lado,a imobilização com este tipo de ligação em políme-
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ros é provavelmente o método mais usado, jã que ele proporcio 

na uma firme imobilização da.enzirna no suporte 20
• 

Segundo Weetall 109 ,Filbert e Pitcher 32 a ligação co

valente é comumente usada, por ser um método de imobilização 

muito versátil e produzir derivados imobilizados estáveis. 

o método de imobilização por ligação cruzada se ba 

seia na formação de ligações químicas, mas sem usar suportes 

insolúveis em água. A imobilização é realizada pela formação 

de ligações cruzadas entre as moléculas de enzimas por 

de reagentes bi ou multifuncionais. 

meio 

Um fato interessante a ser registrado foi a observa

çao de Baker, em 1910, que notou a formação de gel de proteí

na sob ação de aldeídos. Essa informação é útil a:inda hoje, 

por possibilitar a obtenção de u~ precipitado enzimático usan 

do reagentes multifuncionais, como o glutaraldeído 101
• 

A_ -r"etiCUlação intermolecular de enzimas, através de 

reagentes multifuncionais, provoca um aumento no tamanho das 

moléculas e a redução da distância intermolecular da~ enzimas. 

Usando tal propriedade, Richard (1964), Ogata (1968), Jasen 

(1969) e Habeeb (1967) promoveram a ligação cruza dá das enzi-

mas carboxipeptase, papaína e -tripsina sób a 

forma de precipitados a partir de soluções enzimáticas 101 

Em 1968,Goldman e outros 3 6 prepararam uma membrana en 

zimática, através da ligação cruzada das enzimas adsorvidasna 

superfÍcie -~ ·· ,•.una membrana de nitrato de celulose, pela açao 

de glutaralC.:-.::.do e posterior dissolução da membrana celulósi

ca pela ..=a:!.-;''")- de metano!. 
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Embora, muitos outros reagentes multifuncionais 

possam ser usados como agentes de ligação cruzada,como por 

exemplo, o 2,4-dinitro 3,5-difluor benzeno, somente o 

glutaraldeido tem sido frequentemente utilizado, provavelmen-

te, porque ele reage com as proteínas sob condiçÕes amenas 

de pH e temperatura e porque, talvez seja atualmente, o rea-

gente multifuncional menos tóxico 101 

O agente de ligação cruzada deve ser escolhido de 

modo a se ligar especificamente a grupos funcionais que nao 

estejam envolvidos no sitio ativo da proteína. 

O aspecto mais favorável no uso de reagentes mUlti-

funcionais como agentes de imobilização de enzimas, é que 

eles podem produzir tipos bastante diferentes de derivados en 

zimãticos, tais como géis enzimáticos entrelaçados, membranas 

enzimáticas, derivados adsorvidos em monocamadas e conjuga-

.. ~ ... I -
dos insoluveis em agua, ligados a pol1rneros. A preparaçao de 

derivados enzimáticos insolúveis em água, usando reagentesmul 

tifuncionais, é simples e fornece produtos que são proteínas 

praticamente puras. Porém, .pode-se citar algumas desvantagens 

desse método, tais ·como a necessidade de um rígido controle 

de pH, concentração 1 a necessidade de um grande volume de pro-

teína ou coproteína e a frequente inativação das enzimas cau 

sada pelo ataque dos seus sítios ativos 115
• 

Weetall 109 também afirma que as enzimas imobilizadas 

por ligação cruzada, apresentam uma natureza gelatinosa tor-

nando difícil usá-las em algumas operações em coluna. 

O entrelaçamento em matrizes, consiste no aprisiona

mento das moléculas dentro de urna matriz polimérica, ·isto é, 
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a enzima permanece retida dentro dos espaços intersticiais do 

polímero. Assim, as moléculas enzimáticas são fisicamente a

prisionadas dentro de uma matriz polimérica, de onde nao po

dem sair. Porém, as moléculas do substrato e produto podem 

se transferir através dessa rede, assegurando, desde que apr~ 

sentem tamanhos apropriados, uma contínua transformação20
r 

115 

O procedimento experimental consiste na polimeriza -

çao de monômeros em uma solução aquosa, contendo enzima. O 

produto enzimático polimerizado pode ser mecanicamente disper 

soem partrculas que podem ser liofilizadas 49 • 

A simplicidade experimental e a necessidade de peque 

nas quantidades de enzimas para a irnobilização 1 além do fato 

de ser um processo fÍsico,que nao envolve nenhum problema de 

modificação química da enzima e nenhuma mudança nas suas pro

priedades intrínsecas, já que não há ligação cova-lente ou ele

trostática das enzimas com polímeros, são responsáveis pelas 

grandes vantagens da utilização dessa téc_nica.- Porém pode ocorrer 

inativação química ou térmica das enzimas durante a formação 

da matriz~ Pode-se citar, também, outras desvantagens como a 

perda da enzima através dos interstícios polimér·icos, a difi 

culdade de controle dos fatores experimentais e a limitação 

do uso Çtpenas para substratos e produtos de baixo pes_o rnolecu 

lar 115 • 

Em 1963 e 1968, Bernfield e co-autores 7
t

8
,· obtiveram 

sucesso entrelacr ____ 1o diversas enzimas em gel de poliacrilami-

da. 

O m€-:...udv de ent_re1açamento em microcâpsula consiste 
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na imobilização de proteína dentro de microcápsulas serniper-

meãveis, porosas e de tamanho bem definido, obtidas a partir 

de polímeros orgânicos, de maneira que, as moléculas nao pos-

sam escapar. Porém, soluções de baixos pesos moleculares po

dem entrar e sair da cápsula por difusão, através da membra-

na 71
• 

Assim, como o entrelaçamento em matrize~, esse méto

do tem a grande vantagem de ser um processo físico, por outro 

lado, essa técnica requer condições experimentais controladas 

em comparação com a microencapsulação de outros produtos quí-

micos 20
• As microcápsulas de enzimas imobilizadas podem_ser pr~ 

paradas desde o tamanho de 1 micron até vários microns 109
• 

Existem dois processos para a formação das rnicrocáp-

sulas: o primeiro consiste basicamente num processo de emulsi 

ficação, semelhante à hornogeneização de água em óleo.- Uma fa-

se nao e miscível na outra, mas formam cápsulas ou coaserva-

dos 1 quando .mistuJ;adas .uma com a outra 71
• 

O segundo processo consiste na polimerização química 

de urna membrana insolúvel em- água na interface de uma rnicrogo 

~~. ~proteína em fase líquida é, inicialmente, emulsificada 

'' .-~omposto orgânico 1 dissolvido em um solvente orgânico~ 

... ::·s a formação das gotas ocorre a polimeriza_ção da por-

ça:o --~~n'ca 71 
~- .... - ... . 

As membranas, mais comumente usadas, utilizam o N~ 

lon e Acetato de Celulose 101 • 

De fato, todos estes processos nao ocorrem isolada-
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mente, pois durante o processo de ligação com o suporte, ocor 

re alguma adsorção na superfície do mesmo. Durante a ligação 

covalente da enzima na superfície do suporte, pode ocorrer a 

adsorção e ainda, a ligação cruzada entre moléculas de enzi 

mas. ~ possível também, que durante uma imobilização por ad

sorçao, adicionalmente, ocorra a ligação cruzada entre as mo

léculas de enzimas bem como algumas ligações covalentes na su 

perfície do suporte. o encapsulamento e entrelaçamento podem 

envolver, não somente adsorção fÍsica e quírnica,bem como,a 1~ 

gaçao cruzada e o ataque cova lente da superfície do suporte 71 • 

Portanto, quando se descreve uma técnica particular 

de imobilização de enzimas, está se analisando o tipo predomi 

nante de ligação. 

2.1.3 Cinética de Michaelis-Menten 

Como com qualquer c·atalisadot, a velocidade de rea

çao catalisada enzimaticamente depende diretamente da concen

tração de enzima, sendo proporcional a esta concentração quan 

do em presença de excesso de substrato. Para uma dada concen

tração de enzima (Eo) a velocidade inicial de urna reaçao sim 

ples de transformação de um substrato aumenta no início li 

nearrnente com o aumento da sua concentração inicial (reação 

de primeira ordem). Contudo, com o aumento. da concentração do 

substrato o aumento da velocidade começa a diminuir até que, 

para uma grande concentração de substrato, se torna indepen

dente desta {reação de ordem zero) 16 • 
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Henri observou este comportamento e em 1902 propos a 

eguaçao de velocidade 16 : 

Vmáx,.__,._,s_ 
s Km + 

onde Vmáx = a x Eo 

(2.1) 

Embora Henri tivesse proposto uma explicação teóri.ca 

para esta equação utilizando um mecanismo de reação hipotéti

co, a sua derivação foi obtida em 191-3, por Michaelis e Men-

ten para wna reaçao enzimática simples l~t,n: 

E+S ES E + P 

onde: 

E = enzima 

s = substrato 

k = velocidade especifica de reaçao 

(constante de reação) 

p = produto 

ES = complexo enzima-substrato 

Cada parâmetro da Equação 2.1 tem o seguinte signifi 

cada físico 71
: 

v = e a velocidade de reaçao, e tem a unidade da taxa. Ela 

é função das constantes cinéticas e da concentração do 

complexo enzima-substrato .. 
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Vmáx = é a velocidade máxima de reação e tem a unidade da ta 

xa. ~uma propriedade.intrínseca da enzima, visto que 

ela é proporcional~ concentração de enzima. Para sua 

determinação, assume-se que todas as enzimas estão na 

forma do complexo enzima-substrato. 

s ' 

Km 

= concentração do substrato, comumente dada em 

moles por litro (M) . 

= é a constante de Michaelis e tem a mesma unidade da 

concentração de substrato. Km é uma propriedade intrín 

seca da enzima, sendo constante somente, para condi

çoes bem especificas. Ela é definida como a concentra 

ção do substrato, onde a velocidade da reação é a meta 

de da máxima. A comparação de Km, para diferentes enzi 

mas sob condições idênticas, fornece algumas 

ções a respeito_ da identidade das enzimas. 

informa 

A equaçao cinétic~ de Michaelis-Menten é válida ap~ 

nas para instantes iniciais da reação quando é desprezível a 

concentração do produto, , e na condição de estado estacioná 

rio para a formação reversível do complexo enzima-substrato 16
• 

Os parâmetros cinéticos, constante de Michaelis (Km) 

e velocidade máxima (Vmáx), podem ser estimados a partir da 

equação de Michaelis-Menten (Equação 2 .1) 1 pois sendo Vrnáx co 

nhecido, a constante de Michaelis é igual à concentração de 

suL:_, . ,zto 1 S·., quando v = Vmáx/2. 

Para facilitar a análise e a determinação dos parâme 
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tros da Equação 2.1, pode ser usado o diagrama de Lineweaver e 

Burk, que se baseia na representação gráfica da referida equa-

ção tG, t4, 71 Rearranjando a Equação 2.1 1 obtém-se: 

v 
l Km 

~ --c;'~- Vmax 
l 

• s + l ( 2 • 2) 
Vmax 

2.1.4. Reatores para Enzimas Imobilizadas 

Os reatores de enzimas imobilizadas têm muito em co 

murn com outros reatores que utilizam catálise heterogênea. 

Segundo Filbert e Pitcher 32 ,não há um suporte ou mét~ 

do universal para imobilizar enzimas, e nenhum reator perfeito 

que possa ser recomendado para todos os sistemas. Somente quan 

do a aplicação ou o uso dos sistemas forem claramente defini-

dos, pode o suporte, o método de ligação e o projeto do rea-

tor ser apropriadamente eScolhidos. 

Para Weetall 109
, existem dois tipos básicos de si.stemas 

de reatores aplicáveis à tecnologia de enzimas imobilizadas: o 

reator de tanque agitado, que _pode ser operado contínua ou des-

contínuamente, e o reator tubular de leito fixo. O reator de 

leito fixo é usado para substratos de baixa-viscosidade e alta 

solubilidade e, geralmente, apresenta maior eficiência que o 

reator tanque agitado. Uma adaptação desse reator é o de leito 

fluidizado 

Para Nessing 7 .1 ,também nao há um reator ideal ou uni ver 
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sal para enzima imobilizada. Três configurações básicas de re~ 

teres são adequadas para utilização de enzimaS imobilizadas em 

processamento contínuo: o reator contínuo de tanque agitado ou 

CSTR (Continuous Stirred Tank Reactor),o reator de leito flui 

dizado e o .reator de leito fixo. A decisão com 

respeito ao tipo de reator,deve também considerar as con-

dições de temperatura, vazão, controle e ajuste do pH, força 

iônica, concentração do substrato, efeitos de difusão, etc .. 

Filbert e Pitcher 32 afirmam que o reator de leito fi 

xo ou reator de coluna recheada é o mais difundido e melhor co 

nhecido para enzimas imobilizadas. Os reatores descontínuos são 

usados. geralmente para pequenas escalas, e o de leito_ fluidiza 

aO· está merecendO algumaS atenções~ 

Conforme Lilly e Dunniel 56 ,a escolha do reator depen

de da cinética da reação e. de variáveis operacionais. Teorica

mente o CSTR apresenta menor eficiência {massa de produto for

mado por unidade de massa de enzima} que o tubular. Se ocorrer 

inibição da ·reação pela concentração do produto, então o CSTR 

se torna menos eficiente, ainda relativamente ao reator tubu

lar. Por outro lado, se ocorrer inibição pelo reagente, o CSTR 

torna-se mais favorável. 

Para Chibata 20
, o reator de tanque agitado deve ser usa 

do quando a solução de substrato apresenta alta viscosidade e 

quando a atividade enzimática é relativamente baixa, "isto tan

to para processo contínuo como para descontínuo. Para enzima e 

células imobilizadas, os reatores de leito fixo são os mais uti 
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lizados, sendo encontrados com fluxos descendentes, ascenden

tes ou com reciclos.O fluxo descendente causa compressao no 

leito, sendo preferível o ascendente.o reator dê lêito ·fluidi 

zado-ê índiCàdo para soluçõeS de substrato de alta viscosida

de,e quando um substrato ou um produto gasoso está envolvido. 

Outros tipos de reatores,corno.·_o_·de:,rnernbrana ·de. ultra;!:iltraçãg 

tubos de enzimas e filme .de enzimas _são ainda pouco estudados. __ 

Segundo Basta 5 , todos os processos industriais com en 

zimas imobilizadas utilizam reatores de leito fixo. Por outro 

lado, o reator de leito fluidizado apresenta inúmeras vanta 

gens, quando comparado com outros reatores corno mostra a tabe 

la 2.1 116
• 

Lortie 57 ,em 1981, propôs -um modelo cinético unidimen 

sional, para reatores de leitp fixo, levando em conta a difu 

são do substrato entre a fase lÍquida e o suporte sólido. 

Nesse trabalho, foram utilizados os reatores de lei 

to fixo e de leito fluidizado. 

Nos reatores de leito fluidizado a diferença de den 

sidade entre o sÓlido e o líquido é um fator importante, pois 

uma maior diferença destas densidades permite a utilização 

de maior velocidade de fluidização, sem que seja excedida a 

velocidade terminal das partículas. Porém, a diferença das de!l_ 

sidades entre o sólido e o líquido não deve ser excessiva, 

pois pede comprometer a qualidade da fluidização 116
• 
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Variável Reator de Leito Reator de Leito Reator de Lei 
Fluidizado Fixo to de Lama-

·-·--~ 

Diâmetro 
Opera partíc~ PartÍcUlas 

Part[culas 
da com relati muito - pe-

partícula las pequenas vamente grandes 
0,1 < dp < 3nun dp > 6mm 

quenas 
(dp) dp < 0,1 nnn 

Queda de - Baixa Alta pressao p~ra ---
mesma vazao 

Distribuição Temperatura cons- Maiores gradien- Distribuição 
de temperatura tante uniforme, tes de -semperatu- controle e difícil de con 

e 
leito fâcil controle ra, razoável no trolar 

-

Fluxo de calor Eficiente para uma 
e massa no dada razão Ineficiente Razoável 
leito altura/vazão 

Destruição do Problemas 
catalisador Neglígenciâvel Não existente - . 
por atrito 

ser1.os 

Regeneração 
Fácil Impossível Possível contínua no 

catalisado r 

Sólidos em 
Não probl!_. Problemas sérios 

Problemas _P!!:_ - causa suspensao no entupimento r a operaçao 
substrato mas de contínua 

Área superficial 
relativa/unidade 

Alta Baixa Alta 
de volume de 
reator 

Altas taxas de - Os menores Volumes Os maiores 
conversao volumes intermediãrios volumes implicam 

Controle de pH Fâcil Difícil Fãc.il 

Investimento no O menor Intermediário o maior 
reator 

Custo Operacional BaixO Alto Alto 

- . . . . . 
Tabela 2.1 - Comparaçao dos Reatores de Le~to Flu~d~zado, Le~to F1XO e 

de Leito de Lama 115 
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Em alguns processos, os reatores de leito fixo 

podem alcançar -o comportamento dos reatores tubulares 

ideais. Abaixo, encontra-se determinada a equaçao do modelo 

cinético de um reator tubular ideal com a cinética de Michae 

lis-Menten. 

sao: 

Dois parâmetros importantes num sistema reacional 

3 
a fração de conversão (f a) e a taxa de :El uxo ( Q em em / 

minuto). A fração de conversão pode ser definida corno 23
: 

fa = (So - S)/So 

onde: 

So = concentração molar de substrato na entrada do reator 

(moles/1) 

S = concentração molar de substratO na saída do reator 

(molesjl) 

A relação entre a taxa de fluxo e a fração dé con 

versao foi estabelecida integrando a eguaçao de balanço de 

massa em um elemento de voluine do reator tubular ideal e uti 

lizando a equação de Michaelis-Menten 23 
1

86
• 

Fazendo um balanço de massa num elemento de volume 

do leito catalítico, temos: 

--------=-+-Fao ~ Faf 

Figura 2.3 - Balanço de massa num elemento de volume de um reator tubu 
lar 

• 
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Fa - (F a + dFa) = v i dV' ( 2. 4) 

onde: 

Fa = vazão molar [moles/minuto J 
v = taxa específica da reação ~mol/(minuto x ml de líquido 

no leito) J 
dV' = volume de líquido no elemento do volume dV do reator 

[cm3] 

dV' =a • e: • di 

Fa = Fao •. (1 - fa) 

onde; 

Fao = vazão molar de alimentação 

c = porosidade do leito catalítico 

a = área da seção transversal do leito catalítico 

dl = elemento de comprimento do leito catalítico 

(2. 5) 

(2. 6) 

Substituindo a eq.uaçao (2.5) na (2.4), temos: 

-dFa = v .: a • e:: ;·: dt ( 2. 7) 

Derivando a equação (2.6) e substituindo-a na equa 

çao (2.7), temos: 

F ao • dfa = v • a • E • di (2.8) 

como, F ao = Q . So, ternos ( 2. 9) 

V= Q • So • dfa 
(2.10) 

a • E • di 
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Substituindo a equaçao (2.10) na eguaçao de Michae 

lis-Menten (2.1), rearranjando e integrando a expressão re 

sultante entre os limites (O a t) para o comprimento, e de 

{0 a fa) para a conversão, obtemos: 

So .. fa = Km ·• ~n (.1 - fa) + Vmáx • t 
v~ 

( 2 .11) 

Vi é a velocidade superficial de fluxo, dada por: 

v~ Q I (a • E) ( 2.12) 

2.1.5. Enzimas Invertase e Amiloglicosidase 

A invertas e, sacarase ou B frutofuranosidase, é uma 

das enzimas mais conhecidas, sendo encontrada em muitas plan 

tas e microrganismo. A invertase, que também pode ser obti 

da a partir de levedura, catalisa a hidrólise de sacares e 

produzindo uma·mistura equimolar de glicose e frutose (açú-

car redutor). 

Existem duas .formas de invertase, a extracelular e 

a intracelular. A forma extracel ular é uma glicop_roteína com 

cerca de 50% de carboidratos, ao passo que a intracelular 

é destituída dos mesmos 110
• 

A invertas e é bastante aplicada na indústria de ali 

mentos, pois a hidrólise en:;;:;irná.tica de soluçÕes concentra-

das de sacarose origina xaropes mais doces e provoca a for-

mação de monossacarídeos mais solúveis e mais difíceis de 
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serem cristalizados 28 '110 • 

Segundo Draetta 28,.as invertases intra ou a extrace

lular apresentam atividades ótimas na faixa de pH entre 3,5 

e 5,5 e temperatura Ótima na faixa de 23 a 559C, dependendo 

do grau de purificação da enzima, assim como da concentração 

do substrato. 

A invertase foi inicialmente imobilizada por adsoE 

çao em carvao e em hidróxido de alumínio 77 
• Nos úl times anos 1 

tem-se imobilizado a invertase através de vários métodos e 

utilizando vários suportes 62
t 

86 , tais como, a imobilização 

por ligação covalente em vidro poroso 661 81
1 em sabugo de mi 

lho 73 
1 em matriz de poliestireno 33 ou em outros su-

portes 3
1t' 

79 
'

100 
, copolirnerização com acrilarnida 51

, o entrela

çamento em fibras 27
' 

62 ,a adsorção em qui tina, caulinita e 

outros suportes !:1 6 , além da imobilização em resinas de" DEAE -

celulose e amberlitê 97 , 103 e outras resinas trocado 

r as de iÔns ts , e o , 66 

Kobayashi e Moo-Yong 55 imobilizaram invertase cova 

lenternente em resinas do tipo poliamida e constataram urna 

retenção de 38% da atividade catalítica relativa à fàse lí

quida. verificaram também que os parâmetros cinéticos da 

equaçao de Michaelis-Menten não eram constantes em reator 

tubular de leito fixo. 

Usami, Nada e Goto 1 ~, usando invertase ligada a r~ 

sinas U,t;AE-celulose, observaram uma manutenção de 31% da a ti 

vidade catalitica relativa à fase líquida, na temperatura 

de 509C para enzima livre, e 35 centigrados para enzima imo 
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bilizada. Susuki et alli, utilizando o mesmo suporte, obti-

veram 50% de retenção -da atividade para enzima imobilizada, 

adotando a-temperatura de 409C e pH 5,5 para a enzima livre 

e 3,4 para a imobilizada. 

Filipulson e Hornby 33 ligaram invertase covalente-

mente a uma matriz de poliestireno, estabeleceram um pH Óti 

mo para a enzima imobilizada entre 4,5 e 5,0 e uma elevação 

do valor de Krn em relação à enzima solúvel. Eles também ve 

rificaram urna manutenção de atividade catalítica relativa à 

fase líquida para a enzima imobilizada de .-. aproximada-

mente 35%. 

• 
Usami 1 Hasegawa e Karasawa 103 imobilizaram inverta 

se por vários métodos e, utilizando diferentes suportes, ob 

tiveram melhor resultado com DEAE-celulose, com 31% de ati 

vidade relativa ã fase líquida. 

Ribeiro 86 imobilizou invertase, usando resinas de 

troca iônica, como a duolite s-761, amberlite ira-400. e re 

xyn 101, obtendo urna retenção de atividade relativa ã fase 

líquida de 70,43%, 32,61% e ··43,48% respectivamente. A resi-

na dowex 1-x4 .testada não apresentou retenção de atividade 

para a inver·tase irnobilizad~ nesse suporte. 

Uma das principa·is -enzimas amilolíticas utilizadas 

industrialmente na produção de glicose é a amiloglicosidase 

que tem sido estudada por numerosos grupos de :investigação 

no campo de Tecnologia Enzimática e Bioquímica 16
• 

A amiloglicosidase (glucoamilase} tem sido isolada 
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principalmente de vários fungos e designada por nomes dife 

rentes desde meados da década de quarenta até aos principies 

da década de sessenta, tais corno: enzima glucog@nica do Rhi 

zophut ~onkintn6i~ (Corman e Langly Kke, 1948), a-amilase do 

A.õpe..tgil.f.Uh ll.6amLi, glucoamilase do Rh,[zopu.õ de.le.maJt (Phi 

lips e Caldwell, 1951}, do Al.>pe..Jtg.i..l.tlu.õ n-i.ge..Jt. (Barker et al, 

1957), e do Sac_c..ha!z.omyc..e.h dall:ta:ti.c.IL6 (Hopkins e Kulka, 1957), 

amiloglicosidase do Allpe.Jtgillu.õ nige.Jt (Pazur e Ando,l959) e 

do Endomyc.e..& llp. (Hattori e Takeuchi, 1962) e taka-amilase B 

do Ahpe.ngill/1..6 onyzae. {Okazaki, 1954). Contudo as designa-

ções mais utilizadas são a de glucoamilase e amiloglicosi-

das e 16 
• 

A produção de arniloglicosidase concentrada pode ser 

obtida pela precipitação das enzimas solubilizadas no fil-

trado de fermentação do Aspergil·lus niger NRR L 3122, em pr~ 

sença de álcool etílico 83 .Essa enzima apresenta uma faixa 

ótima de pH entre 3,5 e 5,0 e temperatura entre 40 e 659C 

dependendo do grau de purificação da enzima e do processo ~ 

dotado. 

Wilson e Lilly em 19 69 112 ligaram quimicamente a e!: 

zima amiloglicosidase em DEAE - celulose, usando como rea 

gente bifuncional 2-amino 4-6-dicloro triazina. Em 1970, 

Bacherler e outros 4 .ligaram ainiloglicosidase em DEAE - Celu 

lese. Em 1974, essa enzima foi imobilizada na resina de tro 

ca iônica amberlite, sendo observaào urna queda àe atividade 

catalítica quando eram utilízadas soluçõeS tampão com con-

centrações acima de o,3M 82 • 

Existem várias publicações relativas a trabalhos 
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que utilizam métodos de adsorção para imobilizar amiloglic~ 

sidase em vários suportes.Em 1970,Usami e Shirasaki105 estu 

daiam a cinética de adsorção dessa enzima adsorvida em arg~ 

la ácida e carvão ativo.Em 1975,foram utilizados como supo~ 

te para adsorção, a alumina ativada e o sódio silicato de 

alumínio ativado 96
• 

Maeda e Suzuki, em 1974 60 ,imobilizaram amiloglico-

sidase e invertase, através do método de entrelaçamento em 

matriz polimérica de N-vinil pirolidina com radiação y ob-

tendo uma retenção de atividade para as enzimas imobilizadas 

relativa à fase liquida entre 50 - 55%. Para a amiloglicos~ 

dase a constante cinética de Michaelis-Menten foi 2,6 ve-

zes maior para a enzima imobilizada relativa à enzima livre, 

em pH 4 e temperatura 379C. 

Em 1974, Kawashima e Umeda 51 imobilizaram amilogli-

cosidase e invertape, através do métod~ de entrelaçamentoem 

matriz de acrilamida por radiopolim~rização, obtendo uma r~ 

tenção de atividade para as enzimas imobilizadas relativa 

às enzimas livres de aproximadamente 16% e 53,2%, respecti-

vamente. 

Em 1982, Wasserman 1 n7 imobilizou a amiloglicosida-

se por adsorção eletrostática, utilizando como suporte esf~ 

ras de vidro não porosas, recobertas com poliestirenoarnina, 

com posterior ligação cruzada através de glutaraldeído. O 

pesquisador denominou esse suporte corno esferas de vidro 

catiônicas, obtendo·um tempo de meia-vida menor que uma se-

mana. 
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Cabral e outros imobilizaram amiloglicosidase atr~ 

vés de ligação covalente em vários suportes inorgânicos, co 

mo o vidro ativado com TiC1
4 

e aminado com hexametilenodia 

mina 17 , e sílica porosa ativada com titânio IV. Obtiveram 

uma retenção de atividade de 12% para as enzimas imobiliza

das relativa à livre. Em 1982, esses mesmos autores publi-

caram um trabalho, onde amiloglicosidase e invertase eram 

imobilizadas em vidro poroso ativado com outros metais de 

transição com o ferro II, vanádio III e zircônio IV, obten-

do um tempo de meia-vida para amiloglicosidase de 47 3 h, 

893 h e 1709 h, respectivamente. Foi utilizado também, como 

suporte, sílica porosa ativada com titânio IV, obtendo uma 

vida média de 980 h, para invertase. A retenção da ativida

de foi de aproximadamente 13,2% para a invertase e de 16,7% 

para a amiloglicosidase 16 '
18

• 

Em _19.84, Dennis e outros 26 imobilizaram a arnilogli

·cosidase, também pelo método de ligação covalente em carbo

diarnida tratada com carbono ativo, utilizando um reator de 

leito fixo com reciclo. 

Outro suporte que foi testado para imobilizar ami 

logiicosidase, através de ligação covalente, foi a base de 

esferas macroreticulares de poliestireno (MP). Esse supor

te apresentou resultados semelhantes ao obtido com o vidro 

poroso. Para o vidro poroso a constante cinética de Michae 

lis-Menten (Krn) foi 2 1 5 vezes maior para a enzima imobiliza 

da relativa à livre, para as esferas MP foi de aproximada

mente 4 vezes maior, e o tempo de meia-vida foi de aproxim~ 
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damente 3 dias. 

Chibata e outros 20 testaram o vidro poroso como su 

porte de imobilização para 1210 enzimas, sendo que 525 enzi 

mas foram imobilizadas nesse suporte, mantendo suas ativida 

des catalíticas. 

Imai e outros, em 1986 43
' 

44 ,imobilizararn arnilogli

cosidase e invertase por entrelaçamento dentro da membrana 

de álcool polivinílico, através de irradiação com luz ultra 

violeta, obtendo uma retenção de atividade de 12% para a en 

zima imobilizada relativa à livre. A constante cinética Km 

foi aproximadamente 2,2 vezes maior para amiloglicosidase e 

invertase imobilizadas em relação ao valor para as enzimas 

livres. Foi observado, também, um aumento na velocidade má-

xima de reação; esses resultados também foram encontrados 

por Usami e Kuratsu 10 ~. Estes mesmos autores imobilizaram in 

vertase em membrana de álcool polietileno vinílico cationi

zada por arninoacetalízação, com dimetilacetal 2-Dimetilami

noacetaldeído e com dimetilacetal propionaldeído, obtendo um 

aumentada constante cinética (Km) para a invertase imobili

zadade 5,9 vezes e de 2 1 8 vezes. Foi observado, também, uma 

diminuiç~o da velocidade máxima de reação para -a enzima imo 

bilizada relativa à livre~ 5 • 

Zanim e Morais, em 1983 116
, imobilizaram_ arniloglic~ 

sidase em suportes inorgânicos, como alumina ativada com 

titânio e microesferas de vidro silanizadas, e estudaram a 

estabilidade operacional da enzima fixada nesses suportes em 
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microreator de leito fluidizado. A conversão específica p~ 

ra a enzima imobilizada em relação à enzima livre foi apro 

ximadamente 14 vezes menor. O tempo de meia-vida no microrea 

tor de leito fluidizado, foi de 5 a 6 dias, semelhante aos 

resultados obtidos por Chibata 20 
1 Zaborsky 115

, Weetall 109 e 

Ryn 87. 

A potencial utilização industrial da amiloglicos! 

dase imobilizada está dependente do custo do processo de 

imobilização e do melhoramento das características, princ! 

palmente da estabilidade operacional e das preparaçoes enzi 

mãticas imobilizadas a temperatura elevada (609C) 16 • 

Nagamoto e outros, em 1986 76
1 estudaram o efeito 

de alguns solventes orgânicos (metanol, etano!, etilenogli 

col e 1,4 - diohexano} na atividade catalítica da amilogli 

cosidade, através da análise cinética· da reação e concluíram 

que há um aumento na cOnstante de Michaelis (Km) , para os qua 

tro solventes testados. 

2.2. RESINA URtiA - FORMALDE1DO 

Holzér 42 ,em 1884, e Ludy 59
, em 1889, isolaram um 

precipitado branco da reação de uréia com forrnaldeído sob 

condições ácidas. 

Goldschmidt, em 1896 39 , estudou a reação de uréia 

com formaldeído em soluções ácidas variadas e obteve um pr~ 

cipitado granular branco com a fÓrmula empírica c 5H10N4o 3 . 
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Em 1908, Einhorn e Hamburger estudaram a mesma rea 

çao na presença de Íons hidroxila, e dependendo da propor-

çao de formaldeído utilizada em relação à uréia, isolaram a 

mono e dimetiloluréia 89 , 

Em 1920, Jahn~ 6 estudou o princípio que levou ao mo 

derno desenvolvimento da síntese da uréia-forrnaldeído. 

Scheibler e outros, em 1927 91
, observaram que em so 

lução ácida, as metiloluréias são convertidas em substâncias 

insolúveis -semelhantes ao composto obtido por Goldschrnidt3 ~ 

O processo de formação da resina consiste na con-

versao inicial dos grupos aminos em grupos N-metilol, atra-

vés de uma reaçao de adição, produzindo a resina no estado 

liquido e solúvel em água 8 ~. 

Em meio ácido e sob açao térmica ocorre a reaçao 

de condensação.dos grupos N-metilol entre si ou com grupos 

aminos livre,S", com a liberação de água, promovendo-se o cres

cimento da molécula de polímero até sua reticulação comple 

ta, como mostra a figura 2.4. o polímero formado é um termo 

fixo rigido, de peso molecular não - 1 " mensurave · 

Assim, o processo de reticulação ou condensaçãode~ 

sa resina é realizado parte pelo fornecimento de energia 

térmica e parte por uma substância de caráter, ácido, cham~ 

da comumente de 11 catalisador 11
, que na verdade nao e recupe-

do e tem a função de acelerar a transformação do monõmero em 

polímero. Esse 11 catalisador 11 passa. a compor parte da formu

lação da resina 3
• 
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Nas policondensações, os compostos mais usados co 

mo 11 catalisadores 11 são alguns sais metálicos de ácidos for 

tes e bases fracas, como o cloreto de magnésio, o sulfato 

de amônia, o cloreto de 2 amino-metil-propanol e o nitrato 

de zinco 3
'

31
• No processo de policondensação, usando um de.§_ 

ses catalisadores, a temperatura deve ser em torno de 1309C 64
• 

Um fato. que é interessante ressaltar, e a prese~ 

ça na uréia de 4 hidrogênios ativos. e 3 posições possíveis 

para a polimerização (-C=O e 2-NH 2 ) dependendo da relação 

molar uréia: formaldeído utilizada e das condições de rea

ção adotadas no processo de síntese, como pH, temperatura, 

tempo de reação e o procedimento na síntese. Pode-se obter 

resinas com estruturas lineares (monometiloluréia e dimetilo 

luréia), ramificadas e cíclicas (triazonas e uronas). Esse 

fato, foi observado por Kadowaki em 1936~ 8 ,que isolou pro 

dutos de condensação de uréia-formaldeído com vários pesos 

moleculares e descreveu suas proprie_dades. As estrutura,s cí 

clicas 1 conhecidas por URONAS, foram preparadas .por Ká.êbNaki118
• 

Essas estruturas são obtidas pela substituição total dos 

hidrogênios da uréia por grupos metilol, provenientes do 

forrnaldeido em meio alcalino 8
~. 

A figura 2.4 mostra alguns dos intermediários for 

mados na síntese da resina sob condições ácidas ou alca

linas. Esse perfil grosseiro mostra que cada faixa de pH f a 

vorece a formação de diferentes estruturas. Isso não impede 

que essas estruturas sejam formadas· com igual 

Essa figura ainda se mostra incornpleta 11 ~. 

frequência. 
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Todas as configurações da figura 2.4 podem ser iso 

ladas da mistura reacional e analisadas. Vogel 106
, baseando-

se em medidas osmóticas, afirma que ocorre a formação de co~ 

densados coloidais de uréia-formaldeído de alto peso molecu 

lar (10.000 a 20.000). Porém, nenhum mecanismo de reaçao 

foi sugerido para a formação de tal polímero. 

Cada uma das estruturas representa um composto com 

aplicações específicas, podendo, inclusive, a resina ser en 

centrada como polímero totalmente reticulado,mas sempre apr~ 

sentam grupos N-rnetilol na sua estrutura, que no caso -e 

o grupo funcional de interesse. 

Quando a resina não está ainda polimerizada, é no!:_ 

roalmente solúvel em água, podendo ser usada para acabamen-

tos têxteis,recobrimentosde papéis, manufatura de adesivos, 

acabamentos de laminados e inúmeras outras aplicações 89
• 

As resinas amínicas que apresentam grupos .N-rneti-

lol livres, quando utilizadas em acabamentos têxteis, mos

tram o inconveniente da liberação destes grupos, na forma 

de formaldeído livre, quando em contato com a pele, bem co-

mo durante a estocagem do tecido. Pode-se diminuir esta li-

beração reagindo os grupos N-metilol com álcoois, principa~ 

mente o rnetanol e o butanol 8 ~. 

De Jong e De Jonge 2 "' 1 25 estudaram a cinética da rea 

ção uréia-formaldeído e concluir aro, corno Smythe 95
, que a r e~ 

çao é bimolecular, e que a taxa de reação é diretamente pr~ 

porcional à concentração de hidroxila ou Íons hidrogênio. 
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Nesse trabalho Jong e De Jonge mostram a influência do· pH 

na constante da reaçao a 359C.,concluindo que a pH maiores 

que 9 e menores que 4, a reação é muito rápida. 

Em solução alcalina o mecanismo mais provável da 

reaçao entre a uréia e o formaldeído, envolve a abstração de 

um próton da uréia com formação da uréia ânion 63 
: 

------> 

-----> 

-----> 

Em solução ácida, provavelmente, o formaldeído é 

protonado, e o íOn carbono formado pode reagir mais facil-

mente com a uréia 63 : 

CH
2

0 + H+ > c+H
2

0H 

+ 
NH 2 Co~~C H20H > 

+ NH2CON H
2

cH
2

0H 

+ NH
2

CON H2CH 20H > NH
2

CONHCH
2

0H + H+ 

Saring e outros,ern 1978 90 ,publicaram um trabalho 

onde é apresentado um estudo das propriedades mecânicas da 

uréia-forrnaldeído:como por exemplo ta capacidade de absorver 
energia mecânica.· 

Salyer e outros, em 1978 88 ,apresentararn um preces-
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so de formação dessa resina em estrutura poro aberto através 

da técnica de Eletrosíntese. 

2.3. RESINA N-METILOLACRILAMIDA 

A res.ina N-metilolacrilamida é obtida a partir da 

reaçao entre acrilamida e o formaldeído, sendo normalmente 

preparada, estocada, transportada e vendida preferencialme~ 

te na concentração de 40 a 80% de N-metilolacrilamida 11
• 

A reação de síntese consiste na adição do formalde.f. 

do à acrilamida: 

+ HCHO ----:> 

acrilamida formaldeído 

vini~ j- ~ 
0 
~metilol 

H2C- CH C - NH CH OH 
2 

N-metilolacrilamida 

Figura 2.5 - Reação de SÍntese da N-metilolacrilamida em meio bâsico 

Um aspecto interessante da N-metilolacrilarnida{~ 

é que ela possui dois grupos funcionais diferentes: vinil e 

hidroximetiloloumetilol. Assim essa resina pode ser copoli 

merizada com rnonômeros vinílicos ou pode ser polimerizada 

com um homopolírnero pela polimerização em cadeia ou por adi 

ção, iniciada pór radicais livres, através da função. 

lica 84 
• 

. . 
v1.n1.-

Os radicais livres, formados a partir da molécula 

de monornero e que darão origem a polimerização, podem ser 

gerados através da adição de agentes quÍmicos (iniciaçãogu~ 
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mica) ou através de radiações eletromagnéticas, que geram r~ 

dicais livres diretamente na massa reacional 9 ' 6 1. 

A iniciação quÍmica consiste na adição de uma subs 

tância, capaz de formar radicais livres por decomposição tér 

mica ou fotoelétrica, numa solução com monômeros da resina 

que se deseja polimerizar 84
• 

Assim, o processo de polimerização por adição da 

resina N-metilolacrilamida consiste na quebra das insatura-

çoes e na ligação das moléculas, formando cadeias ramifica-

das, com grupos metilol livres e disponíveis para a polime-

rização, como mostra a estrutura a seguir 11
: 

-cH
2 

- CH - CH
2 

- CH - CH
2 

I I 
c= o c= -o 

Um-dos iniciadores quÍmicos, bastante utilizado, é 

o persulfato de amônio { {NH 4) zs2o 8 ) em temperaturas superio

res a 509C. A figura 2.6 mostra o mecanismo de polimeriza-

çao da NMA na presença desse iniciador químico 8 ~. 

Quando o monômero de N-metilolacrilarnida é polime-

rizado à temperatura de 1309C, provoca a reação entre os gru 

pos metilol, devido a ação do calor, formando um reticulo 

tridimensional insolúvel 31 ' 8 ~, como mostra a figura 2.7. 

No processo de polimerização por adição.ou em ca 
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deia, ocorre apenas a adição de moléculas uma a uma à cadeia 

em crescimento. Quando não se tem moléculas diferentes do 

monômero.no meio reacional, altos graus de polimerização são 

alcançados logo no inÍcio da reação. Longos tempos de rea 

ção proporcionam altas conversões, mas alteram muito pouco 

o peso molecular 9 ' 
61 

• 

O monõmero da,N-metilolacrilamida é_ extremamente 

reativo e potencialmente perigoso, sendo aconselhado alguns 

cuidados na estocagem e no manuseio 11
• 

Alguns cuidados devem ser tomados para maximizar a 

estabilidade da solução aquosa de N-metilolacrilamida duran 

te a estocagem: 

Borbulhar continuamente ar com vazão de O ,2 a·o ,4 cm 3 /lODO gal. 

Evitar a contaminação da solução com cobre, alumínio, feE 

ro, bronze, latão e com agentes oxidantes ou redutores. 

• Controlar a temperatura de estocagem na faixa de O - 299C 

e o pH entre 5,5 e 7,0. 

Estocar a resina num tempo inferior a 3 meses a temperatu 

ra mencionada. 

Esvaziar, limpar e inspecionar, de 3 em 3 meses, os reci

pientes de estocagem. 

No manuseio do monõmero desta resina, aconselha-

se alguns cuidados, tais como: não permitir- o contato di 

reto com a pele, olhos ou vestimentas; não respirar o vapor, 

spray ou pó e conservar as embalagens contendo resina em lu 
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gares protegidos. 

A N-metilolacrilamida é utilizada corno adesivo na 

forma de homopolímero; como acrílico e como acrÍlico plásti 

co modificado, sernirÍgido e rígido, quando copolimerizada 

. 
com outros monomeros e como meio filtrante, quando copolim~ 

rizada com etilacrilato somente ou com outros monômeros 11
• 

Através dos grupos metilol livres, o monômero da 

N-metilolacrilamida pode se fixar quimicamente em suportes 

como a celulose, podendo ser reticulados através de funções 

vinÍlicas pendentes, que podem também reagir com as hidro-

xilas livres do suporte. Assim essa resina pode ser util~ 

zada como acabamento de materiais têxteis contendo fibras 

de celulose. Uma das desvantagens dessa utilização é a rnu 

dança de coloração (amarelamento) dessas fibras, particulaE 

mente quando lavadas em solução alcalina. o amarelamentopre 

domina principalmente quando o catalisador utilizado na po

limerização for .o nitrato de zinco 70 ' 111 • 

Em 196l,Gardon 36 publicou um estudo quantitativo 

da ligação entre esta resina e materiais têxteis, contendo 

fibras de celulose. 

O cupferron (C6 H5 -N(NO}-ONH 4 } é o agente estabili

zante convencionalmente usado durante a fase de preparaçao 

da resina. Porém, não é adequado para evitar a polirneriz~ 

çao durante a estocagern da solução de N-metilolacrilamida 111
• 

Segundo Weyker 111
, a adição de ácido cítrico na so

lução, contendo monômeros de N-metilolacrilamida, aumenta a 
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estabilidade da resina retardando sua polimerização. Por ou 

tro lado, quando a resina é utilizada em acabamentos têx-

teis, esse reagente diminui o amarelarnento das fibras de ce 

lula se. 
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3.1. SlNTESE DAS RESINAS 

Foram sintetizadas duas resinas:a N-metilolacrilamida 

e a uréia-formaldeído. A seguir será apresentadoo procedimento 

experimental destas sínteses. 

3.1.1. Resina N-Metilolacrilamida 

3.1.1.1. Materiais 

Os seguintes reagentes foram utilizados nasíntesedes 

sa resina: 

Acrilamida comercial com 45% de sÓlidos, fornecida especial

mente pela Nalco Produtos QuÍmicos Ltda. 

Forrnaldeído 37%, p.~, fornecido pela Reagem. 

Cupferron, p.a~ fornecido pela Quimis, 

Mallinckrodt . 

sob licença 

• Hidróxido de Sód~o, p.~ fornecido pela Reagem • 

• Âcido CÍtrico Monohidratado, p.~, fornecido pela Ecibra. 

3.1.1.2. Equipamentos 

da 

As figuras 3.1 e 3.2 mostram o fluxograma do siste

ma experimental utilidade na síntese da resina N-metilolacri

lamida, constituído por um reator de vidro (12) ,mangueiras de 

silicone (9), tubo de cobre {3) 1 agitador mecânico (8), termª 

metro com escala de O a 100 centígrados (10), bureta (7), rQ 

lhas de vedação {13), cilindro de nitrogênio (1), válvu 
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la tipo agulha {4), cuba de vidro (15} e fonte controlado 

ra de voltagem {16). 

O reator de vidro era composto por um balão de 3 bo-

cas, sendo que duas com dimensões 24/40 e a outra 

com capacidade de 1000 ml. 

com 34/45, 

As mangueiras do tipo silicone com 1/4 de polegadas de 

diâmetro, e o tubo de cobre, também com o mesmo diâmetro, foram 

utilizados para realizar as conexões com o torpedo de nitrogê 

nio. 

A cuba para controle da temperatura de reaçao, consis 

tiu de um becker com capacidade de 3000 rnl. 

Durante o processo reacional, recolhiam-se amostras de 

resina através de uma seringa, para a análise do formaldeido li 

vre. 

A vedação do reator foi feita com duas rolhas laterais 

com dimensões 24/40, numa se encontrava a entrada de .nitrogê

nio e uma bureta usada para entrada gradual do formaldeido, e 

na outra o termômetro e a seringa. Na rolha central, constituí 

da de aço inoxidável recheada com teflon, de dimensão 34 I 45, 

era encaixada a haste de aço inoxidável. 

3.1.1.3. Procedimento Experimental 

A solução aquosa de N-metilolacrilamida foi preparada 

de acordo com o método de Weyker et al 92 ' 111 , utilizando nitrogê 

nio como meio inerte, a fim de manter a pressão do sistema aci 

ma da atmosférica local. 



Figura 3.2 - MOntagem experimental utilizada na sÍntese da resina 

N-metilolacrilattÜda. 
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-. 

Eram misturados 467g de acrilamida 45% em peso, 26Bg 

de formaldeído 37% em peso, -l,Sg de solução aquosa de hidróxi

U(, de sódio 50% em peso e 0,045g de cupferron (nitrosoferiil h·i-

"":-:;xilamina).O sistema foi mantido agitado a 20-25 centigrados. 

Durante a síntese acompanhou-se a)percentagem de for'maldeído 1~ 

vre, retirando e analisando amostras de resinas em intervalos 

regulares de 30 minutos. Quando a concentração de formaldeído 

livre na mistura reacional era menor que 3%, encerrava-se a sín 

tese. 

Posteriormente, adicionaram-se 16,9g de ácido cítrico 

monohidratado, a fim de aumentar a estabilidade da resina du-

rante a estocagem. A seguir ajustava-se o pH para 5,2 com solu 

çao aquosa de hidróxido de sódio 50%. 

~ \ 
A resina foi armazenada em vidro ambar, a temperatura 

de ap~oximadamente 5 centigrados de modo a mantê-la mais está 

vel. 

Devido ã- toxicidade da acr ilarnida e do forrnaldeído, ti 

veram que ser tornadas algumas precauções, corno uso de luvas, 

máscaras, etc. 

3.1.2. Resina Uréia-Formaldeido 

3.1.2.1. Materiais 

Os seguintes reagentes foram utilizados na síntese da 

resina: 

. Uréia, p. a., fornecido pela Ecibra. 
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Forrnalde.ido, p. a., fornecido pela Reagem. 

Sul fi to de SÓdio, p. a., fornecido pela Ecibra. 

Sulfato de Magnésio, p.a., fornecido pela Ecibra. 

Bissulfito de SÓdio, p.a, fornecido pela Reagem. 

Âcido Fórmico, p.a, fornecido pela Ecibra. 

3.1.2.2. Equipamentos 

As figuras 3.3 e 3.4 mostram o fluxograma do sistema 

experimental usado na sintese dessa resina, que era constitui-

do por um reator de vidro, um agitador mecânico (5), seringa 

(?),rolhas (9,10), manta de aquecimento (17), conexões de vi-

dro (12,8), condensador de vidro {11), bomba à vácuo (15) 1 ba
/ 

lão de fundo chato (14), termômetro com escala de O a 1009C (6)
1 

mangueira (13) e fonte controladora de voltagem (1). 

O reator de vidro, juntamente com as rolhas, foram 

idênticos aos utilizados na"síntese de N-rnetilolacrilarnida. 

O condensador de vidro,bern coroca bomba de vãcuo,erarn 

utilizados na destilação à vácuo, a fim de concentrar a resi 

na. 

o potenciôrnetro digital era utilizado no controle do 

pH ~urante a reaçao. 

~ , . 2. 3. Procedimento Experimental 

Na preparaçao da solução aquosa de uréia-formaldeido, 
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utilizou-se a seguinte metodologia: 

Eram pesados 632g de formaldeido 37% em peso e aju~ 

tava-se o pH para 8,0 por adição de solução aquosa de hidróxi 

do de sódio 50% em peso, a frio e com agitação continua. ~ se 

guir, adicionaram-se 224g de uréia elevando a temperatura da 

mistura a 50 centfgrados, acrescentando-se 1,2g de sulfito de 

sódio e 9,4g de bissulfito de sódio. 

o pH era então corrigido para valores entre 8,5 e 

8,9 com solução de ácido fórmico a 10% em peso ou solução de 

hidróxido de sódio a 10% em peso. 

A temperatura da mistura em reaçao foi mantida a 80 

centígrados por 30 minutos, depois do que ajustou-se o pH pa

ra 4,4 a 4,6 com solução de ácido fórmico a 10% em peso, aquE 

cendo o sistema a fim de manter sua temperatura entre 90- 95 

centígrados. Durante a sintese,retiravam-se amostras da rnist~ 

ra em reaçao, para se fazer o teste de turhidez em solução de 

sulfato de magnésio a 30% em peso na temperatura ambiente in 

dicando, em caso de resultado positivo, o final da síntese. 

Terminada a sintesee aj Ustadó o pH para 7-,2 a 7,4 com 

solução de hidróxido de sódio a 10% em peso
1 

concentrava - se 

a solução por meio de destilação à vácuo até atingir uma den

sidade aproximada de 1,270. 

3.2. Padronização dos Reagentes Principais 

Os principais reagentes utilizados na s1ntese das re 

sinas foram padronizados a fim de conferir sua concentração. 

• 



Figura 3.4 - Montagem experimental utilizada na sLntese da 

resina urêia-formaldeÍdo. 
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3.2.1. Determinação da Concentração de Monômeros na Solução 

de Acrilamida 

Existem diversos processos para a determinação do 

teor de manômeros de acrilamida na solução comercial.Foi ado

tado o método da refratometria, a 25 centÍgrados, por ser mais 

rápido e preciso, sendo utilizado um refratôrnetro Abbe 13
• 

3.2.2. Dosagem da Solução de Formaldeído Comercial 

Esse teste foi realizado segundo a técnica baseada no 

tiosulfato de sódio 2.A.metodologia encontra-se descrita a se 

guir: 

3.2.2.1. Materiais 

Iodo, p.a., fornecido pela Rothy. 

Ácido Clorídrico, p.a, fornecido pela Merck . 

• Tiosulfato de Sódio, p.a., fornecido pela Reagem. 

3.2.2.2. Procedimento Experimental 

Em um balão de 250ml, colocou-se lg de amostra de ÍOE_ 

maldeido, completando o volume com água destilada~ Esta solu 

ção era então, transferida para um erlenmeyer com capacidade 

de 250ml, por meio de uma pipeta volumétrica de 20ml. 

ApÓs o que, adicionava-se,10ml'da solução hidróxido 

de sódio a 10% p/v e SOrnl de solução de iodo 0,1N.Depois de 5 
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minutos, acrescentava-se lSml de ácido clorídrico 2N. 

A mistura era então titulada com solução padronizada 

detiossulfato de sódio 0 1 1N, usando solução de amido como in 

dicador. 

Os cálculos referentes a essa situação podem ser fei 

tos através das seguintes equações: 

250x ((N ." Vs)I2 - (N 
FL= 

rn • 20 

( 3 .l) 

(3.2) 

onde rn é a massa da amostra de formaldeído (g) ,FL é a percen

tagem em peso de forrnaldeldo em solução,- N é a normalid,ade da 

solução e Vs é o volume de solução utilizada (1). 

Para ambos os reagentes foram verificadas pequenas 

diferenças entre a concentração fornecida pelo fabricante e a 

encontrada no teste. 

3.3. CARACTERIZAÇÃO DAS RESINAS 

As resinas foram caracterizadas segundo diversas pro 

priedades, tais como: espectro no infravermelho, formaldeído 

livre, sólidos totais e densidade. 

3. 3.1. Espect.ro no Infravermelho 

A verificação da presença de grupos funcionais foi 
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feita através de Espectroscopia de Absorção de Infravermelho, 

utilizando pastilhas de brometo de potássio 22 ' 29 • 

As figuras 4.1 e 4.2 mostramos :resultados destas anã 

f h \ . 6310.2 '-:...::::.s, que oram semel antes as encontradas na l1teratura 1 • 

3.3.2. Determinação do Formaldeido Livre 

Os métodos mais usados, na determinação do formaldei 

do livre, são os que utilizam o sulfito de sódio a frio 1
• Fo 

ram testadas duas variações dess"es métodos: a de Mor:ath e 

Woods 75 e a proposta por De Jonge e de Jong 211
'

25 A segunda a 

presentou uma maior reprodutibilidad~ tendo sido adotada. 

3.3.2.1. Materiais 

Utilizou-se os seguintes reagentes na dosagem do for 

maldeído livre: 

Tirnolftaleina, p.~ fOrnecida pela Reidel. 

Carbonato de sódio, p.a, fornecido pela Quimis. 

Sulfito de SÓdio, p.a, fornecido pela Ecibra. 

Ácido Clorídrico, p.a~ fornecido pela Merck. 

Iodo, p.a~ fornecido pela Rothy. 

Ácido Acético, p.a~ fornecido pela Merck. 

Amido, p.~, fornecido pela Merck. 
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3.3.2.2. Procedimento Experimental 

Eram pesados 1-1 ,Sg de Suporte-Resina e adicionados 

a 75 rnl de água destilada resfriada a 8 centígrados, a seguir, 

colocava-se de 3 a 4 gotas do indicador timolftaleína,e ajus~ 

tava~seo pH com solução de carbonato de sódio 2N, até o apar~ 

cimento da coloração azul. Após o que, misturou-se 1 ml de sul 

fito de sódio 2N, ajustando novamente o pH com ácido clorídri 

co 0,3N, até coloração azul pálido {quase incolor). 

Esperados 7 minutos de repouso em banho de gelo (O 

centigrado), adicionava-se de 5 rol de ácido acético lN e algu 

mas gotas de solução de amido 1% (p/v) ,- titulando o excesso de 

sulfito de sódio com solução padronizada de iodo O,lN até o 

aparecimento da coloração azul. 

o composto de adição formado entre o formaldeÍdo li 

vre presente e o sulfito:o formaldeido-bissulfito, era decom

pos~o pela adição de 10 ml de carbonato de sódio 2N e ·o sulfi 

to livre foi titulado com solução padronizada de iodo O,lN ou 

O,OlN, até o aparecimento da coloração verde musgo. 

O volume ·ae solução de iodo consumido nessa 

titulação foi utilizado nos cálculos. 

última 

Se durante os 7 minutos de reação, a cor azul se in 

t:...~~sificasse novamente, reajustava-se o pH com ác.ido clorídri 

C0 0,3N. 

Para determinar a percentagem mássica de formaldeído 

livre; utilizou-se a seguinte equação: 
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FL = N • Vs 3,003 ( 3. 3) 
2 rn 

onG.ê 1: é a normalidade da solução de iodo, Vs o volume da so 

lução de iodo utilizada na segunda titulação (rol) e rn a massa 

da amostra de resina (g). 

3.3.3. Densidade 

A densidade para as duas resinas foram determinadas 

por picnometria a 25 centígrados. 

3.3.4. SÓlidos Totais 

3.3.4.1. Resina N-metilolacrilarnida 

A análise dos sólidos totais foi feita usando o rnéto 

do da bromornetria 11
• 

3.3.4.1.1. Materiais 

Utilizou-se os seguintes reagentes para a determina-

çao da concentração de monômeros na solução aquosa da resina 

N-rnetilolacrilamida: 

Brornato de potássio, p.a, fornecido pela Reidel. 

Brometo de potássio, p .a,1 fornecido pela Ecibra. 

Acido SulfÚrico, p.a., fornecido pela Reagem. 

Amido, p.~, fornecido pela Merck. 

I 



Iodeto de potássio, p.a, fornecido pela Carla Erba. 

Tiosulfato de Sódio, p.a, fornecido pela Reagem. 

Graxa de silicone, p.a, fornecido pela QEEL. 

3.3.4.1.2. Equipamentos 
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As figuras 3. 5 e 3. 6 mostram o fluxograma da montagem e~ 

perimental, constituído de bomba à vácuo (7), agitador magnético 

(2),balão de fundo chato {1) ,bureta (8} e funil de separação (3). 

3.3.4.1.3. Procedimento Experimental 

Era preparada uma solução bromato-brometo de potás

sio O,lN, dissolvendo-se lOg de bromato de potássio e 2, 79 g 

de brometo de potássio em 1 litro de água destilada. 

·Paralelamente, diluia-se 2,5 a 3,0g de amostra de re 

sina com água destilada num balão volumétrico de 500 ml. 

Preparadas as soluções, transferia-se 25rnl da -solução 

bromato-brometo de potássio para um -balão de 250 ml conectado 

a um funil de separação. Vedava-se o sistema com graxa de si 

licone, e a seguir evacuava-o. O balão, era então, selado por 

meio da torneira do funil de separação. No balão, evacuado,f~ 

ram adicionados 5 ml de ácido sulfúrico SN, através do funil 

de separação, cautelosamente, de modo a nao quebrar o vácuo, 

deixando a solução repousar por 3 ~inutos. Posteriormente,mi~ 

turaram-se 25 ml de solução de resina no balão, sem quebrar o 

vácuo. A seguir, lavava-se o funil de separação por 3 vezes 
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FIGURA· 3.5 

FLUXOGR.:.~A DA MONU.GEM EXPERIMENTAL UífUZADA PARA OETERMINAÇAO 

OA CONCENTRAÇÃO DE SÓUDOS NA RESINA N·METILOLACRH.AMIDA. 
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Figura 3.6 - Montagem experimental utilizada na determinação 

da concentração de sólidos da resina N-Metilola 

crilamida. 
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com 5 ml de água destilada, transferindo-a para o balão, cui 

dadosamente, sem quebrar o vácuo. 

O balão era envolvido com papel alumínio e agitado 

constantemente por 20 minutos. 

Terminada a reação de bromação, foram adicionados no 

balão 15 ml de iodeto de potássio 20% em peso, sem quebrar o 

vácuo. Lavava-se, novamente, o funil de separaçao com agua 

destilada, transferindo-a para o balão, quebrando o vácuo. Ti 

tulava-se a solução com tiosulfato de sódio O,lN, usando ami-

do corno indicador. 

Paralelamente era feito o branco, com o mesmo prece-

dimento anterior, omitindo apenas a amostra. 

Os cálculos referentes a essa determinação foram fei 

tos através das seguintes equações: 

VTS ~ VTS (BRANCO) - VTS (AMOSTRA) 

% SÔLIDOS TOTAIS ~ 
VTS.N .0', 05055.500.100 

MASSA DE AMOSTRA (G). 25 

(3.4) 

( 3. 5) 

onde VTS é o volume de solução detioss_ulfato de sÓdio (rnl) e 

Na-normalidade da solução -detiossulfato de sódio. 

3.3.4.2. Resina Uréia-Formaldeido 

A concentração de monomeros, na solução aquosa de 

uréia-formaldeído, era deter~inada pela policondensação da re 

sina. 
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Em pequenas formas moldadas em papel alumínio, adi 

cionou-se lg de resina, colocando-as em estufa por 2h,. a tem 

peratura de aproximadamente 130 centígrados. Terminada a poli 

merização, pesava-se as amostras. 

Para calcular a percentagem de sÓlido em solução,uti 

lizou-se a seguinte equação: 

% SÓLIDOS TOTAIS ~ 
massa de resina polimerizada 

massa da soluçao de resina 

3.4. PREPARAÇÃO DOS SUPORTES - RESINAS 

3.4.1. Preparação do"s Suportes na forma Pulverizada 

( 3 • 6) 

As resinas eram polimerizadas e, posteriormente, tri 

turadas na forma de pó, com aproximadamente O,lmm de diâmetro. 

3.4.1.1. Materiais 

Os catalisadores utilizados· foram persulfato de amô-

nia na polimerização da resina N-metilolacrilamida e o sulfa-

to de amônia na uréia-formaldeido 3
t

31
t

84
• 

3.4.1~2. Procedimento Experimental 

Foram pesados 4g de resina em placas de petri e adi 

cionado 1 ml da solução de catalisador com massq correspon-

dente a 5% da massa de sólidos d~ resina. Homogeneizava-se a 



! 
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misb..i.ca,. polimerizando-a em estufa a 130 centígrados por 15 mi 

nuto::. 

3.4.2 .. Moagem e Separação das Resinas 

Foi adotado o mesmo procedimento experimental 

as duas resinas. 

3.4.2.1. Procedimento Experimental 

para 

As resinas polirnerizadas eram colocadas em moinho com 

bolas de porcelanas, utilizando 12 bolas de diâmetro médio de 

20 mrn e 6 bolas de diâmetro médio 50 mrn. Em intervalos regula 

res de duas horas, separava-se as resinas através de peneiras 

com 80, 100, 150, 170 e 200 mesh. As amostras de cada peneira 

eram pesadas e armazenadas em vidros numerados. Posteriormen

te, essas resinas foram lavadas várias vezes com água destila 

da e secadas à temperatura ambiente. 

3.4.3. Preparação dos Suportes na Forma deResinas Polimeriza

das sobre Tecidos. 

As resinas utilizadas na preparaçao desses suportes 

eram uréia-formaldeído e N-metilolacrilarnida, sintetizadas p~ 

lbs métodos apresentados nos itens 3.1.2 e 3.1.1. respectiva

'""ente. 
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3.4.3.1. Materiais 

Como tecido sintético utilizou-se malhas de Poliéster 

(politereftalato de etileno) com grarnatura. de 292 2 
g/m 1 fOE: 

necida pela Rhodia S.A., Divisão Têxtil Santo André- São Pau 

lo. 

Os catalisadores utilizados para a polimerização, fo 

ramos mesmos descritos no item 3.4.1.1. 

O agente urnectante era o fluidol a 10%, fornecido p~ 

la Henkel S.A. Indústrias Químicas. 

O tecido foi lavado com detergente Ultravon H. D. for 

necido pela Ciba Geigy~ 

A molhabilidade do tecido foi aumentada utilizan 

do uma mistura de agentes de desarejamento e tensoati 

vos. 

3.4.3.2. Equipamentos 

Equipamentos utilizados na impregnação da microcama-

·aa de resina: 

• Foulard de Laboratório, marca Wuppertal, Modelo FL; largura 
• 

útil de 40cm e pressão entre os rolos ajustável até 20 Kg:f/cm2 ; 

Estufa com circulaç~oforçada, marca Fabbe, temperatura 50 

a 250 centígrados; 

Bastidor para distender o tecido, fornecido pelo Instituto 

Fleury - São Paulo. 
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• Balança analítica, marca Micronal. 

-~-- ~-::-

3.4.3.3. Procedimento Experimental 

Foi adotado o mesmo método usado na preparaçao dos 

discos para ensaios imunoenzimático 31 ' 6 ~ 

Cortava-se o tecido em pedaços de tamanho adequado, 

com a dimensão do bastidor, retirando o acabamento superfici-

al dos mesmos ( óleos de fiação e outros) , através da lavagem 

em solução aquosa de detergente na concentração 2 g/1, duran-

te 30 minutos a 50 centígrados. Retirava-se o detergente, a

través da lavagem em água destilada,e pesava-se os tecidos a-

pós a secagem à temperatura arnbiente.Eles eram,então,colocados 

em repouso por 15 minutos em solução aquosa da mistura de a

gentes de desarejamento e tensoativos , à temperatura ambien 

te. A seguir, embebia-se cada pedaço de tecido nas soluções 

das resinas com diferentes concentrações de sólidos. Os te-

cidos embebidos, eram passados entre rolos de um "Foulard", à 

pressao de 19 kgf/cm2. 
' 

Para a cura da resina, estendia-se os tecidos, im-

pregnados com solução de resina, em um bastidor, colocando-o~ 

em seguida, na estufa corn.circulação_forçada a 130 centigrado~ 

durante 15 minutos. 

Após a polimerização da resina, lavava-se os tecidos 

exaustivamente com água destilada para retirada de materiais 
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-que nao reagiram como depósitos solúveis, excesso de catali 

sador, etc. 

Os tecidos secos à temperatura ambiente eram novamen 

te pesados, e a percentagem de retenção de sólidos determina-

da. Feito isto, eram cortados no formato de discos com aproxi 

madamente S milímetros de diâmetro, e estocados à temperatu-

ra de 5 centígrados. 

A percentagem de resina fixada no tecido e a concen-

tração de resina no suporte-resina foram calculadas 

das equações apresentadas a seguir: 

% Retenção de SÓlidos no Tecido (RST) 
X y 

y X 100 

através 

(3,7) 

onde Y é a massa do tecido original antes da aplicação da re-

sina, X a massa do tecido recoberto com resina polimerizada e 

RST a percentagem de sólidos retida no tecido. 

Concentração de Resina no Sup:>rte-Resina ~ RSr x Gt (g resina/n?J (3.8) 

onde Gt é a gramatura de tecido, g/m2 (massa por área do teci 

do). 

3. 5. PREPARAÇÃO DOS REAGENTES UTILIZADOS NA CARACTERIZAÇÃO DAS 

ENZIMAS 

3.5.1. Preparação das Soluções Tampão 

Nesse trabalho foram utilizados tampão na faixa de 



:,::.!-:1 de 3,0 a 8,0. 

_.5.1.~. Materiais 

Os reagentes utilizados nas preparaçoes das 

s;õe~ tampão eram os seguintes: 
' . 

Acetato de sódio, p.a.,fornecido pela Ecibra. 

Ácido Acético, p.a.,fornecido pela Merck . 
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solu-

• Fosfato Monobásico de potássio,· p.a.,fornecido pela Merck. 

Hidróxido de SÓdio, p.a.,fornecido pela Reagem. 

3.5.1.2. Procedimento Experimental 

Para valores de pH de 3,0 a 5,5, utilizaram-se tam 

pão acetato-ácido acético O,OSM, preparados conforme Conn e 

Stunrpf 21 e no caso de pH de 6,0 a 8,0, tampão a base de fos 

fatos.Essas soluções foram preparados misturando-se 50 ml de 

. solu,ção O,lM de fosfato monObásico de potássio, com volume CO!!, 

veniente de solução de O,lM de hidróxido de sódio e diluido 

a 100 ml. Sendo os volumes de solução adicionados 5,6; 13,9; 

e 29,1 ml, respectivamente, para obter tampão com valores de 

pH iguais a 6,0; 6,5 e 7,0~ 

3.5.2. Preparação do Reativo de Folin Ciocalteau 

Esse reativo foi utilizado na dosagem de proteinas 

UNI CA MP 

BIBUOTEc f, ( HHRAL 

-
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pelo método de Lowry 58
• O procedimento experimental era o mes 

mo adotado no Instituto Fleury, cuja descrição encontra-se a 

seguir. 

3.5.2.1. Materiais 

Os seguintes reagentes foram utilizados na preparação 

do Reativo Cromógeno: 

Tungstato de sódio, p.~, fornecido pela Ecibra . 

• Molibdato de SÓdio, p. a., fornecido pela Ecibra • 

. Ácido Fosfórico, p.a, fornecido pela Ecibra • 

• • Ácido Cloridrico, p.a., fornecido pela Merck. 

, 
• Sulfato de Litio, p.~, fornecido pela Ecibra . 

. Bromo, p.a., fornecido pela Ecibra. 

3.5.2.2. Procedimento Experimental 

Em um balão, com capacidade de 200 ml, munido de CO!!_ 

densador de refluxo, eram adicionados lOg de tungstato de só 

dio, 2,5g de molibdato de sódio e 70rnl de água destilada. Os 

sais foram dissolvidos por rotação do frasco e a seguir eram 

acrescentados 5 ml de ácido fosfórico a 85% e 10 ml de ácido 

clor!drico concentrado. 
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O condensador com refluxo era conectado 1 e a mistu-

ra fervida suavemente durante lOh. Após a reação, esfriava 

-~e a solução e adicionavam-se lSg de sulfato de lftio, 5 ml 

~B água destilada e algumas gotas de bromo, retirando-se o· ex 

~esse de bromo através do aquecimento da mistura até a fervu 

ra, por 15 minutos. A solução fria era transferida para um 

balão volumétrico de 100 ml e o volume completado com agua 

destilada. 

Para recuperar o reativo preparado, adicionavam - se 

algumas gotas de bromo à temperatura de 80 centígrados, sem-

pre que sua cor passava de amarelo-dourado, para esverdeada. 

" -O Reativo foi armazenado em frasco ambar a ternperatu 

ra de 5 centígrados. 

O Reativo Cromôgeno era utilizado com a seguinte for 

mulação: 

Reativo de Folin-Cicalteau .•••••••••••••••••••••• 1 volume 

Água Destilada ••. • •••••••••••••••••.•.••...••.•.•• 2 volumes 

3.5.3. Dosagem de Glicose 

A glicose foi dosada pelo método de Orto-Toluidina, 

utilizando estojo para determinação de glicose enzimática,for 

neçido pelo Laboratório Labtest (Sistema para Diagnóstico),u-

=- do uma formulação em ácido acétido com o-toluidina a 7%,es 

-ilizado com tiocarbamida e ativada com Íons borato 12
• 



79 

3.5.3.1. Equipamento 

__ . ..,., 

Foi usado um espectrofotômetro modelo b-280,digital, 

fabricado pela Micronal. 

3.5.3.2. Procedimento Experimental 

O método experimental consistia basicamente das se

guintes etapas: 

Numerava-se os tubos de ensaio e adicionavam-se as 

seguintes guanti~ades de reagentes: 

REAGENTES BRANCO TESTE PADRÃO 

Reativo Crornôgeno s,o ml 5,0 rol 5,0 rnl 

Alíquota da Reação o.,os ml 

Padrão do Teste o,os ml 

Agua destilada o,os rol 

Os tubos de ensaio eram colocados em banho-maria a 

100 centígrados durante 7 minutos e posteriormente resfriados 

em água corrente durante 5 minutos. 

A absorbância do teste e a padrão foraffi.lidasnum com 

primento de onda. 630 nrn e o zero ajustado com o branco. A 

cor mantinha-se estável por 15 minutos. 

Para determinar a concentração de glicose nas amos

tras utilizou-se as.equações: 
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Fator (F) = 
absorbancia padrao 

100 
(3.9) 

Glicose (mg/dl) = absorbância do texte • F (3.10) 

3.6. CARACTERIZAÇÃO DAS ENZIMAS NA FASE LÍQUIDA 

Para caracterizar as amostras das enzimas utiliza-

das na forma natural em fase líquida, determinou-se a ativi 

dade contra a temperatura e o pH, usando temperaturas na fai 

xa de 30 a 70 centígrados e pH de 3,0 a 1,0. Foram traçadas 

também as curvas de conversão contra o tempo, usando quanti 

dades variáveis de enzima, sendo também determinadas as cons 

tantes cinéticas em reator batelada. 

A glicose formada foi dosada através do método des 

crito no item 3.5.3. 

Uma unidade internacional (U) é a quantidade! de en-

zima que libera um rnicromol de produto por minuto ·(J..r moles I 

minuto), nas condições de ensaio. A atividade é o número de 

unidades por mililitro de preparação enzimática (U/ml). A 

atividade específica é expressa em termos de unidades por mg 

de proteina (U/mg). 

O teor de proteína -foi determinado pelo método de 

Lowry 58 ,que utiliza o reagente de Folin-Ciocalteau, e a ab--

sorção era lida em 6 30 run .. 

3.6.1. Materiais 

Foram utilizados dois tipOs de enzimas: 
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Arniloglicosidase (Amilo P-250), lote de fábrica 1001, enzi 

ma comercial, fornecida gentilmente pela Pfizer do Brasil -

São Paulo. 

Invertase ( 8-Frutofuranosidase, S-D Frutofuranosidase,. fru~ 

tohydrolase}, lote 36F-0506, enzima usada apenas para labo 

ratório, foi obtida da Sigma Chemical Company. -

Utilizou-se amido solúvel, p. a., fornecido pela Merck, 

como solução substrato para enzima Amiloglicosidase e sacara 

se, p.a., fornecido pela Ecibra para enzima Invertase. 

3.6.2. Equipamentos 

Banho Termostatizado com agitação, marca Vibrotherrn II, ti 

po LE-204/2 Hungria. 

Espectrofotômetro modelo B-280, . digital, 

no,.l. 

3.6.3. Procedimento Experimental 

marca. Micro 

Os procedimentos experimentais dos ensaios realiza

dos para caracterizar as enzimas na fase lÍquida, encontram

-se descritos abaixo na ordem cronológica de suas realizações. 

3.6.3.1. Determinação da Atividade contra Temperatura e pH p~ 

ra Enzima Amiloglicosidase. 

Inicialmente, era preparada a solução tamponada de 
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amido 1,6% p/v 116
, para tal, misturou-se 1 ml de solução tam

pao no pH do experimento para cada 10 rol da solução de amido 

que se desejava obter. Em um erlenmeyer, colocava-se 49 ml des 

sa solução transferindo-o para um banho com agitação constan-

te, na temperatura do teste. ApÓs atingir o equilÍbrio térmi 

co, seguia-s~ a adição de 1 ml de solução de enzima diluida. 

Depois de 30 minutos, desativava-se a enzima, aquecendo-a até 

ligeira fervura e a glicose produzida era dosada. 

O cálculo da atividade enzimática era efetuado con 

siderando a concentração de glicose obtida no balão de 50 ml, 

isto é, a quantidade de glicose que era produzida no mesmo a 

partir da solução substrato. 

A atividade específica da enzima na fase liquida foi 

determinado através da dosagem de proteina pelo método de 

Lowrysa. 

Para calcular a atividade enzimática e a atividade 

enzimática especifica foram utili.zadas as seguintes equaçoes: 

Atividade enzinática (AE) 
6 

~ 50 . G , D , 10 [U/ml 
PM . t . ml de enzi.rra 1 de enzina) ( 3.11) 

onde G é a concentração de glicose em g/rnl, Da diluição,caso 

efetuada, da amostra, PM· o peso molecular da glicose e t tem-

po de reação em minutos. 

AEL cone. de proteina 
AE , ·(U/mg de proteína) (3.12) 

onde, AEL é a atividade enzimática específica. 
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3.6.3.2. Curvas de Conversão para a Enzima Amiloglicosidase 

As curvas de conversao representam a capacidade de 

produção de glicose pela sacarificação de 200 ml de solução de 

amido 1,6% p/v, tamponada, como descrito no item 3.6.3.1, com 

solução de acetato de sódio-ácido acético 0,05M, pH 4,0 na tem 

peratura 60 centígrados, em ·banho termostatizado, em agitação 

constante durante 120 minutos; eram usadas quantidades variá-

veis de enzima diluída 1:500 em cada teste. 

Em intervalos de tempo regulares, recolhia-se as. 

amostras, dosando-se a glicose produzida através do método 

descrito no item 3.5.3, 

Foi determinada também a concentração deproteína em 

cada teste, através do método de Lowry 58 ,possibilitando assim 

o cálculo da conversão específica. 

Foram calculados a conversão e a conversao específi-

ca através das seguintes equaçoes: 

conversao (%} = 
concentração de glicose produzida 
concentraçao inicial do substrato 

conversao ... ~. conversão (%) 
especlr lca = mg de proteJ.na , [ %/mg de proteína] 

(3.13) 

(3.14} 

3.6.3.3. Determinação da Atividade Contra a Temperatura e o pH 

para Enzima Invertase 

A Invertase, fornecida pelo fabricante,encontrava-se 

no estado sólido, assim foi necessário dissolve-la em solução 
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aquosa tamponada, preparando-se as várias concentrações utili 

zadas a partir_dessa solução. 

O procedimento experimental adotado foi o mesmo des 

crito em 3.6.3.1, com exceção do substrato, que no caso, era 

substituido por solução tamponada de sacarose 0,1M. 

Inverta se Sacarose --===c:==:::.__,_ Glicose + Frutose 

3.6.3.4. Curvas de Conversão para Enzima Invertase. 

As curvas de conversao foram obtidas através de dosa 

gem de glicose formada pela hidrÓlise de uma solução de saca

rase O,lM~ tamponada com solução de acetato de sódio-ácido a

cético O,OSM pH S,na temperatura de 50 centígrados em banho 

termostatizado com agitação constante, durante 120 rninutos.Foi 

adotado o mesmo procedimento experimental utilizado para ami-

loglicosidase, descrito no item 3.6.3.2. 

3.6.3.5. Determinação dos Parâmetros Cinéticos em Reator Bate 

la da 

A constante cinética de Michaelis (Km) e a velocida-. 

de máxima de hidrÕlise {Vmáx) foram determinadas para ambas 

enzimas através da metodologia que será descrita a seguir. 

Em erlenmeyer de 250 ml, colocaram-se 49 ml de sus 

pensao substrato, nas várias concentrações, em pH 4,5 e temp~ 

ratura de 40 centígrados. Esses erlenmeyers foram transferi

dos para um banho termostatizado com agitação contínua e após 

atingida a estabilidade térmica, adicionou-se 1 ml de enzima 
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previamente diluída em água destilada. 

Decorrido o tempo programado para cada experimento 

(30, 60, 90, 120 e 150 minutos) 1 retiravam-se os erlenmeyers 

e ~nterrompia-se a reaçao com a adição de 4 gotas de solução 

de hidróxido de sódio 8N; essa interrupção se deve ao aumento 

do pH da suspensao, para valores entre lO e 11. 

Em seguida, era dosada a quantidade de glicose prod~ 

zida, segundo o método descrito no item 3.5.3. 

Para calcular as velocidades de hidrólises nesses en 

saias, os valores dos coeficientes angulares das retas das "e 

quações obtidas na produção de glicose em relação ao tempo", 

foram multiplicados pelo volume de reação (SOml), para obter 

a massa,e divididos pelo peso molecular da glicose e pela co~ 

centraçáo deproteína~reviamente determinada através do méto

do de Lowry 58 
, obtendo assim o número de rnicromoles de glico

s•::: formado em 1 minuto por mg de enzima utilizado. 

Utilizando o diagrama de Lineweaver-Burk 14116171
, foram 

determinados os parâmetros cinéticos. 

3.7. PROCESSO DE IMOBILIZAÇÃO 

Com o objetivo de determinar as melhores condições pa 

ra a etapa de imobilização, foram realizados vários testes ex 

perimentais, onde analisava-se os efeitos de alguns parâmetros 

que poderiam influenciar na atividade da enzima imobilizada. 

Foram definidos alguns parâmetros com respeito a ati 

vidade, como: 



atividade relativa (AR} = AEI . 100 
AEM 

atividade relativa à fase líquida (ARL) 

onde: 
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(3.15) 

AEI 
~ AEL • 100 (3.16) 

AEL = atividade específica da enzima na fase líquida, nas me~ 

mas condições físicas e quantitativas do teste com a en 

zima imobilizada~ 

AEI atividade específica da enzima imobilizada nas condiçÕes 

escolhidas para o teste. 

AEM = atividade especifica máxima da enzima imobilizada duran 

te os testes para a determinação do parâmetro AEI. 

Em todos os testes realizados a quantidade de enzima 

fixada foi determinada, como descrito no item 3.7.l.na próxi

ma página. 

Na ordem cronológica foram testadas as seguintes va 

riáveis: 

Determinação da.quantidade de enzima fixada. 

Influência da temperatura e do tempo de imobilização na ati 

vidade enzimática. 

Influência da agitação e do tempo de imobilização na ativi-

dade enzimática. 

Influência do pH da solução de imobilização na atividade en 

zimática. 
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3.7.1. Determinação da Quantidade de Enzima Fixada 

A quantidade de enzima fixada nos diferentes supor-

tes era determinada dosando-se a concentração de proteína, a

través do método de Lowry 58 , em solução diluída de Amiloglico 

sidase e Invertase, antes e depois da fixação e assumindo que 

' a diferença de concentração corresponde a quantidade de enzi-

ma fixada. 

3.7.1.1. Equipamentos 

Os aparelhos necessários para o -teste foram os segui!:!:, 

tes: 

. Incubadora com plataforma de agitação modelo Etica riúmero 430 . 

• Espectrofotômetro modelo B 380, digital,ffiarca Micronal 

3.7.1.2. Procedimento Experimental 

Em erlenrneyer de 125 rnl, colocou-se lg de resina na 

forma de po ou 20 unidades na forma de disco. Adicionavam-se, 

então, 10 ml da solução de enzima a várias concentrações, de 

terminando a concentração de proteína para cada diluiç::io. os 

erlenmeyers eram transferidos para a incubadora com agitação 

constante, à temperatura ambiente. ApÓs 24 h, separava-se a 

solução de enzima dos suportes por simples decantação, deter-

minando, novamente, a concentração de proteína. 

Para calcular a quantidade e a percentagem de enzima 
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<F~.xada no suporte foram utilizadas as seguintes equaçoes: 

QEF ~ PA- PD; (mg/m1) ou (3.17) 

QEF ~ (PA- PD) • 10; (mg de proteína) ( 3.18) 

% Enzima Fixada = (PA- PD) • 100/PA (3.19) 

onde QEF é a quantidade de enzima fixada no suporte, PA e PD 

são as concentrações de proteína na solução enzimática antes 

e depois da imobilização. 

3.7.2. Influéncia da Temperatura e do Tempo de Imobilização 

na Atividade Enzimática 

Em erlenmeyer, colocou-se lg de resina em pÓ ou 20 

unidades de discos e adicionavam-se 10 rol de solução de enzi

ma, convenientemente diluÍda. 

Os erlenmeyers eram transferidos para a incubadora 

com agitação constante, à temperatura do experimento. Decorri 

dos os vários tempos fixados·para o teste, os erlenmeyers fo 

ra_m retirados e esperou-se a decantação da resina. 

Os suportes foram lavados por 5 vezes com solução tam 

~-') de acetato de_ sódio O,OSM com pH 4,0 para Amíloglicosida

;;.t-·e pH 5 1 0 para Invertase. 

Para a determinação da atividade, adicionavam-se lo 

ml da solução de amido 1,6% p/v 1 tamponada com acetato de so-
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dia O,OSM (pH 4,0}, como descrito no item 3.6.3.1, à temperatu 

ra de 60 centígrados, e 10 ml de solução de sacarose O,lM,ta~ 

panada com acetato de sódio O,OSM {pH 5,0), à temperatura de 

50 cent!grados, nos suportes onde se encontravam fixadas as 

enzimas Amiloglicosidase e Invertase, respectivamente. Após 

30 minutos, .eram desativadas as enzimas por ligeira fervura da 

solução, e a glicose produzida dosada, através do método des 

trito em 3.5.3. A quantidade de enzima fixada era determina-

da e a atividade específica calculada. 

AEI = lO . G • 10 6 
(3.20) PM • t ~ rng de enzima fixada 

onde AEI é a atividade específica para enzima imobilizada em 

~moles/(minuto x rng proteína) ou U/mg proteína. 

3.7.3. Influência da Agitação e do Tempo de Imobilização na 

Atividade Enzimática 

O procedimento experimental foi o mesmo descrito no 

item 3.7.2 ~o processo de imobilização foi realizado na ausen

cia de agitação,sendo adotado 10h de imobilização à temperat~ 

r a ambiente • 

1 ?.4. Influência do pH da Solução de Imobilização na Ativida 

de Enzimática 

Em cada erlenmeyer de 125 ml, pesou-se lg de resina 

-1a forma de po e contaram-se 20 discos~ A seguir, foram prepa 
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radas soluções aquosas de enzima, convenientemente diluídas, 

obtidas a partir de uma solução diluída de 1:500. 

Para tamponar a solução enzimática, adicionavam- se 

nos erlemeyers 9,0 ml da solução enzimática e 1,0 ml de solu 

çao tampão com o pH adotado para cada experimento. 

Os erlenrneyers eram, então, transferidos para incub~ 

dera sob agitação constante, à temperatura ambiente. Após lO h 

de imobilização, os erlenmeyers eram retirados da incubadora, 

e a atividade especifica determinada corno descrito no item 

3.7.2. 

3.8. CARACTERIZAÇÃO DA ENZIMA IMOBILIZADA 

Após a etapa de imobilização, procurou-se analisar, 

também, alguns parâmetros físicos que poderiam influenciar na 

atividade de enzima fixada nos suportes. Para tal, foi empre 

gado um reator tipo batelada, com o objetivo de encontrar as 

condições de produtividade máxima da enzima imobilizada, que, 
. 

posteriormente, seriam usadas em reator de leito fixoede lei 

to fluidizado. 

Assim, foram realizados alguns testes experimentais 

para analisar os seguintes parâmetros: 

Influência do pH da solução substrato; 

Influência da temperatura da solução substrato; 

Influência do grau de retenção da resina no tecido; 



Influência da força iônica da solução substrato; 

Tempo de estocagem; 

Estabilidade térmica; 
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Conversão da enzima imobilizada em função do tempo; 

Quantificação da atividade das enzimas liberadas do seu su 

porte,ern função de número de bateladas; 

Influência do número de bateladas na atividade das enzimas 

imobilizadas. 

Nos testes, em que se calculava a atividade especifi 

ca, a quantidade de enzima fixada era determinada como descri 

to no item 3.7.1. 

Em todos ·os testes experimentais para a enzima imobi 

lizada, procedeu-se da seguinte maneira na etapa de imobiliza 

çao; fixavam-se as enzimas em suportes na forma pulverizada 

(lg) e de discos (20 unidades} , colocando esses suportes em 

erlenmeyers de 125 ml e adicionando em seguida, 10 rnl de solu 

ção enzimática, dilu{da e tamponada com acetato de sódio-áci

do acético O,OSM no pH 4,0 e 5,0 para Amiloglicosidase e In

vertase respectivamente, sendo incubados por um período de 10-h 

à temperatura ambiente, sob agitação lenta e constante. Poste 

riormente, os suportes com enzima imobilizadas, eram separa

dos por decantação e lavados por cinco vezes com solução tarn

P"'-·=· je acetato de sódio O, OSM pH 4, O e 5, O para Amiloglicosi

d~~~ e Invertase, respectivamente. 

• 
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3.8.1. Influência do pH da Solução Substrato na Atividade das 

Enzimas Imobilizadas 

Após a imobilização das enzimas, adicionava-se 10 ml 

de solução de amido 1,6% p/v e sacarose O,lM para Amiloglico

sidase e Invertase 1 respectivamente, ambas tamponadas comlml 

de solução tampão preparadas corno descrito no item 3.5.1. 

Os erlenmeyers foram, então, transferidos para um ba 

nho térmico com agitação constante na temperatura de 60 a 50 

centígrados, para a Amiloglicosidase e Invertase, respectiva

mente. 

Após 30 minutos, as enzimas eram desativadas e a gli 

cose dosada como descrito nos itens 3.6.3.5 e 3.5.3 respec 

tivamente. 

3.8.2. Influência da Temperatura na Atividade da Enzima Imobí 

lizada 

No co~plexo resina-enzima, adicionaram-se 10 rnl de 

solução substrato, convenientemente tarnponados, e colocados 

em banho térmico com agitação constante, na temperatura do ex 

perimento. 

ApÓs 30 minutos, as enzimas foram desativadas e a 

glicose produzida dosada e determinada a atividade específica. 
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3. 8. 3. Influência da Força IÔnica da Solução Substrato na A ti-

vidade da Enzima Imobilizada 

Após a imobilização, adicionavam-se 10 rnl de solução 

substrato, tamponados com 1 rnl de solução acetato de sÓdio-á-

cido acético, na concentração molar selecionada para o teste 

experimental no pH 4,0 e 5,0 e na temperatura 50 a 60 centi-

grados, para Amiloglicosidase e Invertase, respectivamente. 

Após 30 minutos,retirava-se uma al{quota da solução substrato 

para análise da glicose produzida. Posteriormentelseparava-se 

a solução substrato sobrenadante do complexo resina-enzirnapor 

filtração à vâcuo,retornando-a ao banho termostatizado com a-

gitação constante po~ m~is 30 minutos. Após este período, a 

glicose produzida era dosada e determinada a atividade especi 

fica da enzima na solução sobrenadante. 

O cálculo da glicose produzida e da atividade especi 

fica da enzima liberada do suporte para a solução substrato so 

brenadante foi_ realizado utilizando-se as seguintes equa-

çoes: 

GPS = GSS - G ; { g/ml) {3."21) 

6 
AESSS = "'PM'"'""".~ 3 ;i<~"~-:~Õ='GPS":en=-=z:una'-':='l"O'-,f.,-:ixa=da= ; ( )lllOles/ (minuto x rng proteína) (3.22) 

onde GSS é a glicose presente na solução substrato sobrenadan 

te, G a glicose presente na solução substrato, GPS a glicose 

produzida pela enzima liberada para a solução sobrenadante e 

AESSS é a atividade especifica da enzima liberada para a solu 
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çcto sobrenadante. 

~-8.4. Estabilidade Térmica 

O complexo resina-enzima permanecia por 60 minutos 

em 10 ml de solução tampão de acetato de sódio-ácido acético 

O,OSM pH 4,0 e 5,0 para Amiloglicosidase e Invertase, respec-

tivamente, em incubadora com agitação constante na temperatu-

ra do teste. Posteriormente, retirava-se esta solução, sendo 

o erlenmeyer com o complexo resina-enzima, transferido para 

um banho terrnostatizado com agitação constante, onde foram a

dicionados 10 ml de solução substrato, convenientemente tamp~ 

nados e na temperatura de 60 e 50 centigrados para Amiloglico 

sidase e Invertase 1 respectivamente. Após 30 minutos, desati-

vava-se as enzimas, dosando-se a glicose produzida e determi-

nando-se a atividade específica. 

3.8.5. Quantificação da Atividade das Enzimas Liberadas do seu 

Suporte em função do número de Bateladas e Influência 

das Bateladas na Atividade das Enzimas Imobilizadas. 

Os objetivos desse teste foram determinar a queda da 

atividade da enzima imobilizada com o número de bateladas bem 
·. ' 

corno nuantificar a atividade das enzimas que se desprenderam 

dos s'.!portes em função do número de bateladas tt- 3 'tt-tt-' "" 5 • 

Cada batelada se iniciava com a adição de 10 ml de 

solução substrato tamponada com acetatO de sódio 0,05M pH 4,0 
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·e 5,0 à temperatura de 60 e 50 centígrados para Amiloglicosi-

dase e Invertase, respectivamente. Essa solução era mantida 

sob agitação constante por 30 minutos. 

Os complexos resina-enzimas foram separados por sim 

ples decantação; posteriormente, dividia-se a solução so-

brenadante igualmente em dois erlenmeyers de 125 rol. As enzi 

mas de um dos er:lenmeyers eram desativadas em banho maria por 

5 minutos a 100 centígrados e a glicose produzida dosada. A 

solução sobrenadante do outro erlenmeyer era transferida para 

um banho termostatizado com agitação constante por 24 h, es-

tando cada enzima em condiçóes ótimas de temperatura e pH;pos 

teriormente dosava-s.e a glicose produzida. 

Os complexos resinas-enzimas eram ~avados por 3 ve-

zes, com solução tampão acetato O,OSM no pH conveniente, e no 

va batelada era iniciada. 

O cá~culo referente a essa situação foi feito 

vês da seguinte equação: 

B 
AED = 

A 

atra 

(3,23) 

onde"A é·a glicose produzida pela enzima imobilizada, após ca· 

da batelada, B a glicose produzida pela enzima imobilizada e 

pela desprendida do suporte, apÓs 24h de ausência da imobiliza 

da, na temperatura de atividade máxima e AED é a relação en

tre os dois parâmetros descritos acima. 
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3.8.6. Conversão do Substrato por enzima Imobilizada em Fun-

ção do Tempo 

O procediment~ experimental foi o mesmo descrito no 

item 3.8.5, com exceção do fato do tempo de reação ser de 

120 minutos. Amostras eram retiradas em intervalos de tempo 

regulares para a dosagem de glicose. 

3.8.7. Influência do Grau de Retenção da Resina no Tecido em 

Relação à Atividade Enzimática 

O procedimento experimental foi o mesmo descrito no 

item 3.8.5, sendo usado para cada batelada 20 unidades de 

discos, com diferentes percentagens de resina impregnada no 

tecido na forma de microcamadas, corno descrito no ítem 3.4.3. 

3.8.8. Influência do Tempo de Estocagem na Atividade ~a Enzi-

ma Imobilizada 

Após a imobilização, os suportes na forma de resina 

pó e disco foram colocados em vidro âmbar na prese_nça à e 

solução tampão acetato O,OSM no pH 4,0 (Amiloglicosidase) e 

5,0 (Invertase), à temperatura aproximada de 5 centígrados. 

Em intervalos de tempo regulares, retiravam-se amos 

tras das resinas-enzimas e determinava-se a atividade enzimá-

tica. 
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3.9. CÁLCULO DOS PARÂMETROS CINETICOS APARENTES PARA ENZIMAS 

IMOBILIZADAS, UTILIZANDO REATOR TIPO BATELADA 

A velocidade máxima de hidrólise (Vmáx} e a constan

te de Michaelis (Km) foram determinadas através do modelo de 

Lineweaver-Burk 1 ~ '
16 

'
71 Para tal, lg de pó e 20 discÓides de 

suportes com enzimas imobilizadas eramadicionados a 20 ml de 

solução substrato. A seguir, foi utilizado o mesmo procedimeg 

to experimental, assim como as mesmas condiçÕes operacionais 

de pH, temperatura, concentrações dos substratos e os mesmos 

tempos de reação, que foram adotados para as enzimas em fase 

líquida, como descrito no item 3.6.3.5. 

O procedimento para determinação da velocidade de hi 

drólise, assim como da constante Km, foi o mesmo descrito em 

3.6.3.5 na página 84. 

3.10. MONTAGEM OPERACIONAL COM MICROREATOR DE LEITO FIXO E DE 

LEITO FLUIDIZADO 

O mesmo microreator foi utilizado corno leito fixo e 

leito fluidizado, invertendo-se, apenas, as posições de entra 

da e saída do substrato. 

As figuras 3.7 e 3.8 mostram o sistema experimental 

utilizado, sendo constituído basicamente por um rnicroreatoràe 

vidro (lO} 1 mangueiras de silicone (3), rotãmetro {17), bombc 

peristáltica (15), banho termostatizado (1), sistema gravita

cional de aquecimento (8), manômetro de vidro (14}, tanque pul 

mão (16) e um varivolt (7). O rnicroreator de vidro era cons-

, 
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tituido de um tubo de vidro com 9 rnm de diâmetro interno e 

400 mm de comprimento, sendo que o seu sistema de distribui-

;ao de lÍquido consistia de uma placa porosa de 15 mm de es-

JJessura - . construída com esferas de vidro de diâmetro 0,7 

\TIID aglomeradas em araldite. A temperatura do reator foi man-

tida constante, através de uma camisa de aquecimento de 35 mm 

de diâmetro externo. O reator ainda apresentava duas saídas 

para medida da pressão durante a operaçao. 

Para medida da vazao, utilizou-se um rotâmetro do ti 

po cilÍndrico, com alma cônica e flutuador tipo anel, com 20 mm 

de diâmetro externo e 150 mm de altura. 

A bomba peristáltica foi utilizada para se obter va 

zoes controladas e baixas. 

Com a finalidade de reduzir a pulsação provocada pe-

la bomba peristáltica, utilizou-se um pulmão construído em 

PVC. 

O tanque de aquecimento era dotado de uma resiStência 

elétrica, e.possuia um vertedouro para saída da água,na tempe 

ratura desejada para o aquecimento do microreator. Controlava 

-se a temperatura por um varivolt e através da alimentação 

de água, sendo esta controlada através de urna válvula agulha. 

Para evitar problemas de estagnação na linha de aqu~ 

cimento, foi feito vácuo através de uma trompa à vácuo. 

o banho termostatizado foi utilizado para manter con~ 

tante a temperatura da solução substrato, que se encontrava 

num erlenmeyer de 500 ml. 



fJ.gura 3.8 - Montagem Operacional com Microreator de 

Leito Fixo ou Fluidízado. 

100 
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Figura 3.9 -Detalhe do Microreator tubular. 
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,.11. CARACTERIZAÇ!\0 DO MICROREATORDE LEITO FIXO EM FUNÇ!\0 DA 

DISTRIBUIÇÃO DO TEMPO DE RESIDtNCIA 

A determinação da distribuição do tempo de residência 

(RTD) de um elemento de fluido no interior de um reator não é 

suficiente para determinar separadamente a extensão do grau 

de segregação do fluxo (o fluido escoa com diferentes veloci 

dades, causando canalizações ou ''ponto morto") em um reator, 

ou a extensão do efeito de difusão na direção do fluxo (micro 

misturas), em um reator tubular 41 
.• 

A informação do tempo de residência nao é, geralrnen 

-te, suficiente para calcular a conversao :em um reator na o 

ideal. Por oUtro lado, através da determinação da dis-

tribuição do tempo de residência no microreator, foi 

possi,vel determinar qual modelo de reator que 

melhor se aproximou ao microreator utilizado. 

Foi utilizada a montagem operacional descrita no item 

3.10 desse trabalho, acrescentando apenas um espectrofotômetro 

na linha operacional, entre o microreator e o rotâmetro. 

No rnicroreator, foram colocados 8g de resina na for-

'""" pulverizada, ou empilhados 160 unidades de discos . Após 

.. _ ... stabilização da altura do leito fixo e da vazão pela pass~ 

-agua destilada, injetava-se o reagente co lo r i:né-_ 

trico, azul de metileno 1 através de uma bomba peristáltica 

(perturbação degrau) e acompanhava-se a variação da - concen~ra 
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r;-=-" desse reagente com o tempo, através do espectrofotôrnetro.A 

·~-~O era determinada através do rotârnetro. 

3.12. ESTUDO DA CONVERSÃO EM FUNCÃO DA VELOCIDADE SUPERFICIAL 

DE FLUXO 

O reator do tipo leito fixo foi escolhido devido a 

sua simplicidade operaciona1
86

• 

O leito fixo era constituído por 8g do complexo resi 

na-enzima na forma pulverizada ou através do empilhamento de 

160 unidades na forma de discos. Os suportes com a enzima imo 

bilizada eram colocados no reator,- cuidadosamente, a fim de 

evitar a formação de bolhas de ar, obtendo assim um leito com 

aparência bem uniforme. 

Após a estabilizaçãO da altura do leito fixo, deter

minava-se sua porosidade. Essa ~oi obtida pela razão entre o 

volume de líquido retido no leito fixo e o volume de·líquido 

contido na coluna, no espaço correspondente à altura oc~pada 

pelo leito fixo, na ausência·desse. Para garantir que todo o 

liquido retido no leito era retirado, utilizou-se uma 

à vácuo 86
• 

bomba 

A conversao foi determinada a várias velocidades su 

perficiais de fluxo através da coluna, utilizando as seguintes 

concentrações de amido: 0,125, 0,16, 0,25, 0,50, 1,0 e 2,0 

mg/ml e de sacarose O,OSM,-O,lM, O,l25M, 0,16M, 0,25M e 0,3M, 

à temperatura· de 40-centígrados e·pH 4,5 para ambas as enzi

'_S. Foi seguido o modelo proposto por Gelf e outros 3 7
• 
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ApÓs estabilização da vazão através da coluna, reco 

lhiam-se as amostras em balões volumétricos de 100 ml e a gli 

cose ~ra dosada. 

Os gráficos de conversao em função da velocidade su 

perficial de fluxo eram, então, traçados. 

Para calcular a velocidade superficial de fluxo uti 

lizou-se a equação 2.12 descrita no capítulo anterior. 

3.13. ESTABILIDADE OPERACIONAL EM MICROREATOR DE LEITO FIXO E 

DE LEITO FLUIDIZADO 

O mesmo microreator foi utilizado corno leito fixo e 

fluidizado, invertendo-se apenas as posições de entrada e saí 

da das soluções substratos. 

A estabilidade operacional das enzimas :iril.obilizadàs 

era·determinada através do acompanhamento da queda de conver 

sao do substrato, obtida a cada ciclo de 24 h de operação con-

tinua no microreator. Esse foi operado com reciclo, pois a con-

versão obtida em cada passe foi muito baixa. 

No microreator de leito fixo e de leito fluidizado, 

foram utilizados 8g do complexo resina-en~ima na forma pulve

rizada:, com diâmetro médio de Sa1,1ter de O,lmm e 0,2mrn, respe~ 

"l..Lvamente. Através dele·, circulavam em operaçao contínua, 250 

ml de solução substrato.- de amido 1, 6% p/v com pH 4, O e na tem 

peratura de 60 centigrados, ou sacarose O,lM com pH 5,0 e na 

terr:;?eratura de 50 centígrados 1 para a Amiloglicosidase ou In 

ver'i.. ....... .:, respectivamente, sendo ambas tamponadas com solução 
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~~etato de sódio-ácido acético O,OSM. As soluções substrato ~ 

~dm trocadas diariamente, durante 8 a 9 dias consecutivos 116 • 

3.14- ESTUDO CIN~TICO DA HIDR6LISE DA SACAROSE E DA SACARIFI

CAÇÃO DO AMIDO EM REATOR TUBULAR DE LEITO FIXO UTILIZAN

DO-ENZIMAS IMOBILIZADAS 

A partir dos dados de conversao em função da veloci

dade superficial de fluxo, estudou-se a cinética da hidrólise 

continua das soluções de sacarose e da sacarificação das solu 

ções de amido, em reator de leito fixo, contendo as enzimas i 

mobilizadas nos quatro tipos de suportes. 

Foram utilizados 8g de suporte resina na forma de po 

e S60 unidades na forma de disco, nas seguintes condiçõ~s op~ 

racionais: temperatura de 40 centÍgrados e pH 4,5. As concen

trações das soluções substratos utilizadas foram as mesmas ci 

tadas no item 3.12. 

Após a -estabilização da altura do leito e da vazao 

volumétrica para uma determinada velocidade superficial de flu 

xo e uma dada concentração de substrato, recolhia-se uma amos 

tra Ue 100 ml em um balão volumétrico para análise da glicose. 

prcd'..lzlda. A velocidade superficial de fluxo era alterada e e:!. 

pera-;~ .:..::. uma nova estabilização, repetindo novamente a oper~ 

ção citad~ acima. Assim, foram determinados os parâmetros ci

nétic~s Y~ e Vmâx, segundo a Equação 2.11, em função das con

centFacÕf·c; iniciais das soluções substratos e das conversoes 

para ...... .:_=-:'..as velocidades superficiais de fluxo 86 • 
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No presente capitulo, serao apresentados e discutidos 

~Jdos os resultados obtidos p~sse trabalho, que foi desenvolvi 

no através das seguintes etapas: 

Síntese e caracterização das resinas N-rnetilolacrilamida e 

uréia-formaldeído; 

- Preparaçao dos suportes para fixação das enzimas amiloglico 

sidase e invertase; 

- caracterização das enzimas amiloglicosidase e inverta se em fa 

se líquida; 

- Desenvolvimento do processo de imobilização; 

- caracterização das enzimas imobilizadas; 

- Caracterização do microreator de leito fixo e de leito flui

dizado em função da distribuição do tempo de residência; 

- Estudo cinético da hidrólise da sacarose e da sacarificação 

do amido por enzimas imobilizadas, utilizando reator de lei 

to fixo; 

- Estudo da estabilidade operacional em microreator de leito 

fixo e fluidizado. 

4.1. S!NTESE E CARACTERIZAÇÃO DAS RESINAS N-METILOLACRILANIDA 

E UR~IA-FOR~~DE!DO 

Corno já citado no ítem 3.2.2.2, os reagentes de s!:nte 

se foram padronizados e apresentaram pequenos desvios em rela 
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çao à concentração fornecida pelo fabricante. A concentração 

obtida para o reagente acrila.ffiida variou entre 4 4, O a 44 ,5% e 

do forrnaldeído entre 36,2 a 36,8%. 

As resinas sintetizadas apresentaram-se como um poli 

mero termofixo rígido e transparente, com coloração amarelada 

e incolor para as resinas N-metilolacrilamida e uréia-formal 

deído, respectivamente. 

Durante a síntese da resina N-metilolacrilamida 1 fez-

se o acompanhamento da redução da concentração de formaldeído 

livre, verificando que após 4 horas de reaçao, a concentração 

desse, na mistura reacional, era menor que 3%, geralmente na 

faixa de 2,4 a 2,8%. A resina uréia-formaldeído apresentou, ao 

final da síntese, uma concentração de formaldeido livre na fai 

xa de 2,0 a 3,0%. 

·.Segundo Mark 63 ,o espectro de infravermelho de qualquer 

resina aminoplãstica tem duas ou mais bandas na região entre 

1500-e 1700 cm-l; a primeira representa a amida primária e a seg~ 

da, entre 1530 e 1600 cm-1
, representa a amida secundária. No 

caso das resinas sintetizadas N-metilolacrilamida e uréia-for 

maldeído (ver as figuras 4.1 e 4.2, respectivamente) a banda 

da amida primária encontra-se entre 1640 e 1670 cm-
1 

e a da 

amida secundária entre 1530 e 1550 cm-1 . A atribuição dessas 

bandas tem sido suj_eita a muitas investigações e controvérsias63
• 

A banda da amida primária possui uma forte característica do 

grupo carbonila, ao passo que a amida secundária possui uma co!: 

siderável contribuição do grupo C-N. 
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-1 
A banda arredondada, entre 3300 e 3500 em , que apa 

rece '--'-'''! ambas as figuras, provavelmente é proveniente das vi-

brações de estiramento do grupo N-H e do grupo O-H em associa-

çao polimérica. 

·Segundo Dyer 29 ,as bandas localizadas entre 1500 a 

1700 e 3300 a 3500 cm-l são características de amidas. 

Para Mark 63 ,bandas entre 1370 e 1390 cm-1 , para ambas 

resinas, possivelmente são devido a deformação de vibração do 

grupo O-H. As bandas de pequenas intensidades, que se encontram 

em 2920 cm-l para a N-metilolacrilamida e 2930 cm-l para a 

uréia-formaldeído, provavelmente são provenientes das·- ·vibra~ 

çÕes de estiramento de grupos C-E. 

As bandas de intensidade média que aparecem em torno 

de 1020 crn-l para ambas as resinas, podem ser causadas pelas v~ 

brações de estiramento de grupos C-0 e C-N, podendo ser também 

devido a presença de radicais de enxofre-oxigênio, pois essa 

mesma banda foi verificada no espectro de infravermelho dos 

comp~stos a base de enxofre, utilizados na síntese da resina 

uréia-formaldeido e na polimerização da resina N-rnetilolacrila 

rnida. 

Espectro de infravermelho com bandas semelhantes as 

aF=::=----:~adas na figura 4. 2, para a resina uréia- formaldeído, 

foi nbtido por UrbanSki 102 e Ma::::-k 6 3 
, 

Assim, todas as bandas c..nalisadas evidenciam caracte-

.. 
~·l:.;: L, ,.; de compostos amida com grupos hidroxila. 
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A densidade da resina uréia-formalde1do foi de aprox~ 

madamente 1,270 e de N-metilolacrilamida de 1,170. 

A resina N-metilolacrilamida apresentou urna concentra 

çao de monômeros de aproximadamente 42% em peso e a uréia-for-

maldeido de 50% em peso.As resinas na forma de monôrneros foram 

armazenadas em •vidro âmbar na geladeira. 

4.2. PREPARACÃO DOS SUPORTES PARA FIXAÇÃO DAS ENZIMAS 

As resinas pulverizadas, que foram lavadas e colocadas 

em vidros rotulados segundo seu diâmetro médio, foram pesadas 

nas quantidades citadas na tabela 4.1, de modo que o diâmetro 

médio de Sauter das partículas fosse de aproximadamente O,lmm. 

Intervalo -de diâ Diâmetro mêdio Peso das Fração Ponderal 
metro (peneirã da partícula Amostras 

(Ty1er) (mm) (g) 

80/100 0,1630 2,0 o,2 

100/150 o' 1270 2,0 0,2 

150/170 0,0965 3,0 0,3 

170/200 0,0810 3,0 0,3 

T o T A L 10,0 1,0 

Tabela 4.1 -·Quantidade da amostra de resina pesada àe cada peneira 
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A tabela 4. 2 apresenta as percentagens de retenção de 

::::.3ina no tecido, em função da diluição da solução de resina a 

~pr aplicada no tecido. 

' I Tipo Volume da Soluçao Massa de catalizador % res1na retida 
de de resina I volume utilizada no 

Resina de HzO (g) tecido 

20/80 0,50 4,71 

• 30/70 o' 70 6' 52 
" ·-E 40/60 1,00 8,17 • 
~ 

·-" o 
50/50 1,20 10,26 

• 
~ 60/40 1,50 12' 7 5 o 
~ ·- 65 I 35 1,60 13,79 u 
• E 

' 70 I 30 1' 70 15,12 

" 
80/20 1,97 17,51 

90/10 2' 21 19,83 

20/80 0,64 5,74 

30/70 0,95 7, 65. 
o 

" 40/70 1,27 9,28 
'" • 
" 11,49 ~ 50/50 1,59 
• e 
" 55/45 1,75 12.37 
o 
""' ' 60/40 1,91 13,51 • ·-,. 
" 70/30 2,22 15,77 

"' 
80 I 20 2,54 1 8, 2-8 

90/1-0 2,86 20. 39 

Tabela 4.2 -f'ercenta&_em de resina retida no tecido em função da diluição 
da soluçao de resina. Temperatura e tempo de cu~a: I309C e 
15 minutos. 
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A percentagem de retenção de resina no tecido é uma 

variável importante, pois, como será discutido no item 4.5, a 

quantidade de enzima fixada varia com esse parâmetro. Em todos 

os ensaios experimentais foram utilizados tecidos com retenção 

de resina superior a 11%, baseando-se no fato de que, na irnobi 

lização de antígenos, o uso de suportes com retenção igual ou 

superior a mesma, levou a resultados satisfatórios. 

4.3. CARACTERIZAÇÃO DAS ENZIMAS EM FASE LÍQUIDA 

Foram utilizadas as enzimas amilo P-250, da Pfizer e 

a invertase da Sigma; conforme citado no capítulo anterior. 

As figuras 4.3 e 4.4 apresentam a atividade enzimáti 

ca em função da temperatura e do pH,para a amiloglicosidase e in 

vertase, respectivamente. Para a amiloglicosidaseverificou-se 

que as .:condições ótimas de temperatura e pH foram 60QC e 4 ,O e 

a atividade máxirna~foi de 3490 unídades/ml de enzima.o teor de 

proteína foi de 239,0 mg/ml, assim a atividade específica máxi 

ma foi de 14,6 unidades/mg de proteína. Para a enzima inverta 

se, as condições ótimas de temperatura e pH foram-de SOQC e 

5,0 e a atividade máxima de 2240 unidades/rol de enzima. O teor 

de proteína foi de 192,7 mg/ml, logo a atividade específica má 

xima foi de 11,6 unidadesfrng enzima. 

As tabelas 4.3 e 4.4 mostram as concentrações das en 

zirnas em rng de proteína/rol, as conversões máximas dos substra 

tos em produto, após 120 minutOs de reação e as conversões es 

pecíficas máximas para enzimas amiloglicosidase e invertase, re~ 
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~ectivamente. Como pode ser verificado nas tabelas citadas an 

~~riormente, a conversão específica foi aproximadamente cons 

~dnte para ambas enzimas, sendo que para arni1oglicosidase o va 

3 lor médio obtido foi de 5,0 x 10 %/mg de enzima. Para a inver 

~ase o valor médio foi de 3,8 x 10 3%/mg de enzima. 

Teste Concentracão enzima Conversão P/ Conversão específica 
(mg/m1) • x 103 glícose (% (%/mg enzima) x I0-3 

1 1,8 9. 3 5. 2 

2 3,0 14,3 4,8 

3 5,5 28' 7 5. 2 

4 8,0 39,0 4,9 

5 10,2 50,5 5,0 .. 

Tabela 4.3. -Conversão de amido em glicose, apÕs 120 minutos de reaçao 
(609C e pH 4,0), utilizando a enzima amilo P-250. 

Teste Concentração enzima Conversão p I Conversão específica 
(mg/m1) x 103 glicose(%) (%/mg enzima) x Io-3 

1 2,0 8,0 4,0 

2 3,9 14,0 3,6 

3 7,6 27,5 3,6 

4 9,2 35,0 3,8 

5 11,9 48,0 4,0 

Tabela 4.4. -Conversão de sacarose em glicose, apÕs 120 minutos de rea
ção (509C e pH 5,0), utilizando a enzima invertase. 

Observa-se que os valores da conversao específica pe~ 

maneCerarn aproximadamente constantes. Esse comportamento está 
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associado à dependência,rnais ou menos, linear exibida nas fig~ 

ras 4.5 e 4.6, que mostram o aumento da conversão do substrato 

em função do tempo de reação; está ainda associado ao resultado, 

geralmente esperado, da proporcionalidade entre o aumento da 

conversão do sUbstrato com a elevação da concentração de enzi 

ma. Resultados semelhantes foram obtidos por Zanin 116 

amilo P-250 em solução aquosa. 

4.4. DESENVOLVIMENTO DO PROCESSO DE IMOBILIZAÇÃO 

para a 

As tabelas 4. 5 e 4. 6 mostram as quantidades de enzimas 

fixadas nos suportes sólidos em função da concentração de enzi 

ma em solução. Os resultados que se encontram listados nas ta 

belas anteriormente citadas, mostram que a quantidade eguiv~ 

lente de enzima fixada aumenta com a elevação da concentração 

de enzima na solução de imobilização~ Porém, verificou-se que 

acima de uma determinada concentração, a variação da quantida-

de correspondente de enzima fixada diminui gradativamente, te~ 

' -dendo a um patamar~ Isso ocorre,provavelrnente,devido a satura 

ç~o da área superficial do suporte ou à saturação das ligações 

dísponíveis no suporte~ Resultados semelhantes foram obtidos por 

:~.._..Hson 7
" na imobilização de invertase em sabugo de milho por li 

'ja\iao covalente. 

Os ensaios mostraram também que a quantidade equiva-

lente da ínvertase fixada no disco e no pÓ, foi na maioria ;-;-,§;. 

nor que a da amiloglicosidase, demonstrando uma maior afinià~ 

de de ligação ãa segunda aos suportes testados .Além disso a cnn 

centração da invertase na solução "mãe" é menor que da amilogli
cosidase. 
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Tipo 
Dilui~ão da Concentração Quantidade Quantidade Porcentagem 

sol~ç~o.e~~ de enzima na equivalente equivalente de enzima 
de solução enzima fixa enzima fix~ fixada ZLmatl.Ca 

Suporte (VIV) (mg/ml) da (mg/ml)- da (mg/mg (%) 
sólido) 

1:5000 0,050 o,o10 o ,100 20,0 

~ 1:2000 0,120 0,050 0,500 41,7 

" o 1:1000 0,240 0,137 1 '370 57,1 
'H •o 

p. 

• 1:500 0,480 0,157 1 ,570 32,7 
" • v 

~ 1:300 0,870 0,160 1,600 18,4 

1:150 1, 700 0,161 1,610 9,5 

1:5000 o,oso 0,009 0,090 18,0 

• 1:2000 0,120 0,037 0,370 30,8 s 
" o 
o " 1:1000 0,240 0,112 1,120 46,7 
'H m 

"M 

• v 1:500 0,480 o, 117 1 '170 24,4 

" • 
~ 

v 1:300 0,870 0,125 1,250 14,4 

1:150 1, 700 0,125 1,250 7,4 

o 1:5000 0,050 0,017 0,170 34,0 v 
'" •o • p. 1:2000 0,120 0,047 0,470 39,2 v ... • 
~ "' 1:1000 0,240 0,133 1,330 55,4 

" • o s 1:500 0,480 0,147 1,470 30,6 'H " o • 'H 1:300 0,870 0,150 1,500 17,6 •M •• • " " 1:150 1, 700 0,159 1,590 9,4 
" 
o o 1:5000 
v " 

0,050 o,oo1 0,070 14,0 

'" • 1:2000 0,120 
. 0,033 0,330 27,5 • "M 

v v ... 1:1000 0,240 0,110 1,100 45,8 e • ., 
o 

~ 
1:500 0,480 0,118 1,180 24,6 

'H 

• " 1:300 0,870 . 0,122 1,220 1,4 o •M 'H •• 1,150 1,700 0,123 1,230 7,2 - • " " 
Tabela 4.5- Quantidade de enzima fixada (QEF) nos suportes,em função da 

concentração de enzima na solução de imobilização. 
Enzima: Amilo P-250, tempo de imobilização: 24h; pH; 4,0 e 
temperatura: ambiente. Foi utilizado lg de sólido em 10 ml 
de solução enzimática. 
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Tipo Diluição da Concentra)'aO Quantidade Quantidade Porcentagem 
solução en- de enzima equivalente equivalente de enzima 

de 
zimãtica na solução enzima fixa enzima fixa fixada 

Suporte (V/V) (mg/ml) da (mg/m1) 
-

(mg/mg 
-

(%) da 
sólido) 

1:3000 0,065 0,020 o, 200 30,7 

~ 
1:2000 0,097 0,037 0,370 38~1 

" 1:1000 0,192 0,080 0,8000 41,7 o 
'" •o 1:800 0,237 0,110 1,100 46,4 • "' " • 1:400 0,470 0,120 1,200 25,5 
~ " 

1:200 0,980 0,122 1,220 12,4 

1:3000 0,065 0,015 0,150 23,1 

• e 1:2000 0,097 0,030 0,300 30,9 
" o o o 

"' 00 1:1000 0,192 0,064 0,640 33,3 
"" • " " 1:800 0,237 0,095 0,950 40,0 • 

~ " 0,100 1:400 0,470 1,000 21 '3 

1:200 0,980 0,101 1,010 ·1o, 3 

o 1.3000 0,065 0,015 0,150 23,1 
" '" •o • "' 1:2000 0,097 0,029 0,290 29,9 ., • ~ • " 1:1000 0,192 0,075 ' o ,750 39,1 e 
" ~ o 1:800 0,237 0,107 1,070 45,1 ... " o • ... 1:400 0,470 0,118 1,180 25,1 
·" •• • " c 1:200 0,980 o ,119 - 1,190 12,1 
:0 

o o 1:3000 0,065 0,013 0,130 20,0 
" o 
'" • • "" 1:2000 0,097 0,032 0,320 33,0 
"' "' ~ • • 1:1000 0,192 0,067 0,670 34,9 
~ "' . o • 1:800 0,237 0,093 0,930 39,2 ... e • o 1:400 0,470 o ,09.7 0,970 20,6 
"" ... •• 
" • 1:200 0,980 0,100 1~000 10,2 
~ c 

-

Tabela 1:.6 - Quantidade de enzima. fixada (QEF) nos suportes, em função da 
concentração de enzima na solução de imobilização. 
Enzima: invertase, tempo imobilização: 24h~ temperatura: am 
biente e pH: 5~0. Foi utilizado lg de suporte em 10 .mr" de 
solução enzimática. 
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Verifica-se também, nas_ tabelas 4.5 e 4.6, que os su 

portes poliméricos pulverizados apresentam maiores quantidades 

de c . .::imas fixadas, provavelmente porque os mesmos possuam maio 

rP~ a_reas ' superficiais por unidade de massa expostas a imobili 

za~=o das enzimas. 

Optou-se, no processo de imobilização, pela solução 

enzimática cuja concentração possibilitou a maior porcentagem 

de fixação de enzimas no suporte. A razão para tal escolha foi 

a pequena variação na quantidade equivalente de enzima fixada, 

para as soluções com concentração .de enzima acima desse valor, 

pois como as enzimas são catalisadores de alto custo, provave! 

mente não seria economicamente viável utilizar uma solução mais 

concentrada, para se obter um pequeno aumento na quantidade de 

enzima fixada. Portanto, nos próximos ensaios utilizaram-se as 

seguintes diluições; 1:1000, que corresponde a concentração da 

solução enzimática de 0,24 mg/ml, para a enzima amiloglicosid~ 

se e 1:800, que corresponde a concentração da solução enzimá-

tica de 0,237 mg/ml, para a en~ima invertase. 

As tabelas 4.7 e 4.8 mostram os resultados do estudo 

da influência da temperatura e dO tempo de imobilização na ati 

vidade enzimática, utilizando as seguintes condições de reação; 

pH 4,0 e temperatura- 609C para a amiloglicosidase e para a 

invertas e pH 5, O e temperatura 509C;foi adotado como tempo 9-e 

reação 30 min .. Os resultados,listados nessas tabelas ,moStram que 

para ambas as_ enzimas, um processo de fixação, com duração de 

S ' )ras, levou a uma atividade relativa ~ fase lÍquida bem pró 

··~~ .. .J. -aa máxima. Entretanto, utilizou-se nesse trabalho, sem fa 

ze -um balanço econômico 1 um tempo de fixação de lO h, pdis o 



124 

valv~ da atividade enzimática foi o maior possível, para tem 

peLctLora de imobilização maior ou igual a l59C. Com relação 'a 

tr-~~~atura do processo de fixação, adotou-se a ambiente para 

ambas as enzimas, apesar de se verificar que para temperaturas 

menores a atividade relativa à fase líquida foi um pouco maior. 

Tal decisão foi tomada devido ao fato de que para se obter um 

pequeno aumento da atividade relativa à fase líquida,era neces 

sârio um tempo de fixação bem maior, para temperaturas inferi~ 

res a ambiente. Assim mesmo sem fazer um balanço econômico, p~ 

las razões citadas anteriormente, adotou-se para as enzimas im~ 

bilizadas,nos quatro tipos de imobilização,a temperatura ambi 

ente. Os quatro tipos de suportes são: resina N-metilolacrilami 

da pulverizada (NMA-PÓ}, resina N-metilolacrilamida na forma de 

disco (NMA-D} , resina uréia-formaldeído pulverizada (U/F-PÓ) e 

n·a forma de disco (U/F-D) • 

A necessidade de tempos de imobilização maiores para 

temperaturas de imobilização menores ou iguais a .15· horas, poss_;! 

velment:e é devida aefeitos dedi.fusão da enzima na fase líquida. 

Outro fato ·interessante, que pode ser verificado nas tabelas 

4.7 e 4.8, é que a atividade relativa à fase liquida diminui 

com o aumento do tempo e da ·temperatura de fixação, para tempos 

maiores que 20 horas. Possivelmente, esse ·fenômeno está relaci~ 

nado com a desnaturação das moléculas enzimáticas, devido a 

agitação dessas moléculas, acarretado tanto pelo aumento 

dd . _?eratura, quanto pelo maior tempo de agitação do sistema. 
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Temperatura Tempo Atividade relativa ã fase lÍquida (%) 
de de Tipo de Suportes 

Imobilização Imobilização 
(9C) (h) NMA- PÕ NMA-D U/F- PÔ U/F -D 

2 33,3 27,6 32~2 25. 3 

5 43,2 35,6 39,7 31,0 
. 

lO 49,7 4 2,1 48,9 40' 3 

6 a 8 15 52, o 43,4 50,7 41,8 

20 47,2 41,1 50 J 6 38' 7 

30 40,3 39,7 39,9 36,7 

40 30 J 6 35,5 29,7 32,1 

2 36,6 30' 1 33,3 27,3 

5 45,7 37,5 42,7 32,2 

10 50,8 42,8 48,0 40,9 

15 15 49,9 4 2, 7 48,1 41,1 

20 45,2 38,3 43,7 36,6 

30 38,3 34,5 30' 9 33,1 

40 27,2 30,5 26,3 29' 7 

2 35,1 30,0 35' 1 28,6 

5 46,7 38,0 45,2 35,3 

10 50,3 42,8 48,0 40,7 

25 a 28 15 49,7 41,9 4~,2 40,1 

20 42,3 35,6 40,1 32,1 

30 32,3 29, 7 25~7 27' 2 

40 21,6 25 '7 20' 7 23,7 

2 30,1 25,7 JQ,2 23,6 

5 40,7 35 '6 38,7 29' 7 

10 40,2 35,7 37,9 30' 1 

45 15 36,6 35,0 35,0 28,3 

20 29 '7 32,0 31,6 25 '7 

30 21,9 23,3 20,0 19,9 

40 12,7 17,7 11~1 15 '8 

Tabela 4.7 -Atividade relativa à fase lÍquida, em função do tempo e da 
temperatura de imobilização. Enzima: Amilo P-250. Condi 
çÕes de imobilização: pH = 4,0; diluição da solução de eU 
zima: 1:1000; agitação suave. Condições de reação: pH 
4,0; temperatura: 609C; solução de amido 1,6% p/V; tempo 
de reação: 30 minutos. 
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Temperatura Tempo Atividade relativa ã fase lÍquida (%) 

de de Tipo de Suportes 
Imobilização Imobilização 

U/F- PÔ U/F -D (9C) (h) NMA -PÕ NMA-D 

2 27,6 20' 3 25,6 19, 3 

5 36,0 30,6 33. 3 27,7 

10 39,8 36,7 37,3 33,7 

6 a 8 15 45,1 38' 2 42,7 37,8 

20 42,7 37,1 40,1 35,4 

30 33,9 33,7 35' 2 32,4 

40 29' 1 30 '5 29,8 29,8 

.2 28,0 26,1 28,2 23,3 

5 38,0 32,7 38,2 Jo ,·o 
10 43,1 37,1 41,2 35,7 

15 15 4 3, 3 37 'g· 40,5 36,8 

20 39,0 34' 3 37,9 32,4 

32,4 ' 29 J 3 32,1 29' 5 30 

40 25' 7 27,1 25,1 26,9 

2 30' 7 27,7 29,4 26,6 

5 39,1 33,4 39,2 32,3 

10 42,7 37,1 41,3 35,9 

25 a 28 15 41,1 36,7 38,7 35,1 

20 35,7 33,3 33,4 31,9 
-

30 27,7 27,3 25 '3 24' 2 

40 18,4 23,1 17,4 21,7 

2 26,7 24,6 25,2 24,7 

5 30' o 271t9 28,1 
I 

26,7 

10 35,0 30 J 1 32,7 28' 8 

45 15 33,7 28,7 30,5 27,3 

20 27,2 24,3 25,6 23,2 

30 21,3 20' 2 19 '7 20,0 

40 11,7 15, 7 10,9 14,9 

Tabela 4.8- Atividade relativa ã fase lÍquida,em função do tempo e da tem
peratura de imobilização. Enzima: invertase. Condições de imo 
bilização: pH ; 5,0; diluição da solução de enzima: 1:800 ; 
agitação suave. Condições de reação: pH = 5,0; temperatura: 
509C; solução de sacarose O,lM; tempo de reação: 30 minutos. 
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Para verificar a influência da agitação em função do 

tempo de imobilização, foi feito um experimento sem --agitação 

utilizando temperatura anbiente durante o processo imobi-

lização. 

Tempo Atividade relativa a fase líquida (%) 

(h) 
NMA- PÕ NMA- D U /F - PÕ U/F -D 

com agi sem agi com :gi sem agi com agi sem ~gi com_~gi sem:g~ 

tação- tação- taçao tação- tação-. taça o taçao taçao 

2 35 '1 30,3 30,0 20,2 35,1 25,3 28,6 18,7 

5 46,7 37,2 38,0 29 J 7 45,2 35,7 35,3 27,9 

10 50,3 42,7 42,8 37,8 48,0 41,9 40,7 35,7 

15 49,7 47,9 41,9 40,8 47,2 45,3 40,1 38,1 

20 42,3 45,8 35,6 38,2 40,1 42,7 32,1 36,7 

30 32,3 39,4 29,7 34,7 25,7 35,9 27. 2_ 32,9 

40 21,6 28,1 25,7 30,1 20,7 26,7 23,7 29,2 

Tabela 4.9 -Atividade relativa ã fase líquida para o processo com e sem 
agitação, utilizando a enzima amilo P-250 imobilizada. 
CondiçÕes de imobili;ação: pH ~ 4,0; diluição da solução de 
enzima: 1:1000; sem agitação. 

I 
I 

Condições de reação: pH 4,0; temperatura 609C; solução de 
amido 1,6 p/V; tempo de reação: 30 minutos. 
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Atividade relativa -
Tempo 

a fase lÍquida (%) 

(h) NMA -PÔ N.MA- D U/F -PÓ U/F - D 

com ~gi- sem agi- com agi- sem agi- comag~- sem ~g.=_ com :gí- sem :gJ.-
taça o tação tação tação tação taçao taçao taça o 

2 30,7 25,5 27,7 22,? 29,4 25,5 26' 6 21,7 

5 39,1 30,1 33,4 28,2 39,2 31,2 . 32,3 26' 7 
-

lO 42,7 37,7 37,1 33,8 41,3 37' 7 . 35' 1 32,7 

15 41,1 38,9 36,7 35,7 38,7 38,9 31,9 34,2 

20 35,7 37,3 33,3 34,2 33,4 35,7 24.2 32,3 

30 27,7 30,9 27,3 29,9 25,3 28,9 24,2 27,8 

40 18,4 23,2 23,1 27,3 17,1 22,1 21,7 25,2 

Tabela 4.10 -Atividade relativa à fase lÍquida para o p~ocesso sem e com 
agitação. Enzima: invertas e. CondiçÕes de imobilização: pH 5 ,0; 
diluição da solução enzimática: 1:800; sem agitação. 

CondiçÕes de reação: pH 5,0; temperatura: 509C, solução de 

sacarose O,lM; tempo de reação: 30 minutos. 

Os resultados das tabelas 4.9 e 4.10~ ~ostrarn que, p~ 

r a tempos de imobili?!ação; ~nferiores a 20h, a agitação favorece. 

a atividade relativa à fase líquida para as duas enzimas imobi 

lizadas. Para tempos de imobi1ização iguais ou superiores a 

20h,a atividade relativa à fase líquida diminui mais rapida 

mente T~ processo com agitação suave do que no sem agitação.Is 

so s~~~~~· que, para tempos de imobilização iguais ou menores que 

lSh, ~itação suave possibilita um contato maior entre as en 

zimas o : suporte, favorecendo a fixação de maiores quantida 

des :zimas ativas no suporte e consequentemente, possibili 

tanUu utdl.Ores atividades relativas. Por outro lado, no prece~ 
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so Fem agitação, ocorre apenas a difusão natural da enzima. 

Quando o tempo de imobilização torna-se muito grande 

:~;~alou maior que 20h), outro fenômeno relacionado com a agi 

Lct~do, que pode estar ocorrendo, é a desativação das enzimas, 

pois são moléculas grandes e de forma enovelada • Assim, esse 

fenômeno pode estar sobrepujando o anteriormente citado. 

Concluindo, para o processo de imobilização, foi ado 

tada uma agitação suave com um tempo de imobilização de 10 ho 

ras, pois, com essas condições, obteve-se uma atividade relati 

va à fase líquida maior e um tempo de imobilização com valores 

máximos dessa atividade, para ambas as enzimas imobi~izadas, nos 

quatro tipos de suporte. 

Outro parâmetro analisado no processo de imobilização 

foi o pH da solução enzimática, pois esses catalisadores sao 

muito sensíveis às flutuações desta variável. As tabelas 4.11 

e 4.12 mostram os resultados da média dos valores obtidos exp~ 

rimentalmente para a atividade relativa à fase líquida. Nos 

ensaios, o pH da solução enzimática variou de 2,0 a 7,0 e o 

tempo- de reação foi de 30 minutos. 
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Atividade relativa a fase lÍquida (%) 
pH 

NMA - Po NMA - D U/F - Po U/F - D 

2 19,0 24,0 18,3 23,2 

3 40,7 36,0 39,7 34,1 

4 50,3 42,8 48,0 40,7 

4,5 49,5 42,9 47,7 40,5 

5,0 39,2 38,0 38' 9 37,1 

6,0 32,0 34,0 33,3 33,5 

7,0 22,7 28,0 20,7 26,1 

Tabela 4.11 -Atividade relativa à fase lÍquida em função do pH, para ami
loglicosidade imobilizada. CondiçÕes de imobilização: tempe
ratura ambiente; diluição da solução de enzima: 1:1000; agi
tação suave e tempo: !Oh. CondiçÕes da reação: pH 4,0; tempe 
ratura: 609C; substrato: solução de ~mido 1,6% p/~ i te~po 
de reação: 30 minutos e concentraçao da soluçao tampao: 
0,05M. 

Atividade relativa a fase lÍquida (%) 
pH 

NMA - •a NMA - D U/F - PÕ U/F - D 

2 12,2 19,2 11,7 17,1 

3 20' 7 26,0 24,0 22,3 

4 33,0 33,1 31,7 .29, 9 

4,5 41,5 36,7 40,1 35,7 

5,0 42,7 37,1 41,3 35 '9 

6,0 36,7 31,7 35 * 7 30~7 

7,0 25, 1 23,3 24,8 21,5 
' 

T8.bela 4.12 - Atividade relativa ã fase lÍquida em funçãO do pH, para l.n
vertase imobilizada. Condições de imobilização: temperatura 
ambiente; diluição da solução de enzima: 1:800; agitação sua 
ve e tempo: lOh. Con<;Iixões de reação: pH 5,o;· temperatu~a7 
50QC; substrato: soluçao de sacarose O,lM . tempo de reaçao: 

- - ' -30 minutos e concentracao da soluçao tampao: 0,05M. 
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Os resultados das tabelas 4.11 e 4.12 mostram que a 

[ctixa do pH que apresentou melhores resultados, paraasenzimas 

imobilizadas amiloglicosidase e invertase, foram de 4,0 a 4,5 

e de 4,5 a 5,0, respectivamente. Assim, adotou-se pH 4,0 para 

a enzima amiloglicosiàase e 5,0 para a invertase, pois nesses 

valores de pH, as atividades relativas à fase líquida mostra-

raro-se ligeiramente maiores. Esses números concordam com os re 

sultados de pH obtidos para a enzima em fase líquida. 

Os valores máximos obtidos para a atividade relativa 

à fase líquida (ver tabela 4.11 e 4.12), para as enzimas amilo 

glicosidase e invertase imobilizadas nos quatro tipos de supor 

tes empregados, apesar de se apresentarem baixos, foram maio 

res que os encontrados para essas enzimas fixadas em outros su 

portes, que se mantiveram em torno de 30% 1 ~ 33 ' 51 ' 55 ' 10 3' 10 ~. 

No estudo do processo de imobilização, notou-se uma 

maior estabilidade no comportamento das enzimas imobilizadas 

no suporte em forma de disco. Essa estabilidade se apresentou 
. 

sob a forma de uma menor variação da atividade relativa, quan-· 

do ocorriam flutuações nos parâmetros analisadosi tais como: o 

tempo para fixação, a temperatura de imobilização, o pH da so 

lução enzimática, a quantidade de enzima fixada em relação à 

diluição da solução enzimática e a influência da agitação rela 

tivo ao tempo de imobilização. Esse fato, pode estar relaciona 

do com uma provável maior abrasão do suporte na forma pulveri-

zada, porém estudos devem ser realizados com o Objetivo de en 

centrar explicações satisfatórias para esse qomportamento. 

As tabelas 4.13 e 4.14 mostram a conversão especifica 

I 
f 
I 
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das enzimas imobilizadas, após 120 minutos da reaçao de sacari 

ficação do amido pela amiloglicosidase e de hidrÓlise de saca 

=~s~ pela enzima invertase. Os resultados mostrados naE.tabelas 

tião a média aritmética dos diversos ensaios realizados, sendo 

".Terificado que esses r e sul ta dos permaneceram aproximadamente 

constantes para várias quantidades de enzimas fixadas. 

Tipo Quantidade Conversão 
NQ de vezes que a con-

de 
equ"iva1ente Conversao· específica 

versão específica da en 
de enzima fi (%) (%/mg enz.)xlo-3 zima imobilizada foi me 

Suporte 
xada (mg/mD 

-no r que a livre 

NMA-PÕ 0,137 69,7 0,509 9,8 

NMA-D 0,112 53,0 0,473 10,5 

U/F-PÕ 0,133 63,5 0,477 10,5 

U/F-D 0,110 49,5 0,450 11,1 

Tabela 4.13 - Conversão do amido em glicose para 120 minutos de sacarifica 
ção. Condições da imobilização: pH 4,0; temperatura ambiente, 
diluição da solução de enzima: 1:1000; tempo de imobilização: 
!Oh. CondiçÕes da :teação: pH 4,0; temperatura-; 609C; solução 
de amido 1,6% p/V. 

Tipo Quantidade Conversão N9 de vezes que·a con-

de equivalente Conversão específica :....
3 

versão específica da en 
de enzima fi (%) zima imobilizada foi me Suporte {%/mg enz .)x10 -xada (mg/mfJ no r que a livre 

NMA-PÕ O,llO 50,9 0,463 8,2. 

NMA-D 0,095 40,0 0,421 9,0 

U/F-PÕ 0,107 45,8 0,428 8,9 

U/F-D 0,093 38,1 0,409 9,3 

Tabela 4.14 - Conversão da sacarose em glicose para 120 minutos de hidrÕli 
se. CondiçÕes da imobilização: pH 4,0; temperatura ambienteT 
diluição da enzima: 1:800; tempo de imobilização: lOh. Condi 
çÕes da reação: pH 5,.D_; temperatura: 50QC; solução de sacarO 
se O,lM. 
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As figuras 4.7 e 4.8 mostram a conversão do ami~o em 

glicose e a hidrólise da sacarose em glicose, em função do tem 

po de reação para as enzimas imobilizadas amiloglicosidase e 

invertase, respectivamente. Como era de se esperar, verificou-se 

que os suportes que -apresentaram maiores quantidades de enzi-

mas fixadas, também apresentaram maiores conversões. 

Nas tabelas 4.13 e 4.14, anteriormente citadas, veri-

fica-se que as conversoes específicas foram bastante infe-

riores àquelas obtidas para as enzimas em fase liquida 

(ver tabelas 4.3 e 4.4 ). Essa constatação nos levou a 

concluir que, para os quatros tipos de suportes testados, 

há um grande -numero de moléculas de enzimas que sao de-

sativadas pelo próprio processo de fixação. Esse resulta

do já foi confirmado num grande número de trabalhos já 

publicados 20t&2t7~t79tU7rlOSttts. Observou-se também que 

os suportes na forma de pó, que apresentaram maiores qua~ 

tidades de enzimas fixadas, mostraram uma maior conversão esp~ 

cifica. 

A Última coluna das tabelas 4.13 e 4.14 mostra que, 

para o caso da arniloglicosidase imobilizada, a conversao esp~ 

cífica foi em torno de 10,5 vezes inferior a apresentada por 

essa enzima em fase líquida e para a invertase imobilizada es 

se valor foi em torno de 9, O vezes inferior. Zanin 116 obteve uma 

conversão específica 14 vezes inferior para a amiloglicosidase 

imobilizada em esferas de vidro silanizadas. Esses resultados 

levaram a concluir que é necessário" utilizar uma quantidade mui 

to maior de enzima imobilizada, em relação à usada em fase li-
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quit1a, para obter-se o mesmo grau de conversão.. Consequentemente 

deve-se fazer um estudo econômico do processo em questão, para ver i 

ficJ.:r se tuna longa estabilidade operacional do complexo suporte-

enzima poderá compensar a queda na conversão da enz.irrE. imobilizada. 

A tabela 4.15 mostra os parâmetros que foram fixados 

para a fase de imobilização das enzimas. 

Parâmetros Enzima amiloglicosi ..... Enzima invertas e 
das e 

ambiente ambiente 
temperatura ( 25-289C) (25-2RQC) 

' 
pH 4,0 5,0 

tempo lOh 10h 

agitação· com agitação suave com agitação suave 

diluição 1:1000 1:800 

Tabela 4.15 - Variáveis Fixadas para a Fase de Imobilização 

4.5. CARACTERIZAÇÃO DAS ENZIMAS IMOBILIZADAS 

As figuras 4.9 e 4.10 apresentam a influência da tem 

peratura da solução de substrato na atividade enzimática. veri 

Íicou-se,para ambas enzimas irnobilizadas,a existência de faixa 

õtima.dé temperatura, de 55 a 659C para arniloglicosidase e de 

45 - s~~~ para a invertase, em contraste com as enzimas em fa-

se líqu~ua que apresentaram praticamente temperaturas 

ôtirnas(609C para a arniloglicosidase e 509C para a invertase). 

Issc !_·-·"i~ "er explicado pelo fato da enzima, quando ligada ao 

suporte, ter restrições quanto aos seus movirnentos,rnantendouca 

configuração do sitio ativo aproximadamente constante,o que as tor 

nam menos sensíveis à mudangas de temperatura. 
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Por outro lado, segundo Trevan 101 , esse argumento, 

eiT~Jra bastante utilizado, é atualmente discutível, pois de 

v~-se considerar a concentr~ção de proteína e a limitação da 

difusão do substrato. Esses dois fatores serão discutidos com 

wdis detalhes em item posterior. 

As figuras 4.11 e 4.12 apresentam a influência do 

pH da solução substrato na atividade enzimática. Observou - se 

que as enzimas imobilizadas são ligeiramente menos sensíveis a 

mudanças de pH, que as enzimas em fase líquida. Segundo Tre 

van 101 r numa preparação com enzimas imobilizadas, onde a quanti 

dade de enzima ativa por unidade de suporte polimérico é gran

de, pode ocorrer o fenômeno da limitação da difusão do substra 

to, que é o alargamento da curva de atividade contra o pH. Is 

so ocorre porque, se a atividade específica for alta, o gradi

ente da concentração de substrato próximo a partícula sera al

to e, consequenternente, o substrato não atingirá enzimas que 

estão mais no interior da partícula, por exemplo em um poro. 

Por outro lado, se ocorrer urna redução na a·tividade !enzimática 

devido à mudanças no pH, o gradiente de concentração de subs

trato em torno da partícula torna-se menor, permitindo que o 

substrato atinja novas enzimas imobilizadas; assim mais enzi 

mas tornam-se disponíveis ao substrato, aumentando aparentem~ 

te a concentração de enzima. Concluindo, estes dois fatores (di 

minuição da taxa de reação e aumento aparente da concentração 

de enzimas imobilizadas,àevido à alterações de pH) agem,conco

mitantemente,moderando o efeito da mudança de pH. 

Os resultados obtidos na análise da estabilidade tér-
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mica das enzimas imobilizadas amiloglicosidase e invertase, es 

tão apresentados nas figuras 4.13 e~ 4.14, respectivamente. Ob 

servou-se que a 809C, a atividade relativa para a amiloglicos~ 

das e imobilizada em suporte na· forma de pó, diminui .para aprox!. 

madamente 40% e na forma de disco para 50%, enquanto que 

para essa enzima em fase líquida, diminui para 2% nas mesmas 

condições. Para a enzima invertase a atividade relativa,na tem 

per atura de 709CJ(li_rn-!._:~m-i para 41% r enquanto que para a fixada ela 

req.uz para 65% e 75% nos SUportes na forma de pó e disco,res-pectiv~ 

. k" l'b "' K' k 4S.-tt4 . mente. Segu.~do- 1>1art1ne , K 1 anov e 1yo azy , a menor 

variação na atividade relativa das enzimas imobilizadas pode 

ser devida apouca alterabilidade da conformação da mesma, devi-

po a sua pouca mobilidade. Porém, para Trevan 101
, essa téc-

nica nao é suficiente para concluir que houve um aumento na es 

tabilidade térmica das enzimas imobilizadas, pois, como já 

cit~do anteriormente, outros fatores, corno concentração de en-

zimas e os efeitos de difusão, devem ser analisad6s.Estudos ma 

is recentes 10 1 têm demonstrado que, aumentando-se a concentração 

de enzima numa solução, pode-se obter um aumento em sua estabi 

lidade. Assirn,existern consideráveis dúvidas quanto a validade 

das comparações entre as estabilidades das enzimas em fase li-

quida e imobilizadas, pois as primeiras,normalmente,encontram-
·, 

-se em soluções bem diluídas, enquanto que as outras normalme~ 

te, apresentam-se numa concentração local relativamente alta. 

Por outro lado, essa alta concentraÇão local de enzima faz 

cc que as moléculas de substrato sejam convertidas em produ-

tv --pelas enzimas que estão imobilizadas mais distantes da su-
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·~nrfície da partícula. Trevan 101 afirma que, mesmo se parte 

das enzimas imobilizadas fossem inativadas (por exemplo por trs. 

tamento térmico), haveria enzimas suficientes no suporte, p~ 

ra converter todo o substrato que se aproximasse da partícula. 

Desse modo, a cinética da reação passa a ser controlada pela 

taxa de difusão do substrato no suporte, ao invés de pela ati-

vidade catalítica da enzima imobilizada. 

As figuras 4.15 e 4.16 mostram a influência da força 

iônica da solução substrato na atividade da enzima imobilizada. 

Observa -se que,utilizando solução tampão, acetato de sódio-á

cido acético, com concentração acima de 0,6M, a atividade rela 

tiva das enzimas imobilizadas diminuiu e a da solução sobrenada_!!. 

te começou a aumentar. Esse fato sugere que enzimas na 

forma ativa estão sendo liberadas do suporte para a solução so 

brenadante. Por outro lado, parte das enzimas estão sendo desa 

tivadas,pois esse aumento foi menor que a queda da atividade 

das enzimas imobilizadas. Esse fato permite imaginar que o m~ 

canismo de ligação da -enzima no suporte, provavelmente,seja mais 

forte que a ligação através de adsorção, pois, em trabalhos que 

consideram esse. mecanismo, as enzimas começaram a se .despre_!! 

der do suporte em valores bem menores de molaridade da solução 

tam:--;_0
82 • Porém, esse fato não indica a inexistência de en 

zimas ligadas ao suporte pelo mecanismo de adsorção. 

As figuras 4.17 e 4.18 mostram a influência do núrne 

~o Je bateladas na atividade da enzima imobilizada e quantifi-

r-~ a· atividade das enzimas liberadas de seu suporte, em fur;ção 

no número de bateladas. O tempo para cada batelada foi de 30 
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minutos. verificou-se que, para a amiloglicosidade imobilizada 

em suportes pulverizados e de discos, a atividade diminui para 

aproximadamente 80% e 85% 1 até a décima segunda e a nona bate-

lada para as enzimas imobilizadas em suporte na forma de pó e 

de disco, respectivamente. Esses valores permaneceram constan 

tesa partir destas bateladas. A figura 4.17, mostra também a 

atividade re~ativa das enzimas liberadas do suporte, expressa 

por B/A, onde B e A, são as concentrações de glicose presente, 

após cada ensaio, na mistura reacional isenta de suporte, depois 

de 24 horas na temperatura de atividade máxima para cada enzi 

ma, e depois de 5 minutos a 1009C, respectivamente.Portanto, o 

valor de B/A igual a unidade, significa que nenhuma enzima foi 

liberada do suporte. Porém, como pode ser verificado na figura 

4.17, o valor da razão B/A foi maior que a unidade até a déci 

ma segunda batelada consecutiva, utilizando o suporte na forma 

de pó e até a nona batelada para o suporte na forma de disco. 

Esse valor permaneceu constante e igual à unidade a partir de 

então. Isso sugere que as quedas· nas ~t.ividades relativas das 

enzimas imobilizadas nas primeiras bateladas são principalmen 

te devido às liberações das enz·imaspr'ova"ve;lmente adsorvidas nos 
suportes. 

Para a invertase, como.mostra a figura 4.18, as ativi 

dades relativas reduziram-se a aproximadamente 90 e 95% e até 

a :nona e a sexta batelada, para esta enzima fixada nos supor 

tes na forma de pÓ e de disco, respectivamente. A razão B/A 

foi maior que a unidade para as nove e as seis primeiras bate-

ladas,para a enzima fixada em suportes na forma de pÓ e de dis 

co, respectivamente. Verifica-se,assirn,que para a enzima inver 
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-c'ase, tanto a razao B/A comq_ê_l_"""atividade relativa,variaram me-

~os que para a arniloglicosidase. Esse fato sugere que a libera 

çao da enzima invertase foi menor que a da amiloglicosidase.I~ 

so,provavelroente,ocorreu devido à diferença de peso molecular 

da invertase (aproximadamente 27 x 10 4 ) e o da amiloglicosida-

se (em torno de 7 x 10 4}. Imai e outros .. 3 e"" verificaram o 

mesmo fenômeno para as enzimas invertase e amiloglicosidase i

mobilizadas em membranas de álcool polivinilico. Esses autores 

também citam que Kawashima e outros 51 observaram que proteínas 

de menor peso molecular se liberam mais facilmente dos suportes on 

de estão fixadas, do que as de alto peso molecular. 

As figuras 4.19 e 4.20 mostram a influência da per 

centagem de retenção da resina no tecido, na atividade enzimá-

tica e na quantidade de enzima fixada. 

Os resultados obtidos foram semelhantes aos encontra 

dos na fixação de antígenos nesses suportes 31984
, mostrando 

que acima de 12% de retenção -da resina no tecido, a atividade 

relativa foi máxima e se manteve constante para ambas as enzi 

mas imobilizadas. Esses resultados sugerem que uma camada mais 

_espessa de resina não deverá aumentar a quantidade de radicais 

liVT 3 e nem a área superficial externa, disponíveis à ~ixação 

das Pnzimas. 

Os resultados apresentados nas figuras 4.21 e 4.22 

mostram as quedas nas atividades das enzimas amiloglicosiãase 

0 "'lvertase, respectivamente, imobilizadas nos quatro 

dA s~porte em função do tempo de estocagem. 

tipos 

Na figura 4.21 verifica-se que, para a enzima amilo-
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FIXADAS NOS SUPORTES EM FUNÇÃO DA % DE RE 
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o 
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-gllcosidase nos suportes na forma de po, a atividade relativa 

diffiinui para aproximadamente--76% até a segunda semana de esta 

cagem, e atinge em torno de 67% na nona semana. Para os supor-

tes na forma de disco as atividades reduzem até a segunda sema 

na para aproximadamente 85% e atinge 73% na nona semana. 

A figura 4.22 mostra que,para a invertase imobiliza-

da em suportes pulverizados,as atividades relativas diminuíram 

para aproximadamente 80%, até a segunda semana, atingindo na 

nona semana o valor aproximado de _70%. Para os suportes na for 

ma de disco, as atividades relativas atingem 87% na segunda se 

mana e 80% na nona. Atribui-se que as quedas rápidas das ati-

vidades relativas sejam devido à liberação de enzimas dos su

portes para a solução de estocagem~,. 4 e ~os. 

Outros trabalhos que estudaram as atividades rela-

tivas das enzimas invertase e arniloglicosidase imobilizadas em 

outros suportes, obtiveram urna redução desta. em torno de 60%, 

para o mesmo período de tempo ~,. 3 ' 11-~o e 45 • Essa redução fói maior que 

~=obtidas nos suportes utilizados pesse trabalho. Por outro la 

do, como já citado, a enzima invertase, apresentou reduções nas 

atividades relativas menores do que a amiloglicosidase. Esse 

frli· -ugere que a observação de Kawashima51 ,anteriormente citada 

na ~~Y~na 151, foi verificada também no caso da estabilidade das 

ériZi''"=-o:o imobilizadas relativa ao tempo de estocagem. 

No estudo da caracterização das enzimas imobilizadas, 

foi·v~J..-1-ficado que os suportes na forma de disco apresentaram 

.üêi10r variação no valor da atividade enzimática, quanto às- flu 

tuações dos parâmetros analisados, tais como: te:mperatur_a, pH, 
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estabilidade térmica; força iônica da solução substrato, -nume 

ro de bateladas e tempo de estocagem. Essa mesma observação, 

foi verificada também no processo de imobilização. 

As figuras 4.23 e 4.24 representam os diagramas de Li 

neweaver-Burk para as enzimas amiloglicosidase e invertase, re~ 

pectivamente, imobilizadas e em fase líquida. Foram utilizadas 

soluções de amido e da sacarose, nas faixas de concentrações 

de 0,125 a 2 mg/rnl e de 0,05 a 0,3M, para a amiloglicosidase e 

invertase, respectivamente. A reação era conduzida à temperatu 

ra de 40QC, pH 4,5 em reator batelada, como pode ser visto nas 

figuras anteriormente citadas. Nessa faixa de concentração das 

soluções de substrato, os resultados experimentais, quando co 

locados no diagrama, apresentam um comportamento bastante pr§ 

~imo de urna função linear. Esse comportamento indica que a rea 

ydo seguiu o mecanismo de Michaelis-Menten. As constantes ap~ 

rentes de Michaeles Krn e as taxas máximas das reações Vmáx fo 

ram determinadas a partir dos diagramas para as enzimas irnobi 

lizadas amiloglicosidase e invertase, e se encontram listadas 

nas tabelas 4.16 e 4.17, respectivamente. 

As constantes aparentes de Michaelis, para as enzimas 

imobilizadas, apresentaram-se bem maiores do que para as rnes 

mas em fase líquida. Esse fato mostra que a formação do cornple 

xo enzima-substrato é menos favorável na enzima imobilizada do 

que na em fase líquida .. 3 e ..... Segundo Imai 43 e 4 4 
, a concentração 

local da enzima imobilizada é maior, assim, a reação é, gera! 

mente, governada pela difusão do substrato 1 como já discutido. 
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Isso provoca um gradiente na concentração de substrato próximo 

ao suporte enzimático que é responsável pela baixa formação de 

complexo enzima-substrato, elevando assim o valor de ]<In para as 

enzimas imobilizadas. A razão entre os valores de Km para a en 

zirna imobilizada e Km para a enzima em fase líquida, no caso de 

invertase, variou de 2 a 3,4 e para a amiloglicosidase variou 

de 1,89 a 2,32. Utilizando a invertase fixada em outros tipos 

de suportes, vários pesquisadores apresentaram valores para a 

razao anteriormente definida, geralmente maiores que os obtidos 

nesse trabalho tais como: Imai~ 3 e 45 obteve 2,4 e 5,8 para dois 

tipos de suporte; Ribeiro 86 obteve 5,2; Monsan 73 8,9 eTanaka 99 

obteve 4,76. Para a enzima amiloglicosidase os valores encon 

trados foram os seguintes: Imai 44 obteve 2,14 e 2,7; Maeda60 en 

centrou 2,6; Baum 6 36,9 e 32,2; para dois tipos diferentes de 

suportes. 

Enzima Km Vmãx (moi/minuto x mg. de en-

audloglicosidase (mg I m1) zima) X 104 

em fase líquida 1,25 8,89 

imobilizada em NM-PÕ 2,38 0,902 

• 1- • .. • -' 1mo_:.__:.=::-.J. em NMA-D 2,85 0,641 

imobilizadq. em U/F-PÕ 2,50 0,81 

itoobiJ i 7!:1.-f::l_ em U/F-D 2,90 0,40 

Tabela 4.:6 -.Parâmetros c1net1cos da enzima amiloglicosidase em fase lí
quida e imobilizada, utilizando reator batelada. 
Substrato: solução de amido solúvel; temperatura 409C e 
pH 4,5. . 
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Euzima Km Vmâx (mal/minuto X mg 

invertase (M) de enzima)x 104 

em fase líquida o,os 9,30 

imobilizada em NMA-PÕ 0,10 0,62 

imobilizada em NMA-D 0,13 0,41 

imobilizada em U/F-PÕ 0,12 0,55 

imobilizada em U/F-D 0,15 0,30 

Tabela 4-17 -Parâmetros cinéticos da enzima invertase em fase lÍquida e 
imobilizada, Utilizando reator batelada. Substrato: solu
ção de sacarose. Temperatura: 409C e pH 4,5. 

Observa-se, nas tabelas 4 ~16 e ·4 al7, que os parâmetros 

cinéticos de Michaelis-Menteri Vmáx foram menores para as enzi 

mas imobilizadas quando comparados com os das enzimas em fase 

liquida. Esse resultado também foi obtido por Imai .. 3 ' 411 ~ 45 , Mon 

san 73 , Maeda 60 
1 Baum 6., Tanaka s~, Usami e Kumatsu 104 e outros pes 

quisadores. Segundo Messing 71 ,Vmáx é uma propriedade intrínse 

ca da enzima e na sua de.terminação supoe-se que toda enzima se 

encontre na forma do complexo enzima-substrato. Assim, é possí 

vel que a queda de Vrnãx, para as enzimas imobilizadas, seja d~ 

vide ao fato de haver enzimas inativas que estejam ligadas aos 

suportes. Por outro lado, Trevan 101 afirma que nem toda enzi 

ma imobilizada ativa forma o complexo enzima-substrato, devido 

às ~imitações da difusão do ~ubstrato. 
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4.6. CARACTERIZAÇÃO DO MICROREATOR DE LEITO FIXO EM FUNÇÃO DA , 

DISTRIBUIÇÃO DO TEMPO DE RESID~NCIA 

As figuras 4.25 e 4.26 mostram as curvas da razao en 

tre a concentração do traçador na saída do reator para um deter 

minado ponto de análise, e a concentração inicial (C/Co} em fun 

ção da razão entre o tempo de residência no reato~ medido no 

mesmo ponto, e o tempo de residência médio (e/é), para o rea 

tor tipo leito fixo. 

Os resultados sao comparados com os modelos de reator 

ideal: a do reator tubular ideal (PRF), onde a difusão axial 

é nula (Di/u.i = 0) e a do reator tanque agitado ideal (CSTR}, 

onde a difusão axial é infinita (Di/u.t = m). Di é o coefi 

ciente de difusão, u é a velocidade $Uperficial de fluxo e 1 

á a.altura de leito catalitico. 

Os pontos experimentais que se encontram expostos nas 

figuras, anteriorment~ citadas, não se adaptam exatamenté e n~ 

nhum dos dois modelos dos reatores ideais citados. Isso signi

fica que deve haver uma difusão axial finita e diferente de ze 

ro ao longo do leito fixo. Através de um programa computacional, 

foi v~tiaa a curva da r~zão das concentrações (C/Co) em função 

da razão dos tempos de residência (9/9) para diversos valores 

de Peclet (Pe = u • .2./D.I!.)_. Verificou-se que as curvas, que mais 

se apro.xj.mnram dos _pontos experimentais, foram as referentes a 

Pe = 100 ..... para os suportes pulveriZados e a Pe = 60 para os su 

portes discóid>Js. Nota-se que, apesar de ocorrer uma pequena di 
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fusão axial, o reator se comportou bem mais próximo de um rea 

ter tubular ideal do que do reator tanque agitado ideal.Assirn, 

por aproximação, foi adotado o modelo de um reator tubular ideal 

para se estudar o desempenho do reator usado nos ensaios. 

Um fato interessante que é observado nas figuras, men 

cionadas anteriormente, é que ocorre um maior desvio dos po~ 

tos experimentais em relação à curva teórica, nos extremos des 

sa, isso provavelmente ocorre devido a efeitos de mistura na 

entrada e saída do leito fixo. 

4. 7. ESTUDO CIN~TICO DA HIDRCiLISE DA SACAROSE E DA SACA

RIFICAÇÃO DO AMIDO, UTILIZANDO UM MICROREATOR DE LEITO 

FIXO, COM. ENZIMAS IMOBILIZADAS. 

Determinou-se a porosidade e a altura do leito fixo 

para cada suporte, obtendo-se para o suporte na forma de pó uma 

porosidade de aproximadamente 0,30 e uma altura de 95mm. Para 

o suporte ~a forma de disco a porosidade foi de 0,40 e a altu 

ra de leito de 10~. O diâmetro interno do reator tubular foi 

de 9mrn. 

As conversões, utilizando várias concentrações ini 

ei.ais CJ. ~-olução de amido e de sacarose para a amiloglicosida

se e inv~.ttase imobilizadas, respectivamente, foram determina 

das para.vãrios valores de velocidades superficiais de fluxo. 

Os result!~Js encontram-se nas tabelas: 4.22; 4.23; 4.24; 4.25; 

4.26; 4.27; 4.28 e 4.29. 

~figuras 4.27 e 4.28 mostram o aspecto das curvas 



~ 

"' 
~ 

o ... 
"' "' "' > z 
o 
<.> 

I 

166 

I 
I 

CONVENÇÕES 

• SUPORTE N- WETILOlACRJlAAliDA PÓ 

o SUPORTE N-METILOL.ACRILAAliOA DISCO 

~ SUPORTE URi:'IA· FORJ.IALOEÍDO PÕ 

/, SUPOflt[ URÉIA- FORI.IALDEÍDO DISCO 

~ 

ó 

• 

• 

o 

• 

i 
OL_'~~------~~------~--------~j 

o -- ~ !!Q 7=s 100 
VELOCIDADE SUPERFICIAL DE FLUXO ( cm/min. ) 

FIGURA 4.27 
CONVERSÃO DO AMIDO EM GLICOSE EM FUNÇÃO DA 

VELOCIDADE SUPERFICIAL DE FLUXO Vl ( cm/min.J 

A 40°C e pH 4,5, UTILIZANDO SOLUÇÃO DE AMIDO 

COM CONCENTRAÇÃO DE 1mg/rnl. 



-----·- - ------~--------~- ---
--- -----------------

16 7 

CONVENÇÓES 

O SUPORTE 1</.I,!Efit.DI.ACRILAUI!lA 0/!ICO 

,i SUPORTEUREIA-I'OIIIoiALOEÍDOPÔ 

!J SUPORTE UREIA -FORiiALDCiOO DISCO 

-.. 
~ 

o 

"' "' "' "' > " z 
o 
'-' 

• 

o 

o "" 40 ro 80 "" 
VELOCIDADE SUPERFICIAL DE FLUXO ( cm/min. ) 

--;URA 4.28 
CONVERSÃO DA SACAROSE EM GLICOSE EM FUNÇÃO DA 

VELOCIDADE SUPERFICIAL DE FLUXO Vl ( cm/min.) 

A 40°c e pH 4,5~ UTILIZANDO SOLUÇÃO DE SACARO 

SE 0,1M. I 
f 



168 

de conversão em função da velocidade superficial de fluxo, p~ 

ra o suporte N-rnetilolacrilarnida pó com as enzimas imobilizadas 

amiloglicosidase e invertase, respectivamente. Os demais supor 

tes apresentaram o mesmo comportamento do anterior. 

Nas tabelas 4.22 a 4.29 1 verifica-se que em operaçao 

contínua, no reator de leito fixo, as conversõeS dos substratos 

em produto diminuíram com o aumento da velocidade superficial 

de fluxo. Esse fato já era esperado, pois ocorreu uma diminui 

ção do tempo de contato substrato-enzima. Verifica-se também 

que, para os valores de Velocidades superficiais de fluxos me 

nores que 55 em/minuto, houve um aumento acentuado nas conver 

soes, indicando um tempo de residência adequado para atingir 

maiores conversões. Assim, no estudo da estabilidade operacio

nal procurou-se utilizar uma velocidade superficial· em torno 

de 30 em/minuto. a 35 em/minuto. Resultados semelhantes foram 

obtidos por Martesson, utilizando a enzima S-amilase imobiliza 

da. em copolímeros acrilados 6 ~ e por Ribeiro, utilizando inver 

tase em resina duolite 8 s. 

Como mostrado no capitulo dois, através da ~Equação 

2.11 pode-se determinar a constante cinética de Michaeli-s ..... Men 

ten Krn, e a taxa máxima de reação Vrnáx, através dos coeficientes 

angular e linear dividido pela altura do leito fixo e multipli 

cado pela velocidade superficial de fluxo, da reta da concentr~ 

ção do produto na saída do reator (So.fa) em função de in{l-fa}. 

Os valores de So.fa e de in(l-fa) encontram-se lista 

dos nas tabelas 4.22; 4.23; 4.24; 4.25; 4.26; 4.27; 4.28 e 4.29, 
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Velocidade ~U<><'rfi So So.fa Km vmãx Cocfie1.cnt.e 

-

eial de fl'-'XO- (m<J/ml) f o Cmg/ra.l.J .tnll-fa) (mg/mU (mol/mg x minuto) de corrcl<>çiio 
(em/minuto) 

0,125 0,338 0,01!2 -0.412 
0,160 0,335 0,054 -0,408 

24,7 0,250 0,326 0,082 -0,395 1.997 0,947 X 1o·4 0,999 
0,500 0,300 0,!50 -o. 357 
1,000 0,260 0,260 -0,301 
2.,000 0,205 GAlO -0,229 
0,125 0,237 0,030 -0,270 
0,160 0,234 0,037 -0,267 

33,7 0,250 0,226 0 .. 057 
0,500 0,200 O, 100 

-0,256 
-0.223 

1.939 0,815 X 10-4 0,985 

1,000 0.178 0.178 -0.196 
2.000 0,137 0,274 -0,147 
0,125 0,211 0,026 -0;237 
0,160 0,208 0,033 -0,233 

l!3,1 
0,250 0,201 0,050 -0,221.i 2,027 0,970 X 10-4 0,999 
0,500 0,184 0,092 -0,203 
LOOO 0,157 0,157 -0,171 
2,000 0,121 0,242 -0,129 
0,125 0,16LI 0,021 -0,179 
0,160 0,162 0,026 -0,177 -

54 .. 7 0,250 0,156 0,039 -0,170 2,159 0,984 X iO-~ 0,998 
0,500 0,143 0,072 -0,154 
1,000 0,123 0,123 -0,131 
2 ... 000 0,095 0.190 0,100 
0,125 0,136 0,017 -0~146 

0~160 0~134 0,021 0~144 

71~7 
0~250 0.129 0,032 
0,500 0.116 0,058 

-0~138 

-0.123 
1~948 0,922 X 10-" 0,999 

11000 0,096 0,098 -0.103 
2~000 0,073 0,146 -0.076 
0~125 0.102 0,013 -0.106 
0,160 0~101 0,016 -0.106 -

97,8 0,250 0,097 -D~024 -0.102 1~879 0,9tl2 ·x 10-" 0,998 
0,500 0,087 0,044 -0,091 
1,000 0,072 0,072 -0.075 . 2,000 0,055 o. no -o. 057 

TA.aELA 4.22 

Concentração de glicose, So.fa(mg/ml), na saída de leito, fixo em função 

4e Xnt~-fA), para vários valores da velocidade superficial de fluxo, VL" 

(c.'ll./:mi?-uto), utilizando a enzima amiloglicosidase imobiliZada na resina 

N-metilolacrilamida pÓ. Determinação dos parâmetros cinêticos de Michae

lis-Menten, Km(mg/ml) e Vmáx (mal/minuto x mg enzima), em "pro~esso contí. 

mw. 
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Velocidade $Upcrf1 
c:ial olc fluxo 

(em/minuto) 

20,7 

33,5 

70,5 

97 .. 8 

TAllELA 4.23 

So 
(lllg/ml) 

• U,ll> 
0,160 
0,250 
0,500 
1,000 

o. 

5o .fa 
(1119/1111) 

0,028 
1,035 

o ~ 
o;-1 o.171 

o;l';5 0.210 

ln 11-faJ 

-o.: 12 

-0:74' 
-0.~ 

-O:I88 

f*;~-16~100-+1~~gg_.+_g. ~~::~014---:~~i 
:1 .112 '" 

,;,; :õ* =~ 
.160 118 -( 

~ ~ 1T 
1,000 
2,000 

~ 

o. 
Ü,06 

.500 0,079 
,000 .~ 

~ ~:m: 
:0,250 

~ 
125 

~ 
,500 

1,000 
1,000 

0: 
0: 

:õ4i 
05. 
05 

085 
0,132 

,Oll 

~~~=~~ 
):~; =~~ 
,li 

0.009 
0,011 
0,016 
0.030 

052 
,082 
,007 
.008 

~ 
I 0,040 
I 0.062 

-=o;069 
-0,067 
~ 

~ 

053 

Km 
(mg/ml) 

2,35"3 

2,361 

2,583 
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Ymãx 
(mol/mg x minuto) 

0,636 X 10 4 

0,663. X 10-ll 

Coeficiente 
de Correlação 

0,999 

0,999 

0,998 

0..,999 

0,998 

0,998 ' 

Concentração de glicose, So.fa(mg/ml), na saÍda do reator de leito fixo, 

em função de .l!.n(l-fa), para __ vários valores de velocidade superficial de 

fluxo, VL(cm/minuto), utilizando a enzima amiloglicosidase imobilizada na 

resina N-metilolacrilamida àisco. Determinação dos parâmetros cinéticos 

de Micl:.:leli~--~MC'':1ten, Km(mg/ml) e Vmâx (mal/minuto x mg enzima), em proce.=_ 

so continuo. 



Vclocl~ada superfi
cial de fluxo 

(em/minuto._ 

53,7 

97,1 

So 
(mg:/ml) 

So.fa 
(mg/ml) 

U,12> 0,329 O.O~l 

0,160 0,326 0,052 
0,250 ,319 ,080 
0,500 ,298 ,1;9 
1,000 ),26; ,264 
l,UUU Ul U,;26 

.tn 11-f.l) 

-O::lli: 
-0,38; 
-0,35; 
-0,307 

0,125 ,218 0,027 -n.n< 

o,soo .193 09; .21; 
1,000 o .167 16; 183 
z,uuu u,m 1,264 102 

125 ,180 0.023 -0.198 
160 .178 0,028 -0,196 

'•"" ,l/l ._(),043 ;-

hl Hn'~;;;,:r-o~og-+ii"'::~'~5;9;---r,' ~;-';1,08'---0+C:O __ oo~ •• fu-
0;125 '"' 1,018 -0,154 

0,125 o, 113 I 0,014 ~ 

U,lbU. U,] I U,OIB I -U-118 
U,l>U U,1UH I U.027 I -0,114 

,ooo 1,084 .os; 
,000 I, 066 !32 

,,uuu~+.l=""; ~-~~~<;;;':: 

'" (mg/ml) 

2,391 

2,281 

2,237 

2,330 

2,273 

2,195 

Vmill 
(mol/mg x minuto) 

0,909 X 10-4 

0 .. 893 X .J.0-11 

0.,887 X 10-" 

0.834 X 10-4 

111 

Coeficiente 
de Correh,ão 

0,999 

0,999 

0,999 

0,999 

0,998 

0,999 

ConcentrA~2n-de glicose, So.fa (mg/ml), na saLda do reator de leito fixo, 
-

em função de in(l-fa), para vãríos valores de velocidade superficial de 

fluxo, VL(~~/minuto), utilizando a enzima amiloglicosidas~ imobilizada na 

resina urêia-formaldeÍdo pÓ. Determinação dos parâmetros cinéticos de Mi

chaelis-1-!.-:ü:=en, Km(mg/ml) e Vmáx (mol/minuto x mg enzima) em processo con 

tínuo. 
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Veloeid~du supcrf! So so.fa tn ll.f"l '• V111ix CoeficlO"nte 

I . 

eial de fluxo (lllg/1111) " (mg/Ail) (mg/ml) (mOl/1119 x minuto) de Correhção (em/minuto) 

0~125 0.167 0,021 -0,183. . 0,160 0,!65 0,026 -0,130 

20,5 0,250 0,!61 O,OilO -0,176 2,779 0,548 X ·lo-LI 0,999 
0,500 0,!51 0,076 -0,164 
1.000 0.133 0,133 -0,143 
2.000 0,107 0,214 -0,113 
0,}25 0,!05 0,013 -0,111 
0,160 O,!OLI 0.017 -0.110 

33,5 0,250 0,101 0,025 ·0,106 2.905 0.566 X 10-q 0,999 o.soo 0,094 0,047 -0,099 
1,000 0,083 0,083 -0.087 
2,000 0,067 0.134 -0,069 
0,125 0,086 o.on -0 090 
0.160 0.081 0,013 -0,084 

. 

112,5 0,250 0,079 0.-020 
o.soo 0,07~ 0,037 

-0.082 
-0.076 

2,571 0,50~ X 10-q 0,993 

LODO 0,064 0,064 -0,066 
2,000 0.051 0,102 -0,052 

0.125 0,069 0,009 -0,071 
0,160 0,068 0,011 -0,070 

511,2 O,ôU U,U66 O,U17 -0.068 2,6911 0,5117 X 10-4 0,999 
0,500 0,061 0,031 -o. 063 
1 .. 000 0,053 o.o5~ -0.054 

-2,000 0,042 0,084 -0,043 

o 125 o 044 o 006 -0 045 

70.7 0,160 0~043 0~007 ·O,OLI4 
0,250 0,042 0,011 .:.o~043 

2,822 0.,ta71 X 10-4 0.998 

0,500 0,039 0.020 -0,040 
-1.000 0,034 0,034 ·0,035 
""7.000 .,, 

' • ·0,021 

0,125 0,038 o.oos -0,039_ 

0 .. 160 0~037 O,OOI:i -0.038 

97,8 0.,250 0,0~6 0,009 -0,037 
0.500 0~033 0~017 -0.034 

2 .. n4 0,548 X 10-4 0,997 
. .. 

LDOO 0.,029 0,029 -0,029 
2,000 o~023 0~046 -0,023 

. . 

TABELA 4.25 

C;~~=3traçãO de glicose, So.fa (mg/ml). na saída do reator do leito fixo, 

em furição de ~n(l-fa), para vários valores ae velocidade superficial de 

~l~v,-VL(cm/minuto), utilizando a enzima amiloglicosidase imobilizada na 

resina uréia-formaldeído disco. DetermJnaç.ão dos parâmetros cinêticos de 

Michaelis-Menten, Km(mg/ml) e Vmáx (moi/minuto x mg enzima) em processo 
• 

cor::~::.2-1.W. 

• 



Velocidade supcr[i 
cial .:!e !luxo -

lc;m/minuto) 

20.3 

33,5 

42.7 

70 .. 7 

96,7 

TABELA 4.26 

So 
IMI 

1250 
U,ltiUU 

fa 

0,2>UU 0,0899 
0,3UUU 

0,1000 
0,1250 

o ,0740 
,0540 
.0475 

U,lU9U 
_o.woo u.um 

0,0700 

So.fa 
,~, .tnll-!a) 

~ :: 
.um 

u,um 

1,0097 

0,0107 =~~ 

-( .0555 

-( 154 

-~ 79 ·U,O 

.3000 
u.u>uu 
U,lUUU 

1250 
1600 
'500 

~ '-0,0367 

i·O,Ol]7 

Km 
(V.) 

0,0825 

o. 0853 

0,0831 

0,0891 

0,0791 
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Vmãx Coeficiente 
(~Ol/mg x minuto) de Correlação 

0.9991 

5, 8873 X 10-4 0,9997 

5,8211 X 10-ll 0,9998 

• 

5.,9903 X 10•4 

0.99911 

0',9978 

. 

Concent:racão de glicose. So.fa(moles/litro), na saída do reator de leito 

fi~o, em funcão de in(l-fa), para vários valores de velocidade superfici

al de fluxo, VL (em/minuto), utilizando a enzima invertase imobilizada na 

resina N-metilolacrilamida -pÔ. Determinação dos parametros cinéticos de 

Michaelis-Menten, Km(M) e vmáx (mal/minuto x mg enzima) em processo con-

tinuo. 
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· \oeidade su~rf! 
nlclal do fluxo 

So - .. :So. f a 
t.n tl-fal KM Vmix Coeficiente 

1
.:11J1111nutoJ 

(M) IMl (M) (mol/mg x Minuto) de torrelacio 

o .. osoo 0,0413 0,0021 -0,0422 
-~ 

-

-

. 
0 .. 1000 0,0318 0,0032 -0,0323 - -- ---- --

21.7 
-0,1250 0,0285 0,0036 -0,0289 0,1125 1;5576 X 1o·4 0,9999 
0,1600 0,0249 0,00!10 -0,0252 
0,2500 0,0187 0,0047 -0 .. 0189 
0,3000 0.0165 0,0050 -0.0166 -
0,0500 0,0269 0,0013 -0.0273 -- . -
0.1000 0,0206 0,0021 -0,0208 -- - ~-- ----

:53,7 0 .. 1250 0,0185 0,0023 -0,0187 
0,1600 0,0161 0,0026 -0,0162 

0,1095 LSlJOG X 10-4 0,9998 

0,2500 0,0120 0,0030 -0,0121 
0,3000 0,0106 0.,0032 -0.0107 

0,0500 0,0217 0,0011 -0.0219 
0,!000 0,0166 0,0017 -0,0167 - -- -- --- - ---

44,2 
0,1250 0 .. 0148 0,0019 -0,0149 

O.lllLi 1,6397 X 10-1.! 0,9998 
0,1600 0 .. 0130 0,0021 -0.0131 
0,2500 0,0097 0,0024 -0,0097 
0,.3000 0,0086 0,0026 -0,0086 
0,0500 0,0177 0,0009 -0,0179 -

-

0,1000 0.0136 O,OO!L! -0.0137 -- --- - . ---

511,7 0,1250 0,0122 0.0015 -0.0123 
0,1600 0,0106 0,0017 -0,0107 

O,llliS L6882 X 10-lj 0,9997 

0,2500 0,0080 0,0020 -0,0080 
0,3000 0,0071 0,002! -tLOU71 

o.osoo 0,0118 0;0006 -0~0119 

0,1000 0,0092 0,0009 -0.0092 

.n.3 0,1250 0,0081 0,0010 -0,0081 0,1258 1.578ll X 10-'~ 0,9977 
0,1600 0,0073 0,0012 -0.0073 
0.2500 0,0055 O,OOlll -0.0055 
0,3000 0,0049 0,0015 -0,0049 

o 0500 0.0101 0.0005 -0.0102 
0,1000 0.007J 0,0008 -0,0078 

98,7 0,1250 0,0070 0,0009 -0,0070 0,1163 1,7529 X 10-4 0,9998 
0,1600 0,0061 0,0010 -o.oo6I 
0,2500 O,OOLIS 0,0011. -O,OOliS 
0,3000 0,0041 0,0012 ·O,OQl.ll 

TABELA 4.27 

Concentração de glicose, So.fa (moles/litro), n~ saÍda do reator de lei 

to fixo, em função de in(l-fa), para vários valores da velocidade super~ 

!ici~l de fluxo, VL(cm/minuto), utilizando invertase imobilizada na res~

na N-metilolacrilamida disco~ Determinação dos parãmetros cinêticos de 

Xichaelis-Menten, Km(M) e Vmáx (mal/minuto x mg enzima) em processo contí 

nuo. 
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Velocidade supcrfi So So,fa KM VA!ãx Coeficiente c1Al de fluxo - " (em/minuto) IMI IM) 
J.n(l-fa) 

IM) (mol/mg x mfnuto) de Correlaçãc. 

0,0500 U,U893 0,0045 -c 1,09; . 
_D.D681 ·C ,0705 

20~5 
0,0076 

0,1023 10-4 
2~8318 X 0,9999 

~~ -~ 
. . 

o~ov 
o. 1047 

33 .. ll 125C l72 n lnli7 -O.n37q 
[600 l23 o. i052 0,1087 2 .. 8757 X 10-4 0,9999 

,500 0243 
1000 0213 

i ""' 
,,-;;;;;;;-

.0324 

43,5 ~ o~' ~- O.~l0l!5 2,8174 X 10-4 0,9998 

~ ii= - ~ o':&~ 
52,7 ,0030 D .. IDtH 

1,0205 J~033-
2,8219 X Io-4 o, 9998 

,2500 

,0500 ~ I 
. 

.1000 0196 00 
72,3 .0151 0,1033 2,8387 X 10~ 0,9997 

o ,0113 
-o~ 

11= 
o. llO 

I< 
99,7 116 ro-'~ 

•,0018 
~ 

0 .. 0996 2,8934 X 0,9998 

.0021 
I,OOZl 

TABELA 4.28 

Conc~ntração de glicose, So.fa (moles/litro), na saída do reator de leito 

fi~, em função de tn(l-fa), para vários valores da velocidade superfici

al d·2 fluxo, VL(clil.':r..fnuto), utilizando a enzima invertase imobilizada na 

resina uréia-formaldeÍdo pÓ. Determinação dos parâmetros cinéticos de Mi-
contí-chaelis-Menten Km(M) e vmáx (mal/minuto x mg enzima) em processo 

nuo. 

. 
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ciul Cc fluxo -.;;, 
(em/minuto) 

20,:5 

So 

'"' 
0,1000 

,1600 

,022 
.0177 

So-fa--""· 
(M) 

.tn(l-fal 

-I 
-o l14J 

uo; .2500 o.o: n~. 
~------~~~c~~ooo+~n, .. ~ool40. 

i;05oO 0,0] " 

51,.7 

70,7 

97 .. 1· 

TABELA 4.29 

,1000 1,0] 

~ -~~01: 
],0066 J-:li 17 

n n>n< I n no 
n.nn" i n 
o~6- ro:nniíQ 

~~~ 
,004 

~ ~::;, ,; 
I 0,1250 
I 0,1600 
i 0,2500 

0,0056 o, 
0,0041 

U,UU/!> 

-n.OJnn 
.n.nn"' 

I -o.t<o76 

I -o,oo4. 

~H 

~ 
0,1 J> 

•• IM! 

0 .. 1390 

0,1'114 

0.1220 

0 .. 1105 

0,1294 

YIIIÃX 
(mol/lllg x minuto) 

0,8667 X 10-~ 

0 .. 9123 X 10-4 

0 .. 9356 X l.G...q 
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Cot:f1c;1ente 
de Correlatio 

0,9999 

0,.9997 

0,.9998 

0,9970 

0,.9998 

Concentração de glicose., So .f a (moles/litro), na saída do reator de leito 

fixo, em função de in(l-fa), para vários valores da velocidade superfici

al de fluxo, VL(cm/minuto), utili.zando a enzima invertase imobilizada na 

resiDa urêia-formaldeÍdo disco. Determinação dos parâmetros cinéticos de 

Michaelis-Menten, Km(M) e Vmâx (mal/minuto x mg enzima) em processo contL 

nuo. 
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paru as enzimas· amiloglicosidase e invertase, respectivamente, 

imobilizadas nos quatro tipos de suporte, em funções de difere!!:. 

tes velocidades superficiais de fluxo. 

As figuras 4. 29 e 4. 30 mostram a variação da concen.tra 

çao do produto na saída do reator {So.fa) em função de in (1-fa), 

para várias velocidades superficiais de fluxo, para a enzima 

arniloglicosidase e invertase, respectivamente, imobilizadas no 

suporte N-metilolacrilamida pulveriZados. Os demais suportes 

apresentaram comportamentos semelhantes. 

Os resultados apresentaqqs nas tabelas 4.22 a 4.29 e 

nas figuras 4. 29 e 4. 30, como já era de se esperar, mostram que 

o reator de leito fixo utilizado aproximou-se bastante de um 

reator tubular ideal com uma cinética de Michaelis-Menten (Equ~ 

çao 2_ .. 11), para a faixa de diluição do substrato utilizado, uma 

vez que foram obtidas retas com coeficientes de correlações r~ 

!ativamente altos, quando os dadqs experimentais foram. testados 

nessa e~ação. Assim também, 'pode-se concluir que a siinplific!:!:_ 

ção feita com relação a difu~ão axial no reator, nao:· trouxe 

grandes prejuízos no desvio dos résultados experimentais. 

As tabelas 4.18 e 4.19 mostram um resumo dos valores 

dos F6~~metros cinéticos, obtidos no processo continuo e em ba 

t~l~ab para a arniloglicosidase e invertase imobilizadas e em 

:fase -~~']Ui da. 
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o 
VL• 97,8 cm/min 

o 10 

VL• 24,7 cm/mÍ'! 
VL•3J,7cmlmin 

VL• 43,1 cmlmin 
Vla 5417 r;mlmin 

VL • n, 7 cmlmm 

20 JO 40 
-ln(J-fa)xl02 

FIGURA-4.29 
Cor.centracão dá gl/cose na saída do rGator de leito fixo com enzima 
omi/oglicosidos e imobilizada na resina N- metilolocrilomida p6, So. fO 
(mg/ml) em funcão de /n(l-faJ para diferentes valores dá velocidade 
sup:rf. ée fluxo, vr(cm/minJ a 40""C e pH 4,5. 
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FIGURA- 4. 30 

l 79 

. 
• 

Vl • 20,3 cmlmin 

.VL• 33,5 em/min 

VL • 42,7 cm/min. 

VL•51,7cmlmin 

VL• 70,70 cmlmin 

VL•96,7cm/min. 

10 20 
-ln(1-fa}xl02 

Cocentraç;ão ds glicosa na sai da do reator de leito fixo com enzima in
vertase imobilizada nc resina N-metilolacrllamida pó, So. fa(moles/Uro} 
em função de Jn{l- f a), par<J diferentes valores da velocidadesoF'<'r!. j-e 
fluxo V1(cmlm/n) a 40"C e pH4,5. 
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Enzima Km (mg/ml) Vrnâx(mol/minuto x mg .enz) 

Amiloglicosidase 
Contínuo Batelada Contínuo Batelada 

em fase líquida 1,25 -4 - - 8,89xl0 

imobilizada NMA-PÕ 2,00 2,37 0,9lxl0 -4 
0,90 X 10 

-4 

imobilizada NMA-D 2,50 2,85 I 0,67xl0-4 
0,64 X 10 

-4 

imobilizada U/F-PÕ 2,28 2,50 0,89 xlO 
-4 . -4 

0,8lxl0 

imobilizada U/F-D 2,76 2,90 0,53 X 10 -4 
0,40xl0 

-4 

Tabela 4.18 - Parâmetros cinêticos aparentes da enzima amiloglicosidase, 

utilizando reator batelada e reator de leito fixo, a 409C 

e pH 4,5. 

Enzi'Ina Km (M) Vmáx(mol/minuto x mg .e~) 

Invertas e Contínuo Batelada Contínuo Batelada 

fase lÍquida . 0,05 -4 em - - 9,30x10-

imobilizada NMA-PÕ 0,082 0,10 5,967x10 -4 
0,62xl0 

-4 

imobilizada NMA-D 0', 115 0,13 1,629xl0 -4 
O,~lxlO 

-4 

imobilizadà U/F-PÓ 0,103 0,12 2,846xl0 
-4 

0,55xl0 
-4 

imobilizada U/F-D 0,127 0,15 0, 904 X 10 
-4 

0,30xl0 
-4 

Tabela 4.19 -Parâmetros cinéticos aparentes da enzima inv~rtase, utili
zando reator batelada e reator de leito fixo, a 409C e pH 4,5 

Os valores das constantes aparentes de Michaelis -Me~ 

ten Km, ~~~a ambas enzimas imobilizadas, foram menores no pro-

cesso contínuo, que no processo batelada, porém maiores que o 

da enzima em fase líquida. Isso sigD:ifi-ca, que o contato do 

complexo enzima-substrato no processo contínuo é mais favorã 

vel que no processo batelada, talvez devido a efeitos de difu 
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sao menores no contínuo. Segundo Baurn 5 , o maior valor à e 

Km no processo batelada relativo ao contínuo é resultado de 

'liDa mistura menos eficiente no reator batelada. Resultados se-

melhantes também foram obtidos por outros autores utilizando 

enzimas imobilizadas, como Ribeiro 86
, utilizando a inverta 

se imobilizada em resina ãuolite; BaumE, utilizandc as e r. 

zimas amiloglicosidase e popaína imobilizadas em poliestirenc· 

macroreticular e Gelf e outros 37
, utilizando a o:-quimiotrips~ 

na imobilizada. 

Para o parâmetro cinético vmãx, verifica-se uma dimi 

nuiçâo do seu valor na mesma sequência do aumento de Krn, isto 

e, o processo contínuo apresentou um maior valor de Vmáx que 

o processo em batelada, por outro lado menor do que no caso da 

enzima em fase líauida, como Ja discutido no ítem 4 • 5 • 

Ribeiro a f. e Gelf e outros 37 também obtiveram resultados se 

rnelhantes. 

4.8 • ESTABILIDADE OPERACIONAL DAS ENZIMAS IMOBILIZADAS NUM REA-

TOR DE LEITO FIXO E DE LEITO FLUIDIZADO 

Os resultados obtiãos para a estabilidade àas enzimas 

::;_:w~..._ ___ ~zadas estão apresentados nas ~abelas 4. 20 e 4. 21 que 

con+-5"" rl;;or'J.os de: vazões das soluções de substratos, ml/rninut·-; 

al Lü..i. '--'-"" dos leitos catalíticos expanCiCos; temperaturas 

das solu~Ões àe substratos em centígrados e - -c::onve:::-soes rr.2-

ximas ~ .... ~ substratos em produto, apos caGa cic:to de 24 horas de 

opereç~~ ~ontínua, 
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Asfiguras4.31; 4.32; 4.33 e 4.34 rnostrarnasvariações 

d~~ conversões em função do tempo de reação para cada ciclo de 

~4 horas de operação contínua durante 8 a 9 dias consecutivos, 

em reator de leito fluidizado e de leito fixo 1 para as enzimas 

"'"' aoglicosidase e inverta se imobilizadas no suporte K-metilo

lacrilamida pulverizado. Para essas en:;::imas imobilizadas nos ou 

tros suportes, o comportamento foi bastante semelhante, senào 

apenas mostrados os resultados Íinais nas tabelas já menciona 

das. 

A análise das tabelas 4.20 e 4.21 em conjunto com as 

figuras 4.31 1 4.32 1 4.33 e 4.34 demonstram uma perda de ativi 

dade das enzimas imobilizadas, sendo essa relativamente mais 

acentuada nos pulverizados. Por outro lado, observa-se que no 

leito fluidizado a perda foi maior do que no leito fixo,talvez 

porque, como já verificado anteriormente, o suporte pulveri-

zado possibilite uma maior liberação das enzimas e a agitação 

do suporte enzimático promovida pelo processo ãe fluidização, 

favoreça a desativação das mesmas e até a liberação dessas. 

Observou-se que, para a amiloglicosidase imobilizada 

nas resinas N-metilolacrilamida e uréia-formaldeído pulveriza 

das, houve redução das conversões máximas diárias à metader 

apos transcorriàas aproximadamente 168 horas de operaçao cont.::: 

nua no leito fixo. O mesmo ocorrendo para o suporte na forma 

de disco, apÓs aproximadamente 192 horas. Para o leito fluidi-

zado esse período foi àe aproxirr,ad2Jnente 168 horas, pare. as 

duas resinas e enzimas. Para a invertase imobilizada, o peri~ 

ào, em que a conversão máxima foi reduzida â metade, foi 
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de aproximadamente 192 horas no leito fixo, para ambas as resi 

nas nas formas pulverizadas e de disco. 

Assim o tempo de meia-vida para a amiloglicosidase e i~ 

vertase no leito fluidizado, para os dois tipos de suportes pu~ 

verizados, encontra-se entre 6 e 7 dias, onde a meia-vida e o 

tempo necessário para reduzir a conversão máxima a meta-

. 
de. Para o leito fixo, utilizando o suporte na forma de po, o 

tempo de meia-vida para a arniloglicosidase localiza-se entre 6 e 

7 dias e para a invertase encontra-se entre 7 a 8 dias. Para o 

suporte na forma de disco, a meia-vida encontra-se entre 7 a 8 

dias para as duas enzimas e os dois tipos de resina. Outros tra 

balhos de imobilização obtiveram resultados na ordem de 5 a 6 

dias 20
t
87

•
109 

1 
115 

• Esses resultados ainda são relativamente bai 

xos para o desenvolvimento industrial da tecnologia de sacarifi 

cação do amido ou da hidrÕlise da sacarose, utilizando as enzimas 

imobilizadas amilo P-250 e invertas e, respectivamente 116 
• Portan 

t.o,estudos deverão ser realizados no sentido de aumentar a meia-

vida e,consequenternente, a estabilidade operacional dessas enzi 

mas. 
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Tabela 4 20 . 
Tipo de en- Dias 

Altura do Temperatura Conv. max. 

ZUM e de su de 
Vazão ~· leito cata- do apos 24 

porte utilT 
Operação 

(ml/minuto) lí ti co substrato horas 
- (mm) (9C) (%) zado 

19 5,6 300 57' 7 64,8 

• 
" 
• 29 5,5 282 60,0 60,4 
-o .o 

" 
p. 

N 39 5,8 305 58,5 55,6 ·o " ~'O 

.,..; .,..; 

.D E 
o " 49 5,4 270 57,4 48,8 
e-

.,..; .,..., 

" o u 59 5,9 277 60,1 40,8 
~ • N ~ 

' o 
p.~ 69 6,0 

·e 
290 59,4 35,6 

o~ 

~ • 
'" E 79 6,0 281 59,5 31,9 
E ' <z 

" < 89 6,1 292 60,0 20,8 E " •.-! ·.-< 
N " c • 99 6,1 281 57,5 13,6 w " 

" o 19 5,7 258 58,7 64,1 

"'"" • N o 29 6,0 290 60,0 61,7 
'" "' 
~'" '" • "'"' 39 6,2 305 57,9 55 ti o-
E " •rl e 

" o o 49 5,9 281 58,5 47,7 
11"\ ..... 
N 

' • p., • ,..; 59 6,0 295 60,0 39.2 ,. 
o " ~ " •rl • o 6,0 292 59,8 35,7 
E • o. ' 
< c 

•rl 

• " 79 6,0 290 60,1 30,1 E • 
'" " N 

i o ••o 8Ç 6 ':;_ 298 58,9 22, 7 
" o ~ 

I 
~---
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Tipo de en-
Dias 

Altura do Tempera tu r a Conv. r:laX. 

zima e de su 
à e 

Vazão leito cata- à o apos 24 
porte utill 

Operação 
(ml/minútÕ) 1ítico substrato horas 

zado 
-

(nnn) (9C) ( 7,) 

19 6,0 302 48,1 5' 17 
• c 

<O 29 &,2 315 46~7 47 ,o 
" o. 
~ 

o " N 'C 39 5,8 287 49,0 45,3 •rl •rl 
~ E 
-~ " .n~ 49 5,9 295 50,0 37,2 
o ·-E " ·- o 

• 59 5,8 284 50,1 33,8 ·-• c 
-~ 
u "" 
" u 

69 6,1 305 48~2 29,i 

• • > E 

" I 79 6 ,o 301 49,3 25,1 
·~ z 

" " E c 89 6,0 297 47,8 18,3 .......... 
" • o • 99 5,9 282 50,0 11,2 
"' " 

I • 19 5,9 301 4 7,5 49,2 o 

• 29 5,7 267 49,0 45,1 
" •w 
N " ·~ 39 6,0 305 48,7 41,2 
~ o 
-~ "' .o'" o • 49 6,0 302 50,0 38,2 

""' ·- ~ • • e 59 6,1 31,1 50,1 32,7 

" " 0 o 
-~ 69 6,0 304 50,2 28,9 u 

" " . "" 
I ,. 79 5,8 287 49,9 20,9 c c ·- o 

' • " .89 6,0 300 I 47,9 16,9 
' 

e c 
I 

..... •.-< 

N • 

Lª • 
" 

99 6,0 297 49.5 9,9 

laoela 4.20 - Conve-::-sÕes maxl'llas diárias dos substratos t em produtos, por en 
zimas imobilizadas, utilizando ciclos de 24 horas de operaç;; 
contÍnua em microreator de leito fluidizado. Subst~atos: solu
ção de arnido 1,6% p/V e de sacarose O,lH para as enzimas imobi 
1izadas amiloglicosidase e invercase, respectivamente 
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T b 1 4 21 a e a . 
Vazão 

Temperatura Conversao ma 
Típo de enzima Dias 

-[---(ml/minuto) do x>ma apos 24 
e de suporte de substrato horas 

, .... .:lizado Operação (9C) (%) 

•ri J I 
~ . 19 6,5 59,2 68,8 
•n ~ 

64,4 .<> o 29 6,0 60,0 
o~ 

E'" 39 6,2 60,1 59,9 ... u 
• • E 

49 54,0 o ' 6,0 57.7 
~ 

NZ 
51,4 ' 59 5,8 68,9 o. • o 

69 59,5 40,4 0•.-f\0 6,0 
~ 00 o. 
·n • E " • 79 6,1 58,7 33,4 < " .... 
• " E 89 5,9 60,1 25,6 E • ... o~ 
N '"C!·,.. 99 6,0 59,9 17,1 o • " "' N c 

' 57,5 ... " 19 5,8 58,7 
~" ..... . .... 

52,6 .<> E 29 5,9 60,0 
~..<: 

•.-! ..... 39 6,0 60,0 49,7 
" • c 

o • 49 6,3 56,9 45,8 
~~ 

N o 
' ~ 59 6,2 57' 7 40,2 o. •n 

u 
o • 
~ E 69 5,7 59,2 35 t 7 
•n ' EZ 79 6,1 58,7 30,9 < E • • 89 5,8 59,2 27,1 E o .... c 
N. '"O Ul 99 6,0 60,1 19,4 Q t!;l•.-1 

"' "" 
ªI L 19 6,2 57,1 64,7 

... o 
~ 29 6,0 58,9 60,2 

o"' 
~ . 39 5,9 60,0 55,7 
N '" I \Qi 
o. " 49 6,0 59,1 48,9 o -

' " "=lO 59 6,0 57' 7 40,-7 I -" o. 
" " o ' ~ 69 5,7 59,9 37,4 O 'O 

l 
. "'" E N • 79 6,1 58,7 30' 7 - .... •rl '"O 

.~ 

""•M <11 89 6,0 59,2 20' 2 . " . --
·---· 
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Tabela 4, 21 

-Tipo de enzima Dias 
Temperatura Conversão ma 

Vazão do XJ.ma apos z4 
e de suporte de 

(ml/minuto) Substrato horas 
utilizado Operação (9C) (%) 

I "I 19 6,6 58,2 56,7 
·" o 
.D~ 29 6,2 60,1 55,2 o I • • ·.-" ..... 

39 6,0 59,8 51,6 ,. 
. " c " 49 5,7 59,7 47,3 ~ 

"' • I " o 
59 5,_9 58,7 41,7 "'." u 

• 00 
o •·" 69 6,0 57,9 35,2 ~ "~ ·" E • 79 5,8 60,2 30,7 <C " o 

~ 

~ <t!h-1 89 5,9 59,5 25,2 ~ . 
•" -~ N N~ 

c •" ~ 99 6,0 58,8 18,7 
w~ 

•I• 19 6,2 49,2 55,1 N•" 
·" " ~ u 
·" • 29 
.D~ 

6,3 48,7 54,4 
o o 
E~ 

~ ." 39 6,0 4 7 ,a 51,1 
~ •• 49 6,1 50,0 47,2 • • • ' •z 59 6,2 47,9 40,7 

~ 

" • • c 69 5,8 46,9 32,0 
>·" c 00>0 . 47,7 29,7 ·" . ,. 79 5,9 

" 
~ • 6,1 "" . 89 50,2 22,7 
·" c•" 
N E 
c • • 99 6,0 49,9 14,7 ... ~~ 

I oi 19 6,2 48,2 48,7 ·" ~ 
~ o 
·" ~ 29 6,0 50,1 47,7 
.D ." 
o~ • • ·" . 39 5,8 47,3 44,3 

·' oz 49 5,9 47,7 40,2 
00 o • • u 
~ c 00 59 6,0 48,8 38,8 ).< _..., _,.., 

• 00 ~ 

g • 69 5,9 49,7 31,9 " . ·" ., 
•·" 79 5,8 49,8 27,8 • c E • • ·" -~ 89 6,0 50,2 21,7 

N '"O •.-< 
c • " w N u 99 6,1 47,9 i7,3 
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Temperatura Conversão -
Tipo de enzima Dias 

ma 
Vazão do xima após i4 

e <'~" suporte de 
(ml/minuto) Substrato horas 

utilizado Operação (9C) (%) 
. . . .. 

<;l[...-11 
N m 19 6,0 47,1 55,2 

"" E 
~ " 29 5,8 48,2 51~7 
"" o .0~ 

o ' 39 5,7 49,9 48,9 e m 
•..-! .,... ,. 49 6,5 50,0 40,2 w " • " • 59 6,2 47,5 37,1 w . 
" . 
w " ,." 69 6,0 48,1 32,4 

" • "" woo 79 5,9 49,5 28,7 
" " ~ • o 89 6,1 50,2 23,7 .,.., c 'O 

N '" o •• 99 6,0 49,7 14,4 ..,.,., 

ml o 
N~ 

19 6,0 47,7 45,2 
"" . ~ E 29 6,5 48,2 44,9 
"" " .o o . 
o~ 39 5,8 49,2 39,9 E ' "" " "" 49 5,7 47,9 37,7 aJ\Q) 

m " m " 59 6,2 48,8 32,5 w 
" m • o o 69 6,1 50,3 27,7 , "" u 
o • • -. "" 79 6,0 48,3 25,3 
"" • E • o 89 5,9 49,1 20,7 

"" "" N '" o • w 99 6,0 49,9 15,7 ..,.,., 

Tabela 4.21 -ConversÕes máximas diárias dos substratos, em produtos, por 
enzimas imobilizadas, utilizando ciclos de 24 horas de oper~ 

ção contínua em microreator de leito fixo. Substratos: solu
ção de amido 1,6% p/V e de sacarose O,lM, para as enzimas 1mo 
bilizadas amiloglicosidase e invertase, respectivamente. 
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CAPÍTULO 5 

- -CONCLUSOES E SUGESTOES 

• 
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5 .1. CONCLUSÕES 

Tomando por base os resultados apresentados e di~ 

cutidos no capítulo anterior, pode-se tirar as seguintes con 

clusões: 

1. Foi possível utilizar as resinas sintetizadas, N-metilola 

crilarnida e uréia formaldeído, corno suporte para fixação 

das enzimas amiloglicosidase e invertase. 

2. As condições Ótimas de temperatura, pH e atividade específi 

ca para as enzimas em fase líquida foram 609C pH 4, O e 14,6 

unidades/mg para a Amiloglicosidase e 509C 1 pH 5,0 e 11,6 

unidades/mg para a invertase. As enzimas imobilizadas apr~ 

sentaram uma faixa de temperatura e pH ótimos. Para a amilo 

glicosidase tais condições foram de 55 a 659 e o pH de 4,0 

a 5,0. Para a invertase foi de 45 a 559C e o pH 

s,s. 

de 4,5 a 

3. As conversões especificas, para 120 minutos de reaçao nas 

condiçÕes de atividade máxima para cada enzima em fase llqui 

da, foram aproximadamente constantes, com valores médios de 

5,0 x 10 3%/mg de enzima e 3,8 x 10 3 %/mg de enzima, para a 

arniloglicosidase e invertase, respectivamente. As enzimas 

imobilizadas, nos quatro tipos de suportes testados, possi

bilitaram conversões específicas ba.stante inferior'es às das 

em estado lÍquido. Para as enzimas amiloglicosidase e inver 

tase, os valores das conversões específicas foram ·em média 

10,5 e 9,0 vezes inferiores, respectivamente. Assim, e ne-
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cessário utilizar uma quantidade muito maior de enzimas imo 

bilizadas para se obter-o~esmo grau de conversão da enzima 

em fase liquida. 

4. Na etapa de imobilização, a agitação suave favoreceu a fixa 

çao para tempos de imobilização inferiores à quinze horas. 

Nessa etapa, a utilização de temperaturas iguais ou inferia 

res a 15QC proporcionou um pequeno aumento na atividade ca 

talítica das enzimas imobilizadas. 

5. As enzimas imobilizadas nos suportes em forma de discos apr~ 

sentaram menor variação na atividade enzimática, em relação 

às flutuações das variáveis de processo que foram analisa 

das, tanto na etapa de imobilização, como na de caracteriza 

ção das enzimas imobilizadas. 

6. As enzimas imobilizadas e em fase líquida estudadas se com 

portaram segundo o mecanismo de reação de Michaelis - Menten 

na faixa de diluição adotada, tanto no processo contínuo co 

mo no descontínuo. 

7. Os valores das constantes aparentes de Michaelis-Menten(&N 

para ambas enzimas imobilizadas, foraffi menores no processo 

contínuo, em relação a batelada, 

enzimas na fase liquida. 

porém, maiores que o das 

8. As razoes entre Km para as enzimas imobilizadas e Km para 

fi~ nn?:i,mas em fase liquida, para as duas enzimas utilizadas, 

fc~n~ geralmente. menores que os obtidos em outros trabalhos. 



" 

196 

9. As enzimas imobilizadas amiloglicosidase e invertase perd~ 

raro rapidamente a atividade catalítica nas quatro primei-

ras semanas de estocagem. Posteriormente, essa caiu lenta-

mente, tendendo a permanecer constante. Essa queda foi me 

nor para a enzima invertase. 

10. A atividade catalítica das enzimas imobilizadas diminuiu com 

o repetido uso, sendo que essa redução ocorre significati-

vamente nas dez primeiras bateladas para a enzima arnilogl~ 

cosidase e nas sete primeiras para a invertase. Por outro 

lado, ocorre liberação das enzimas fixadas, aproximadamen-

te, após o mesmo número de bateladas, anteriormente cita-

do. 

11. A liberação de enzimas ativas dos suportes estudados foi me 

nor para a invertase. 

12. Os testes de estabilidade operacional no microreator de 

leito fluidizado conduziram a uma meia-vida de aproximada-

mente 168 horas para as duas enzimas imobilizadas nos dois 

tipos de resinas. No reator de leito fixo, essa foi um po~ 

co maior, aproximadamente de 192 horas. Os testes foram rea 

lizados a 609C, pH 4,0 e a 509C pH 5,0 para amiloglicosid~ 

se e invertase imobilizadas, respectivamente. 

13. ~ atividade catalítica das enzimas irnobilizadas,arniloglicQ_ 

sidase e invertase, diminuiram quando a concentração de 50 

Lução tampão ultrapassou a 0,6M. Por out~o lado, ocorreu li 

ueração de enzima dos suportes para concentraçÕes da so

-~ção tampão acima do valor anteriormente citado. 
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5.2. SUGESTÕES 

Para dar continuidade a esse trabalho e explorar ou 

tras possibilidades de uso para os suportes propostos, sugere

se a realização dos seguintes estudos: 

1. Utilização dos suportes para a imobilização- de outros tipos 

de enzimas; 

2. Verificação da possibilidade de aumento da estabilidade e da 

conversão específica das enzimas imobilizadas utilizadas ne~ 

se trabalho, por exemplo, pela aplicação de reagentes bifun 

cionais no processo de imobilização~ 

3. Estudo mais profundo do mecanismo de ligação das enzimas 

aos suportes testados; 

4. Estudo da possibilidade de utilização de um reator de leito 

fluidizado com recuperação continua do catalisador bioló

gico, assim corno a utilização de outros modelos de reatores; 

S. Estudo da possibilidade de utilização de outras formas do 

suporte tecido-resina; 

6. Estudo mais profundo das características dos suportes testa 

dos, como por exemplo~ sua porosidade e a medida de grupos 

........ tilol; 

7. Lst'Udo da influência de outros parâmetros na imobilização 

uas- enzimas, como a variação da granulometria dos suportes. 
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8. Estudo das condições operacionais sobre a transferência de 

massa em reatores com enzimas imobilizadas nos suportes pro 

postos nesse trabalho. 
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NOMJeNCLATURA 

a =área da seçao transversal do leito catalítico, L2 . 

A = glicose produzida pela enzima imobilizada apôs cada 

AE 

AED 

AEI 

AEL 

AEM 

AESSS 

AR 

ARL 

batelada. 

t . 'd d ' "t' L- 3 T-l = a 1v2 a e enz2ma 1ca, M. . • 

= relação entre a glicose produzida pela enzima imobi

lizada e o somatório da glicose produzida pela enzi-

ma desprendida do suporte e pela imobilizada. 

atividade específica da enzima imobilizada, -1 
~ T • 

~ atividade específica da enzima em fase líquida, 

~-.1. 

= atividade especifica máxima da enzima durante o pro-

-1 cesso, T . 

= atividade específica n-a solução substrato sobrenadan 

te, -1 
. T • 

~ atividade relativa. 

~ atividade relativa a fase liquida. 

B = glicose produzida pela enzima imobilizada e pela en 

D ~ 

di = 

D~ 

dV ~ 

-3 zima desprendida do suporte em cada batelada,,M.L 

diluição efetuada. 

elemento de comprimento do eleito catalítico, L. 

coeficiente de difusão, L2,T-l, 

elemento de volume do leito catalítico, L3. 

;L 



dV' 

Eq-g 

E o 

F 

F a 

f a 

F ao 

FL 

G 

3 =volume de líquido no elemento de volume dV, L • 

= porosidade do leito catalítico. 

= equivalente - grama, M. 

-3 -1 velocidade inicial de reaçao, M.L .T . 

-3 
= fator determinante da glicose padrão, M.L . 

-1 = vazao molar do substrato, M.T • 

= fração de conversao. 

= vazao 
-1 

molar de alimentação do reator, M.T . 

= porcentagem de formaldeído livre. 

- -3 = concentração de glicose em soluçao, M.L • 
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GPS = glicose produzida na solução substrato sobrenadante, 

-3 
M.·L • 

GSS 

Gt 

Km 

m 

N 

PA 

-3 
= g1icose presente na solução sobrenadante, M.L • 

-2 = gramatura do tecido, M.L • 

=constante de Michaelis-Menten, M.L-3 • 

= altura da coluna de leito catalítico, L. 

= massa de amostra que foi utilizada, M. 

- -3 
= normalidade da soluçao, M.L 

= concentração de proteína na solução enzimática, 

tes da imobilização, M.L- 3 

an 

FD = concentração de proteína na solução enzimática após 

-3 
a imobilização, M.L • 



PM 

Q 

QEF 

RST 

s 

So 

t 

v 

vmáx 

Vs 

VTS 

X 

y 

201 

= peso molecular da glicose, M. 

= vazão volumétrica, L3.T-1 

quantidade de enzima fixada, -3 = M.L . 

= percentagem de retenção de resina no tecido. 

concentração do substrato, -3 = M.L • 

-3 = concentração do substrato no início da reação, M.L . 

- -1 
= tempo de reaçao, T • 

-3 -1 
= velocidade de reaçao, M.L .T 

=velocidade superficial de fluxo, LT-1 • 

= velocidade de hidrólise, M.L-JT-1 • 

- 3 = volume de soluçao, L 

=volume de solução de tiosulfato de sódio, L 3 • 

= massa do tecido recoberto com resina polimerizada, M. 

=massa do tecido original, sem resina, M. 
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