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RESUMO

A técnica de imoblizacdo de enzimas vem sendo mui-
. do pesquisada atualmente, devido a possibilidade de sua uti-
1izagéo en processos enzimaticos que requerem alto custo na
recuperacao 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-formaldeido na forma pulverizada e im-
pregnadas em microcamadas sobre malhas de poliéstér

Neste trabalho foram estudadas a sintese e "a
caracterizagac das resinas, a preparagéo‘ dos suportes, a
taracterizacao das enzimas em fase liguida, e a _;influéncia
de parametros importantes no desempenho das enzimas imobi-
lizadas e no processo de imobilizacéo, tais como:temperatg
ra, pH, forc¢a idnica da solucao tampao, estabilidade do cata
lisador apOs uso prolongado, agitacéo, concentracaoc de enzi-
mas.nos suportes, grau de reten¢ao das resinas nos tecidos,
tempo de estocagem, estabilidade térmica e a cohverséo em
funcdo do tempo de réacéo.

Foi desenvolvido ainda um estudo cinético das enzi
mas. mnbilizadas em reator de leito fixo e um estudo da es-
tabilidade operacional em reatores de leito fixo e de 1leito
fluidizado.

0Os resultados experimentais conduziram & determina

cdo de condigoes Otimas de operagdo, e mostraram um compor-—
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tamento cinético segundo a equagdo de Michaelis-Menten, pa
ra ambas as enzimas em fase liguida 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 gueda
significativa na atividade catalitica das enzimas imobili
zadas, relativa as enzimas livres, os resultados obtidos com
esses suportes mostraram—se superiores aos encontrados por

varios pesquisadores.



ABSTRACT

Enzyme immobilization is presently being investi-
gated widely due to the possibility of its application in
enzymatic processes with high cost of catalyst recuperation
from the reaction medium.

In this study, invertase and amiloglicosidase were
immobilized in N-metilolacrylamide and . urea-formaldehyde
resins impregnated in microlayers on polyester lattice, and
polymerized resins pulverized by bail milling.

Items stuéied were . .synthesis, resin
characterization,lattice preparation,enzyme characterization
in the liguid phase, = and the influence of parameters
important to immobilized enzyme performance and the
immobilization 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  conversion as
function of reaction £ime.

Also studied were kinetics of immobilized enzymes
" in a fixed bed reactor and operational_stability in fixed
an& fluidized beds reactors.

Optimum operating conditions were determined .
Kinetic behavior of both . enzymes in the liguid and
immobilized phases was according to the Michaélis—Menten
equation. The fixed bed reactor pexformed approximately

like an ideal tubular reactor.
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The half life of immobhilized enzymes was found to

be slightly superior to that obtained by other workers.

In general, the .catalytic . acfivity of
immobilized enzymes is significantly lower than that of
free enzymes. Results obtained were superior to those

obtained by other workers.
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CAPITULO 1

INTRODUCAD



Os crescentes progressos alcan¢ados na area biomé-
_dica tem exigido o desenvolviménto de materiais adequados pa-
ra utilizacdo em seus diversos ramos. Isto tem provocado uma
interagao cada vez maior entre esta area € a de Desenvolvi-
mento de Materiais. |

Como exemplo, pode-se citar o0s frequentes estudos vi
sando encontrar suportes, insolliveis em agua, capazes de imo-
bilizar imunoproteinas, 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 ), guando realizados em placas de polies-

30-31 -84

tireno

Esse trabalho se originou dos bons resultados obti-
dos com um nove suporte, desenvolvido para a imobilizagdo ~ de
antigenos, e gue vem sendo utilizado em Teste Elisa?l~-®%, As-~
sim, pensou-se na possibilidade de utiliza-lo na imebilizagao
de enzimas. |

Enzimas si3o catalisadores bioldgicos formados por pPro
teinas, que participam da maioria das reagdes bioquimicas gue
ocorrem nas células vivas. Uma carcteristica fundamental gue
distingue as enzimas 4dos catalisadoreé-quimicos @ a capacida-
de gue elas tem de exe:&cer sua atividade com grande especifici
dade e sUD condicﬁes suaves de-temﬁerétura, pressao e pH. Alén
disso, sua-atvagéo ocorre dentro de pequenas faixas de tempera
tura e pii, sendd®-gue, na maioria dos casos, elas‘apresentanl"pg

C e

quenas faixas" operacionais Otimas?9-117,

U usu de enzimas tem-se estendido gradualmente a -va-



rios campos,.como na fabricagdo de bebidas, na produgac de ali
mentos, na conversao de residuos celuldsicos e nas analises
clinicas. Porém, salvo alguns processos de hidrélise que atu
almente empregam catalisadores enzimaticos, seuuso industrial
& limitado pelo alto custo e instabilidade?®®, outra dificulda-
de para utilizagdo industrial, & o fato de ser dificil recupe

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

Para contornar as dificuldades inerentes é sua recu-
peragao nos sistemas reacionais, desenvolveram-se técnicas que
permitem que as enzimas sejam coiocadas na forma imbbilizada
ﬁixadéseasuportes organicos e inorgdnicos insolGveis em Aqua,
polimerizadas em um gel insoliivel em &gua,entrelacadas dentro
de uma matriz gel insoliivel ou mesmo dentro de microcapsulas

insoliveis), sem a perda de sua atividade??786

A imobilizagado baseia-se na limitacao dos movimentos

- da enzima mantendo-a numa regiao relativamente  defi-

mida - do espaco e conservando sua atividade catalitica??,

As principais vantagens no uso de enzimas imobiliza-
das sdo:
. Contornar o problema de sua recuperagdc do meio reacional:;

. Aumentar,em alguns casos, a estabilidade 42 enzima quanto

a temperatura, pH e concentragao do substrato;
. Permitir a reutilizacdo da enzima;

. Permitir a utilizacao de grande variedade de reatores, gue

inclusive podem operar em regime continuo,



0 novo suporte desenvolvido & de baixo custo e de
facil preparac¢ao, sendo composto de resina reticulada, que
apresenta grupos funcionais N-metilol (—N—CHzo), capazes de
reagir com varios grupos presentes nas proteinas.

Fundamentado no estudo de Bittencourt e outros !°,

84

Peres®* e Ferreira®' , quedesenvolverame caracterizaram preli

minarmente este sistema, sintetizou~se as resinas N-metilclacri
lamida e uréia-formaldefdo, impregnando-as em microcamadas no
tecido de poliééter e cortando-o na forma de discos. Para de-
senvolver um estudo comparativo do comportamento do novo su-
porte, utilizou-se també&m as resinas polimerizadas e tritura-

das na forma de ps. .

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-

ram investigados os seguintes aspectos:

l. Sintese e caracterizagao das resinas N-metilolacrilamida e
uréia-formaldeido, quanto aos grupos funcionais por absor-
gav no infravermelho, ao formaldeido livre, & concentragao

de z0lidos e & densidade;
2. Preparagao dos suportes usados para imobilizar as enzimas;

3. Caracterizagdo do desempenho das enzimas dissolvidas em
fame 1iguida, com a finalidade de comparar estes resulta

dos com os obtidos no caso da enzima imobilizada;



Estudo dos pardmetros gue podem influenciar o processo de
imobilizagdo;
Caracterizagao das enzimas imobilizadas, verificando-se va

riaveis que afetam a atividade enzimatica;

Determinagao da estabilidade das enzimas imobilizadas, em

relacao ao tempo de estocagem;

Estudo preliminar da cinética das reagdes catalisadas por
enzimas imobilizadas, em processo descontinuo e em proces-

so continuo em reator de leito fixo;

Estudo preliminar da estabilidade operacicnal das enzimas

imobilizadas em microreator de leito fixo e de leito flui-

dizado.

Devemos ressaltar que os suportes sdlidos e reativos

utilizados neste trabalho.sdo inovadores e os resultados des-

tes estudos sao inéditos, considerando-se a natureza dos refe

——

ridos. suportes.



CAPITULO 2

REVISAO DA LITERATURA



T

2.1. IMOBILIZACAQ DE ENZIMA

2,1,1. Histdérico e Aplicag¢bes das Enzimas Imobilizadas

0 alcance do método de ligagao quimica usando polime
ros € imenso. Sao descritos nesse trabalho somente alguns es-

tudos desenvolvidos nos Gltimos anos.

O primeiro trabalho nessa area, que se tem noticia
foi realizado em 1916, quando Nelson e Griffin observaram que
a invertase adsorvida em carvao ¢ em alumina apresentava ati-
vidade catalitica’’ Em 1921, Nelson e Hitchcok’® verificaram
que a atividade da invertase na presehga desses adsorventes e

ra menor do gque na auséncia dos mesmos.

Pode-se afirmar que a técnica de imobilizagdo de en
zimas surgiu nos anos 40! _.Em 1949, Michael e Ewers-utiliza-
ram o derivado acido de cérboximetilcelﬁlose para imobilizar
uma grandé variedade de proﬁeinas. Entretanto, a primeira ten
tativa de imobilizacio de enzimas com o objetivo de ‘melhorar
suas propriedades, ocorreu em 1953,guando Grubhofer e Shleith,
realizando um nimero expressivo de experimentoé, imobilizaram
pepsina, amilase e carboxipeptase, utilizando a resina de po

liestireno como - suporte?’. -

Um dos problemas da &poca era a escassez de polimeros
comeraiais gue pudessem ser testados como suportes para imobi
liz=75r de ~nzimas, assim a maioria dag resinas hidrofébicas

utilizzdas -rz sintetizada em laboratério, Por outro lado, de



ve-se considerar os poucos conhecimentos existentes na época

sobre a estrutura quimica das proteinas.

Segundo Trevan'®! , o maior problema da época era a'fal
ta de conhecimentos; por exemplo, em meados dos énos 50, Mac
Larem estudou a adsorgao de enzimas em caulinita, e publicou
trabalhos em revistas e periddicos como o Annﬁal 'Procgedings
of the Society of Soil Science, periodico geralmente nao con-
sultado por biotecndlogos.

24

Segundo Chibata“” ,;nos anos 50, menos de dez trabalhos

foram publicados na area de enzimas imobilizadas. Porém, de
ve~-se enfatizar que A. D. MacLaren e Zittle foramdois grandes
pesquisadores da técnica de imobilizacido de enzimas no perié
do;de 1954 a 1961, fase em que eles se preocuparamcom a adsor
¢do de enzimas em suportes inorginicos®®s!'®, por outro lado,
_Katchalski, em 1960, publicou um trabalho na &rea de imobili
zagdo de enzimas através de ligagao covalente em polimeros or
gﬁnicoésﬂ. | |

Em 1961, Mitz e Summaria’? noticiaram a ligagao de
tripsina e chimotripsina em copolimeros orgdnicos a base dece
lulose como ¢ aminobenzil celulose diazotado e-derivadds de

carboximetilcelulose. Os métodos pr0pdstos por estes pesquisa

dores s3o utilizados até hoje.

Em 1962, Manecke'’! observou que a atividade de uma
enzima imobilizada depende do grau de hidratagio damatriz pg
limérica e utilizou outros polimeros além dos celuldsices, co

mo suportes para imobilizacao de enzimas através de 1ligacdo



covalente. Nesse mesmo ano, Manecke utilizando copolimerc acri
lado imobilizou pepsina, amilase, invertase e alcool desidro-
genase. Esta {ltima fol a primeira enzima do tipo Oxido-re-
dutase a ser imobilizada com sucesso, visto que, até entao,
apenas enzimas do tipo hidrolases haviam sido imobilizadas

Os trabalhos pioneiros nesta area, utilizaram o pro-
cesso de adsorcao para suportes inorganicos e ligac¢do covalen-
te para os suportes organicos’®'.

A popularidade do uso de derivados celuldsicos comb
suportes para a imobilizagao de enzimas, nos anos 50 e 60, de-
veu-se a diversas vantageﬁs, tais como, sua alta hidrofilici-
dade, a facilidade de ser encontrada no comércic e seu poten-—
cial de reacdo produzindo derivacoes guimicas variédas,-ou se-
ja, € relativamente facil sintetizar outros polimeros na for-
ma de pd ou de membrana,-usando como base a celulose.

Atualmente, sabe-se gue os polissacarideos néq s&0
- suportes ideais para a imobilizacéo de enzimas por apresenta-
rem .dois sérios inconvenientes: o primeiro, consiste na sua
suscetibilidade ao ataque microbiano; o segundo incdnveniente
@ sua baixa especificidade, isto &, a celulose adsorve ém alto
grau proteinas nao especifiqas. Consequentemente, a enzima img
bilizada deve ser muito bem lévada en solucao com alta forca
iGnica. Este processo'frequentemente inativa a enzima, especi—
almente sendo ela um polimero na sua forma atival?l.

A utilizagao de reagentes multifuncionais na imobili
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zagao, como moléculas gue promovem 1igagdo entre o suporte e
a enzima, foi iniciada nos anos 60. Estes reagentes devem ser
constituido ‘por moléculas peguenas e somente reagir com o su-

porte e com.a enzima especificos.

Em 1967 Kay e Crook®? e em 1968 Kay e outros®?, utili
zando o reagente multifuncional triclorotriazina, imobilizaram
galactase, lactase, desidrogenase, piruvato guinase ecreatini
no quinase 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 sequndo, com a eﬁzima e o terceiro
pode reagiX COm algum composto conveniente, A vantagem no uso
‘deste reagente multifuncional & que a natureza idnica do com
plexo enzima-celulose depende da carga idnica desse reagente,
que pode ser neutra, catidnica ou anidnica, dependendo da na-

tureza do composto presente na terceira ligagédo.

Outro reagente multifuncicnal € © glutaraldeldo, que
contém dois grupos aldeido nos extremos da molécula.
Como © grupo‘aldeido reage, em pH neutro, com grupos ' aminos
1ivres, um desses grupos finéis da molécula de glutaraldeido

pode ser ligadoc ao suporte e o outro a enzima.

Um método de ativagdo bastante comum usado atﬁalmen—‘
te & aquele que envolve o grupo brometo.de cianogénio (Ascen
e outros 1967; Porath®® 1974).-A forma exata da reacao de 1li-
gacdo desse reagente com a molécula de celulose nac & bem co-
nhecida,mas em pH elevado, aparentemente,oqorre reacdo rapida
com grupo hidroxila dos polissacarideos e seu derivado rea
ge com o grupo amino livre da enzima em meio élcalino. O

brometo de cianogénio & extremamente toxico, devendo ser toma
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das precaugoes para o seu manuseio. Deve-se enfatizar, que ape

sar desse reagente ser conveniente para ligacao de pequenas

moléculas, ele apresenta instabilidade quimical®!.

N

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

umas nas outras.

Em alguns casos, & interessante economicamente a co-
polimerizagdo da enzima com uma proteina inerte, como a albu-

mina, a fim de aumentar a quantidade de produto final'®!,

Outros materiais gue sao empregados como suportes e
tém apresentado relativo sucesso sao: o vidro (Weetall, 1969),
¢ 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 copolimeros acri
lados sdo comercialmente disponiveis, apresentando geralmente
alguns grupos reativos como: diazo, aldeidos e hidrocianatos.
Um derivado interessante, deste grupc de polimeros, sao os ég
lveis em dgua que sdo utilizados nos processos de preparagao

de ei.__mas imobilizadas soltveis!®!.

A possibilidade de utilizacio da enzima imobilizada
como um catalisador reutilizdvel tem provocado uma intensa in
vestigagdo nessa area. As aplicagoes praticas das enzimas imo
bilizadas podem ser divididas em 3 categorias: uso ana;itico,

1!6'20 s 101

uso tes. Butico e uso industria

A aplicagac analitica pode ser observada através de

duas té&cnicas: os eletrodos enzimaticos e as anadlises automi-
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ticas. Os eletrodos enzimdticos consistem de uma délula capaz
de gerar um potencial el&trico através de uma reagdo catalisa
da por enzimas imobilizadas que estao fixadas ao redor da cé
lula. Atualmente, tem-se procurado usar enzimas imobilizadas

em proéessos continuos deautd—anélise de pequenas amostras,co

mo por exemplo do sangue''!,

Como agente terapéutico, enzimas imobilizadas, conti
das em capsulas de polimeros nio alé:gicos, podem ser ingeri
das por individuos gue apresentam problemas de mau funciona-
mento de determinada enzima ou até auséncia da mesma no orga-
nismo. A injecdo intravenosa de enzimas imobilizadaé em capsu
las de polimero anti-alérgico, semelhantes 3s hemicias arti
ficiais , resulta num rapido actmulo destas, no figado e no
bago, onde as clpsulas sao rapidamente degradadas, liberan-—

do as enzimas!®.

As aplicagGes biomédicas das enzimas imobilizadas ain
da se situam num estado de estudos bAsicos, devido a necessida
de de pré-requisitos, tais como: auséncia de toxicidade,de hems
lise e de alergia, assim como de estabilidade quimica “in vi

vo" « veagGes imunolSgicas!'®.

As aplicagﬁeé.industriais existem em nimero limita-
do, devido a varios fatores principalmente de natureza té&cni-
co-econBmica, relaciﬁnados com 0s elevados custos do processo
de imohilizagdo, com a relativa baixa eficiéncia da enzima a-

'pds a imcbhbillizcdo e com a baixa estabilidade operacional.

A alllizagdo de enzimas imobilizadas em processos con
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tinuos surgiu no Japac em 1969. Segundo Basta®, em 1971, ini
ciou—-se nos Estados Unidos a produgao de xaropes comalto teor
de frutose, a partir do amido de milho, utilizando enzimas imo
bilizadas. A partir dessa instalacgdo, surgiram outras fabri-
cas de xaropes com alto teor de frutose na Alemanha Ocidental,
em 1980. Em 1982, entrou em funcionamento uma planta para pro
ducao de adogantes e uma outra para producac de glicose e ga-
lactose, ambas partindo do soro de leite e utilizando técni-.

cas de imobilizacdo de enzima ”.

O futuro dominio da éplicagao industrial das enzimas
imobilizadas deverd verificar-se em processos mais complexos
de sintese e na obtengio de produtos de custo elevado, nomea-
damente de guimica fina para os quais se torne desvantajosa,

economicamente, a utilizac8o de enzimas solilveis'®,

A atividade especifica das enzimas imobilizadas pode
ser substancialmente menor gque a das enzimas livres. Alguns
fatores podem provocar a inativagac das enzimas, taiscomo: pH,
presenga de radicais livres, ou de agentes oxidantes, tempera
tura elevada e agitagdo. A figura 2.1 proposta por Trevan!?!,
mostra os possiveis mecanismos de inativacgdo que podem ocoxr
rer & processo de imobilizagac de enzima em matrizes polimé&- -

rw' ~o
e et o ot

Segundo Trevan'®', o critério inicial de escolha do mé
todo de imobilizagdo & puramente empirico, porém deve-se le-
var em cuousideragdo a manutencdo da atividaae enzimdtica. Ele
propoe alguns fatores que podem auxiliar para o sucesso de uma

imebilizacao.
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2,1.2. Métodos de Imobilizagdo de Enzimas

Atualmente, existe uma grande variedade de métodos
para imobilizagdo de enzimas, sendo os mesmos, geralmente, com
binagbes de duas ou mais técnicas de ligacgao. Na primeira con

feréncia sobre a "Engenharia de Enzima", . realizado em

1971% ¢ 1?3, foi proposto a seguinte classificag@o para as enzi

mas imobilizadas:

1. Enzimas Ligadas
. adsorg¢ao

. Ligagao Covalente

2. Enzimas Entrelagadas
. em Matrizes

. em Capsulas

Chibata?® propSs mais um grupo de classificacdo gue

entraria como item 3: ligagao cruzada.

A figura 2.2 proposta por Trevan!’!, mostra os méto

. dos «de ligacdo das enzimas nos suportes.

A aasorgéo potencialmente representa o processo mais
econdmico e o mais antigo. Esse método de imobilizagdo consis
te na adsorcao das enzimas em matrizes poliméricas sem liga-
¢ao covalente. Essa técnica & extremamente facil, basta agi-
tar juntamente enzima e adsorvente. Porém, o rendimento (mas-
sa de enzima ligada por unidade de massa de adsorvente)} € bai-

xo e grande quantidade de enzima &€ freguentemente desativada



{2} LIGAGAD 1DNICA
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de maneira parcial ou total. Apesar da simplicidade do m&todo,
as reagoes envolvidas na adso;gﬁo sao complexas e envolvem va
rios tipos de ligag¢bes. A enzima adsorvida pode desprender do
suporte durante sua utilizacao devido a peguenas flutuaces dé
algumas variaveis como pH, temperatura e forga ifnica, isto
porque a forga de ligagdo entre a enzima e o suporte & fra-
ca’®. pPode-se enumerar alguns tipos de ligagdo que atuam na
adsorgao, tais como: forgas de van der Waals,pontes de hidro-
génio, quimissorgdo e troca idnica’!. Esse Gltimo tipo de 1i-
gacdo foi detalhado por Zittle!'®, MacLaren e Packer®®, Hair®?

e Janes e Angenstein®?.

Apesar destas limitagSes, esse método foi o primeiro
a ser usado em escala industrial em 1969. O processo comercial
consiste na imobilizagdo por adsorgao da enzima aminocilase em
DEAE (dietil amino etil}, e DEAE celulose. Este processo foi
empregado no Japao, devido a  esforgos de Tosa, Mori, Fusi
e Chibata. A partir dai, varijios trabalhos, utilizando  estes
supcortes foram desenvolvidos com relativo sucesso, como a imo
bilizaq&o da glicose isomerase’!.

_ 0s derivados de celulose como carboximetilcelulose e
DEAE celulose, sao bastante utilizados como resinas de troca
ibnica, devido a sua alta capacidade adsorvente (acima de 15%
em peso, proteina/celulose). Outros materiais frequentemente
usados com capacidade bastante inferior sfo: resinas de poli-.

renn, .canlinita, coligeno, aluminio, silica gel, vidro e

Jmi=

est

b6xidos metilicos!®!,

Em 1975 Messing’! realizou estudos de revisdo sobre



a adsorcado de enzimas em particulas de ceramica porosa,car
vao, alumina, coldgeno, DEAE-celulose e didxodo de ti-
tinio, bem como sobre a utilizacao de sais de metais de tran
sigao para a fixacao das enzimas aos suportes. Messing tam
bém descreveu a imobilizacao de urecase sobre didxido de ti-
tanio por meio de uma ponte comsais de estanho; possivel-
mente, esse método esteja relacionado com O Processo de
ligagdo com metais de transicao. Esse método foi aplica-
do c¢om relativo sucesso para a celulose, porém, nas apli-
cagbes com suportes inorganicos tem apresentado resulta-
dos imprevisiveis.

0 método da ligagao covalente, coﬁsiste €m promover
esse tipo de ligagao entre enzimas e suportes.insolﬁveis em
agua. As moléculas das enzimas se ligam covalentemente atra-
vés de grupos nuéleéfilos funcionais das enzimas ( ~NH,,
-SH e -0OH ), aos suportes contendo grupos reativos, tais
cano, aldefdo, amino , diazdnico, azida écida;iéocianatos e ha
letos. As condicgoes de reacgoes necesséfias_para formacdo des
sas ligagOes sdao normalmente drésﬁicas. Em alguns casos, a 1i
gagao co;alente altera a estrutura conformacional, provocan-

do,consequentemente,a redugao da atividade enzimatica, bem

(]

como,podendo acarretar uma mudanca de sua especificidade. En

tretanto a enzima mantém-se firmemente ligada ao suporte,po-
is a energia de ligagio & alta?®.
A selecao das condigdes de imobilizacao por ligagao
S

covalente & a mais dificil em relacao aos outros métodos. Por

outro lado,a imobilizacao com este tipo de ligacao em polime-—
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ros € provavelmente o método mais usado, ja que ele proporcig

. . o - . 20
na uma firme imobilizacao da.enzima no suporte” .

Segundo Weetall!®® ,rilbert e Pitcher® a ligagido co-
valente & comumente usada, por ser um método de imobilizacgao

muito vers&til e produzir derivados imobilizados estaveis.

0 método de imobilizagao por ligagac cruzada se  ba
seia na formagd3o de ligacdes guimicas, mas sem usar suportes
insolveis em dgua. A imobilizagdo & realizada pela formagao
de ligagoes cruzadas entre as moléculas de enzimas por meio

de reagentes bi ou multifuncionais.

Um fato interessante a ser registrado foi a observa-
¢do de Baker, em 1910, que notou a formacao de gel de-protei—
na sob agao de aldeidos. Essa informagao € Gitil ainda hoje,
por possibilitar a obtencdo de um precipitado enzimdtico usan

do reagentes multifuncionais, como o glutaraldeido!?!,

h_Ahfeticulagao intermolecular de enzimas, atravds de
_reagenteé ﬁﬁltifuncionais, provoca um aumento no tamanho das
moléculas e a redugao da distancia intermoleculgr_daa enzimas.
Usando tal propriedade, Richard (1964), Ogata (1968), Jasen
(1969) ‘e Habeeb (1967) promoveram a ligagao cruzada das enzi-
mas carboxipeptase, papaina e -tripsina sob a

forma de precipitados a partir de solugOes enzimiticas!®!,

Em 1968,Goldman e outros®® prepararam uma membrana en
zimatica, através da ligagdo cruzada das enzimas adsorvidas na
superficie " mma membrana de nitrato de celulose, pela acgao
de glutaral2cIdo e posterior dissolugdo da membrana celuldsi-

ca pela 23ic=o de metanol.



Embera, muitos outros reagentes multifuncionais
possam ser usados como agentes de ligagao cruzada,como por
exemplo, ¢ 2,4-dinitro 3,5-difluor benzeno, somente o
glutaraldeido tem sido freguentemente utilizado, provavelmen-
te, porque ele reage com as proteinas sob condigdes amenas
de pH e temperatura e porgue, talvez seja atualmente, © rea-

gente multifuncional menos tdéxico®®? .

0 agente de ligacao cruzada deve ser escolhido de
modo a se ligar especificamente a grupos funcionais que nao
estejam envolvidos no sitio ative da proteina.

0 aspecto mais favorivel no uso de reagentes multi-
fuhcionais como agentes de imobilizacao de enzimas, & que
eles podem produzir tipos bastante diferentes de derivados en
zimdticos, tais como géis enzimaticos entrelagados, menmbranas
enzimaticas, derivados adsorvidos em monocamadas e conjuga-
dos insoliiveis em agua, ligados a polimeros. Aﬂbreparagéo de
derivados enzimaticos insoltveis em agua, usando'reagentesnui
tifuncionais, & simples e fornece produtOS-qug.sgo proteinas
praticamente puras. Porém, pode-se citar algumas desvantagens
desse método, tais como a necessidade de um rigido controle
de pH, concentracadc, a necessidade de um grande volume de pro-
teina ou coproteina e a frequente inativagdo das enzimas cau

sada pelo atague dos seus sitios ativos!!s,

Weetall!®? também afirma que as enzimas imobilizadas
por ligacao cruzada, apresentam uma natureza gelatinosa tor-

nando dificil usa-las em algumas operacoes em coluna,

0 entrelacamento em matrizes, consiste no aprisiona-

mento das_moléculas dentro de uma matriz polimérica, iste €&,
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“a enzima permanece retida dentro dos espagos intersticiais do
polimero. Assim, as moleculas enzimaticas s3io fisicamente a-
prisionadas dentro de uma matriz polimérica, de onde nio po-
dem sair. Porém, as moléculas do substratoc e produto podem
se transferir através dessa rede, assegurando, desde que apre

sentem tamanhos apropriados, uma continua transformacgdao®®r s |

0 procedimento experimental consiste na polimeriza -
¢do de mondémeros em uma solugao aquosa, contendo enzima. o)
produto enzimético polimerizado pode ser mecanicamente disper

so em particulas que podem ser liofilizadas“®,

A simplicidade experimental e a necessidade de peque
nas quantidades de enzimas para a imobilizacdo, aldm do fato
de ser um processo fisico,que nio envolve nenhum problema de
modificacdo quimica da enzima e nenhuma mudanga nas suas pro-
priedades intrinsecas, j& gque nao ha ligacao covalente ou ele-
trostdtica das enzimas com polimeros, s3o responsiveis pelas
grandes vantagens da utilizagdo dessa técnica. Porém pode ocorrer
inativacdo quimica ou térmica das enzimas durante a formacao
da matriz. Pode-se citar, também,_outras desvantagens como a
perda da enzima através dos intersticios poliméricos, a difi
culdade de controle dos fatores experimentais e a ‘limitagﬁo
do uso apenas para substratos e produtos de baixo peso molecu

larlls

Em 1963 e 1968, Bernfield e co—autores’fs; obtiveram.
sucesso entrelag.:..do diversas enzimas em gel de poliacrilami-

da.

0 méilodo de entrelagamento em microcapsula consiste



22

na imobilizagao de proteina dentro de microcipsulas semiper-—
meaveis, porosas e de tamanho Bem definido, obtidas a partir
de polimeros orgénicos, de maneira que, as mol&culas niac pos-
sam escapar. Porém, solugoes de baixos pesos moleculares po-
dem entrar e sair da capsula por difusao, através da membra-

na’t,

Assim, como O entrelacamento em matrizes, esse méto-
do tem a grande vantagem de ser um processo fisico, por outro
lado, essa técnica reguer condigdes experimentais controladas
em comparagao com a microencapsulagao de outros produtos qui-
micos??, As microcapsulas de enzimas imobilizadas podem ser pre

paradas desde o tamanho de 1 micron até varios microns!°?,

Existem dois processos para a formagdao das microcip-
sulas: o primeiro consiste basicamente num processo de emulsi
ficagao, semelhante & homogeneizacgao de dgua em 6leo. Uma fa-
se nao e miscivel na outra, mas formam capsulas ou coaserva-

dos, quando misturadas uma com a outra’l.

O segundo procésso ¢onsiste na polimerizaééo quimiéa
de uma membrana insoluvel em;égua na interface de uma microgg
-3, A nroteina em fase liQuida e, inicialmente, erulsificada
i composto orgénicé, dissolvido em um solvente organico.
T .8 a formagab das gotas ocorre a polimerizacado da por-
¢éo -3z%nica™,

As membrapas, mais comumente usadas, utilizam o Ny

lon 2 Acetato de Celulosel®!,

De. fato, todos estes processos nao ocorrem isolada-
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mente, pois durante ¢ processo de ligagao com o suporte, ocor
re alguma adsorgdo na superficie do mesmo. Durante a ligagdo
covalente da enzima na superficie do suporte, pode ocorrer a
adsorgdo e ainda, a ligagao cruzada entre moléculas de  enzi
mas, E possivel também, gue durante uma imobilizagdao por ad-
sor¢ao, adicionalmente, ocorra a ligacao cruzada entre as mo-
leculas de enzimas bem como algumas ligagoes covalentes na su
perficie do suporte. O encapsulamento e entrelacamento podem
envolver, nao somente adsorcao fisica e quimica,bem como,a 1i

gagao cruzada e O ataque covalente da superficie do suporte’!.

Portanto, quando se descreve uma técnica particular
de imobilizagao de enzimas, esta se analisando o tipo predomi

nante de ligac¢do.
2.1.3 Cinética de Michaelis-Menten

Como com gualquer catalisador, a velocidade de rea-
gao catalisada enzimaticamente depende diretamente da concen-
tracao de en;ima, sendo proporcional a esta concentragao quan
do em presenga de excesso de substrato. Para uma dada concen-
tragdo de enzima (Eo) a velocidade inicial de uma reagao sim
ples de transformagdo de um substrato aumenta no iﬁicio 1i
nearmente com o aumento da sua concentragao inicial (reacgao
‘de primeira ordém). Contudo, com o aumento da concentracao do
substratdé o aumento da velocidade comega a diminuir até que,

para uma grande concentragao de substrato, se torna indepen-

dente desta (reagio de ordem zero)!S .
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Henri observou este comportamento e em 1902 propds a

equagao de velocidade!®

v = Vmax ., 5 ' (2.1)
Km + 5.

onde Vmax = ¢ x Eo

Embora Henri tivesse proposto uma explicagdo tedrica
para esta equag&o utilizando um mecanismo de reagdo hipoté&ti-

co, a sua derivacao foi obtida em 1913, por Michaelis e Men-

ten para uma reagdo enzimdtica simples*r7!:
kl k
E+Sg—* ES &—/7 E + P
k k
2 4
onde:
E = enzima
5 = substrato
k = velocidade especifica de reagao

(constante de reagido)
P = produto

ES = complexo enzima-substrato

Cada parametro da Equagao 2.1 tem o seguinte signifi

cado Ffisico’l:

v = & a velocidade de reacao, e tem a unidade da taxa. Ela
& fungdo das constantes cinéticas e da concentragdo  do

complexo enzima-substrato. .
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Vmax = & a velocidade maxima de reagdo e tem a unidade da ta
xa. E uma propriedade -intrinseca da enzima, visto que
ela & proporcional'E.concentragéo de enzima. Para sua
determinacdo, assume-se gue todas as enzimas estdao na

forma do complexo enzima-substrato.

S, = concentragao do substrato, comumente dada em

moles por litro (M}.

Km = & a constante de Michaelis e tem a mesma unidade da
concentragao de substrato. Km & uma propriedade intrin
seca da enzima, sendo constante somente, para condi-
¢Ses bem especificas. Ela & definida como a concentra
cao do substrato, onde a velocidade da reagao € a meta
de da maxima. A comparagao de Km, para diferentes enzi
mas sob condigoes idénticas, fornece algumas informa

‘¢oes a respeito da identidade das enzimas.

A equagdco cinética de Michaelis-Menten & valida ape
nas para instantes iniciais da reag¢ao guando & desprezivel a
concentracdo do produto, e na. condigao de estado estaciona

rio para a formag¢3o reversivel do complexo enzima-substrato!®.

Os pari@metros cinéticos, constante de Michaelis (Xm)
e velocidade m&xima (Vmiax), podem ser estimados a partir da
equagdo de Michaelis-Menten (Eguagao 2.l1), pois sendo Vmax <o
‘nhecido, a constante de Michaelis & igual & concentragao de

Suise o ato, S., guando vV = Vmax/2.

Para facilitar a anidlise e a determinagao dos parédme
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tros da Equagac 2.1, pode ser usado o diagrama de Lineweaver e
Burk, que se baseia na representacao grafica da referida equa-

16 14 7]
1 ]

cao . Rearranjandc a Equagao 2.1, obtém-se:

_ Km -1 1
T Vmax ' 5 7 Umax : ' (2.2)

2.1.4. Reatores para Enzimas Imobilizadas

u - - - - -
Os reatores de enzimas imobilizadas tem muito em co

mum com outros reatores que utilizam catilise heterogénea.

Segundo Filbert e Pitcher®, ndo ha um suporte ou méto
do universal para imobilizar enzimas, e nenhum reator perfeito
gque possa ser recomendado para todos os sistemas. Somente guan
do a aplicagao ou o uso dos sistemas forem claramente defini-
dos, pode 0 suporte, o mé&todo de ligagdo e O projeto do rea-

tor ser apropriadamente escolhidos.

Para Weetalll®, existem dois tipos bisicos de sistemas
de reatores aplicaveis & tecnologia de enzimas imobiiizadas: 0
reator de tanque agitado, que pode ser operado contipuacn1des-
continuamenté, e o reator tubular de leito fixo. O reator de
leito fixo & usado para substratos de:baixa-viscosidade e alta
solubilidade e, gerélmente, apresenta maior eficiéncia que o
‘reator tangque agitado. Uma adaptagao desse reator & o de leito

fluidizado,

Para Messing’!,também niao hd um reator ideal ou univer
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sal para enzima imobilizada. Trés configuragles basicas de rea
tores sao adequadas para utilizagdo de enzimas imobilizadas em
processamento continuo: o reator continuo de tanque agitado ou
CSTR (Continuous Stirred Tank Reactor},o reator de leito flui
dizado e o reator de . leito. fixo. A decisao com
respeito ao tipo de reator,deve também considerar as con-
digoes de temperatura, vazao, controle e ajuste do pH, forcga

idnica, concentragao do substrato, efeitos de difusdo, etc..

Filbert e Pitcher?® afirmam que o reator de leito fi
X0 ou reator de coluna recheada & o mais difundido e melhor co
nhecido para enzimas imobilizadas. Os reatores descontinuos sdo
usados . geralmente para peguenas escalas, € o0 de leito. fluidiza
dd'ésta‘mereCendb algumas atencgdes.

Conforme Lilly e Dunniel®®, a escolha do reator depen-
de da cinética da reacgdo e.de varilveis operacionais. Teorica-
mente o CSTR apresenta menor eficiéncia (massa de produto for-
mado por unidade de massa de enzima) que o tubular. Se ocorrer
inibicado da reacdo pela concentragao do produto, entéo o CS8TR
se torna menos'eficiente, ainda_relativémente ao reator tubu-

lar. Por outro lado, se ccorrer inibigHo pelo reagente, o CSTR

torna-se mais favoravel.

Para Chibafazu,o'reator de tangque agitado deve ser usa
do quando a solucdo de substrato apresenta. alta viscosidade e
guando a atividade enzimdtica & relativamente baixa, 'isto tan-
to para processo continuo como para descontinuo. Paré enzima e

células imobilizadas, os reatores de leito fixo sio os mais uti
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_lizados, sendo encontrados com fluxos.descendentes, ascenden-—
tes ou com reciclos.0 fluxo déscendente causa compressiao no
leito, sendo preferivel o ascendente.Q reator deé léito ~fluidi
zado &€ indicado para solugééé de substrato de alta viscosida-
de,e guando um substrato ou um produto gasoso esta envolvido.
Outros tipos de reatores,como:o:deamemhrana:de_ultrafiltragéq

tubos de enzimas e f£ilme de enzimas sao ainda pouco estudados.._

Segundo Bastas,tédos o5 processos industriais com en
zimas imobilizadas utilizam reatqres de leito fixo._Por outro
lado, o reator de leito fluidizado apresenta infimeras vanta
gens, guandco comparado com outros reatores como mostra a tabe

la 2.116

Lortie®’,em 1981, propds um modelo cinético unidimen
sional, para reatores de leito fixo, levando em conta a difu

sdo do substrato entre a fase liguida e o suporte sdlido.

Nesse trabalho, foram utilizados os reatores de lei

to fixo e de leito fluidizado.

Nos reatores de leito fluidizado a diferenca de den
sidéde_entre o sd6lido e o liguido € um fator importante, pois
uma maior diferenga destas densidades permite -a utilizacao
de ﬁaior velocidade de fluidizacao, sem que seja excedida a
velocidade terminal das particulas. Porém, a diferenga das den
gsidades éntre o sb6lido e o 1iguido nao deve ser .exéessiva,

pois pode comprometer a gualidade da fluidizagdo'¢.
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Reator de Leito

Reator de Leito

Reator de Lei

Variavel . qs . =
Fluidizado Fixo to de Lama
Diametro - . . | Particulas
. da Opera com particu) Particulas relati muito pe-
particula éai Eeguezag vamsnge grandes quenas
(dp) , P mm -} dp o dp < 0,1 nm
Queda de
pressao para Baixa Alta v
mesma Vazao
Distribuicao Temperatura cons— | N2lOres gradlen=i pigeribuigao
& : tes de temperatu-
de temperatura tante e uniforme, dificil de ¢ e controle
no leito facil controle Ezéla; Crldecolli razoavel
Fluxo de calor Eficiente para uma
e massa no dada razao Ineficiente Razoavel
leito altura/vazao
Destruigao do '
. . . - ~ . Problemas
catalisador Negligenciavel Nao existente cErios
por atrito
Regeneracgao
continua no Facil Impossivel Possivel
catalisador

.8alidos em
SUSpensao mo

Nao causa proble
mas

Problemas séerios
de entupimento

Problemas pa
ra operagao

substrato continua
Area superficial

relativa/unidade .o

de volume de Alta Baixa Alta
" reator

Altas taxas de . - .

. - 0Os mencres Volumes Os maiores
conversao 1 ‘ot dizri 1
implicam voLiurmes i1ntermedlarios volumes
Controle de pH Facil Dificil - Facil
timent P .

Investimento no 0 menor Intermediario 0 maior
reator
Custo Qperacional | Baixo Alto Alto

Tabela 2.1 ~ Comparagao dos Reatores de Leito Fluidizado,
de Leito de Lama

1ic

Leito Fixo e
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Em alguns processos, 0os reatores de leito fixo
podem alcancar o comportamento dos reatores tubulares
ideais. Abaixo, encontra-se determinada a equagao do modelo
cinético de um reator tubular ideal com a cinética de Michae

lis-Menten,

Dois parametros importantes num sistema reacional
- - ~ - 3
sao: a fragao de conversao (fa) e a taxa de fluxo (Qem cm™/

minuto) . A fragdo de conversdo pode ser definida como??:

fa = {(So - 58)/So

onde:

So = concentracgao molar de substrato na entrada do reator
{(moles/1)

§ = concentragdo mclar de substrato na saida do reator

{moles /1)

A relagao entre a taxa de fluxo e a fragao de con
versao foi estabelecida integrando a equagao de balango de
massa em um elemento de volume do reator tubular ideal e uti

lizando a equagdc de Michaelis-Menten?® %%,

Fazendo um balanco de massa num elemente de volume

do leito catalitico, temos:

{rdV

r: baedps )\ rar

T

Figura 2.3 - Balango de massa num elemento de volume de um reator tubu
lar -
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av' =

onde:

Fao =

31

Fa - (Fa + dFa) = v . dv' | (2.4)

vazdo molar [moles/minuto]
taxa especifica da reagdo [(mol/(minuto x ml de liquido
no leito)]

volume de liguido no elemento do volume dV do reator

[on®]
av' =a & . ag (2.5)

Fa = Fao . (1 - fa) _ (2.6}

vazao molar de alimentagao
porosidade do . leito catalitico
area da segao transversal do leito catalitico -

elemento de comprimento do leito catalitico
Substituindo a eguagao (2.5) na (2.4), temos:
-dFa = Vv & a o £ ¥ dp {(2.7)

Derivando a equagado (2.6) e substituindo-a na egua

gao (2.7), temos:

Fao .» dfa = v . a , & + ag (2.8)
como, Fao = Q0 ., So, temos {2.9)
v = Q + So « dfa (2.10)

Ia-.Esd,?,
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Substituindo a équagao (2.10) na eguagao de Michae
lis-Menten (2.1), rearranjando e integrando a expressdo re
sultante entre os limites (0 a %) para o comprimento, e de
{0 a fa) para a conversao, obtemos:

vmax , %

So » fa =FKm -~ #%n (1 - fa) + =7 (2.11)

VL & a velocidade superficial de fluxec, dada por:

Vi =0/ (a « E) (2.12)

2.1.5. Enzimas Invertase e Amiloglicosidase

A invertase, sacarase ou ﬁfrutofuranosidase,é uma
das enzimas mais conhecidas, sendc encontrada emmuitas plan
tas e microrganismo. A invertase, que também pode ser obti
da a partir de levedura, datalisa a hidrolise de sacgrose
produzindo uma mistura equimolai de glicose e frutose (aci-

car redutor).

Existem duas formas de invertase, a extracelular e
a intracelular. A forma extracelular € uma glicop:oteinacmm
cerca de 50% de carboidratos, ao passo que a intracelular

& destituida dos mesmos!!?.

A invertase & bastante aplicada na industriade ali
mentos, pois a hidrdlise enzimidtica de solugoes concentra-—
das de sacarose origina xaropes mais doces e provoca a for-

magao de monossacarideos mais sollveis e mais dificeis de
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serem cristalizadog?® 110,

Segundo Draetta?® as invertases intra ou a extrace-~
lular apresentam atividades &timas na faixa de gﬁiéntre 3,5
e 5,5 e temperatura Otima na faixa de 23 a 559C, dependendo
do grau de purificagao da enzima, assim como da concentragao

do substréto.

A invertase foi inicialmente imobilizada por adsor
¢do em carvdo e em hidrdxido de aluminio’’ . Nos filtimos anos,
tem-se imohilizado a invertase através de varios métodos e
utilizando varios suportes® %, tais como, a imobilizagao

81

por ligacao covalente em vidro poroso®® ¢ 8l em sabugo de mi

1ho??, em matriz de liestireno3®® ou em outros su-
I

79 . 1040

portes?®t 7% , copclimerizacao com acrilamida®', o entrela-

27,52 a adsorcaoc em quitina, caulinita e

-gamento em fibras
outros suportes®®,zlém da imobilizagdo em resinas de  DEAE -
celulose e - amberlite®? r1?? & outras resinas trocado

ras de idns’S 80,86

Kobayashi e Moo-Yong®® imobilizaram invertase cova
lentemente em resinas do tipo poliamida e constataram uma
retencao de 38% da atividade catalitica relativa i fdase 13-
guida. Verificaram também gue os parametros éinéticos da
equagao de Michaelis-Menten nac eram constantes em ‘reator

.

tubular de leito fixo.

Usami, Noda e Goto'™, usando invertase ligada a re
sinas DEAE~celulose, observaram uma manutengdo de 31% da ati
vidade catalitica relativa 3 fase liquida, na temperatura

de 509C para enzima livre, e 35 centigrados para enzina imo
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bilizada. Susuki et alli, utilizando o mesmo suporte, obti-
veram 50% de retencgao 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?®®! ligaram invertase covalente-
mente a uma matriz de poliestireno, estabeleceram um pH 6ti
mo para a enzima imobilizada entre 4,5 e 5,0 e uma elevagao
do valor de Km em relagao 3 enzima sollvel. Eles também ve
rificaram uma manutencdo de atividade catalitica relativa a
fase l1igquida para a enzima -imobilizada de .. aproximada-

mente 35%.

Usami, Hasegawa e Karasawa!"’ imobilizaram inverta
se por varios métodos e, utilizando diferentes suportes, ob

tiveram melhor resultado com DEAE-celulose, com 312 de ati

.vidade relativa 3 fase liquida.

Ribeiro® imobilizou invertase, uéando resinas de
troca idnica, como a duolite s-761, amberlite ira—400.e- re
xyn 101, obtendo uma retengao de atividade relativa & fase
liquiaa de 70,43%, 32,61% e 43,48% respectivamente, A resi-

na dowex l-x4 testada nac apresentou retencdo de atividade
para a invertase imobilizada nesse suporte.

Uma das principais -enzimas amiloliticas utilizadas
industrialmente na produgao de glicose & a amiloglicosidase

que tem sido estudada por numerosos grupos de dnvestigacao

no campo de Tecnologia Enzimitica e Bioguimica'® .

A amiloglicosidaée {gluccamilase) tem sido isolada
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principalmente de varios fungos e designada por nomes dife
rentes desde meados da década de guarenta até aos principios
da década de sessenta, tais como: enzima glucog@nica do Rh£
zophus tonkinensis (Corman e Langly Kke, 1948), a-amilase do
Aspergiflus usamii, glucoamilase do Rhizopus delemax (Phi
lips e Caldwell, 1951}, do Aspengillflus niger (Barker et al,
1957), e do Saccharomyces dastaticus (Hopkins e Kulka, 1957),
amiloglicosidase do Aspengillus niger (Pazur e Ando, 1959) e
do Endomyces sp. (Hattori e Takeuchi, 1962) e taka-amilase B
do Aspengillus ornyzae (Okazaki, 1954) . Contudo as “designa-
¢Ces mais utilizadas sao a de glucocamilase ‘e amiloglicosi--

dasel® .

A produgao de amiloglicosidase concentradafpdezser
obtida pela precipitacao das enzimas solubilizadas no fil-
trado de fermentacao do Aspergillus niger NRR L 3122, em pre
senga de éléool etilico®?.Essa enzima apresenta uma faixa
Otima de pH entre 3,5 e 5,0 e temperatura entre 40 e 659C
' dependendo do grau de purificagao da enzima e do processo a

dotado.

Wilson e Lilly em 1969'% ligaram quimicamenteaieg
zima amiloglicosidase em DEAE - celulose, usando como  rea
genté bifuncional 2-amino 4-6-dicloro- - triazina. Em 1970,
Bacherler e outros® ligaram amiloglicosidase em DEAE - Celu

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

ca idnica amberlite, sendc observado uma queda de atividade
catalitica guando eram utilizadas solucdes tampao com con-

centracdes acima de o,3M82,
Existem varias publicacdes relativas a trabalhos



36

gue utilizam métodos de adsorgao para imobilizar amiloglico

sidase em varios suportes.Em 1970,Usami e Shirasaki'®®

estu
daram a cinética de adsorgdo dessa enzima adsorvida em argi
la acida e carvao ativo.Em 1975,foram utilizados como supor
te para adsorgao, a alumina ativada e o s0dio silicato de

~

aluminio ativado®®.

Maeda e Suzuki, em 1974°°, imobilizaram amiloglico-
sidase e invertase, através do método de entrelacamento em
matriz polimérica de N-vinil pirolidina com radiacao Y ob-
tendo uma retengado de atividade para as enzimas imobilizadas
relativa & fase liguida entre 50 - 55%. Para a amiloglicosi
dase a constante cinética de Michaelis-Menten foi 2,6 ve-
zes maior para a enzima imobilizada relativa & enzima livre,

em pH 4 e temperatura 379C.

Em i974, Kawashima e Unmeda ! imobilizaram amilogli-
cosidase e invertase, através do métodq de entrelagamento em
matriz de acrilamida por radiopolimgrizagao, obtendo uma re
tengdo de atividade para as enzimas imobilizadas - relativa
ds enzimas livres de aproximadamente 16% e 53,2%, respecti-
vamente.

187 jmobilizou a amiloglicosida-

Em 1982, Wasserman
se por adsorgao eletréstética, utilizando como suporte esfé
ras de vidro nao porosas, recobertas com poliestirenoamina,
com posterior ligagao cruzada através de glutaraldeido. 0
pesquisador denominou esse suporte comolesferas de wvidro

catidnicas, obtendo um tempo de meia-vida menor gque uma se-

mana.
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Cabral e outros imobilizaram amiloglicosidase atra
vés de ligagao covalente em varios suportes inorgdnicos, co
mo o vidro ativado com TiCl4 e aminado com hexametilenodia
minal’, e silica porosa ativada com tit&nio IV. .Obtiveram
uma retengao de atividade de 12% para as enzimas imobiliza-
das relativa & livre. Em 1982, esses mesmos autores publi-
caram um trabalho, onde amiloglicosidase e invertase eram
imobilizadas em vidro poroso ativado com outros metais de
transigao com 6 ferro II, vanaddio III e zircdnio IV, obten-
do um tempo de meia-vida para amiloglicosidase de 473 h,
893 h e 1709 h, respectivamente. Foi utilizado tgmbém, como
suporte, silica porosa ativada com titanio IV, obtendo uma
vida média de 980 h, para invertase. A retencao da ativida-
de foi de aproximadamente 13,2% para a invertase e de 16,7%
para a amiloglicosidase?®/!®, |

?® imobilizaram a amilogli-

Em 1984, Dennis e outros
cosidase, também pelo m&todo de ligagdo covalente em carbo-

diamida tratada com carbono ativo, utilizando um reator de

. leito fixo com - reciclo.

Outro suporte que foi testado para imobilizar ami
loglicosidase, através de ligagdo covalente, foi a base de
esferas macro:eticulafes de poliestireno (MP)}. Esse supor-
te apresentou resultado; semelhantes ao obtido com .o vidro
. porosa, ﬁara o vidro poroso a constante cinética de Michae
lis-Menten (Km) foi 2,5 vezes maior para a enzima imobiliza
da relativa a livre, para as esferas MP foi de aproximada-

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

Chibata e outros?®

testaram o vidro poroso como su
porte de imobilizagao para 1210 enzimas, sendo que 525 enzi
mas. foram imobilizadas nesse suporte, mantendo suas ativida

des cataliticas.

Imai e outros, em 19863+ *%, imobilizaram amilogli-
cosidase e invertase por entrelacamento dentro da membrana
de &lcool polivinilico, através de irradiagao com luz ultra
violeta, obtendo uma retencao de atividade de 12% para a en
zima imobilizada relativa 38 livre. A constante cinética Knm
foi aproximadamente 2,2 vezes maior para amiloglicosidase e
invertase imobilizadas em relagao ao valor para as enzimas
livres. Foi observado, também, um aumentoc na velocidade ma-
xima de reagao; esses resultados também foram  encontrados
por Usami e Kuratsu'®" ., Estes mesmos autores imobilizaram in
vertase em membrana de 3lcool polietileno vinilico cationi-
zada por aminoacetalizagao, com dimetilacetal 2-Dimetilami-
noacetaldeido e com dimetilacetal propionaldeido, obtendc um
aumentoda constante cindtica (Km) para a invertase imobili-
-zada de 5,9 vezes e de 2,8 vezes. Fol observado, também, uma
diminuig¢ado da velocidade maxima de reagdao para ‘a enzima imo

bilizada relativa 3 livre™®.

3116, imobilizaram amiloglico

Zanim e Morais, em 198
sidase em suportes inorgdnicos, como alumina ativada com
titadnio 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 conversado especifica pa
ra a enzimd imobilizada em relagdo a enzima livre foi apro
¥imadamente 14 vezes menor, 0 tempo de meia-vida no microrea
tor de leito fluidizado, foi de 5 a 6 dias, semelhante aos
resultados obtidos por Chibata?®, zaborsky!!'®, weetalll??® e

Ryn®7.

A potencial utilizagdo industrial da amiloglicosi
dase imobilizada esté_dependente do custo do processo de
imobilizagao e do melhoramento das caracteristicas, princi
palmente da estabilidade operacional e das preparacOes enzi

maticas imobilizadas a temperatura elevada (609C) ¢,

Nagamoto e outros, em 19867°, estudaram o efeito
de alguns solventes organicos (metanol, etancl, etilenogli
col e 1,4 - diohexano) na atividade catalitica da amilogli

cosidade, através da andlise cinética da reagao e concluiram
que ha um aumento na constante de Michaelis (Km), para os gua

tro solventes testados.

2.2. RESINA UREIA - FORMALDEIDO

Holzer *?,em 1884, € Ludy®’, em 1889, isolaram um
precipitado branco da reagdo de uréia com formaldeido  sob

condigoes acidas.

Goldschmidt, em 1896%%, estudou a reagcdo de uréia
com formaldeido em solugobes acidas variadas e obteve um pre

cipitado granular branco com a f£oérmula empirica CgH ) gN4O3.
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Em 1908, Einhorn e Hamburger estudaram a mesma rea
¢ac na presenga de fons hidroxila, e dependendo da propor-

-

¢do de formaldeido utilizada em relagd3o & uréia, isolaram a

mono e dimetiloluré&ia®’,

Em 1920, Jahn"® estudou o principio que levou ao me

derno desenvolvimento da sintese da uréia-formaldeido.

Scheibler e outros, em 1927°',observaram que emso
lugao acida, as metiloluréias sao convertidas em substancias

insollveis semelhantes ao composto obtido por Goldschmidt?®?

0 processo de formacac da resina consiste na con-
versao inicial dos grupos aminos em grupos N-metilol, atra-
vés de uma reacao de adigao, produzindo a resina no estado

liguido e solivel em agua®*.

Em meio adcido e sob agao térmica ocorre a  reacao
de condensag¢ao dos grupos N;metilol entre si ou com grupos
aminog livres, com a liberacao de a&gua, promovendo-se o cres-
cimento da molécula de polimero até sua reticulagdo éomplg
ta,‘como mostra a figuré 2.4, 0 polimero formado & um termo

fixo rigido, de peso molecular nao mensuravel °-.

Assim, o processo de reticulagao ou condensag&sdeg
'sa resina € realizado parte pelo fornecimento de  energia
térmica e parte por uma substdncia de cardter 4&dcido, chama
da comumente de “catalisador", que na verdade nac & recupe-
do e tem a fungao de acelerar a transformaQSO do monomero em
polimero, Esse "catalisador" passa a compor parte da formu-

lag3o da resina’.
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Nas policondensagoes, os compostos mais usados co
mo "catalisadores" sao alguns sais metdlicos de A&cidos for
tes e bases fracas, como © cloreto de magnésio, o sulfato
de am8nio, o cloreto de 2 amino-metil-propanol e o nitrato

de zinco?®’3 | No processo de policondensagdo, usando um des

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

Um fato, que & interessante ressaltar, & a pfesea
ca na ur@ia de 4 hidrogénios ativos. e 3 posigdes possiveis
para a polimerizacao (-C=0 e 2—NH2) dependendo da  relacao
molar uréia: formaldeido utilizada e das condig¢oes de rea-
¢ao adotadas no processo de sintese, como pH, temperatura,
tempo de reagao e o.procedimentq na sintese. Pode-se obter
resinas com estruturas lineares (monometiloluréiaeadimetilg
luréia), ramificadas e ciclicas (triazonas e uronas). Esse
fato, foi observado por Kadowaki em 1936*%,que isolou pro
dﬁtos de condensacdo de uré&ia-formaldeido com varios pesos
moleculares e descreveu suas ﬁropriedades. As estruturas ci
clicas, conhecidas por URONAS, foram preparadas por Kadowaki®,
Essas estruturas sao obtidas pela substituicao total dos
hidrogénios da uréia por grupos metilol, provenienteé do

formaldeido em meio alcalino®".

A figura 2.4 mostra alguns dos intermediarios for
mados na sintese da resina sob condigdes Acidas ou alca-
linas. Esse perfil grosseiro mostra gue cada faixéckapH fa
vorece a formagao de diferentes estruturas. Isso nd3o impede
que essas estruturas sejam formadas cdm igual frequéncia.

Essa figura ainda se mostra incompleta’!".
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Todas as configuragoes da figura 2.4 podem ser iso
ladas da mistura reacional e analisadas. Vogel!’®, baseando-
se em medidas osmoticas, afirma gue ocorre a formagdo de-con
densados coloidais de uréia-formaldeido de alto peso molecu
lar (10.000 a 20.000). Porém, nenhum mecanismo de reagao

foi sugerido para a formacao de tal polimero.

cada uma das estruturas representa um composto com
aplicagoes especificas, podendo, inclusive, a resina ser en
contrada como polimero totalmente reticulado,mas sempre apre
sentam .grupos N-metilol na sua estrutura, gue nocaso &

o grupo funcional de interesse.

Quando a resina ndo estd ainda polimerizada, & noxr
malmenfe solivel em Agua, podendo ser usada para acabamen-
tos téxteis,recobrimentos de papéis, manufatura de adesivos,
acabamentos de laminados e in{imeras outras aplicacoes?®?.

As resinas aminiéas'que apresentam grupos :N-meti-
lol livres, guando utilizadas em acabamentos téxteis; mos—
tram o inconveniente da liberacao destes grupos, na forma
de formaldeido livre, guando em contato com a pele, bém co-
mo durante a estocagem do tecido. Pode-se diminuir esta li-
beragao reagindo os grupos N-metilol com alcoois, pfincipa&
mente o metanol e o butanol®',

De Jong e De Jonge?*’?% estudaram a cinética darea
cdo uréia-formaldeido e concluiram, como Smythe®s, que a rea

¢ao & bimolecular, e gue a taxa de reagao & diretamente pro

porcional a concentragao de hidroxila ou Ifons  hidrogénio.
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Nesse trabalho Jong e De Jonge mostram a influéncia do pH
na constante da reagao a 359C.,concluindo que a pH maiores

que 9 e menores que 4, a reagao & muito rapida.

Em solucao alcalina o mecanismo mais provavel da
reagao entre a uréia e o formaldeido, envolve a abstracgdode

um prdoton da uréia com formagao da uréia anion®®:

NHZCONH2 + OH > NH2CON H + H20
NH2CON H -+ CH20 - ) > NHZCONHCHZO
NH2CONHCH20 4—H20 > NH2CONHCH20H + OH

Em solugdo &cida, provavelmente, o formaldeido é

protonado, e o 1on carbono formado pode reagir mais facil-

mente com a uréia®?®.

_ + .
CH,0 + H _ > c'mon
NH.CONH.. + C H.OH > NH.CON' H.CH.OH
2 "\2—-"' 2 2 2 2
NH CON;"H CH.OH —- > NH.,CONHCH.OH + HT
2 2772 ; 2 2

Saring e outros,em 1978°%,publicaram um  trabalho

onde € apresentado um estudo das propriedades mecdnicas da

uréia-formaldeido,como por exemplosa capacidade de  absorver
energia meécdnica.- _ '
Salyer e outros, em 1978°%, apresentaram um proces-
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so de formacgao dessa resina em estrutura poro aberto através

da técnica de Eletrosintese.

2.3, RESINA N-METILOLACRILAMIDA

A resina N-metilolacrilamida € obtida a partir da
'reagéo entre acrilamida e o formaldeido, sendo normalmente
preparada, estocada, transportada e vendida preferencialmen

te na concentragdo de 40 a 80% de N-metilolacrilamidal!.

A reagao de sintese consiste na adigao do formaldel

do & acrilamida:

_ vinil metilol
_ = 0 : _ =0
H2C =CHC _ NH, + HCHO > H2C =CH c _ NH CHZOH

acrilamida formaldeido N-metilolacrilamida

Figura 2.5 - Reagao de Sintese da N-metilolacrilamida em meio b3sico

Um aspecto interessante da N-metilolacrilamida (NMA)
€& gue ela possui dois grupés funcionais diferentés: vinil e
hidroximetilol ou metilol. Assim essa resina pode ser copoli
merizada com mondmeros vinilicos ou pode  ser polimerizada
com um homopelimero pela polimerizagdo eﬁ cadeia ou por adi
g¢do, iniciada por radicais livres, através da fungao vini-

lica®,

Os radicais livres, formados a partir da molécula
de mondmero e que darao origem a polimerizagao, podem ser

gerados através da adigdo de agentes quimicos (iniciagdo qui
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mica) ou através de radiag¢Oes eletromagnéticas, que geramra

dicais livres diretamente na massa reacional?’8!

A iniciagao quimica consiste na adigdo de uma subs
tancia, capaz de formar radicais livres;xn:decomposiqﬁo tér
mica ou fotoelétrica, numa solugao com mondmeros da resina

que se deseja polimerizar?® .

Assim, o processo de polimerizagao por adigao da
resina N-metilolacrilamida consiste na guebra das insatura-
¢oes e na ligagao das moléculas, formando cadeias ramifica-
das, com grupos metilol livres e disponiveis para a polime-

rizagéo, como mostra a estrutura a seguirll:

—CH2 — CH - CH2 - CH - CH2 - CH - CH2—
| | |
c=0 ¢c=0 =0
| O |
NHCHZOH NHCHZOH NHCHZOB

Um -dos iniciadores,quimiCOS, bastante utilizado, é
o persulfato de amdnio ((NH4)28208) em temperaturas superio-
res a 509C. A figura 2.6 mostra o mecanismo de polimeriza-

cao da NMA na presenca desse iniciador guimico® .

Quando o mondmero de N-metilolacrilamida & polime-
rizado & temperatura de 1309C, provoca a reacgao entre os gru
pos metilol, devido a agao do calor, formandoc um reticulo

tridimensional insoliivel?'’®  como mostra a figura 2.7.

No processo de polimerizagao por adigao.ou em ca
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deia, ocorre apenas a adigdo de moléculas uma a uma a cadeia
em crescimento. Quando ndo se tem moléculas diferentes do
mondmero.no meio reacional, altos graus de polimerizacao sdo
alcangados logo no inicio da reagao. Longos tempos de rea
¢cdo proporcionam altas conversoes, mas alteram muito pouco

o peso molecular®’®!

O mondmero da.N-metilolacrilamida =~ & eXtremamente
reativo e potencialmente perigoso, sendo aconselhado alguns

cuidados na estocagem e no manuseiol?.

Alguﬁs cuidados devem ser tomados para maximizar a
estabilidade da solugao aquosa de N-metilolacrilamida duran

te a estocagem:
. Borbulhar continuamente ar comvazaode0,2a0,4 cm3/10 00 gal.

Evitar a contaminagao da solugao com cobre, aluminio, fer

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

Controlar a temperatura de estocagem na faixa de 0 - 299C

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

Estocar a resina num tempo inferior a 3 meses & temperatu

ra mencionada.

Esvaziar, limpar e inspecionar, de 3 em 3 meses, oS reci-

pientes de estocagem.

No manuseio do mondmero desta resina, - aconselha
se alguns cuidados, tais como: nao permitir o contato di
reto com a pele, olhos ou vestimentas; nao respirar o vapor,

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

A N-metilolacrilamida & utilizada como adesivo na
forma de homopolimero; como acrilico e como acrilico pldsti
co modificado, semirigido e rigido, guando copolimerizada
com outros mondmeros e como meio filtrante, guando copolime

rizada com etilacrilato somente ou com outros mondmeros!l.

Através dos grupos metilol livres, o mondmero da
N-metilolacrilamida pode se fixar guimicamente em suportes
como a celulose, podendo ser reticulados através de fungoes
vinilicas pendentes, gque podem também reagir com as hidro-
xilas livres do suporte. BAssim essa resina pode ser utili
zada como acabamento de materiais téxteis contendo fibras
de celulose. Uma das desvantagens dessa utilizacgado € a ImE
danga de coloragac (amarelamento) dessas fibras, particular
mente quando lavadas em solugdc alcalina. O amarelamento pre
domina principalmente quando o catalisador utilizado na po-

limerizagdo for o nitrato de zinco? !,

Em 1961, Gardon?® publicou um estudo gquantitativo
da ligagdo entre esta resina e materiais téxteis, .contendo

fibras de celulose,

O cupferron (C6H5—N(NO)~ONH4) & 0 agente estabili-
zante convencionalmente usado durante a fase de preparagao
da resina. Porém, n3ao & adeguado para evitar a polimeriza

¢do durante a estocagem da solugao de N-metilolacrilamida !,

Segundo Weyker'!!, a adicdo de dcido citrico na so-

lugcdo, contendo mondmeros de N-metilolacrilamida, aumenta a
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estabilidade da resina retardando sua polimerizacao. Por ou
tro lado, quando a resina € utilizada em acabamentos téx-

teis, esse reagente diminui o amarelamento das fibras de ce

lulose,



CAPITULO 3
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3.1. SINTESE DAS RESINAS

Foram sintetizadas duas resinas:a N-metilolacrilamida
e a uréia-formaldeido., A seguir serd apresentadoo procedimento

experimental destas sinteses.

3.1.1. Resina N~Metilolacrilamida

3.1.1.1, Materiais

Os sequintes reagentes foram utilizados na sintese des

sa resina:

Acrilamida comercial com 45% de sb6lidos, fornecida especial-

mente pela Nalco Produtos Quimicos Ltda.
Formaldeido 37%, p.a, fornecido pela Reagem.

. Cupferron, p.a, fornecido pela Quimis, sob licenca da

Mallinckrodt.
. Hidroxido de 86dio, p.a, fornecido pela Reagem.

Acido Citrico Monohidratado, p.a, fornecido pela Ecibra.

3.1.1.2, Equipamentos

As figuras 3.1 e 3.2 moétram o fluxograma do siste-
ma experimentallutilidado na sintese da resina N-metilolacri-
lanida, constituido por um reator de vidro (12),mangueiras de
silicone (9), tubo ae cobre {3), agitador mecanico (8); termo
metro com escala de 0 a 100 centigrados (10), bureta (7), ro

lhas de vedacao (13), c¢ilindro de nitrogenio (1), wvalwva
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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 baldc de 3 bo-
cas, sendo gue duas com dimensces 24/40 e a cutra com 34/45,

com capacidade de 1000 ml,

As mangueiras do tipo silicone com 1/4 de polegadas de
didmetro, e o tubo de cobre, também com o mesmo diametro, foram
utilizados para realizar as conexoes com o torpedo de nitroge
nio,

A cuba para controle da temperatura de reacao, consis

tiu de um becker com capacidade de 3000 ml.

Durante 0 processc reacional, recolhiam-se amestras de
resina através de uma seringa, para a analise do formaldeido 1i
vre.

A vedagao do reator foi feita com duas rolhas laterais
com_dimensﬁes 24/40, numa sé encontrava a entrada de _nitrogé-
nio e uma bureta usada para entrada gradual do formaldeido, e
na outra o termometro e a seringa. Na rolha central, constitué
da de aco inoxidavel recheada com teflon, de dimensﬁoh 34 / 45,

era encaixada a haste de ago inoxidavel.

3.1.1.3. Procedimento Experimental

A solucao aguosa de N-metilolacrilamida foi preparada
de acordo com o método de Weyker et al®?/!!! utilizando nitrogé
nic como meio inerte, a fim de manter a pressao do sistema aci

ma da atmogférica local.



Figura 3.2 - Montagem experimental utilizada na sintese

N-metilolacrilamida.

da resina
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Eram misturados 4679 de acrilamida 45% em peso, 268g
de formaldeido 37% em peso, 1,5g de solucao aquosa de hidrdxi-
S de sbdio 50% em peso e 0,045g de cupferron(nitrosoferiil hi-
‘r:ﬁilaminalOsistema foi mantido agitado a 20-25 centigrados.
purante a sintese acompanhou-se a/percentagem de formaldeido 1i
vre, retirando e analisando amostras de resinas em intervalos
regulares de 30 minutos. Quando a concentracidoc de formaldeido
livre na mistura reacional era menor que 3%, encerrava-5851si5

tese.

Posteriormente, adicionaram~se 16,9g de acido citrico
monohidratado, a fim de aumentar a estabilidade da resina du-
rante a estocagem, A seguir ajustava-se o pH para 5,2 com solu

cao aquosa de hidroxido de sodio 50%.

L) » - \
A resina fol armazenada em vidro ambar, a temperatura
de aproximadamente 5 centigrados de modo a manté-la mais esté

vel.

Devido a toxicidade da acrilamida e do formaldeido, ti
veram gue ser tomadas algumas precaugdbes, como uso de luvas,

mascaras, etc.

3.1.2. Regina Uréia-Formaldeido

3.1.2.1. Materiais

0Os seguintes reagentes foram utilizados na sintese da

resina:

. Uréia, p.a, fornecido pela Ecibra.
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. Formaldeido, p.a, fornecido pela Reagem.

. Sulfito de 56dio, p.a, fornecido pela Ecibra.
Sulfato de Magnésio, p.a., fornecido pela Ecibra.
Bissulfito de S&dio, p.a., fornecido pela Reagem,

Acido Formico, 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, gue era constitui-
do por um reator de vidrb, um agitador mecanico (5), - seringa
(7) ,xolhas (9,10}, manta de aguecimento (17}, conexoes de vVi-
dro {12,8), condensador de vidro (11}, bomba é/yécuo (15), ba-
ldo de fundo chato (14}, termOmetro com escala de 0 a 1009C (6],

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

0 reator de vidrc, juntamente com as relhas, foram

idénticos aos utilizados na sintese de N-metilolacrilamida.

0 condensador de vidro,bem comoa bomba de vacuo, eram
utilizados na destilacao & vacuo, a fim de concentrar a resi

na.

0 potencidmetro digital era utilizado no controle do

pH durante a reagao.

7 7 ,2.3. Procedimento Experimental

Na preparacao da solucao aguosa de uréia-formaldeido,
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utilizou-se a seguinte metodologia:

Eram pesados 632g de formaldeldo. 37% em peso e ajus
tava-se o pH para 8,0 por adigcao de solugaoc aguosa de hidroxi
do de sbdio 50% em peso, a frio e com agitagdo continua. A se
guir, adicionaram-se 224g de uréia elevando a temperatura da
mistura a 50 centigrados, acrescentando-se 1,2g de sulfito de

sodio e 9,4g de bissulfito de sodio.

o pH era entdao corrigido para valores entre 8,5 e
8,9 com solucdc de acido formico a 10% em peso.ou solucdo de

hidroxido de s0dio a 10% em peso;

A temperatura da mistura em reagao foi mantida a 80
centigrados por 30 minutos, depois do gue ajustou-se o pH pa-
ra 4,4 a 4,6 com solugao de acido formico a 10% em peso, aque
cendo © sistema a fim de hanter sua temperatura entre 90 - 95
centigrados. Durante a sintese,retiravam-se amostras da mistu
ra em reagao, para se fazer o teste de turbidez emsolucac de
sulfato de magnésioc a 30% em peso na temperatura ambiente in

dicando, em caso de resultado positive, o final da sintese.

Terminada a sintesee ajustadoopl para 7,2 a 7,4 com
solugaoc de hidrdxido de sodio a 10% em peso, concentrava - se
a solugdo por meio de destilagac & vacuo até atingir uma den-

sidade aproximada de 1,270.

3.2, Padronizacao dos Reagentes Principais

Os principais reagentes utilizados na sintese das re
P g <

sinas foram padronizados a fim de conferir sua concentragao.



Figura 3.4 -

Montagem experimental utilizada na sintese da

) B - -
resina urera-~-formaldeido.
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3.2.1. Determinagao da Concentragao de Mondmeros na Solugao

de Acrilamjida

Existem diversos processos para a determinagao do
teor de mandmeros de acrilamida na solucdo comercial.Foi ado-
tado o método da refratometria, a 25 centigrados, por ser mais

rapido e preciso, sendo utilizado um refratdmetro Abbel?,

3.2.2, Dosagem da Solucdo de Formaldeido Comercial

Esse teste foi realizado segundo a técnica baseada no

tiosulfato de sddic?. A metodologia encontra-se descrita a se

guir:

3.2.2.1. Materiais

. Iodo, p.a, fornecido pela Rothy.
. Acido Cloridrico, p.a, fornecido pela Merck.

. Tiosulfato de Sodio, p.a. fbrnecido pela Reagem.

3.2,2.2., Procedimento Experimental

Em um balao de 250ml, colocou-se lg de amostra de for
maldeido, completando o volume com &gua destilada. Esta solu
cdc era ent3o, transferida para um erlenmeyer com capacidade

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

ApOs o gue, adicionava-se,10ml 'da solucao hidréxido

de s0dio a 10% p/v e 50ml de solucac de iodo 0,TN.Depois de 5
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minutos, acrescentava-se 1b5ml de acido cloridrico 2N.

A mistura era entao titulada com solucdo padronizada

de tiossulfato de s6dio 0,1N, usando solugao de amido como in

dicador.

Os calculos referentes a essa situagdo podem ser fei

tos através das seguintes equagdes:

n?. de Eg-g HCOH = n® de Eq-g I, -~ n® de Eq—g.Na28 O

503 (3.1}

2

250 x ({N . Vs) I, - (N . Vs)Na28203) - Eq - g HCOH x 100

FL= =20 (3.2}

onde m & a massa da amostra de formaldeidec (g),FL & a percen-—
tagem em peso de formaldeido em solucao, N & a normalidade da

solugac e Vs & o volume de solucao utilizada (1}.

Para ambos o0s reagentes foram verificadas pequenas
diferencas entre a concentragcac fornecida pelo fabricante e a

encontrada no teste.

3.3. CARACTERIZACAO DAS RESINAS

As resinas foram caracterizadas segundo diversas pro-
priedades, tais como: espectro no infravermelho, formaldeido

livre, sGlidos totais e densidade.

3,.3.1, Espectro no Infravermelho

A verificagao da presenca de grupos funcionais foi
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feita através de Espectroscopia de Absorcao de Infravermelho,

utilizando pastilhas de brometo de potissio??r2?,

As figuras 4.1 e 4.2 mostram os resultados destas ani

' \ . ; 63102
‘~z20s, que foram semelhantes as encontradas na literatura * &

3.3.2. Determinacao do Formaldeido Livre

Os métodos mais usados, na determinagao do formaldel

do livre, sao os gqgue utilizam o sulfito de sddio a frio!. Fo

ram testadas duas variac¢oes desses métodos: a de Morath e

24525

Woods’® e a proposta por De Jonge e de Jong . A segunda a

presentou uma maior reprodutibilidade, tendo sido adotada.
3.3.2.1., Materiais

Utilizou-se os seguintes reagentes na dosagem do for

maldeido livre:

. Timolftaleina, p.as, fornecida pela Reidel.

. -Carbonato de sbdio, p.a., fornecido pela Quimis.
. Sulfito de So0dio, p.as fornecido pela Ecibra.

. Acido cloridrico, p.a., fornecido pela Merck.

. Iodo, p.ay fornecido pela Rbﬁhy.

. Acido Acético, é.a,‘fornecido pela Merck.

Amide, p.a. fornecido pela Merck.
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3.3.2.2. Procedimento Experimental

Eram pesados 1-1,5g de Suporte-Resina e adicionadés
a 75 ml de agua destilada resfriada a 8 centigrados,aaseguir,_
colocava-se de 3 a 4 gotas do indicador timolftaleina,e ajus-
tava-seo pH com solugao de carbonato de sb6dio 2N, até o apare
cimento da coloragao azul. Apds o gue, misturou-se 1 ml de sul
fito de sodio 2N, ajustando novamente o pH com &cido cloridri

co 0,3N, até coloracdo azul palido {guase incolor).

Esperados 7 minutos de repouso em banho de gelo {0
centigrado), adicionava-se de 5 ml de &cido acético 1N e algu
mas gotas de solugao de amido 1% (p/v), titulando o excesso de
sulfito de sodioc com solugdo padronizada de iodo 0,1N até o

aparecimento da coloragao azul.

0 composto de adigdo formado entre o formaldeido 1i
vre presente e o sulfito:o formaldeido-bissulfito, era decom-
posto pela adigdo de 10 ml de carbonato de sédic 2N e o sulfi
to livre foi titulado com solucdo padronizada de iode 0,1N ou

0,01N, até& o aparecimento da coloracao verde musgo.

O volume de solugao de iodc consumido nessa Gltima

titulacdo foi utilizado nos calculos.
Se durante os 7 minutos de reagdo, a cor azul se in
teusificasse novamente, reajustava-se o pH com &cido cloridri

cn 0,3N.

Para determinar a percentagem massica de formaldeido

livre, utilizou-se a seguinte equagio:
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N v VS - 3’003

" (3.3)

FL =

onde N & a normalidade da solugdo de iodo, Vs o volume da so

lugao de iodo utilizada na segunda titulagao (ml) e m a massa

da amostra de resina (g).
3.3.3. Densidade

A densidade para as duas resinas foram determinadas

por picnometria a 25 centigrados.

3.3.4, S0lidos Totais
-3.3.4.1. Resina N-metilolacrilamida

A analise dos sblidos totais foi feita usando o mé&to

do da bromometriall,
3.3.4.1.1. Materiais

Utilizou-se os seguintes reagentes para a determina-
c3o da concentra¢do de mondmeros na solugdo aquosa da resina

'N—métilolacrilamida:

. Bromato de potassio, p.a., fornecido pelé Reidel.
. Brometc de potassio, p.a, fornecido pela Ecibra.
. Acido Sulfiirico, p.a, fornecido 'pela Reagemn.

. Amido, p.a, fornecido pela Merck.
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. Iodeto de potdssio, p.a, fornecido pela Carlc Erba.
. Tiosulfato de S6dio, p.a, fornecido pela Reagem,

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

As figuras 3.5 e 3.6 mostram o fluxograma da montagem ex
perimental, constituido de bomba & vicuo (7), agitador magnético

(2),baldo de fundo chato {1),bureta (8) e funil de separacio (3).

3.3.4.1,3, Procedimento Experimental

Era preparada uma solugdo bromato-brometo de potas-
sio 0,1N, dissolvendo-ge 10g de bromato de potassio e 2,79g

de brometo de potassio em 1 1itro de agua destilada.:

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

sina com &gua destilada num baldo volumdtrico de 500 ml.

Preparadas as solugbes, transferia-se 25ml da solugao
bromato-brometo de potassio para um balaoc de 250 ml conectado
a um funil de separagao. Vedava-se o sistema com graxa de si
licone, e a seguir evacuava-o. O balao, era'-entao, selado por
meio da torneira do funil de separagdo. No balao, evacuado, fo
ram adicionados 5 ml de dcido sulflirico 5N, através do funil
de separacao, cautelosameni:e’,- de modo a nao quebrar o vacuo,
deixando a solugdo repousar por 3 minutos. Posterjormente, mis

turaram-se 25 ml de solugao de resina no baldo, sem quebrar o

vacuo, A segquir, lavava-se o funil de separacgdo por 3 vezes
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Figura 3.6 - Montagem experimental utilizada na determimagao
da concentragao de solidos da resina N-Metilola

crilamida.
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com 5 ml de Agua destilada, transferindo-a para o baldo, cui

dadosamente, sem guebrar o vacuo.

0 balao era envolvido com papel aluminio e agitado

constantemente por 20 minutos.

Terminada a reacao de bromagaoc, foram adicionados no
balioc 15 ml de iodeto de potassio 20% em peso, sem quebrar o
‘vicuo. Lavava-se, novamente, o funil de separagao com égua
destilada, transferindo-a para o baldo, quebrandoc o vacuo. Ti
tulava~-se a solucdo com tiosulfato de sddio 0,1N, usando ami-

do como indicador.

Paralelamente era feito o branco, com o mesmo proce-

dimento anterior, omitindo apenas a amostra.

Os cdlculos referentes a essa determinagao foram fei

tos através das seguintes equagoes:

VTS = VIS (BRANCO) - VIS (AMOSTRA) ' (3.4)

VTS.N.©,05055.500.100 (3.5)

% SOLIDOS TOTAIS = MAGSA DE AMOGSTRA (G). 25

-onde VIS € o volume de solugac de tiossulfato de sddio (ml) e

N anormalidade da solucao detiossulfato de sodio.
3.3.4.2. Resina Uréia-Formaldeido

A concentracac de monomeros, na solugao aguosa de
uréia~formaldeido, era determinada pela policondensagao da re

sina.
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Em pequenas formas moldadas em papel aluminio, adi
cionou-se 1g de resina, colocando-as em estufa por 2h, a tem
peratura de aproximadamente 130 centigrados. Terminada a poli

merizagao, pesava~se as amostras.

Para calcular a percentagem de s6lido em solugdo, uti

lizou-se a seguinte eguagao:

massa de resina polimerizada (3.6)

% SOLIDOS TOTAIS = massa da solucao de resina

3.4. PREPARACAO DOS SUPORTES - RESINAS

3.4.1. Preparacac dos Suportes na forma Pulverizada

As resinas eram polimerizadas e, posteriormente, tri

turadas na forma de pd, com aproximadamente 0,lmm de di&metro.
3.4.1,1. Materiais

Os catalisadores utilizados foram persulfato de amo-
nia na polimerizagao da resina N-metilolacrilamida e o sulfa-

to de am®nia na uréia-formaldeidedr3tr8%

3.4.1.2, Procedimento Experimental
Foram pesados 4g de resina em placas de petri e adi

cionado 1 ml da solugao de catalisador com massa correspon-

dente a 5% da massa de sO6lidos da resina. Homogeneizava-se a
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mistara, polimerizando~a em estufa a 130 centigrados por 15 mi

—— T

nutoc.
3.4.2.. Moagem e Separa¢dc das Resinas

Foi adotado o mesmo procedimento experimental para

as duas resinas.
3.4.2.1, Procedimento Experimental

As resinas polimerizadas eram colocadas emmoinho com
bolas de porcelanas, utilizando 12 bolas de.diémetro médio de
20 mm e 6 bolas de difiimetro médio 50 mm. Em intervalos regula-
res de duas horas, separava-se as resinas através de peneiras
com 80, 100, 150, 170 e 200 mésh. As amostras de cada peneira
eram pesadas e armazenadas em vidros numerados. Posteriormeh-
te, essas resinas foram lavadas vdrias vezes com agua destila
da e secadas @ temperatura ambienté.

3.4.3. Preparacao dos Suportes na Forma deResinas Polimeriza-

das sobre Tecidos.

As resinas utilizadas na preparacao desses suportes
eram urdia~-formaldeido e N-metilolacrilamida, sintetizadas pe
los métodos apresentados nos itens 3.1.2 e 3.1.1. respectiva-

wante.
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3.4,3.1. Materiais

Como tecido sintético utilizou-se malhas de Poliéster
{politereftalato de etileno) com gramatura. de 292 g/mz; for

necida pela Rhodia S.A., Divisado Téxtil Santo André - Sdo Pau

lo.
Os catalisadores utilizados.para a polimerizacao, fo
ram os mesmos descritos no item 3.4.1.1.
0 agente umectante era o fluidol a 10%, fornecido pe
la Henkel S.A. Indastrias Quimicas. .
0 tecido foi lavado com detergente Ultravon H. D. for
necido pela Ciba Geigy.
| A molhabilidade do técido foi aumentada wutilizan

do uma mistura de agentes de desarejamento e tensoati

vVOos.,
.3.4.3;2. Equipamentos

Equipamentos ufilizﬁdos na impregnagéo da microcama-—
‘da de resina:
. Foulard de Laboratdrio, wmarca Wuppertal, Modelo FL; largura
fitil de 40cm e pressdo entre os rolos ajustavel até 20 Kgf/cmzf
. Estufa com circulagao forgada, marca Fabbe, temperatura 50
a 250 centigrados;

. Bastidor para distender o tecido, fornecido pelo Instituto

Fleury — $ao Paulo.
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. Balanga analitica, marca Micronal.

—

3.4.3.3, Procedimento Experimental

Foi adotado 6 mesmo método usado na preparacgdo dos
discos para ensaios imunoeﬁzimético3}'5”

Cortava-se o tecido em pedagos de tamanho adequado,
com a dimensao do bastidor, retirando o acabamento superfici-
al dos mesmos ( oleos de fiacdao e outros), através da lavagem
em solugao aguosa de detergente na'concentragéo 2 g/l, duran—
te 30 minutos -a 50 centigradbs. Retirava-se o detergente, a-
travées da.lavagem em 3gua destilada,e pesava-se os tecidos a-
pbs a secagem A temperatura ambiente.Eles eram,entao,colocados
em repouso por 15 minutos em solucdo aguosa da mistura de a-
gentes de desarejamento e 'tenéoativos , a temperatura ambieg
te. A seqguir, embebia-se cada pedaco de teéido ' nas solucdes..
das resinas com diferentes concentracoes de sdlidos. Os te-
cidos embebidoé, eram passados entre rolos de um "Foulard", a
presséo'de 19 kgf/cmz;

Para a cura da reéina, estendia-se os tecidos,  im-
pregnados con solugéo'dg resina, em um bastidor, colocando-os,
em seguida, na estufa com.circulacdo forcada a 130 centigrados,

durante 15 minutos.
Apds a polimerizagdo da resina, lavava-se os tecidos

exaustivamente com agua destilada para retirada de  pateriais
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. gue nao reagiram como depOsitos sollaveis, excesso de catali
sadoxr, etc.

Os tecidos secos a temperatura ambiente eram novamen
te pesados, e a percentagem de retencao de s6lidos determina-
da. Feito isto, eram cortadeos no formato de discos com aproxi

madamente 9 milimetros de didmetro, e estocados & temperatu-

ra de 5 centigrados,.

A percentagem de resina fixada no tecido e a concen-
tracao de resina no suporte-resina foram calculadas através
das eguagoes apresentadas a seguir:

X -X

% Retenciio de 851lidos no Tecido (RST) = —~—F—— x 100 (3.7)

onde Y &€ a massa do tecido original antes da aplicagao da re-
sina, X a massa do tecido reccberto com resina polimerizada e

RST a percentagem de s6lidos retida no tecido.

Concentracao de Resina no Suporte-Resina = RSTx Gt (gxesina/mz) (3.8)

onde Gt & a gramatura de tecido, g/m2 (massa por area do teci

do).

3.5. PREPARACAC DOS REAGENTES UTILIZADOS NA CARACTERIZACEO DAS

ENZIMAS
3.5.1. Preparagac das SolugOes Tampao .

Nesse trabalho foram utilizados tampio na faixa de
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-4 de 3,0 a 8,0,
_;5.1.l. Materiais

Os reagentes utilizados nas preparacoes das ' solu-

g?egtampao eram os seguintes:

. Acetato de sédio, p.a.,fornecido pgla Ecibra.

. Acido Acético, p.a.,fornecido pela Merck.

. Fosfato Monobasico de potéssio,'p.a.,fbrnecido pela Merck.

. Hidréxido de Sbddio, p.a.,fornecido pela Reagem,
3.5.1.2., Procedimento Experimental

Para valores de pH'dé 3,06 a 5,5, utilizaram-se tam
péo acetato-acido acético 0,05M, preparaaos conforme Conn e
Stunrpf?' e no caso de pH de 6,0 a 8,0, tampdo a base de fos
fatos.Essas'solugaes foram prepérados misturando-se 50 mi de
_solugao 0,1M de fosfato monobdsico de potassio, comvolume con
.veniente de sdlugéo de 0,1M de hidréxido de sdodio e diluido
a 100 ml. Sendo os volpmes de solugao adicionados 5,6; 13,9;

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

pH iguais a 6,0; 6,5 e 7,0.
3.5.2. Preparacgao do Reativo de Folin Ciocalteau

Esse reativo fol utilizado na dosagem de proteinas

UMICAMP
BIBLIGTE A CENTRAL
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pelo método de Lowry®®. 0 procedimento experimental era o mes
mo adotado no Instituto Fleury, cuja descrigao encontra-se a

seguir,
3.5.2.1. Materiais

Os seguintes reagentes foram utilizados na preparacao
do Reativo Cromdgeno:
. Tungstato de sb6dio, p.a., fornecido pela Ecibra.
. Molibdato de 86dio, p.as, fornecido-pela Ecibra.
. Bcido Fosfdrico, p.a, fornecido péla Ecibra,
. Acido Cloridrico, p.a, fornecido pela Merck,
. Sulfato de Lfﬁio, P . as, forﬁecido pela Ecibra.

. Bromo, p.a., fornecido pela Ecibra.
3.5.2.2, Procedimento Experimental

Em um baldo, com capacidade de 200 mi, munido de con

densador de refluxo, eram adicionados 10g de tungstato de so

dio, 2,59 de molibdato de sb6dio e 70ml de Agua destilada. Os

sais foram dissolvidos por rotagao do frasco e a seguir eram
acrescentados 5 ml de Acido fosfrico a 85% e 10 ml de Acido

cloridrico concentrado.
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0 condensador com refluxo era conectado, e a mistu-
ra fervida suavemente durante 10h. Apds a reagao, esfriava
~-se a solugdo e adicionavam-se 15g de sulfato de 1ftio, 5 ml
4e agua destilada e algumas gotas de bromo, retirando-se o ex
vesso de bromo através do aguecimento da mistura até a fervu
ra, por 15 minutos. A solucao fria era transferida para um
balao volumétrico de 100 ml e o volume completado com agua

destilada.

Para recuperar o reativo preparado, adicionavam - se
algumas gotas de bromo & temperatura de 80 centigrados, sem-

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

O Reativo foi armazenado em frasco ambar a temperatu

ra de 5 centigrados.

0 Reativo Cromdgeno era utilizado com a seguinte for

mulagao:
Reativo de FOlin-CiCalteauU......sseessseesscnsses 1 volume
Agua Destilad@..esevrsrsescvseccsnnonnnnans e 2 volumes

3.5.3. Dosagem de Glicose

A glicose foi dosada pelo método de Orto-Toluidina,
utilizando estojo para determinagao de glicose enzimitica,fog
necido pelo Laboratdrio Labtest (Sistema para Diagndstico) ,u-
=, do uma formulagdo em dcido acétido com o-toluidina a 7%, es

‘ilizado com tiocarbamida e ativada com fons borato!?.
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3.5.3.1, Equipamento

Fol usado um espectrofofémetro modelo b-280,digital,

fabricado pela Micronal,

!

3.5.3.2. Procedimento Experimental

0 método experimental consistia basicamente das se-

guintes etapas:

Numerava~se 0s tubos de ensaio e adicionavam-se - as

seguintes gquantidades de reagentes:

REAGENTES BRANCO TESTE PADRAO
Reativo Cromdgeno 5,0 ml 5,0 ml 5,0 ml
Aliéuota da Reac¢ao 0,05 ml

Padrao do Teste _ 0,05 ml
Agqua destilada 0,05 ml

Os tubos de ensaio eram colocados em banho-maria a
100'centfgrados durante 7 minutos e posteriormente resiriados

em 3&gua corrente durante 5 minutos.

A absorbadncia do teste e a padrdo foram lidasnum com
primento de onda. 630 nm e o zero ajustado com o branco. A

cor mantinha-se estdvel por .15 minutos.

Para determinar a concentragio de glicose nas amos-

tras utilizou-se as egua¢des:

|
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_ 100 -
Fator (F) = absorbancia padrao (3.9)

Glicose {mg/dl) = absorbancia do texte . F (3.10)

3.6. CARACTERIZACAO DAS ENZIMAS NA FASE LIQUIDA

Para caracterizar as amostras das enzimas utiliza-
das na forma natural em fase liqqi@a, determinou-se a ativi
dade contra a temperatura e o© pH, usando temperaturas na fai
xa de 30 a 70 centigrados e pH de 3,0 a 7,0. Foram tracadas
também as curvas de conversaoc contra © tempo, uéando quqnti
dades varidveis de enzima, sendo também determinadas as cons

tantes cinéticas em reator batelada.

A glicose formada foi dosada através do método des

¢rito no item 3.5.3.

.Uma unidade internacional (U) & a quantidade de en-
zima gue libera um micromol de‘pfoduto por minuto‘fumolas/
miﬁhto), nas condicOes de ensaio. A atividaae é o nimero de
-ﬁnidades por mililitro de prgparagﬁo enzimdtica (U/ml}). A

atividade especifica € expressa em termos de unidades por mg .

de proteina (U/mg).

- 0 teor de protelna foi determinado pelo método 'de
Lowry>%, que utiliza o reagente de Folin-Ciocalteau, e a ab-

sorgao era lida em -- 630 nm.
3.6.1. Materiais

Foram utilizados dois tipos de enzimas:
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. Amiloglicosidase (Amilo P-250), lote de fabrica 1001, enzi
ma comercial, fornecida gentilmente pela Pfizer do Brasil -

Sao Paulo.

. Invertase {B-Frutofuranosidase, B-D Frutofuranosidaserfrug
tohydrelase}, lote 36F-0506, enzima usada apenas para labo

ratorio, foi obtida da Sigma Chemical Company. -

Utilizou-se amido secliuvel, p.a, fornecido pela Merck,
como solugac substrato para enzima Amiloglicosidase e sacaro

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

3.6.2. Egquipamentos

. Banho Termostatizado com agitacao, marca Vibrotherm II, +i
po LE-204/2 Hungria.

. Espectrbfotémetro modelo B-280, = digital,  marca. Micro
nal.

3.6.3. Procedimento Experimental

Os procedimentos experimentais dos ensaios realiza-
dos para caracterizar as enzimas na fase liguida, encontram-

~se descritos abaixo na ordem cronoldgica de suas realizagdes.

3.6.3.1. Determinagao da Atividade contra Temperatura.e pH pa

ra Enzima Amiloglicosidase.

Inicialmente, era preparada a solugao tamponada de
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amido 1,6% p/v!'®, para tal, misturﬁu-se 1 ml de solucdao tam-
pao no pH do experimento pafa.cada 10 ml da solugao de amido
gue se desejava obter. Em um erlenmeyer, colocava-se 49nﬂ.de§
sa solugao transferindo-o para um banho com agitagao constan-—
te, na temperatura do teste. Apds atingir o equilibrio térmi
co, segula-se a adigao de 1 ml de solucdo de enzima diluida.
Depois de 30 minutos, desativava-se a enzima, aquecendo-a até

ligeira fervura e a glicose produzida era dosada.

0 célculo da atividade enzimadtica era efetuado  con
siderando a concentracdo de glicose obtida no baldo de 50 ml, .

isto &, a gquantidade de glicose gue era produzida no mesmo a

partir da solucao substrato.

A atividade especifica da enzima na fase liquida foi
determinado através da dosagem de proteina pelo método de
Lowry®®,

Para calcular a étividade enzimdtica e a atividade

‘enzimatica especifica foram utilizadas as seguintes equacgoes:

' ' 50.G.D. 10°
Atividade enzimitica (AE) = gy o, [Uml de enzima] (3.11)

onde G @ a concentracdo de glicose em g/ml, D a diluic3o, caso
efetuada, da amostra, PM O peso molecular da glicose & t tem-

po de reacaoc em minutos.

AE
conc. de proteina ’

AEL = (U/mg de protelna) {3.12)

onde, AEL & a atividade enzimatica especifieca.



Amiloglicogidase

Amido - Glicose

3.6.3.2. Curvas de Conversao para a Enzima Amiloglicosidase
As curvas de conversac representam a capacidade de
produgéo de glicose pela sacarificagao de 200 ml de solugao de
amido 1,6% p/v, tamponada, como descrito no item 3.6.3.1, com
solugao de acetato de sdédic-acido acético 6,05M, pH 4,0 na tem
peratura 60 centigrados, em banho termostatizado, em agitacao
constante durante 120 minutos; exram usadas gquantidades varia-

veis de enzima diluida 1:500 em cada teste,.

Em intervalos de tempo regulares, recolhia-se as -
amostras, dosando-se a glicose produzida atraves do método
descrito no item 3.5.3,

Foi determinada também a concentracdao deproteina em

cada teste, através do método de Lowry>?,possibilitando assim

o cilculo da conversaoc especifica.

Foram calculados a conversao e a conversao especifi-

ca através das seguintes equagodes:

concentracac de glicose produzida (3.13)

conversa %) = e s i :
ao (%) concentracao inicial do Substrato

conversac (%)
mg de proteina

conversao especifica = ' [%/mg de proteina] (3.14)

3.6.3.3. Determinacgao da Atividade Contra a Temperatura e o pH

para Enzima Invertase

A Invertase, fornecida pelc fabricante, encontrava-se

no estado sb6lido, assim foi necessario dissolvé-la em solucio



aquosa tamponada, preparando-se as varias concentracdes utili

zadas a partir dessa solucao.

O procedimento experimental adotado foi o mesme des
crito em 3.6.3.1, com excegac do substratc, gue no caso, era

substituido por solugac tamponada de. sacarose 0,1M.

Invertace

Sacarose y Glicose + Frutose

3.6.3.4. Curvas de Conversao para Enzima Invertase.

As curvas de conversdo foram obtidas através de dosa
gem de glicose formada pela hidr8lise de uma solucido de saca- -
rose 0,1M, tamponada com solugao de acetato de sd6dio-acido a-
cético 0,05M pH 5,na temperétura de 50 centigrades em banho
termostatizado com agitagao constante, durante 120 minutos.Foi
adotado o mesmc procedimento experimental utilizado para ami-
loglicosidase, descrite no item 3.6.3.2.
3.6.3.5. Determinagdo dos Parimetros Cindticos em Reator Bate

lada

A constante cinética de Michaelis (Km) e a velocida-.
de mixima de hidrdlise {Vmax) foram determinadas para ambas

enzimas através da metodclogia que serad descrita a seguir.

Em erlenmeyer de 250 ml, colocaram—-se 49 ml de sus
pensac substrato, nas varias concentragées, em pH 4,5 e tempe
ratura de 40 centigrados. Esses erlenmeyers foram transferi-
dos para um bahho termostatizado com agitagaoc continua e apds

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

Decorrido o tempo programado para cada experimento
{30, 60, 90, 120 e 150 minutos}, retiravam-se os.erlenmeyers
e interrompia-se a reagao com a adigao de 4 gotas de solugao
de hidréxido de sddio BN; essa interrupcao se deve ao aumento

do pH da suspensao, para valores entre 10 e I11.

Em seguida, era dosada a quantidade de glicose produ

zida, segundo o método descrito no item 3.5.3.

Para calcular as velocidades de hidrolises nesses en
saios, os valores dos coeficientes angulares das retas das "g‘
quagdes obtidas na produgao de giicose em relagao ac tempo”,
foram multiplicados pelo volume de reacao (SOml},'para obter
a ﬁassa,e divididos pelo peso molecular da glicose e pela con
centracac deproteina,previamente determinada através do méto-
do de Lowryse, obtendo assim o numero de micromoles de glico-
sz formado em 1 minuto por mg de enzima utilizado.

Utilizando o diagrama de Lineweaver-Burk'*s'®/! foram

determinados os parametros cinéticos.

3.7. PROCESS0O DE IMOBILIZACEOC

Com o objetivo de determinar as melhores condigoes pa
ra a etapa de imobilizagzo, foram realizados varios testes ex
perimentais, onde analisava-se os efeitos de alguns parametros

gue poderiam influenciar na atividade da enzima imobilizada.

Foram definidos alguns parametros com respeito a ati

vidade, como:
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atividade relativa (AR) = Z2EZ . 100 (3.15)
ATN
. L. . _ AET
atividade relativa a fase 1iquida (ARL) = AEL 100 (3.186)

onde:

AEL = atividade especifica da enzima na fase liguida, nas mes
mas condigbes fisicas e guantitativas do teste com a en

zima imchilizada.

AEI = atividade especifica da enzima imobilizada nas condigoes

escolhidas para o teste.

AEM = atividade especifica maxima da enzima imobilizada duran

te os testes para a determinagao do parametro AEI,

Em todos os testes realizados a guantidade de enzima

fixada foi determinada, como descrito no item 3.7.1.na proxi-

ma pagdina.
Na ordem cronoldogica foram testadas as seguintes va

ridveis:

. Determinagao da guantidade de enzima fixada.

. Influéncia da temperatura e do tempo de imobilizagdc na ati

vidade enzimatica.

. Influéncia da agitagao e do tempo de imobilizagdo na ativi-
dade enzimatica.
. Influéncia do pH da solugdo de imobilizagdo na atividade en

zimatica.



3.7.1. Determinagaoc da Quantidade de Enzima Fixada

A quantidade.de enzima fixada nos diferentes supor-
tes era determinada dosando-se a concentragao de proteina, a-
través do método de Lowry®®, em solugdo diluida de Amiloglico
sidase e Invertase, antes e depois da fixagao e assumindo que
a diferenga de concentragao corresponde a quanfidade de enzi-

ma fixada.

3.7.1.1. Equipamentos

Qs aparelhos necessarios para o teste foram os seguin

tesg:
. Incubadora com plataforma de agitagaomodelo Etica nimero 430.

. Espectrofotémetro modelo R 380, digital,ﬁarda Micronal
3.7.1.2, Procedimento Experimental

Em erlenmeyer de 125 ml, colocou—-se lg de resina na
forma de pd ou 20 unidades na forma de disco. Adicionavam-se,
entﬁo, 10 ml da solugao de enzima a varias concentragoes, de
terminando a concentra¢ao de proteina para cada diluicio. Os
erlenmeyers eram transferidos para a incubadora com agitagao
constante, 4 temperatura ambiente. ApSs 24 h, separava-se a
solugao de enzima dos suportes por simples decantagdo, deter-

minando, novamente, a concentracdo de proteina.

Para calcular a quantidade e a percentagem de enzima
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fixada no suporte foram utilizadas as seguintes eguacgoOes:

QEF = PA - PD; (mg/ml} ou (3.17)
QEF = {(PA-PD) . 10; {(mg de proteina) (3.18)
¢ Enzima Fixada = (PA -PD) , 100/PA (3.19)

onde QEF & a quantidade de enzima fixada no suporte, PA e PD
sdo as concentragbes de proteina na solugao enzimatica antes

e depois da imobilizagao.

3.7.2. Infludncia da Temperatura e do Tempo de Imobilizacaoc

na Atividade Enzimatica

Em erlenmeyer, colocou-se lg de resina em pd ou 20
unidades de discos e adicionavam-se 10 ml de solugao de enzi-

ma, convenientemente diluida.

Os erlenmeyers eram transferidos para a incubadora
com agitagdo constante, d temperatura do experimento. Decorri
dos os varios tempos fixados para o teste, os erlenmeyers fo

ram retirados e esperou-se a decantagao da resina.

Os suportes foram lavados por 5 vezes com solugao tam -
r5 de acetato de s0dio 0,05M com pH 4,0 para Amiloglicosgida-

se-e pH 5,0 para Invertase.

Para a determinacio da atividade, adicionavam-se 10

ml da solugac de amido 1,6% p/v, tamponada com acetato de sO-—
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dio 0,05M (pH 4,0}, como descrito no item 3.6.3.1, & temperatu
ra de 60 centigrados, e 10 ml de solugcao de sacarose 0,1M, tam
ponada com acetato de sbdio 0,05M (pH 5,0), &8 temperatura de
50 centlyrados, nos suportes onde se encontravam fixadas as
enzimas Amileoglicosidase e Invertase, respectivamente. ApOs
30 minutos, .eram desativadas as enzimas por ligeira fervura da
solugdo, e a glicose produzida dosada, através do método des
trito em 3.5.3. A guantidade de enzima fixada era determina-

da e a atividade especifica calculada.

10 . 6 . 10°

" PM . t . mg de enzima fixada (3.20)

onde AEI & a atividade especifica para enzima imobilizada em

umoles/ (minuto x mg proteina) ou U/mg proteina.

3.7.3. Influéncia da Agitacdo e do Tempo de Imobilizagao na

Atividade Enzimatica

0 procedimento experimental foi o mesmo descrito no
item 3.7.2.0 processoc de imobilizagdo foli realizado na ausén-
cia de agitacao,sendo adotado 10h de imobilizacao a temperatu
ra ambiente, |
3 ;,4; Influéncia do pH da Solugéo.de Imobilizagao na Ativida

de Enzimatica

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

:a forma de pd e contaram-se 20 discos. A seguir, foram prepa
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radas solugCes aguosas de enzima, convenientemente diluidas,

obtidas a partir de uma solugdo diluida de 1:500.

Para tamponar a solucdo enzimdtica, adicionavam- se

nos erlemeyers. 9,0 ml da solugéo enzimatica e 1,0 ml de solu

cao tampdo com o pH adotado para cada experimento.

Os erlenmeyers eram, entdo, transferidos para incuba
dora sob agitagao constante, 3 temperatura ambiente. Apdsl0 h
de imobilizacao, os erlenmeyers eram retirados da incubadora,
e a atividade especifica determinada como descrito no item

3.7.2,

3.8. CARACTERIZACAO DA ENZIMA IMOBILIZADA

Apds a etapa de imobilizagdo, procurou~se analisar,
também, alguns parametros fisicos gue poderiam influenciar na
atividade de enzima fixada nos suportes. Para tal, foi empre
gado um reator tipo batelada, com o objetivo de encontrar as
condicoes de produtividade maxima da enzima imobilizada, que,
poséeriormente, seriam usadas em reator de leito fixo ede lei

to fluidizado.

Assim, foram realizados alguns testes experimentais

para analisar os seguintes parametros:
. Influéncia do pH da solucdo substrato;
. Influéncia da temperatura da solugao substrato:

. Influéncia do grau de retencaoc da resina no tecido;
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. Influéncia da forc¢a idnica da solugac substrato;

. Tempo de estocagem; e

. Estabilidade térmica;
Conversao da enzima imgbilizada em funcao do tempo;

. Quantificacao da atividade das enzimas liberadas do seu su

porte,em fungido de nimero de bateladas;

Influénecia do numero de bateladas na atividade das enzimas

imobilizadas.

Nos testes, em gue se calculava a atividade especifi
ca, a guantidade de enzima fixada era determinada como descri

to no item 3.7.1.

Em todos -0s testes experimentais para a enzima imobi
lizada, procedeu-se da seguinte maneira na etapa de imobiliza
¢ao: 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 ml de solu
¢80 enzimdtica, dilufda e tamponada com acetato de sédio-aci-
do acético 0,05M no pH 4,0 e 5,0 para Amiloglicosidase e 1In-
vertase respectivamente, sendo incubados por um periodo de 10h
a témperatura ambiente, sob agitagao lenta e constante. Poste
riormente, o0s suportes com enzima imobilizadas, eram Separa-
dos por decantagdo e lavados por cinco vezes com solugéé tam-
pé> de acetato de sb6dio 0,05M pH 4,0 e 5,0 para Amiloglicosi-

dase e Invertase, respectivamente.
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3.8.1. Influéncia do pH da Solugdo Substrato na Atividade das

Enzimas Imobkilizadas

Apds a imobilizagdo das enzimas, adicionava-se 10 ml
de solugao de amido 1,6% p/v e sacarose 0,lM para Amiloglico-
sidase e Invertase, respectivamente, ambas tamponadas com 1l ml

de solugao tampao preparadas como descrito no item 3.5.1.

Os erlenmeyers foram, entao, transferidos para um bi
nho té&rmico com agitacdo constante na temperatura de 60 a 50
centigrados, para a Amiloglicosidase e Invertase, respectiva-

mente.

Apbs 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. Influéncia da Temperatura na Atividade da Enzima Imobi

lizada

No complexo resina-enzima, adicionaram-se 10 ml de
solugcdo substrato, convenientemente tamponados, e colocados
em banho térmico com agitagao constante, na temperatura do ex

perimento,

-Apds 30 minutos, as enzimas foram desativadas e " a

glicose produzida dosada e determinada a atividade especifica.
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3.8.3. Influéncia da Forga I6nica da Solucgic Substrato na Ati-

vidade da Enzima Imobilizada

Apds a imobilizagdo, adicionavam~se 10 ml de solucao
substrato, tamponados com 1 ml de sclugao acetato de sddio-a-
cido acético, na concentracao molar selecionada para o teste
experimental no pH 4,0 € 5,0 e na temperatura 50 a 60 centi-
grados, para Amiloglicogsidase e Invertase, respectivamente.
ApSs 30 minutos,retirava-se uma aliguota da solugdo substrato
para anadlise da glicose produzida. Posteriormente,separava-se
a solugao substrate sobrenadante do complexo resina—enzima;xnf
filtragcdo & vacuo,retornando-a ao banho termostatizado com a-
gitacao constante por mais 30 minutos. Apbs este periodo, a.
glicose produzida era dosada e determinada a atividade especi
fica da enzima na solugao sobrenadante.

O calculo da glicose produzida é da atividade especi
fica da enzima liberada do suporte para a solugdo substrato so

brenadante foi. realizado utilizando-se as seguintes equa-

goes:
GPS = GSS - G ; { g/ml) (3.21)
AESSS = 10 . GBS . 10° ; (imoles/ (minuto xmg proteina)  (3.22)
= PM . 30.mng enzima fixada ' ‘W P :

onde GS8S & a glicose presente na solugéo substrato sobrenadan
te, G a glicose presente na solugﬁo substrato, GPS a glicose
produzida pela enzima liberada para a solugdo sobrenadante e

AESSS € a atividade especifica da enzima liberada para a solu
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¢ao sobrenadante.
3.8.4. Estabilidade Térmica

0 complexo resina-enzima permanecia por 60 minutos
em 10 ml de solugac tampio de acetato de sédio-cido acético
0,05M pH 4,0 e 5,0 para Amiloglicosidase e Inveftase, respec-
tivamente, em incubadora com agitagaoc constante na temperatu-
ra do teste. Posteriormente, retirava-se esta solugdo, sendo
0 erlenmeyer com o complexo resina-enzima, transferido para
um banho termostatizado com agitagd@o constante, onde foram a-
dicionados 10 ml de solugdo substrato, convenientémente tampo
nados € na temperatura de 60 e 50 centigrados para Amiloglico
sidase e Invertase, respectivamente, ApOs 30 minutos, desati-
vava-se as enzimas, dosando-se a glicose produzida e determi-~

nando-se a atividade especifica.

3.8.5. Quantificacdo da Atividade das Enzimas Liberadas do seu
Suporte em fungao do nimero de Bateladas - e Influéncia

das Bateladas na Atividade das Enzimas Imobilizadas.

Os objetivos desse teste foram determinar a gqueda da

atividade da enzima imobilizada com o numero de bateladas ,bem

como cuantificar a atividade das enzimas que se desprenderam

dos suportes em funcio do nimerc de bateladas®*® r**s%5 |

Cada batelada se iniciava com a adig¢ao de 10 ml de

solucao substrato tamponada com acetato de sddio 0,05M pH 4,0
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e 5,0 & temperatura de 60 e 50 centigrados para Amiloglicosi-
dase e Invertase, respectivamente. Essa solugao era mantida

sob agitacao constante por 30 minutos.

Os complexos resina~enzimas foram separados por sim
ples decantagio; posteriormente, dividia-se a solugdo so-~
brenadante igualmente em dois erlenmeyers de 125 ml. As enzi
mas de um dos erlenmeyers eram desativadas em banho maria por
5 minutos a 100 centigrados e a glicose produzida dosada. A
solugao sobrenadante do outro erlenmeyer era transferida para
um banho termostatizado com agita¢do constante por 24 h, es-
tando cada enzima em condigbes &timas de temperatura e pH;pos

teriormente dosava-se a glicose produzida.

Os complexos resinas-—enzimas eram lavados por 3 ve-
zes, col solucdo tampdo acetato 0,05M no pH conveniente, e no

va batelada era iniciada.
0 calculo referente a essa situagao foi feito atra

vés da seguinte equagio:

" AED = (3.23)

»iw

onde’A & a glicose produzida pela enzima imobilizada, apds ca
da batelada, B a glicose produzida pela enzima imobilizada e
pela desprendida do suporte, apds 24h de auséncia da imobiliza
da, na temperatura de atividade m&xima e AED & a.relagao eﬁ—

tre os dois parametros descritos acima.
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3.8.6. Conversao do Substrato por enzima Imobilizada em Fun-

¢cao do Tempo

0 procedimento experimental foi o mesmo descrito no
item 3.8.5, com excegido do fato do tempo de reagao ser de
. 120 minutos. Amostras eram retiradas em intervalos de tempo

regulares para a dosagem de glicose,

3.8.7. Influéncia do Grau de Retengao da Resina no Tecido em

Relacao & Atividade Enzimatica

0 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, como descrito no item 3.4.3.

3.8.8. Influéncia do Tempo de Estocagem na Atividade da Enzi-

ma Imobilizada

-Apés'a imobilizag¢ao, os suportes na forma de resina
pd e disco foram colocados em vidro dmbar na presenga de
solucao tampao acetato 0,05M no pH 4,0 (Amiloglicosidase) e

5,0 (Invertase), 3 temperatura aproximada de S centigrados.

Em intervalos de tempo regulares, retiravam-se amos

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

tica.



3.9. CALCULQ DOS PARAMETRQS CINETICOS APARENTES PARA ENZIMAS

IMOBILTIZADAS, UTILIZANDO REATOR TIPO BATELADA

A velocidade maxima de hidrdlise (Vméx) e a constan-
te de Michaelis (Km) foram determinadas através do modelo de
Lineweaver-Burk'* ¥ r71  para tal, 1g de pd e 20 discdides de
suportes com enzimas imobilizadas eram adicionados a 20 ml de
solugao substrato., A seguir, foil utilizado o mesmo procedimen
to experimental, assim como as mesmas condigbes operaciconais
de pH, temperatura, concentrag&eé dos substratos e os mesmos
tempos de reagao, que foram adotados para as enzimas em fase

ligquida, como descrito no item 3.6.3.5,

O procedimento para determinagao da velocidade de hi
drélise, assim como da constante Km, foi o mesmo descrito em

3,6.3,.5 na pagina 84.

3.10. MONTAGEM OPERACIONAL COM MICROREATOR DE LEITO FIXO E DE

LEITO FLUIDIZADO

O mesmo microreator foi utilizado como leito fixo =
leito fluidizado, invertendo-se, apenas, as posigSes de entra

da e saida do substrato.

As figuras 3.7 e 3.8 mostram o sistema experimental
utilizado, sendc constituido basicamente por um microreator de
vidro (10}, mangueiras de silicone (3), rotdmetro (17}, bomba
peristaltica (15}, banho termostatizado (1}, sistema gravita-
cional de aquecimento (8), mandmetro de vidro (14), tangue pul

mao (16) e um varivolt. (7). O microreator de vidro era cons-
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tituldo de um tubo de vidro com 9 mm de difdmetro interno e
400 mm de comprimento, sendo gque o seu sistema de distribui-
;80 de liquido consistia de uma placa porosa de 15 mm de és—
pessura, construida com esferas de vidro de diametro 0,7
_hm aglomeradas em araldite. A temperatura do reator foi man-
tiaa constante, atraveés de uma camisa de aguecimento de 35 mm
de didmetro externo. O reator ainda apresentava duas saidas

para medida da pressao durante a operacao.

Para medida da vazao, utilizou-se um rotametro do ti
po cilindrico, com alma cbnica e flutuador tipo anel, com 20 mm

de didmetro externo e 150 mm de altura.

A bomba peristaltica foi utilizada para se obter va

zoes controladas e baixas.

Com a finalidade de reduzir a pulsacgao provocada pe-
la bomba peristdltica, utilizou-se um pulmao construido em
PVC. |

0 tangue de aguecimento era dotado de uma resiéténcia
elétrica, e possuia um vertedouro para saida da dgua,na tempe
ratura desejada para o_aquecimeﬁto do microreator. Controlava
-se a temperatura por um varivolt e através da alimentacgdo

de &gua, sendo esta controlada através de uma valvula agulha.

Para evitar problemas de estagnagao na linha de aqgue

cimento, foi feito vacuo através de uma trompa a vacuo.

0 banho termostatizado foi utilizado para manter cons
tante a temperatura da solugao substrate, gque se encontrava

num erlenmeyver de 500 ml.
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Figura 3.8 - Montagem Operacional com Microreator de

Leito Fixo ou Fluidizado.

RE ]
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[

Figura 3.9 - Detalhe do Microreator tubular,



102

3.11. CARACTERIZACAO DO MICROREATCRDE LEITO FIXO EM FUNCAO DA

DISTRIBUICAO DO TEMPO. DE RESIDENCIA

A determinacao da distribuicao do tempo de residéncia
(RTD} de um elemento de fluido no interior de um reator n3o &
suficiente para determinar separadamente a extensao do grau
de segregacgao do fluxo (o fluido escoa com diferente; veloci
dades, causando canaliza¢des ou "ponto morto") em um reator,
ou a extensio do efeito de difusdo na direcao do fluxo (micro

misturas}), em um reator tubular*l,

A infofmagﬁo do tempo de residéncia néé &, geralmen
te, suficiente para calcular a conﬁerséo em - um reator nao
ideal. Por outro lado, atravées da determinacao da dis-
tribuicdo do tempo de residéncia no microreator, foi
possivel = 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 espectrofotdmetro

- na linha operacional, entre o microreator e o rotametro.

No microreator, foram colocados 8g de resina na for-
wa pulverizada, ou empilhados 160 unidades de discos. ApOs
. =gtabilizagdo da altura do leito fixo e da vazao pela passa
sem  de  agua destilaéa, injetava-se. ©c reagente colorimé-
trico, azul de metilenc, através de uma bomba peristiltica

(perturbacgao degrau) e acompanhava-se a variagao da concentra
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r~3~ desse reagente com o tempo, através do espectrofotdmetro.a

vv-a0 era determinada através do rotametro.

5.12. ESTUDO DA CONVERSAO EM FUNCAO DA VELOCIDADE SUPERFICIAL

DE FLUXQ

0 reator do tipo leito fixo foi escolhido devido a

. s . 86
sua simplicidade operacional. -

0 leito fixo era constituido 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 fiﬁ de
evitar a formacao de bolhas de ér, obtendo assim um leito com

- » .
aparencia bem uniforme.

Apds a estabilizacad da altura do leito fixo, deter-
minava-se sua porosidade. Essa foi obtida pela razao entre o
volume de liquido retido no leito fixo e o volume de-liquido
contido na coluna, no espago correspondente d altura ocupada
pelo leito fixo, na auséncia desse, Para garantir gue tode o
_liquido retido no leito era retirado, utilizou—se uma bomba
i vicuo®®,

A conversao foi determinada a varias velocidades su
perficiais de fluxo através da coluna, utilizando as seguintes
concentracdes de amido: 0,125, 0,16, 0,25, 0,50, 1,0 e 2,0
mg/ml e de sacarose 0,05M, 0,1M, 0,125M, 0,16M, 0,25M e 0,3M,
A temperatura de 40.centigrados E‘éH 4,5 para ambas as enzi-

~s. Foi seguido o modelo proposto por Gelf e outros??.
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Apds estabilizagdo da vazao através da coluna, reco
lhiam-se as amostras em baloes volumetricos de 100 ml e a gli
cose era dosada.

Os-gréficos de conversao em fungdo da velocidade su
perficial de fluxo eram, entao, tracados.

Para calcular a velocidade superficial de fluxo uti

lizou-se a equagdo 2.12 descrita no capitulo anterior.

3.13. ESTABILIDADE OPERACIONAL EM MICROREATOR DE LEITO FIXO E

DE LEITO FLUIDIZADO

O mesme micrereator foi utilizado como leito fixo e
fluidizado, invertendo-se apenas as posi¢oes de entrada e sail

da das solugoes substratos.

A estabilidade operacional das enzimas imobilizadas
'eré'determinada através do acompanhamento da queda de conver
sao do substrato, obtida a cada ciclo de 24 h de operagac con-
tinua no microreator. Esse foi operado com reciclo, pois acon”

versao obtida em cada passe foi muito baixa.

No microreator de leito fixo e de leito . fluidizado,
foram utilizados 8g do complexo resina-enzima na forma pulve-
rizada, com diametro médio de Sauter de 0,lmm e 0,2mm, respec
{:vamente. Através dele, circulavam em operagdo continua, 250
ﬁl de solucdo substrato-de amido 1,6% p/v com pH-4,0 e na tem
peratura de 60 centigrados, ou sacarose 0,1M com pH 5,0 e na
temperatura de 50 centigrados, paré a Amiloglicosidase ou In

veri...e, respectivamente, sendo ambas tamponadas com solugao
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=~etato de sOdio-acido acético 0,05M. As solugdes substrato e

.am trocadas diariamente, durante 8 a 9 dias consecutivos!?®,

3.14~ ESTUDO CINETICO DA HIDROLISE DA SACAROSE E DA SACARIFI-

CACAO DO AMIDO EM REATOR TUBULAR DE LEITO FIXQ UTILIZAN-~

DO .ENZIMAS IMOBILIZADAS

A partir dos dados de conversao em fungao da veloci-
dade superficial de fluxo, estudou-se a cinética da hidrdlise
continua das solugoes de sacarose e da sécarificagao das solu
gaes de amido, em reator de leito fixo, contendo as enzimas 1

mobilizadas nos quatro tipos de suportes.

Foram utilizados 8g de suporte resina na forma de po
e 160 unidades na forma de disco, nas seguintes condigoes ope
racionais: temperatura de 40 centigrados e pH 4,5. As concen-—

tragtes das solugOes substratos utilizadas foram as mesmas ci

tadas no item 3,12,

Apds a estabilizag¢ao da altura do leito e da  vazdo
volumetrica para uma determinada velocidade superficial de flu
xo e uma dada concentragao de substrato, recolhia-se uma amos
tra e 100 ml em um balao volumétrico para anilise da glicose
produzida, A velocidade superficial de fluxo era altéradaé:eg
perav.i Ll uma nova estabilizagao, repetindo novamente a opera
¢ao citada acima, Assim, foram determinados os pardmetros ci-
nétices ¥m e Vmax, segundo a Equagdo 2.11, em fﬁngao das con-
centracoes iniclais das solugdes sﬁbsﬁratos e das conversdes

para virias velocidades superficiais de fluxo®®.
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CAPITULO 4

RESULTADOS E DISCUSSOES
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No presente capitulo, serao apresentados e discutidos
todos os resultados obtidos nesse trabalho, que foi desenvolvi

do através das seguintes etapas:

Sintese e caracterizacao das resinas N-metilolacrilamida e

uréia-formaldeido;

preparagao dos suportes para fixagdo das enzimas amiloglico

sidase e invertase;

Ccaracterizagdo das enzimas amiloglicosidase e invertase en fa

se liquida;
Desenvolvimento do processo de imobilizacgaoc;
Caracterizacdo das enzimas imobilizadas;

Caracterizacao do microreator de leito fixo e de leito flui-

dizado em fungao da distribuicao do tempo de residéncia;

Estudo cinético da hidrdlise da sacarose e da sacarificagao
do amido por enzimas imobilizadas, utilizando reator de lei

to fixo:

Estudo da estabilidade operacional em microreator de leito

fixo e fluidizado.

4.1. SINTESE E CARACTERIZAGAO DAS RESINAS N-METTILOLACRILAMIDA

E UREIA-FORMALDEIDO

Como j& citado no item 3.2.2.2, os reagentes de sinte

se foram padronizados e apresentaram pequenos desvios em rela
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¢ao a8 concentragao fornecida pelo fabricante. A concentragao
obtida para o reagente acrilamida variou entre 44,0 a 44,5% e

do formaldeido entre 36,2 a 36,8%.

As resinas sintetizadas apresentaram-se como um poli
mero termofixo rigido e transparente, com coloragao amarelada
e incolor para as resinas N-metilolacrilamida e uréia-formal

deido, respectivamente.

Durante a sintese da resina N-metilolacrilamida, fez-
se o acompanhamento da redugdo da concentracgao de formaldeido
livre, verificando que apbs 4 horas de reacao, a concentragaoc’
desse, na mistura reacional, era menor gue 3%, geralmente na
faixa de 2,4 a 2,8%.-A resina uréia-formaldeido apresentou, ao
final da sintese, uma concentracaoc de formaldeido livre na fai

xa de 2,0 a2 3,0%,

' Sequndo Mark 3,0 espectro de infravermelho de gqualquer
resina aminoplastica tem duas oumais bandas na regiao entre
1500-e 1700 cm—l; a primeira representa a amida primdria e a segun
" da, entre 1530 e 1600 cm_l, representa a amida secundaria. No
casoidas resinas sintetizadas WN-metilolacrilamida e uréia—foE
maldeido (ver as figuras 4.1 e 4.2, respectivamente)} a banda
da amida primaria enéontra—se entre 1640 e 1670 crn"l e a da
amida secundaria entre 1530 e 1550 em™t. a atribuicao  dessas
bandas tem sido sujeita amuitasg investigagsoes e controvérsias®i.
A banda da amida primiria possui uma forte caracteristica do
grupo carbonila, ac passo que a amida secundiria possui uma con

siderdvel contribuicdo do grupo C-N.
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A banda arredondada, entre 3300 e 3500 cm_l, que apa

rece .t ambas as figuras, provavelmente € proveniente das vi-

bracoes -de estiramento do grupc N-H e do grupo O-H em associa-—
gao polimérica.

' Segundo Dyer??, as bandas localizadas entre 1500 a

1700 e 3300 a 3500 cm—l sao caracteristicas de amidas.

Para Mark®®, bandas entre 1370 e 1390 cmhl, para ambas
resinas, possivelmente sdo devido a deformagdo de vibracao do
grupo O-H. As bandas de pequenas intensidades, que se encontram
em 2920 cm-l para a N-metilolacrilamida e 2930 c:m_l para a.
uréia-formaldeido, provavelmente sdo provenientes das *~ vibra-

¢bes de estiramento de grupos C-E.

As bandas de intensidade média gue aparecem em torno
-1 . .
de 1020 cm para ambas as resinas, podem ser causadaspelas vi

braqées de estiramento de gruposC—Oe?C—& podendo ser também
“devido a presenga de radicais de enxofre-oxigénio, pois essa
mesma banda foi verificada no espectro de infravermelho dos
compostos a base de enxofre, utilizados na sintese da resina
uréia-formaldeido e na polimerizacao da resina N;metilolacrilg

mida.

Espectro de infravermelho com bandas semelhantes as

arrc-~-~+adas na figura 4.2, para a resina uréia - formaldeido,
foi obtido por Urbanskil®® e Mark®?.
Assim, todas as bandas znalisadas evidenciam caracte-

riz. .3 decompostos amida com grupos hidroxila,
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A densidade da resina uréia-formaldeido foi de aproxi

madamente 1,270 e de N-metilolacrilamida de 1,170.

A resina N-metileolacrilamida apresentou uma concentra
cdo de monomeros de aproximadamente 42% op peso e a uréia-for-

maldeido de 50% em peso.As resinas na forma de mondmeros foram

armazenadas em 'vidro ambar na geladeira.

4.2. PREPARACAO DOS SUPORTES PARA FIXACAC DAS ENZIMAS

As resinas pulverizadas, que foram lavadas e colocadas -
em vidros rotulados segundo seu didmetro médio, foram pesadas
nas guantidades citadas na tabela 4.1, de modo gue o didmetro

médio de Sauter das particulas fosse de aproximadamente 0,lmm.

Intervalo de dig’ Diametro medio - Peso  das Fracso Ponderal
metro  (peneira da particula Amostras s

(Tyler) (mm) (g)

80/100 0,1630 . 2,0 0,2
100/150 0,1270 2,0 0,2
150/170 0,0965 3,0 0,3
170/200 0,0810 ‘ 3,0 0,3

TOTAL 10,0 1,0

Tabela 4.1 - Quantidade da amostra de resina pesada de cada peneira
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A tabela 4.2 apresenta as percentagens de retengao de
vz3ina no tecido,em funcao da diluigao da solugdo de resina a

=er aplicada no tecido.

| Tipo Volume da Solugao | Massa de catalizador rZ resina retida
de de resina / volume vtilizada no

Resina_J de Ho0 (g) tecido

20/80 0,50 , 4,71

o 30/70 0,70 6,52
d :

E 40760 | 1,00 8,17

'E 50/50 1,20 10, 26

E 60/40 1,50 12,75

=

E 65/35 1,60 13,79

z 70/ 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

.;g 40770 1,27 9,28

E 50/50 1,59 11,49

E 55/45 ' 1,75 12,37

; 60 /40 1,91 | i3,51

E 70/30 2,22 15,77

80/20 2,54 18,28

30 /1.0 2,86 20, 39

Tabela 4.2 Percentagem de resina retida no tecide em fungao da diluigac
da solugao de resina. Temperatura e tempo de cura: 1309C e

15 minutos.



A percentagem de retencao de resina no tecido € uma
varidvel importante, pois, cém; sera discutido no Item 4.5, a
quantidéde de enzima fixada varia com esse parametro. Em todos
os ensailos experimentais foram utilizados tecidos com retengao
de resina superior a 11%, baseﬁndo"se no fato de que, na imobi

lizacdo de antigenos, o uso de suportes com retengdo igual ou

superior a mesma, levou a resultados satisfatdrios.

4.3. CARACTERIZACAO DAS ENZIMAS EM FASE LIQUIDA

Foram utilizadas as enzimas amilo P-250, da Pfizer e

a invertase .da Sigma, conforme citado no capitulo anterior.

As figuras 4.3 e 4.4 apresentam a atividade enzimdti
ca em fungdo da temperatura e do pH,paraa amiloglicosidase e in
vertase, respectivamente. Para a amiloglicosidase verificou- se
que as ‘condicdoes otimas de temperatura-e,pﬁ foram 60@0:3 4,0 e
a atividade maxima foi de 3490 unidades/ml de enzima.0 teor de
proteina foi de 239,0 mg/mrl, assim a atividade especifica mixi
ma foi de 14,6 unidades/mg de proteina. Para a enzima- inverta
se, as condigCes Otimas de temperatura e pH foram-de 509C e
5,0 e a atividade maxima de 2240 unidades/ml de enzima. O teor
de proteina foi de 192,7 mg/ﬁl, logo a atividade especifica ma

xima foi de 11,6 unidades/mg enzima..

As tabelas 4.3 e 4.4 mostram as concentragaes_das en

zimas em mg de proteina/ml, as conversfes mdximas dos substra

tos em produto, apds 120 minutos de reagdo e as conversoes es

pecificas ma&ximas para enzimas amiloglicosidase e invertase, res
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nectivamente. Como pode ser verificado nas tabelas citadas an
*~riormente, a conversao especifica foi aproximadamente cons
vante para ambas enzimas, sendo gue para amiloglicosidase o va

lor mé&dioc obtido foi de 5,0 x 103%/mg de enzima. Para a inver

rase o valor mé&dio foi de 3,8 x 103%/mg de enzima.

Teste Concentracao enzima Coqversao p/ Conversgo_?specffica
(mg/ml) x 103 glicose (Z) (%/mg enzima) x 10-3
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, - Conversao de amido em glicose, apos 120 minutos de reacao
(609C e pH 4,0), utilizando a enzima amilo P-25C.

T Concentragao enzima Conversao p/| Conversac especifica
este 3 . = -3
{mg/ml) x 10 glicose(%) (Z/mg enzima) x 10

1 2,0 &,0 4,0

2 3,9 14,0 3,6

3 7,6 : 27,3 3,6

4 9,2 35,0 3,8

5 11,9 48,0 4,0
Tabela 4,4, - Conversaoc de sacarose em glicose, apos 120 minutos de rea-

cao (509C e pH 5,0), utilizando a enzima invertase.

Observa-se que os valores da conversao especifica per

maneceram aproximadamente constantes. ESse comportamento esta
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associado & dependéncia,mais ou menos, linear exibida nas figu
ras 4.5 e 4.6, gue mostram o aumento da conversao do substrato
em fungao do tempo de reagao; esta ainda associado ao resultado,
geralmente esperado, da proporcicnalidade entre o aumento da
conversdo do substrato com a elevagao da concentragao de enzi

116

ma, Resultados semelhantes foram obtidos por Zanin para &

amilo P-250 em solugao aguosa.

4.4. DESENVOLVIMENTO DO PROCESSO DE IMOBILIZACAO

As tabelas 4.5 e 4.6 mostram as gquantidades de enzimas
fixadas nos suportes sdlidos em fungao da concentragao de enzi
ma em solugao. Os resultados que se encontram listados nas ta
belas antericormente citadas, mostram gue a guantidade . equiva
lente de enzima fixada aumenta com a elevacdo da concentragao
de enzima na solugdo de imobilizagdo. Porém, verificou-se gque
‘acima de uma determinada concentragao, a variagdo da quantida-
de correspondente de enzima fixada diminui gradativamente, ten
-dendo a um patamar. Isso Ocorre, provavelmente, devido a satura
¢Zo da area superficial do suporte ou a saturagdo das ligagoes
disponiveis no suporte. Resultados semelhantes foram obtidos por
Iiwson’* na imobilizagio de invertase em sabugo de milho por1i

yagao covalente.

Os ensaios mostraram também gue a guantidade eguiva-

lente da invertase fixada no disco e no po, foi na maioria me

nor que a &a amiloglicosidase, demonstrando uma maior afinida

de de ligacao da segunda aos suportes testados.Alémdisso a con

centracao da invertase na solucgao "mae" & menor que da amilogli-
cosidase.
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Tipo Diiuigao di gonceqtragﬁo Qua?tiiadi Qua?tiiadi Pgrcentégem
de | pisivien | - solugdo. | ensima fixa| enzima fixa|  fixada
Suporte (VIV) {mg /m1)} da (mg/ml) | da (mg/mg | (7)
’ solido)

1:5000 0,050 0,010 0,100 20,0
3 1:2000 0,120 0,050 0,500 41,7
E g 1:1000 0,240 0,137 1,370 57,1
P e 1:500 0,480 0,157 1,570 32,7
g 1:300 0,870 0,160 1,600 18,4

1:150 1,700 0,161 1,610 9,5

1:5000 0,050 0,009 0,090 18,0
% . 1:2000 0,120 0,037 0,370 30,8
2 % 1:1000 0,240 0,112 1,120 46,7
E ': 1:500 0,480 0,117 1,170 24,4
E ~ 1: 300 0,870 0,125 1,250 14,4

1:150 1,700 0,125 1,250 7,4
2w 1:5000 0,050 0,017 0,170 34,0
ﬁ : 1:2000 0,120 0,047 0,470 39,2
g 'z 1:1000 0,240 0,133 1,330 55,4
& B 1:500 0,480 0,147 1,470 30,6
‘.E ‘;‘ 1:300 0,870 0,150 1,500 17,6
5 = 1:150 1,700 0,159 1,590 9,4
K ks 1:5000 0,050 0,007 0,070 14,0
"_g g 1:2000 0,120 0,033 0,330 27,5
Fé‘ 3 1:1000 0,240 . 0,110 1,100 45,8
S g 1:500 0,480 0,118 1,180 24,6
= E 1:300 0,870 0,122 1,220 1,4
E P 1:150 1,700 0,123 1,230 7,2

Tabela 4.5 - Quantldade de enzima fixada (QEF) nos suportes,em fungao da
concentragao de enzima na solugao de 1mob1112a§a0.

Enzima: Amilo P-250,

tempo de imobilizagao: 24h; pH: 4,0 e

temperatura: amblente. Foi utilizado lg de solido em 10 ml

de salucao enzimatica.
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" biente e pH: 5,0. Foi utilizado lg de suporte em 10 ml

Tipo Diluigao da Concentragao | Quantidade ; Quantidade | Porcentagem
dz solucao en-| de enzima }equivalentelequivalente| de enziwa
Suporte zimatica na solugao jenzima fixalenzima fixa fixada

-l por (v/v) {mg/m1) da (mg/ml) da (mg/mg (%

i s6lido)

—

' 1:3000 0,065 0,020 0, 200 30,7
g 1:2000 0,097 0,037 0,370 38,1
K 1:1000 0,192 0,080 0,8000 41,7
v
g A 1:800 0,237 0,110 1,100 46,4
g S 1:400 0,470 0,120 1,200 25,5

1:200 0,980 0,122 1,220 12,4
133000 0,065 0,015 0,150 23,1
o
E 1:2000 0,097 10,030 0,300 30,9
o [ 4] .
wo@ 1:1000 0,192 0,064 0,640 33,3
g -
g o 1:800 0,237 0,095 0,950 40,0
2 " 1:400 0,470 0,100 1,000 21,3
1:200 0,980 0,101 1,010 10, 3
8 1.3000 0,065 0,015 0,150 23,1
5 :’-;- 1:2000 0,097 0,029 0,290 29,9
R
g 7 1:1000 0,192 0,075 ' 0,750 39,1
H
8 E 1:800 0,237 0,107 1,070 45,1
Q
LR 1:400 0,470 0,118 1,180 25,1
- 1:200 0,980 0,119 - 1,190 12,1

8 ¢ 1:3000 0,065 0,013 0,130 20,0
() o
3 o 1:2000 0,097 0,032 0,320 33,0
~—t
FE 1:1000 0,192 0,067 0,670 34,9
S g 1:800 0,237 0,093 0,930 39,2

L0 1:400 0,470 0,097 0,970 20,6
\m -

2o | 1:200 0,980 0,100 1,000 10,2

‘Tabelz %.6 - Quantidade de enzima fixada (QEF) mos suportes,em fungao da

concentragao de enzima na solugao de imebilizagac.
Enzima: invertase, tempo imeobilizacac: 24h, temperatura:! am

solugao enzimitica.

de -
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Verifica-se também, nas. tabelas 4.5 e 4.6, que os su
portes poliméricos pulverizados apresentam maiores guantidades
de cu.cimas fixadas, provavelmente porgue os mesnmﬁ;possﬁanlmaig_-
res areas superficiais por unidade de massa expostas E imobili

zazZo das enzimas,

Optou-se, no processo de imobilizagao, pela solugao
enzimatica cuja concentracdo possibilitou a major porcentagem
de fixacao de enzimas no suporte. A razao para tal escolha foi
a pequena variacao na quantidade equivalente de enzima fixada,
para as solugoes com concentragéo‘de enzima acimadessevalof,
pois como as enzimas sao catalisadores de alto custo, provavel
mente ndo seria economicamente viavel utilizar umasolugﬁoﬁmis
concentrada, para se obter um pequeno aumento na guantidade de
enzima fixada. Portanto, nos proximos ensaios utilizaram-ge as
seguintes diluigoes: i:lOOO, gue corresponde a concentracao da
solugdo enzimdtica de 0,24 mg/ml, para a enzima amiloglicosida
se € 1:809, que corresponde a concentracdo da solucdo enzima-

tica de 0,237 mg/ml, para a enzima invertase.

As tabelas 4.7 e 4.8 mostram os resultados do estudo
da influéncia da temperatura e do tempo de imébilizagﬁo na ati
vidade enﬁimética,_utilizando as seguintes condigoes de reacao:
pH 4,0 e temperatura - 609C para a amiloglicosidase e para a
inverfase pH 5,0e temperatura 509C £foi adotado como tempo “de
reagdo 30 min..Os resultados,listados nessastabelasmostram gue
Tﬁara ambas és enzimas, um processo de fixacgao, -com duragao de
5 “aras, levou a uma atividade relativa & fase l1iguida bem pré

et da maxima. Entretanto, utilizou-~se nesse trabalho, sem fa

ze " um balango econdmico, um tempo de fixagao de 10h, pois o
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valor da atividade enzimatica foi o maior possivel, para tem
peraiura de imobilizagdo maior ou igual a 159C. Com relacgdo “a
te~r~~ratura do processo de fixacdo, adotou-se a ambiente para
ambas as enzimas, apesar de se verificar gue para temperaturas
menores a atividade relativa 3 fase liquida foi um pouco maior.
Tal decisao foi tomada devido ao fato de gue para se obter um
pequeno aumento da atividade relativa a fase iiquida, era neces
sario um tempo de fixag¢ao bem maior, para temperaturas inferio
res a ambiente. Assim mesmo sem fazer um balango econdmico, pe
las razdes citadas anteriormente, adotou-se para as enzimas imo
bilizadas, nos quatro tipos de imobilizagido, a temperatura ambi
ente, Os quatio tipos de suportes sdo: resina N-metilolacrilami
da pulverizada (NMA-PO)}, resina N-metilolacrilamida na forma de

disco (NMA-D), resina uréia-formaldeido pulverizada (U/F-PS) e

na forma de disco (U/F-D).

A necessidade de tempos de imobilizagcdo maiores para
temperaturas de imobilizagao menores ou iguais a.l5horas,possi
velmente édevida aefeitos dedifusdo da enzima na fase liguida.
Qutro fatec interessante, qgue pode ser verificado nas tabelas
4.7 e 4.8, & que a atividade relativa a fase liquidé diminui
com o aumento do tempo e da -temperatura de fixagéo,para-tempos
maiores que 20 horas. Possivelmenteresse fendmeno estd relacio

nado com a desnaturacao das moléculas enzimidticas, devido a
wal_. agitac3o dessas moléculas, acarretado tanto pelo aumento

da ' oeratura, guanto pelomaior tempo de agitagao do sistema.
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Temperatura Tempo  Atividade relativa a fase liquida (%)
de B de Tipo de Suportes
i Imobilizagao Imobilizagao
(°C) (h) NMA - Po RMA - D U/F - PG U/F-D
2 33,3 27,6 32,2 25,3
43,2 35,6 39,7 31,0
10 49,7 42,1 48,9 40,3
6 a 8 15 52,0 53,4 50,7 | 41,8
20 47,2 | 41,1 | 50,6 38,7
30 40,3 39,7 39,9 36,7
40 30,6 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 42,7 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 | 47,2 40,1
20 . 42,3 | 35,6 | 40,1 32,1
30 32,3 29,7 | 25,1 27,2
40 21,6 25,7 -} 20,7 23,7
30,1 25,7 | 30,2 23,6
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 a fase llquida,em funcao do tempo e da
temperatura de imobilizagao. Enzima: Amilo P-250, Condi
goes de 1moblllzagao- pH = 4,0; dllulgao da Solugao de en
zima: 1:1000; agitacao suave. Condlgoes de reagao: pH =
4,0; temperatura: 609C; solugao de amido 1,6% p/V; tempo
de reagao: 30 minutos.
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Temperatura Tempo Atividade relativa a fase ligquida (%)

: de de Tipo de Suportes
! Imobilizacgao Imobilizagao

' (oC) (h) NMA-P5 | NMA-D | U/F-P5 | U/F-D

2 27,6 20,3 25,6 19,3

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

20 427 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 30,0

10 43,1 37,1 41,2 35,7

15 15 43,3 37,9 40,5 36,8

20 39,0 34,3 37,9 32,4

30 32,4 | 29,3 32,1 29,5

40 25,7 | 27,1 | 25,1 26,9

30,7 27,7 29,4 | 26,6

5 39,1 33,4 39,2 32,3

10 1 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

26,7 24,6 | 25,2 24,7

30,0 27,9 | 28,1 26,7

10 . 35,0 | 30,1 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 @ fase 1¥quida,em fungao do tempo e da tem-—
peratura de imobilizag¢zo. Enzima: invertase. Condigoes de imo
bilizac3e: pH = 5,0; diluicdao da solugao de enzima: 1:800
agitagao suave. Condicoes de reacao: pH = 5,0; temperatura:
509C; solugao de sacarose 0,1M; tempo de reagao: 30 minutes.
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Para verificar a influéncia da agitagdo em fungao do

 tempo de imobilizacdo, foi feito um experimento sem -agitacgao

utilizande temperatura ambiente durante o© processo imobi-

lizagao.
Tempo Atividade relativa a fase ligquida (2%)
M [ wua -5 NMA - D u/F-25 | U/F-D
com agifsemagi } com agi)semagi | com agi)semagi| com agi}semagi
tacao | tagao tagao tagao tagao tagao tagao tacgao
2 35,1 30,3 30,0 20,2 35,1 25,3 28,6 18,7
5 46,7 37,2 38,0 | 29,7 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 &.9'5 Atividade relativa 3 fase 1iquida para o processo com e sem
agitagao, utilizando a enzima amilo P~250 imobilizada.
Condicoes de imobiliiagﬁo: pH = 4,0; diluigao da solugao de
enzima: 1:1000; sem agitacao. _ . _
Condigoes de reagao: pH 4,0; temperatura 609C; solugdo de
amido 1,6 p/V; tempo de reacao: 30 minutos.

T e e
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Atividade relativa a fase ligquida (%)
Tempo :
(h) NMA - PO NMA - D U/F - Po U/F ~D
com agi-|sem agi-jcomagi-|sem agi-[comagli—|sem agi jcom agi-|sem agi-
tagao tagao tagao taggo tagé-o tagao tagao tagao
2 30,7 25,5 27,7 22,7 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
10 42,7 37,7 37,1 33,8 41,3 37,7 1 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 a fase liquida para o processo sem e com
agitagao, Enzima: invertase. Condigoes de imobilizagao: pH5,0;
diluigao da solugao enzimatica: 1:800; sem agitacgao.
Coﬁdigaes de reacao: pH 5,0; temperatura: 509C, solugcao de

sacarose 0,1M; tempo de reacao: 30 minutos.

Os resultados das tabelas 4.9 e 4.10;-mostram que, pa
ra tempos de imobilizagao’ inferiores a 20h, a agitacgao favorece
a atividade relativa a fase Iiquida para as duas enzimas imobéﬁ
lizadas. Para. tempos de imobilizagﬁo iguais oﬁ superiores | a
20h, a atividade relativa 3 fase liguida diminui mais rapida
mente I processo com agitacao suave do gue no sem agitagao.Is

S0 Suy=.w que,para tempos de imobilizacao iguais ou menores gue

15h, : _itacgd@o suave possibilita um contato maior entre as en
zimas ¢ . suporte, favorecendo a fixacdo de maiores guantida
des .. ' :zimas ativas no suporte e consequentemente, possibili

tandu wdiores atividades relativas. Por outro lado, no proces
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s0 sem agitagao, ocorre apenas a difusfo natural da enzima.

Quando o tempo de imobilizagdo torna-se muito grande
iigual ou maior que 20h), outro fendmeno relacionado com a agi
tagao, que pode estar ocorrendo, e a desativagao das enzimas,

pois s3o moléculas grandes e de forma enovelada . Assim, esse

fenomeno pode estar sobrepujando ¢ anteriormente citado.

Concluindo, para o processo de imobilizagao, foi ado
tada uma agitagdo suave com um tempo de imobilizagdo de 10 ho
ras, pois, com essas condigoes, obteve-se uma atividade relati
va § fase 1ligquida maior e um tempo de imobilizacdo com valores
maximos dessa atividade, para ambas as enzimas imobilizadas, nos

guatro tipos de suporte.

Outro parémétro analisado no processo de imobilizagao
foi o pH da solugdo enzimdtica, pols esses catalisadores s&o
muito sensiveis ds flutuagbes desta varidvel. As tabelas 4.11
e 4.12 mostram os resultados da média dos valores obtidos expe
‘rimentalmente para a atividade relativa & fase liqui@a. Nos
'ensaids, o pH da solugao enzimdtica variou de 2,0 a 7,0 e (o]

tempo de reagao foi de 30 minutos.
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Atividade relativa a fase liquida (%)
H
P NMA - Po NMA - D U/F - Po U/F - D
2 19,0 24,0 18,3 23,2
40,7 36,0 39,7 34,1
50,3 42,8 48,0 40,7
, 49,5 42,9 47,7 40,5
, 39,2 38,0 38,9 37,1
, 32,0 34,0 33,3 33,5
, 22,7 28,0 20,7 26,1

Tabela 4,11 - Atividade relativa a fase liquida em fungao do pH, para ami-

loglicosidade imobilizada. Condigoes de imobilizagao: tempe-
ratura ambiente; diluicao da solugao de enzima: 1:1000; agi-
tacao suave e tempo: 10h. Condlgoes da reacao: pH 4,0; tempe
ratura: 609C; substrato: solucao de amido 1,6% p/V ; tempo
de reagao. 30 minutos e concentragao da solugao tampao.
0,05M.

Atividade relativa a fase liquida (%)

pH
NMA - Po NMA - D U/F - Po U/F - D
2 12,2 19,2 11,7 : 17,1
20,7 26,0 24,0 22,3
33,0 33,1 31,7 : 29,9
. 41,5 36,7 40,1 . 35,7
, 42,7 37,1 41,3 . 35,9
, 36,7 31,7 35,7 30,7
, 25,1 23,3 24,8 21,5

Tabela 4,12 - Atividade relativa a fase 11qu1da em fungao do pH, para 1in-

vertase imobilizada. Condlgoes de 1unblllzagao. temperatura
ambiente; diluigao da solugao de enzima: 1:800; agitagao sua
ve e tempo. 10h, Condlgoes de reagao: pH 5,0; temperatura.
509C; substrato: solugao de sacarose 0,IM . tempo de reacao:
30 minutos e concentracac da solugao tampao. 0,05M.
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Os resultados das tabelas 4.11 e 4.12 mostram que a
faixa do pH gue apresentou melhores resultados, para as enzimas
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 amiloglicosidase e 5,0 para a invertase, pois nesses
valores de pH, as atividades relativas a fase 1iguida mostra-
ram-se ligeiramente maiores. Esses nimeros coﬁcdrdam com Os re

sultados de pH obtidos para a enzima em fase liguida.

0s valores maximos obtidos para a atividade relativa
3 fase 1iquida (ver tabela 4.11 e 4.12), para as enzimas amilo
glicosidase e invertase imobhilizadas nos guatro tipos de supor
tes empregados, apesar de se apresentarem baixos, foram maio
res que os encontrados para essas enzimas fixadas em outros su

portes, gue se mantiveram em torno de 30%'&33r51s55,103,10%

No estudo do processo de imobilizagao, ﬁotou-se uma
maior estabilidade no compdrtamento das .enzimas imobilizadas
no suporte em forma de disco. Essa estabilidade se apresentou
sob a forma de uma menor variacgao da atividade rélativa, quan--
do ocorriam flutuagBes'nos parametros analisados, taié como: O
tempo para fixagdo, a temperatura de imobilizagcdo, o pH da so
lugae enzimatica, a quantidade de enzima fixada ‘em relagao 3
diluig¢do da solugdo enzimidtica e a influéncia da agitagdo rela
tivo ao tempo de imobilizagao. Esse fato, pode eétaf relacioni.
do com uma provavel maior abrasdoc do suporte na forma pulveri-
zada, porém estudos devem ser realizados com o Objetivo de en

contrar explicagoes satisfatdrias para esse comportamento.

As tabelas 4.13 e 4.14 mostram a conversdo especifica
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‘das enzimas imobilizadas, apds 120 minutos da rea¢lo de sacari
ficagao do amido pela amiloglicosidase e de hidrdlise de saca
ztss pela enzima invertase. Os resultados mostrados nacs.tabelas
530 a média aritmética dos diversos ensaios realizados, sendo
verificado que esses resultados permaneceram aproximadamente

constantes para varias quantidades de enzimas fixadas.

. Quantidade _ _ Conversio N? de vezes que a con-
Tépo equivalente [ Conversao- espe ;;'ca versao especificadaen
& de enzima fi (%) 2/ Speiz ;x10“3 zima imobilizada fol me
Suporte |, ada (mg/ml) */T8 * nor que a livre
NMA-PO 0,137 69,7 0,509 9,8
NMA-D 0,112 53,0 0,473 10,5
U/F-Po 0,133 63,5 0,477 10,5
U/F-D 0,110 49,5 0,450 11,1

Tabela 4.13 - Conversao do amido em glicose para 120 minutos de sacarifica
gao. Condigoes da imobilizacao: pH 4,0; temperatura ambiente,
diluicao da solugac de enzima: 1:1000; tempo de imobilizacao:
10h. Condigoes da reacao: pH 4,0; temperatura: 609C; solucao

" de amido 1,6% p/V.

Tipo Quantidade _ Conversio N¢ de vezes que-a con-
'dg equivalente | Conversao especifica Versao especificathagg
Suporte de enzima fi (7) (%2/m penz )xlO-—3 zima imobilizada foi me
up xada (mg/ml) & * nor que a livre
NMA~PO 0,110 50,9 0,463 8,2
NMA-D 0,095 40,0 ' 6,421 9,0
U/F-Po 0,107 45,8 0,428 8,9
U/F~D 0,093 38,1 0,409 9,3

Tabela 4.14 - Conversao da sacarose em glicese para 120 minutos de hidrdli
se. Condicoes da imobilizacao: pH 4,0; temperatura ambiente;
diluicdo da enzima: 1:800; tempo de imobilizagao: 10h. Condi
goes da reacao: pH 5,0; temperatura: 509C; solugao de sacaro
se 0,1M, -
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As figuras 4.7 e 4.8 mostram a conversdao do amido em
glicose e a hidrdlise da sacarose em glicose, em fungao do tem
po de reagéo para as enzimas imobilizadas amiloglicosidase e
invertase, respectivamente. Como era de se esperar,verificou-se
gque os suportes gque -apresentaram maiores guantidades de enzi-

mas fixadas, também apresentaram maiores conversoes.

Nas tabelas 4.13 e 4.14; anteriormente citadas, veri-
fica-se que as conversdes especificas foram bastante infe—
riores aguelas obtidas para as enzimas em fase " liguida
( ver tabelas 4.3 e 4,4 ), Essa constatagéo nos levou a
concluir que, para os qguatros tipos de suportes testadbs,
ha um grande nimero de moléculas de enzimas que sao de-
sativadas pelo proprio processo de fixacao. Esse resulta-—
do ja foi confirmado num grande nimero de trabalhos. 3ja
publicados 20s/82r742797877108s115  gphgeryou-se  também - que
~O0s suportes na forma de pd, que apresentaram maiores quan
tidades de enzimas fixadas, mostraram uma maior conversio espe
cifica.

A (ltima coluna das tabelas 4.13 e 4,14 mostra que,
para o caso da amiloglicosidase imobilizada, a conversao espe
cifica foi em torno de 10,5 vezes inferior a apresentada por

essa enzima em fase liquida e para a invertase imobilizada es

11t ghtave uma

se valor fol em torno de 9,0 vezes inferior. Zanin
conversdo especifica 14 vezes inferior para a amiloglicosidase
imobilizada em esferas de wvidro silanizadas. Esses resultados

levaram a concluir que & necessario utilizar uma guantidade mui

~— - -
to maior de enzima imobilizada, em relagido & usada em fase 1li-
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guida, para obter-se o mesmo graude conversao. Conseguentemente
deve-se fazer um estudo econdmico do processo em guestao, para veri
ficar se uma longa estabilidade operacional do complexo suporte-
enzima poderd compensar a gueda na conversaodaenzima imobilizada.

A tabela 4.15 mostra 0s parametros gue foram fixados

para a fase de imobilizacao das enzimas.

Parametros Enzima amiloglicesi~ |Enzima invertase
dase
ambiente ambiente
temperatura ( 25_.—2890) . (25-—-289C)
pH ' 4,0 5,0
tempo . - 10nh 10h
agitagao com agitagac suave com agitagao suave
dituicao 1:1000 1:800

Tabela 4.15 - Variaveis Fixadas para a Fase de Imobilizacgdo

4.5. CARACTERIZACAO DAS ENZIMAS IMOBILIZADAS

As figuras 4.9 e 4.10 apresentam a influéncia da tem
peratura da solugao de sﬁbstrato na atividade enzimatica. Veri
ficou-se, para ambas enzimas imobilizadas,a existéncia de faixa
otima de temperatura, de 55 a 659C para amiloglicosidase e de
45 - 5-5"."__‘ para a invertase, em contraste com as enzimas em fa-
se liguiua que apresentaram praticamente temperaturas
6timas{6_09c para a amiloglicosidase e 509C para a invertase).
Issc ,..wie <er explicado pelo fato da enzima,quando ligada ac
suvporte, ter restrigoes guanto aos seus movimentos,mantendo ura
configura_g::_%io do sitio ativo aproximadamente constante,o gque as tor

nam menos sensiveis a mudancas de temperatura.
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Por outro lado, segundo Trevan'’!, esse  argumento,

er*ora bastante utilizado, & atualmente discutivel, pois de
ve-se considerar a concentragdao de proteina e a limitacao da
difusao do substrato. Esses dois fatores serao discutidos com

wmais detalhes em item posterior.

As figuras 4.11 e 4.12 apresentam a influéncia do
pH da solugac substrato na atividade enzimitica. Observou - se
que as enzimas imobilizadas sao ligeiramente menos sensiveis a
mudangas de pH, gue as enzimaé em fase liquida. Segundo Tre
van!®!, numaprepara¢do com enzimas imobilizadas, onde a quanti
dade de enzima ativa por unidade de suporte polimérico & gran-
de, pode ocorrer o fendmeno da limitagao da difusado do substra
to, que & o alargamento da curva de atividade contra o pH. 1Is
s0 ocorre porgue, se a atividade especifica for alta, o gradi-
ente da concentragao de substrato préximo'a particula serda al-
to e, conseguentemente, ¢ substrato ndo atingirid enzimas gue
estao mais no interior da particula, por exemplo em um - poro.
Por outro lado, se ocorrer umé redugao na atividade ,enzimatica
devido 2 mudangas no pH, o gradiente de concentragao de subs-
trato em torno da particula torna-se ménor, permitindo que o
substrato atinja novas enzimas imobilizadas; assim mais enzi
mas tornam-se disponiveis ao substrato, aumentando aparentemen
te a concentragac de enzima. Concluindo, estes dois fatores (di
minuicio da taxa de reag3o e aumento aparente da concentragao
de enzimas imobilizadas, devido & alteragoes de pH) agem,conco-

mitantemente, moderande o efeito da mudang¢a de pH.

O0s resultados obtidos na andlise da estabilidade tér—
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mica das enzimas imobilizadas amiloglicosidase e invertase, es
tao apresentados nas figuras 4.13 e 4.14, respectivamente. Ob
servou-se gue a 809C, a atividade relativa para a amiloglicesi
dase imobilizada em suporte na forma de pd,diminui para aproxi
madamente 40% e na forma de disco para 50%, enquanto gue
para essa enzima em fase liquida, diminui para 2% nas mesmas

condigaes. Para a enzima invertase a atividade relativa,na fem
peratura de 709Cdiminui para 41%,enquanto que para a fizxada ela

reduz para 65% e 75% nos Suportes na forma de pd e disco,respectiva

“5.4% &'  menor

mente.Segundo- Martinek® , Klibanov™ e Kiyokazy
variagdo na atividade relativa das enzimas imobilizadas pode
ser devida apouca alterabilidade da conformacao da mesma, devi-
do a sua pouca mobilidade. ~Porém, para Trevan'”, essa téc-
nica nao & suficiente para concluir que houve um aumento na es
tabilidade térmica das enzimas imobilizadas, pois, como ja
citado anteriormente, outros fatores, como concentragao de en-
zimas e os efeitos de difusac, devem ser anaiisadbs.EstudOS ma
is recentes!?! t&m demonstrado que;aumentando—seeaconcéntragﬁo
de enzima numa solugdo, pode-se obter um aumento em sua estabi
lidade. Assim,existem consideriveis dividas quanto a vwvalidade
das comparagOes entre as estabilidades das enzimas em fase 1i-
quida e imokilizadas, pois as primeiras, normalmente, encontram-—
-se em solugbes bem diluidas, enquanto que as outras normalmen -
te, apresentam-se numa concentracao local relativamente alta.
Por- outro lado, essa alta conceﬁtra@ﬁo local de enzima faz

ct gue as moléculas de substrato sejam convertidas em produ-

tv “pelas enzimas que estdo imobilizadas mais distantes da su-
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1

- w~orficie da particula. Trevan!® afirma que, mesmo se parte

iy
das enzimas imobilizadas fossem inativadas (por exemplo por tra
tamento térmico), haveria enzimas suficientes no suporte, pa
ra converter todo o substrato gue se aproximasse da particula.
Deése modo, a cinética da reacgao passa a ser Controlada pela

taxa de difusdo do substrato no suporte, ao invés de pela ati-

vidade catalitica da enzima imobilizada.

As figuras 4.15 e 4.16 mostram a infiuéncia da forga
idnica da sclugao substrato na atividade da enzima imobilizada.
Observa -se que,utilizando solugao tampao, acetato de sddio-a-
cido acético, com concentracac acima de 0,6M, a atividade rela
tiva das enzimas imobilizadas diminuiue a da solucéc;sobrenadag
te comegou a aumentar. Esse fato sugere que enzimas na
forma ativa estao sendo liberadas do suporte para a solugao so
brenadante. Por outro lado, parte das enzimas estdo sendo desa
tivadas,pois esse aumento foi menor que a dqueda da atividade
das enzimas imeobilizadas. Esse fato pérmite imagihar que o me
canismo de ligacao da enzima no suporte,provavelmente,seja mais
forte que a ligacao através de adsorcao, pois, em trabalhos que
éonsideraﬂxessa mecanismo, as enzimas comegaram a se .despren
der do suporte em valores bem menores de molaridade da solugao
tamr30®2. Porém, esse fato n3o indica a inexisténcia de en

zimas ligadas aoc suporte pelo mecanismo de adsorgao.

As figuras 4.17 e 4.18 mostram a influéncia do nime
10 le bateladas na atividade da enzima imobilizada e guantifi-
~2 a atividade das enzimas liberadas de seu suporte, em fungao

dn nimero 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%, até a décima segunda e a hona bate-
lada para as enzimas imobilizadas em suporte na forma de pd e
de disco, respectivamente. Esses valores permaneceram constan
tes a partir destas bateladas. A figura 4,17, mostra também a
atividade relativa das enzimas liberadas do suporte, expressa
por B/A, onde B e A, sao as concentragoes de glicoée presente,
apds cada ensaio, na mistura reacional isenta de suporte, depois
de 24 horas na temperatura de atividade maxima para gada 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 razao B/A foi maior que a unidade até a déci
ma segunda batelada consecutiva, utilizando o suporte na forma
de pd e até a nona batelada para o suporte na forma de disco.
Esse valor pefmaneceu constante e igual & unidade a partir de
entao. 1SS0 sugere que as que&aS‘naS atividades relativas das-
enzimas imobilizadas nas primeiras bateladas. sao principalmen

te devido a&s liberagoes das enzimasprovavelmente 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 nmona e a sexta batelada, para esta enzima fixada nos supor
tes na forma de po e de disco, respectivamente. A razao B/A
foi maior gue a unidade para as nove e as'seis primeiras bate-
ladas,para a enzima fixada em éuportes na forma de pd e de dis

co, respectivamente. Verifica-serassim,que para a enzima inver
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tase, tanto a razao B/A como_a_atividade relativa,variaram me-
~os que para a amiloglicosidase. Esse fato sugere que a libera
gﬁo da enzima invertase foi menor que a da amiloglicosidase. Is
s0, provavelmente, ocorreu devido a diferenga de peso molecular
da invertase (aproximadamente 27 x 104) e o0 da amiloglicosida-

4 3 . .
€ %% verificaram o

se (em torno de 7 x 104), Imai e outros
mesmo fendmeno para as enzimas invertase e amiloglicosidase i-
mobilizadas em membranas de alcool polivinilico. Esses autores
também citam que Kawashima e outros®! observaram que proteinas

de menor pesc molecular se liberam mais facilmente dos suportes on

de estao fixadas, do que as de alto peso molecular.

As figuras 4.19 e 4.20 mostram a influéncia da per
centagem de retencac da resina no tecido, na atividade enzima-
tica e na quantidade de enzima fixada.

Os resultados obtidos foram semelhantes aos encontra

88 postrando

dos na fixagdo de antigenos nesses suporites
gue acima de 12% de retengao da resina no tecido, a atividade
relativa foi m3xima e se manteve constante para ambas as enzi
mas imobilizadas, Esses resultados sugerem que uma camada mais
espessa de resina nao devera aumentar a quantidade:ﬁeradicéis
1ivr 5 e nema drea supeificial externa, disponiveis 3 fixagao
‘das énzimas.

Os resuliados apresentados nas figuras 4,21 e 4,22
mostram as guedas nas atividades das enzimas amiloglicosidase

» " wertase, respectivamente, imobilizadas nos quatro tipos

de guporte em fungdo do tempo de estocagem.

Na figura 4,21 verifica-se gue, para a enzima amilo-
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glicosidase nos suportes na forma de pd, a atividade relativa
diminui para aproximadamente 76% até a segunda semana de esto
cagem, e atinge em tornc de 67% na nona semana. Para 0OS sSupor-

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 diminuiram
para aproximadamente 80%, at& a segunda semana,atingihdo 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 guedas rapidas das ati-
vidades relativas sejam devido & liberacao de enzimas dos su-

portes para a solugao de estocagem*® © 45

Qutros trabalhos que estudaram as atividades rela-
tivas das enzimas invertase e amiloglicosidase imobilizadas em
outros suportes, cbtiveram uma redugao desta. em torno de .60%,

43,44 € 45

para o mesmo periodo de tempo . Essa redugao foi maior que

as obtidas nos suportes utilizados nesSe trabalho. Por outro la
do, como ja citado, a enzima invertase, apresentou redugoes nas

atividades relativas menores do que a amiloglicosidase. Esse

-~ . 51 : ' g =]
far. .ugere que a observagdo de Kawashima ~,anteriormentecitada

na waegyina 151, foi verificada também no casco da estabilidade das

Srizimes imobilizadas relativa ao tempo de estocagem.

No estudo da caracterizagao das enzimas imobilizadas,
foi'verificado que os supeortes na forma de disco apresentaram
asnor variagd@o no valor da atividade enzimatica, guanto as flu

tuagaes dos parémetros analisados, tais como: temperatura, pH,
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estabilidade térmica,; forga idnica da solugdo substrato, nume
ro de bateladas e tempo de estocagem. Essa mesma  observagao,

foi verificada também no processo de imobilizagao.

As figuras 4,23 e 4.24 representam os diagramas de Li
neweaver-Burk para as enzimas amiloglicosidase e invertase, res
pectivamente, imobilizadas e em fase liguida. Foram utilizadas
solugcoes de amido e da sacarose, nas faixas de concentragoes
de 0,125 a 2 mg/ml e de 0,05 a 0,3M, para a amiloglicosidase e

invertase, respectivamente. A reac3o era conduzida & temperatu

ra de 409C, pH 4,5 em reator batelada, como pode ser visto nas-

figuras anteriormente citadas. Nessa faixa de concentragao das
solugdes de substrato, os resultados experimentais, guando co
locados hq diagrama, apresentam um comportaménto bastante prd
wimo de uma fungao linear. Esse comportamentc indica que a rea

vao seguiu 0 mecanismo de Michaelis-Menten. As constantes apa

rentes de Michaeles Km e as taxas méximas das reagoes Vmax fo

ram determinadas a partir dos diagramas para as enzimas -imobi'

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 gue para as mes
mas em fase liquida. Esse fato mostra gue a formagao do comple

Xo enzima-substrato & menos favordvel na enzima imobilizada do

43 & nh L3 e yn
' 4

gue na em fase ligquida . Segundo Imai a concentragao

local da enzima imobilizada € maior, assim, a reacao &, geral

mente, governada pela difus3o do substrato, como ja discutido.
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"Isso provoca um gradiente na concentragdo de substrato préximo
ao suporte enzimatico gue & responsavel pela baixa formacao de
complexo enzima-substrato, elevando assim o valor de XKm para as
enzimas imobilizadas. A razao entre os valores de Km para a“eg
zima imobilizada e Km para a enzima em fase liquida, no caso de
invertase, varicu de 2 a 3,4 e para a amilogliqosidase variou
de 1,89 a 2,32. Utilizando a invertase fixada em outros tipos
de suportes, varios pesquisadores apresentaram valores para a
razao anteriormente definida, geralmente maiores que os obtidos
nesse trabalho tais como: Imai®3®© *° obteve 2,4 e 5,8 para dois
tipos de suporte; Ribeiro?®® obteve 5,2; Monsan’® 8,9 e Tanaka?’®
obteve 4,76. Para a enzima amiloglicosidase os valores encon
trados foram os seguintes: Imai*" obteve 2,14 e 2,7; Maeda®® en

controu 2,6; Baum® 36,9 e 32,2; para dois tipos diferentes de

suportes.
Enzima Km Vmax (mol/minuto X mg de en-
amiloglicosidase (mg / ml) zima) x 10

em fase liquida ' 1,25 8,89
imobilizada em NM~PG 2,38 0,902
imot?izz23 em NMA-D 2,85 _ : 0,641
imobilizada em U/F-PO 2,50 0,81
imobilizada em U/F-D 2,90 0,40

Tabela 4.16 - Parametros cinéticos da enzima amiloglicosidase em fase 1i-
quida e imobilizada, utilizando reator batelada.
Substrato: solugao de amido sollvel; temperatura 409C e
pH 4,5, ' '
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Enzima Km Vmax (mol/minuto x mg
invertase () ' de enzima)x 10%
em fase 1iquida | 0,05 9,30
imobilizada em NMA-Po 0,10 0,62
imobilizada em NMA-D 0,13 | 0,41
imobilizada em U/F-Po 0,12 C 0,55
imobilizada em U/F-D 0,15 0,30

Tabela 4-17 - Parametros cineéticos da enzima invertase em fase liquida e
imobilizada, utilizando reator batelada. Substrato: solu-
¢cao de sacarose. Temperatura: 409C e pH 4,5.

Observa-se, nas tabelas 4.16 e 4.17, que os parametros
- ginéticos de Michaelis-Menten Vmax foram menores para as enzi
mas imobilizadas quando comparados com os das enzimas em fase

s k3, huOLE

ligquida. Esse resultado também foi obtido por Imai , Mon

y

san’, Maeda®, Baum®, Tanaka®?,Usami e Kumatsu'!’® e outros pes

quisadores. Segundo Messing’',Vmdx & uma propriedade intrinse
ca da enzima € na sua determina¢ao supoe-se que toda enzima se
encontre na forma do complexo enzima-substrato. Assim, & possi
vel gue a gqueda de Vméx, para as enzimas imdbilizadas, seja de
vido ao fato de haver enzimas inativas que estejam ligadas aos

! afirma que nem toda  enzi

suportes. Por outro lado, Trevan'’
ma imobilizada ativa forma o complexo enzima-substrato, devido

ds limitagGes da difusdo do substrato.



162

4,6, CARACTERIZACAO DO MICROREATOR DE LEITO FIXO EM FUNCAO DA

DISTRIBUICAO DO TEMPQ DE RESIDENCIA

As figuras 4.25 e 4.26 mostram as curvas da razao en
tre a concentragdo do tragador na saida do reator paraumdeter
minado ponto de andlise, e a concentragao inicial (C/Co) em fun
¢do da razao entre o tempo de residéncia no reator, medide no

mesmo ponto, e o tempo de residéncia médio (8/8), para © rea

tor tipo leito fixo.

Os resultados sao comparados.com os modelecs de reator
ideal: a do reator tubular ideal (PRF), onde a difusao axial
€ nula (D&/u.% = 0} e a do reator tanque agitado ideal (CSTR),
onde a difusao axial € infinita (DL/u.f = =), D& €& o coefi

ciente de difusdo, u & a velocidade superficial de fluxo e £

2 a.altura de leito catalitico.

Os pontos experimentéis que se encontram expostos naé
figuras, anteriormente citadas, nac se adaptam exatamente e ne
nhum dos dois modelos dos reatores ideais citados. Isso signi-
fica que deve haver uma difusdo axial finita e diferente de ze
ro ao longo do leite fixo. Através de um programa computacional,
foi obtida a curva da razdo das concentragoes (C/Co) em funééo
da razﬁo.dos tempos de residéncia (6/8) para diversos valores
de Peclet (Pe = u. %/Df).Verificou-se gue as curvas, que mais
se aprﬂximaram dos pontos experimentais, foram as referentes a
Pe = 100, para os suportes pulverizados e a Pe = 60 para os su

portes discdides,. Nota-se gque, apesar de ocorrer uma pedguena ai
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- fus@o axial, o reator se comportou bem mais préximo de um rea
tor tubular ideal do que do reator tangque agitado ideal. Assim,
por aproximagao, foi adotado o modelo de um reator tubular ideal

para se estudar o desempenho do reator usado nos ensaios.

Um fato interessante que & observado nas figuras, men
cionadas anteriormente, & gue ocorre um maior desvio dos pon
tos experimentais em relagdo & curva tedrica, nos extremos des
sa, isso provavelmente ocorre devido a efeiﬁos de mistura  na

entrada e saida do leito fixo.

4.7. ESTUDO CINETICO DA HIDROLISE DA SACAROSE 'E DA SACA-

RIFICACAO 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;sepmra o suporte na formadepd uma
pofbsidade de aproximadamente 0,30 e uma altura de 95 mm, Para
o“suporte na forma de disco a_porosidade foi de 0,40 e a altu
ra de leito de 100mm. O diametro internc do reator tubulaf foi

de 9mm,

. As conversoes, ufilizando varias concentragoes ini
tiais 23 zolugdo de amido e de sacarose para a amiloglicosida—
se e inverftase imobilizadas, respectivamente, foram determina.
das para.varios valores de velocidades superficiais de fluxo.
Os resulia"os encontram-se nas tabelas: 4.22: 4,23; 4.24;4.25:;

4,26; 4.27; 4.28 e 4,29,

As figuras 4.27 e 4,28 mostram o aspecto das curvas
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"de conversdo em fungdo da velocidade superficial de fluxo, pa
ra o suporte N-metilolacrilamida pd comas enzimas imobilizadas
amiloglicosidase e invertase, respectivamente. Os demais supor

tes apresentaram o mesmo comportamento do anterior.

Nas tabelas 4.22 a 4.29, verifica-se gue em operagao
continua, no reator de leito fixo, as conversdes dos substratos
em produto diminuiram com o aumento da velocidade superficial
de fluxo. Esse fato j3 era esperado, pois ocorreu uma diminui
¢do do tempo de contato substrato-enzima. Verifica-se também
que, para os valores de velocidades superficiais de fluxos me
nores gue 55 cm/minuto, houve um aumento acentuado nas conver
sbes, indicando um tempo de . residéncia adequado para  atingir
maiores conversoOes. Assim, no estudo da estabilidade-operacio—
nal procurou-se utilizar uma velocidade superficial: em torno
de 30 cm/minuto a 35 cm/minuto. Resultados semelhantes foram
cbtidos por Martesson, utilizando a enzima f-~amilase imobiliig
da em copoliméros acrilados® e por Ribeird, utilizando inver

tase em resina duoclite?®®,

Como mostrado no capitulo dois, através. da Eguagao
2.11 pode-se determinar a constante cinética de Michaelis —Men
ten Km, e a taxa maxima de reagao Vmax, através dos coeficientes
angular e linear dividido pela altura do leito fixo e multipli
cado pela velocidade superficial de fluxo, da reﬁécﬂaconcentrg

¢3o do produto na saida do reator (So.fa) em fungado de &n(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; 4.28e 4.29,
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velocidade Superfi - nte
th]{cm?ilnfxtg’}m— f.mg?:ll fa lrsn;}rfni) tn(l-£a} | {mgr;ml} lmol/mgm:xminuto} dfgg:;zigcgo
0,125 10,338 | 0,002 | -0,412
0,160 | 0,355 | 0,054 | -0,408
24,7 0,250 10,5326 ;0,082 |-0,335 1497 | g,047 x 107 0,999
0,500 | 0,300 | 0,150 | -0,357
1,000 | 0,260 | 0,360 | -0,%01
2,000 [ 0,206 | 0,810 | -0,229
0,125 {6,257 10,050 | -0,2/0
0,160 | 0,254 | 0,037 | -0,267 |
33,7 0,250 {0,226 | 0,057 | -0.256 1, 959 | g,815 x 107 0,985
0,500 | 0,200 {0,100 | -0,223
3,000 | 0,178 | 0,178 | -0,1%
2,000 | 0,157 | 0,274 | -0,147
0,125 | 0,211 | 0,026 | -0,237
0,160 ] 0,208 | 0,053 | 0,233 _
0,250 | 0,201 | 0,050 | -0,224 -4
43,1 e oas—Tois— T oan—| ¥% | 0970 x 10 0,999
1,000 | 0,157 | 0,157 | -0,171
2,000 {0,121 (0,252 | -0,129
10,125 | 0,168 0,021 | -0,179
0,160 | 0,162 | 0,026 | -0,177 .
0,500 | 0,143 10,072 | -0,154
1,000 | 0,123 10,125 | -0,131
2,000 |0,095 0,190 0, 160
0.125 10,136 |0G.017 | -0,146
0,160 | 0,134 0,021 | -0,148
7.7 0,250 [0,129 _[0,0%2 [0.138 ;00 |p.022 x 107 0,999
0,500 0,116  |0.058 | -0,1i23 -
1,000 10,098  |0,098 | -0,103
3,000 | 0,005 |0,186 | -0,076
0.125 10,102 |0.013 | -0,108
0,160 16,101 J0.016 ] -0,106
7,8 0,250 }0,097 0,028 {-0,102 |3,879 | 0,042 x 10°% 0,998
0,500 | 0,087 10,064 }-D,001 : :
1,000 {0,072 |0,07Z {0,075
. 3,000 (0,055 0,110 |-0,057
TABELA 4.22

Coacentragéo de glicose, So.fa(mg/ml), na saida de leito, fixo em fungdo

de ¥nti-fA), para varios valores da velocidade superficial de fluxe, VL~

(cm/minuto), utilizando a enzima amiloglicosidase imobilizada na resina

N-metilolacrilamida po. Determinmagao dos parametros cinéticos de

Michae—

lis-Menten, Km(mg/ml) e Vmix (mol/minuto x mg enzima), em processo conti -

np.
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Velocildadc superfi . s
Lt | e | ™ el |0 eafin [ (aorjag S minate) | o€ torretichs
.4 0.125 0,220 0,028 -0,248
0,160 0,217 0,035 -{1,245
0,250 0,212 0,053 -0,238 . -
2.7 0,500 686 000 o2 | 23 | 628 x 107 0,399
1,000 0,171 0,171 -0.188
2,000 0,135 0,270 -0,145
0,125 0,143 0,018 -0,154
-1 0,160 0,141 0,023 -0,152
0,500 0,128 0,064 -0.137 .
1,000 0,112 0,112 -0,119
2,000 0,09 0,380 -0,094
0,125 0,111 0,014 -0,118
0,160 0,110 6,018 -0,117
0,250 0,167 0,027 -0,113 -
42,5 0,500 0.098 0,049 0,105 2,440 0,636 x 10 D,998
3,000 0,085 0,085 -0,089
2,000 0,066 0,132 ~-0,1c8
0,125 0,090 0.011 ~0.094
- 10,160 0,089 3,014 -0,093
55,7 : " (0,250 0,086 0,022 -0,080 ! 2,35 0,645 x 10°Y 0,993
0) 500 0; 079 UJ U"lﬂ . -UJ {]82
1,000 — | 0,068 0,068 -0,070
2000 0,053 0,106 -0,054
0,125 0,068 0.009 -0.,070
0,160 0,067 | 0,011 -0,069
70,5 0250 10,065 0,006 10,067 |, co5 | 663 x 1074 0,998
0,500 0,060 0,030 -0,062 i
1,000 0.052 0,052 =[.053
2,000 0,041 0,082 -0,042
{0,125 0,052 0,007 -0,053
P 0,160 {0.051 _|0,008 | -0.052 -
07,8 0,250 0,050 ]0,013 0,051 |2,505. | 0,680 x 10°% 0,998 -
’ ki, 500 0,046 0,023 -0,047 i )
1,000 0,040 - | 0,040 -0,041
2,000 0.031 0.062 -0,031
TABELA 4.23
Concentracido de glicose, So.fa(mg/ml), na saida do reator de-leito fixo,

em funcao de f2n(l-fa), para varios valores de velocidade superficial de

fluxo; VL(em/minuto), utilizando a enzima amiloglicosidase. imobilizada na

resina N-metilolacrilamida disco. Determinacao dos parametros .clnetlcos

de Mickzelic-Menten, Km(mg/ml) e Vmix (mol/minuto x mg enzima), em proces

so continuo.
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velocldade superfi- 3
R T L tmgra) | | (agiad) | 2R U-53) (ngym1) | (mol/mg x minuto) | de. coreelacso
[~ 0,125 0,329 0,041 -0,399
0,160 0,326 0,052 -0,395
0,250 @,319 0,080 -0,384 -4
20.7 0,500 0,298 0,149 -0,354 2,391 1 0,909 10 0,933
1,000 0,264 0,264 -0,307
7,000 0,213 0,476 -0,240
0,125 6,218 0,027 -0,246
0,160 0,215 0,034 -0,242
0,250 0,209 0,052 -0,234 -5
34,2 B T 005 o 2,281 | 0.882 10 0,999
1,000 0,167 0,167 -0,183
0,125 0,180 0,023 -0,198
0,160 0,178 0,028 0,196
5,750 0,177 0,043 -0,189 -4
2.5 0,500 0,153 | 0,080 -0,173 2,237 | 0.869 10 0,939
1,000 0,137 0,137 -0,147
2,000 0,107 0,214 -0,113
0,125 0,143 0,018 -0,155
0,160 0,141 0,073 -0,152 )
53,7 0,250 0,137 D034 =-0,147 2,330 0,893 J.U-q 0,999
: 0,500 0,126 0,063 -0,135
1,000 0,109 | 0,109 -0,115
7,000 0,085 0,170 -0,089
0,125 0,113 .} 0,014 -0,120
0,160. | 0,111 0.018 0,118
70,7 — 0,750 0,108 0.027 -0,1i4 | 2.273 | 0.887 1074 0,998
05500 0,033 0,089 -0,103
1,000 0,084 0,084 -0,088
2,000 0,065 0,132 | -D,068
0,125 0,081 0,010 |-0,084
0,250 0,077 0,019 -0,080 -4
97,1 e P S oS 2,195 | 0.834 10 0,999
1,000 Q1,060 0,060 -0,062
7,000 0,0u6 0,092 -0,047
TA®ELA 4.24

Concentragan de glicose, So.fa {mg/ml), na saida do reator de leito fixo,

em funcho de n(l-fa), para varios valores de velocidade superficial de

fluxo, VL(éﬁ/minuto), utilizando a enzima amiloglicosidase imobilizada na

resina uréia-formaldeido pa. Determinacie dos parametros cineticos de Mi-

T (P

chaelis-Mogt

tinuo.

en, Km(mg/ml) e Vmax (mol/minuto x mg enzima) em processo con
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Veloeidade superfl ] - en
°i‘(‘ém‘}zi£i::? (mgs/‘:nl) fa (::}:1) tn {1.£3) {mgKil:U (mo'llm‘gm:xminutnl dgozzliélago
0,125 | 6,167 | 0,021 | -0,183
.{ 6,60 { 0,165 | 0,026 | -0,180
0,250 | 0,161 | 0,000 | -0,176 -’
20.5 0500 T o.E 0.7 | o] 0 | W x 1 0,999
1,000 | 0,135 | 0,135 | -0,143
7,000 | 0,167 | 0,214 | -0,113
0,025 | 0,105 | 0,013 | -0,111
0,160 | 0,106 | 0.817 | -0,1310
33,5 0250 | Q.01 } 0,625 | -0,106 | 5,905 | 0,566 x 107" 0,999
_ 0,500 | 6,004 | 0,047 | -0,099 ~
1,000 | 0,083 | 0,083 | -0,087
2,000 | 0,067 | U,i3% | -0,069
0,125 | 0,08 | 0,011 | -0,090
0,160 | 0,081 | 0,013 | -0,084
42,5 0,250 1 0,079 | 0,020 | -0.082 1 3,571 | 0,505 x 107" 0,993
0,500 | 0,073 | 0,037 | -0.076
1,000 | 0,064 | 0,064 | -0,066
7,000 | 0,051 | 0,102 | -0,052
0,125 | 0,069 | 0,008 | -0,071
0,160 | 6,068 | 0,011 | -0,070
512 050 | GOB6 | GO | 0,088 | pgon | o507 x 1073 0,995
0,500 | 0,061 | 0,051 | -0,065
1,000 | 0,055 | 0,055 | -0,054
2: (44 0,042 0,084 =-0,043
B,125_ | 0,084 | 0,006 | 0,045
0,160 | 0,043 | 0,007 | -0,044 -4
70.7 0.950 | 0.08 | o.00 | coows | o2 |04 x 10 0.938
0,500 1 0,039 | 0.020 | -0,000
T.OO0 [ 0,036 | 0.03% | <0.035
7,000 Uz o050 <0,007
0,125 | 0,038 0,005 -0.038
. 0,360 | 0,037 | 0,006 | -0.038
0,250 | 0,036 | 0,008 | -0,037 -4 :
97,8 R B B e _2,774' 0,548 x vlﬂ A
1,000 | 0,029 | 0,029 | -0,029 ‘
7,000 | 0,023 } 0,006 | -0,023
TABELA 4.25

Comcontragao de glicose, So.fa (mg/ml), na saida do reator do leito fixo,

em furgao de n(1-fa),. para varios valores de velocidade superficial de

flexu, “VL{cm/minuto), utilizando a enzima amiloglicosidase imobilizada na

resina ureia-formaldeido disco. Determinacao dos pardmetros cinéticos de

Michaelis-Menten, Km(mg/ml) e Vmix (mol/minuto x mg enzima) em

continuo,

processo
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Velocidade suvperfi s
cial ce fluso so a5 [ moea | @ | wor/my x minuto) | as Eorcetaco
0,0500 } 0,2100 { 0,0105 | -0,2357
0,1000 | 0,1580 | 0,0158 | -0,1720
0.1250 06,1390 0,01/4 | -0,1497 : -4
20,3 0,1600 0,1205 0,0193 | -0,1284 0,0825| 5,8138 10 0.9991
0,2500 | 9,0899 { 0,0225 | -0,0942
08,3000 | 0,0770 | 0,0231 | -0,0801
§,05000] ©,1295 | 0,0065 § -0,1387
0,J000 | 0,0966 | 0.0097 { -0,1016
0,1250 | 0,085 | 0,0107 | -0,0894 -y
33,5 0,1600 | 0,0740 | 0,0118 | -0,0769 | 0-0853| 5.8873 x 10 0,39997
08,2500 | 0,0540 { 0,0i35 | -0,D555 :
06,3000 | 0,0475 | 0,0143 | -0,0487
0,0500 | 0,1090 | 0,0055 | -0,1154
0,1000 | ©,0797 | 0,0080 | -0,0831 _
42,7 0,1250 | 0,0700 | 0,0088 | -0,0726 | o g7s5 | 5.8211 108 0,9998
0,1600 | 0,0600 | 0,0096 | -0,0619
0,2500 | o,0036 | 08,0109 | -0,0446
0,3000 | 0,0375 | 0,0113 | -0,0382
0,0500 | 0,0887 | o0,0084 | -0.0929
0,1000 | 0,0650 | 0,0065 | -0.0672 :
0,1600 | 0,0495 | 0,0079 | -0,0508 . -
' 0,2500 | 0,050 | 0,0090 | -0.0367
0,3000 | 0,0315 | 0,0005 | -0,0320
08,0500 | 0,0640 | 0,0032 | -0,0661
D,1000 | 0,0474 | 0,0047 | -0.0486 _
: 0,1600 | 0,030 | .0,0058 | -0,0387
0,2500 | 0,0267 | G.0067 | -0,0271
06,3000 | 0,0232 | 0,0070 | -0,0235
0,0500 | 0,0510 | 0,0026 |-0,0523
. 0,1000 | 0,0370 | ©,0037 | -0,0377 )
0,1250 § 0,0520 | 0,0040 |-0.0325 ' -4
%,7 0.1600 | 0,0275 | 0,0045 {-0,0283 0,0751 | B.1344 10 0,9978
70,2500 | 0,0205 | 0,0051 |-0,0207
_ 0,3000 | 0,01/5 § 0,0055 |-0,0177
TABELA 4.26

Concentracao de glicose, So.fa{moles/litro), na saida do reator de 1leito

fixo, em funcao de In(l-fa), para varios valores de velocidade superfici-

al de fluxo, VL (cm/minuto), utilizando a enzima invertase. imobilizada na

resina N-metilolacrilamida pd. Determinacac dos parametros cinéticos de

Michaelis—Menten, Km(M) e Vmax (mol/minuto x mg enzima) em processo con-—

tinuo.
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jdade superfi

-"‘\OC Sa | So.fa all- KM ¥Ymi Coefici
e T I IO B I T VR S RRIONY 55143
— 0,0500 | 0,0413 | 0,0021 | -0,0422
: b.,1004 0,0318 0.0032 | -0,0323 e
-0,1250 0,0285 0,0036 | -0.0289 ' - -4
0.1125 s .
L7 0,1600 | 0,0249 | ©,0040 [ -0,0252 1,576 x 10 0,9399
0,2500 0,0187 D,00647 | -0.0189
a,3000 0,0165 0.,0050 -0,0166 .
————"" | 10,0500 | 0.0269 | 0,0013 | -0,02/3
0,1000 0.0206 0,0021 | -D,0208 I B
3.7 0,1600 | 0,0161 | 0,0026 { -0,0162 ’ ’ x 1 0,9958
0,2500 0,0120 0.0030 | -0.0121
. 0.,3000 0.0106 0,0032 | -G.0107
_ 0,0500 0,0217 0,0011 | -0,D0219
0,1000 0.,0166 0,0017 | -0,0167 o e
. 0.1250 0.,0148 0,CG19 -0,0149 -
,2 0,111} 1,6397 x 10 0,99%8
i 0,1600 0,0130 0.002t | -0,0131
0,2500 0.,06097 g,0024 { -0,0097
0,3000 0,0086 0.0026 | -0,0085
_ 0,0500 0,0177 00,0009 | -0,0179
0, 1000 0.0136 G,001% | -0,0137 o e
0,1250 0.0122 0,0015 -0,0123 -4
7 : 0,1148 | 1,6882 x 10 0,9997
M 0,1600 0,0106 0,00:7 | -0,0107
0,2500 0,0080 0,0020 | -0,0080
00,3000 ,0071 0,002 | -0,0071
0,0500 0,0118 0,0006 | -0.0119
0.1000 0,0092 0.,0009 | -0,009z
) 0,1600 0,0073 0,0012 { -0,0073
0,2500 g,0055 0,0014 -{ -0,0055
0,3000 0,0049 0,0015 { -0,0049
. 0.1000 0.0073 3,0008 | -D,0078
8,7 0.1250 1 0,0070 { 0,0008 -0,0070 | q,y163 | 1,7529 x 107 0,9998
Q,1600 0,0061 0,000 | -0,0061 .
0,2500 0.,0085 0,0011 | -0,0045
TABELA 4.27
Concentracao de glicose, So.fa (moles/litro), na safda do reator de lei
to fixo, em funcao de fn(1-fa), para varios valores da velocidade super~

ficial de fluxo, VL(cm/minuto}, utilizando invertase lmobilizada na resi-—

na N-metilolacrilamida disco. Determinagao dos parametros cineticos de

Michaelis-Menten, Km(M) e Vmax (mol/minuto x mg enzima) em processo conti

nuo,
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Velocidade supcrfi - p
ctg;/migutgisxo ) z; f2 S?ﬁfa tni1-fa) 53 (mol/m;m;xminuto) d5°§§:ie?:§§F
0,0500 | 0,0893 | 0,0045 -0,0935
0,1000 | 0,0681 | 0,0068 | -0,0705 _
0,1250 | 0,0610 | 0,0076 | -0,0629 -y
20.5 0,1600 | 0,059 | 0,008 | -nosus | 02| BB x 10‘ 0,939
0,2500 | 0,033 | 0,0099 | -0,04G3 )
0.3000 | 0,0348 | 0,0104 | -0,0354
0,0500 | 0,0540 | 0,0027 | -0,0555
0,1000 | 0,0415 | 0,0082 { -0,0424
0,1600 | 0,0323 | 0.0052 | -0,0328 R T
0,2500 | 0,0243 | 0,0061 | -0,0246 :
0,5000 | 0,0213 | 0,0064 | -0,0215
0,0500 0.0429 a,0az21 { -0,0429
0,1000 | 90,0318 | o0,0032 | -0,0324
13,5 0,1250 | 0,0285 { 0,006 | -0,0289 | g 10451 2,817 1-4 0,9993
0,1600 | 0,0248 | 0,0040 | -0.0251 : ;
09,2500 | 0,0185 | 0,0046 | -0,0187
0,3000 | 0,0165 | 0,0049 | -0,0164
0,0500 | 0,0350 | 0,0018 | -0.0356
0,1000 | 0.0264 | 0,0026 | -0,0268 _
0,1250 | 0,0236 | 0,000 | -0,0239 -4
52.7 U,1600 | 0,0205 | 0,0053 | <0,0007 | 101 | 2.81% x 10 0.9338
0,2500 | 0,0053 | 0,0038 | -0,0154
0,3000 | 0,0135 | 0,0041 | -0,0136
0,0500 | 0,0258 | 0,0013 | -0,0261
0,1000 | 0,0196 | 0,0020 |~0,0198
0,12500 | 0,017% | 10,0022 | -0,0176 oy
72,3 0,1600 | 0,0150 | 0,0024 |-0.0i51 | 0-1035 | 2.8387 x -10 0,997
§.2500 | 0,0113 { 0,0028 |-0,0114 -
0,3000 | 0,0009 { 0,0030 [-0,0099
0,0500 | 0,0196 | 0,0010 |-0,0198
0,1000 | 0.0147 | 0,0015 |-0,0148 _ _
0,1250 | 0,0131 | 0,0016 |-0,0132 - :
8,7 _ 0,1600 | 0.0115 | 0.0018 |-0.0114 | 000 | 2.895 10 ‘0‘9993
0,2500 | 0,0084 | 0,0021 |-0,008%k
U,3000 | 0,00/ | U,0022 |-0,0074
TABELA 4.28

Concentragao de glicose,
fixv, em fungao de.ﬁn(l—fa), pa
al do fluxo, VL(cm zinuto),
resina uréia-formaldeido po. De
chaelis—Menten Km(M) e Vmax (mol/minuto x mg enzima) em processo

mo. .

So.fa (moles/litro), na saida do reator de leito

ra varios valores da velocidade superficl-

utilizando a enzima invertase imobilizada na

terminacio dos paridmetros cineticos de Mi-

conti-
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" Velocldade superfi S o Ymi Coeficient
ci?im/:?“ug;’xo t:) T S?’;’a | wO-tar (K;; (mollmgw:‘minutol deOEorf‘ef:cgo
~{0.0500 .1 0,0227 § 0,0011 | -0.0230
) 0,1000 0,0177 | 0,0018 | -0,0179
0,1250 0,0160 | 0,0020 | -0,0161 i
20,3 0.1600 | 0,0140 | 0,0022 | -0,0141 | 0-1237 1 0.8698 x 10 0,9999
0.2500 0,0106 | 0,0027- | -0,0107 .
0,3000 0,00%4 | 0,0028 | -0,00%u
0,0500 0,0136 | 0,0007 | -0,0137.
0,1000 0.0167 {0,001l { -0,0108 _
0,1250 0.0097 | 0,6612 | -0,0097 -4
33,5 0,1390 | 0,9308 10 ,999
‘ 0,1600 | 0,0086 | 0,0014 | -0,0086 0,8397
0,2500 0,0066 | 0,061/ | -0,0066
0,3000 0,0059 | 0,0018 | -0,0059
0,0500 00105 |o.00ns | -0,0106
0,1000 o,0083 ! 0,0008 | -p,0083
0,12500 | 06,0076 | 0,000% | -0,0076 - : -4
41,9 0,1414 | 0,9091 10 ,9
0,1600 0,0067 | 0,0011 | -0,0067  0,9938
0.2500 0,0052 {0,003 [-0,0052
0,3000 0,0046 | 0,004 | -0,0046
10,0500 0,0090 | 0,0005 |-0,0080
0,1600 0,0070 | 0,0007 | -0,0070 _
0,1600 0,0056 |0,0008 |[-0,0056 . _
0,2500 0,004 |0,0010 | -0,0041
@, 0500 0,0075 | 0.000% [ -0.007G
58,1000 0,005/ |0,0006 |-0,0057
0,1250 0,0051 |0,0006 |-0.0051 S o :
70,7 0,1600 | 0,0045 [0,000/ [-0,0045 f 0.1105 §0.8125 x 310 0,9939
0,2500 0,0033 |0,0008 |-0,0033 . '
0,3000 90,0029 |0,0009 |-0,0029
0,0500 06,0050 {0,0005 §-0,0050 -
_ 0.1000 0,0039 |0,0004 |-0,0039 o . 3
- 0,1250 | 0,0035 |0,0004 |-0,0035 -5 :
. 0, o, ,
9.1 _ 0,1600 0,0031 {0.0005 (-0.0031 129 9356 10 0 gg?g
0,2500 | 0,0024 {0,0006 | -0,0024
0,3000 0,0021 10,0006 |-0,0021
TABELA 4.29

Concentracao de glicose, So.fa (moles/litro), na safda do reator de leito

fixo, em funcao de fn(l-fa), para varios valores da velocidade superflcl-

al de fluxo, VL(cm/minuto), utilizande a enzima invertase imobilizada na

resina uréia-formaldeido disco. Determinagao dos parametros clmeticos

de

Michaelis—Menten, Km(M) e Vmax (mel/minuto x mg enzima) em processo contl

nuo.
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para as enzimas amiloglicosidase e invertase, respectivamente,
imobilizadas nos quatfo tipos de suporte, em funq6e5(madifereg

tes velocidades superficiais de fluxo.

As figquras 4.29 e 4,30 moétram a variagdo da concentra
956 do produto na saida do reator (So.fa) em fungdo de.fn(1l-fa),
para varias velocidades superficiais de fluxo, para a enzima
amiloglicosidase e invertase, respectivamente, imobilizadas no
suporte N-metilolacrilamida pulverizados. Os demais suportes

apresentaram comportamentos semelhantes,

Os resultados apresentados nas tabelas 4.22 a 4,29 e
nas figuras 4.29 e 4,30, como j3 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 (Equa
¢do 2.11), para a faixa de diluigao do substrato utilizado, uma
vez que fofam obtidas retas com coeficientes de correlagdes re
‘- lativamente_: altos, quando os ;dadQS'experimentais foramtestados
nessa equagao. Assim também, pode-se concluir que a simpliflca
gao feita com relagdo a difusdo axial no reator, ﬁ&os trouxe

grandes prejuizos no desvio dos resultados experimentais,

As tabelas 4.18 e 4. 19 mostram um resumo dos valores
dos ps-imetros cinéticos, ObtldOS no processo contlnuo e em ba
teladas para a amllogllctjsz_dase e invertase imobilizadas e em

. fase !¥-quida.
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FIGURA-4.29
Concentracdo deé glicose na saida do reator de leito fixo com enzime
amiloglicosidas e imobilizada na resina N-metilolacrilamida pé, So.fa
{mg/m!) em func@o de In{l—fa) para diferentes valores da velocidade
suzerf. de fluxo, vi{em/min) @ 40°C e pH 4,5.
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2071

So. faxlos(M)

VL = 20,3 cm/min]

VL= 70,70 cm/min
VL = 96,7 cm/min.

101
VL« 33,5 cm/mn
' o VL = 42,7 cin/min.
VL = 51,7 cs/min

- 01 ' _ T

1 - 4
1 ¥ ¥

v0 o 20
' o ' ~In(1-fa)x10%?

FIGURA- 4.30
Cocentragdo de glicose na saida do reator de leito fixo com enzima in-
~ vertase imobilizada nc resina N-metilolacrilamida pd, Se. fa{moles/ I'tro)
em funcdo de In{1-fa), para diferentes valores da velocidade superr. de
fluxo Vifcm/min} a 40°C & pH4,5.
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Enzima Km (mg/ml) Vmax(mol/minuto x mg.enz)
amniloglicosidase | Continuo Batelada | Continuo Batelada
em fase 1iquida — 1,25 — 8,89 x10 "
imobilizada NMA-PG 2,00 2,37 | 0,91x107% | 0,90 x107*
imobilizada NMA-D 2,50 2,85 | 0,67x107% 0,64:{10_4
imobilizada U/F~Po 2,28 | 2,50 0,89 x 107 o,ai x 107"
imobilizada U/F-D 2,76 2,90 | 0,53x107% [0,40x107%

Tabela 4.18 - Parametros cinéticos aparentes da enzima amiloglicosidase,

utilizande reator batelada e reator de leito fixo, a 409C

e pH 4,5,
Enzima Km (M) Vmax{(mol/minuto x mg.enz)
Invertase Continuo Batelada Continuo Batelada
em fase liquida —_ - 0,05 — 9,30 x 1074
imobilizada NMA-PG 0,082 0,10 | 5,967x10™%} 0,62 %107
imobilizada NMA-D 0,115 0,13 | 1,620x107*] 0,41 x107"
imobilizada U/F~Fo 0,103 0,12 2,846 x 1074 0,55 x 10‘4
imobilizada U/P-D 0,127 | .0,15 }{0,9046x107%] 0,30x107"

Tabela 4.19 - Parametros cinéticos aparentes da enzima invertase, utili-
zando reator batelada e reator de leito fixo, a 409Ce pH 4,5

0Os valores das constantes aparentes de Michaelis - Men .
ten'Km, -wod ambas enzimas im&bilizadas, foram menores no pro-
cesso continuo, que no procesgohmtelada, porém maiores que o
da enzimz em fase liguida. Isso significa, gue o contato do
complexo enzima-substrato no processo continuo € mais favora

vel que no processo batelada, talvez devido a efeitos de difu



sdo menores no continuo. Segundo Baum®, © maior valor de

Km no processo batelada relativo ao continuo é resultadc de
ma mistura menos eficiente no reator batelada. Resultados se-
melhantes também foram obtidos por outros autores utilizando
enzimas imobilizadas, como Ribeirc®®, utilizando a inverta
se imobilizada em resina duolite; Baum®, utilizandec as en

zimas amiloglicosidase e papaina imobilizadas em poliestirenc

. - 7 - . . . . .
macroreticular e Gelf e outros? , utilizando a c—guimiotripsi

na imobilizada.

Para o parametro cinético Vmax, verifica-se uma dimi
nuicdo do seu valor na mesma seguéncia do aumento de Km, 1sto
€, o processo continuc apresentou um maior valor de Vmax gue
o processo em batelada, por outro lado menor do gue no caso da
enzima em fase liguida, comc 3j& discutide no Item 4.5.
Ribeiro®® e Gelf e outros®’ também obtiveram resultados se

melhantes.

4.8, ESTABILIDADE QOPERACIONAL DAS ENZIMAS IMOBILIZADAS NUM REZ-

TOR DE LEITO FIX0O E DE LEITO FLUIDIZADO

Os resultados obtidos para a estabilidade das enzimas
imcl .. .zadas estdo apresentados nas tabelas 4,20 e 4.2 que
contaAm Aados de: vazbes das solugoes de substratos, ml/minuto;
altuies  dos leites cataliticos expandidos; temperaturas
das solupoes de substratos em centigradozs e conversoes ma-
Ximas 777 subpstratos em proeduto, apés cada cicio de 24 horas ds

operagan continua,
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As figuras 4.31; 4.32; 4.33 e 4.34 mostram as variacoes
das conversoes em funcao do tempo de reacao para cada ciclo de
24 horas de operacdo continua durante 8 a 9 dias consecutivoes,
em reator de leito fluidizade e de leito fixo, para as enzimas
amiloglicosidase e invertase imobilizadas no suporte N-metilo-
lacrilamida pulverizado. Para essas enzimas imobilizadas nos ou
tros suportes, o comportamentc foi bastante semelhante, sendo
apenas mostrados os resultados finais nas tabelas j& menciona
das.

A analise das tabelas 4.20 e 4.21 em conjunto com as
figuras 4.31, 4.32, 4.33 e 4.34 demonstram uma perda de ativi
dade das enzimas imobilizadas, sendo essa relativamente mais
acentuada nos pulverizados. Por cutrc lado, obhserva-se gue no
leito fluidizado a perda fol maior de gque no leito fixe,talvez
porgue, como ja verificado anteriormente, ¢ suporte pulveri-
zado possibilite uma maior_liberagéo das enzimas e & agitagao
do suporte enzimidtico promovida pelo processco de f£luidizacgao,

favorega a desativacao das mesmas e até a liberacao dessas.

Observou-se gue, para a amiloglicosidase imobilizada

nas resinas N-metilolacrilamida e uréia-formaldeido pulveriza

das, houve redugao das conversces maximas  didrias & netad

m

p
apds transcorridas aproximadamente 168 horas de operacao conti
nua no leito fixo, O mesmo ocorrendo para o suporte na forma
de disco, apCs aproximadamente 192 horas, Para ¢ leito £
zado esse perliodo foi de aproximadamente 168 horeas, pars  as
duas resinas e enzimas., Para a invertase imobilizada, ¢ peric

do, em gue a CONVarsac maxima Tol reguzida - 2 metade, foi
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de aproximadamente 152 horas no leito fixe, para ambas as resi

nas nas formas pulverizadas e de disco.

Assim o tempo de meia-vida para a amiloglicosidasee in
vertase no leito fliluidizade, para os dois tipos de suportes pul
verizados, encontra-se entre 6 e 7 dias, onde a meia-vida & o
tempo neceséério para reduzir a conversao maxima a meta-
de. Para o leito fixo, utilizando o suporte na forma de po, (e
tempe de meia-vida paraa amiloglicosidase 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 imobilizagao obtiveram resultados na ordem de 5 a 6
dias?0:87.109; 115 pFsses resultados ainda sd3o relativamente bai
xos para o desenvolvimente industrial da tecnologia de sacarifi
cacao do amido ouda hidrdlise da sacarose, utilizando as enzimas
imobilizadas amilo P-250 e invertase, respectivamente !5 . Portan
to,estudos deverdo ser rgalizados no sentido de aumentar a meia-
vida e,consequentemente, a estabilidade operacional dessas enzi

nas.
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Tabela 4,20
Tipo de en- D3 Altura do | Temperatura [Conv. max.
. ias - - -
zima e de su . Vazao . |leifc cata- do apos 24
e CIE - - .
porte utili} .~ ~ {ml/minuto} 1itico substrato horas
zado peras { mm) (9C) (%)
10 5,6 300 57,7 64,8
w
=
m 20 5,5 282 60,0 60,4
1o
o .
- 39 5,8 305 58,5 55,6
e O
o .E
Jé < 40 5.4 270 57,4 48,8
R
15
o © 50 5,9 277 60,1 40,8
| K T
o o~
i G
By 69 6,0 290 59,4 35,6
o v
~ g
2 F 79 6,0 281 59,5 31,9
< =
g 89 6,1 292 60,0 20,8
f
il 90 6,1 281 57,5 13,6
© o 10 5,7 258 58,7 64,1
T e
m
g 29 6,0 290 60,0 61,7
— bt
oy
o= 3¢ 6,2 305 57,9 55,7
£ 2
=
o © 49 5,9 281 58,5 47,7
w
LI o
B 59 6,0 295 60,0 39,2
[w
L i
% e 60 6,0 292 59,8 35,7
< &
2o 70 6.0 230 60,1 30,1
A
o
oo g 6,1 298 58,9 22,7




[
[ee)
LI

Tipo de en- Dias i Altura do. § Temperatura | Conv. max.
zima e de su de Vazac  |leito cata- do apos 24
porte utilz Operacio (ml/minite) litico substrato horas
zado perag {mm) {2oC) (%)
19 6,0 302 48,1 5,17
o
=
L2 20 6,2 315 46,7 47,0
=
L <
3]
- 39 5,8 287 49,0 45,3
—~ E
H®
o 49 5,9 295 50,0 37,2
E
-~ o
o 5 50 5,8 284 50,1 33,8
w O
W —
S o 60 6,1 305 48,2 29,7
o4
S E
=3 A 6,0 301 48,3 25,1
=z
o o
E ¢ 80 6,0 297 47,8 18, 3
et ot
8 o
el 99 5,9 282 50,0 11,2
g 10 5,9 301 47,5 49,2
= 2¢ 5,7 267 49 .0 451
LR e
N G
oo 39 6,0 305 48,7 41,2
o
LA
g'g 40 6,0 302 50,0 38,2
o —
- E 50 6,1 31,1 50,1 32,7
g
o Q
he 69 6,0 304 50,2 28,56
J I v
AU e
219 79 5,8 287 49,9 20,9
—_—
g« 890 6,0 300 47,9 16,9
-
£ 2 g0 6,0 297 49,5 5,9

tabela 4.20 - Conversoes maximas diarias dos substrates, em produtos, por en

zimas imobilizadas, utilizando ciclos de 24 horas de

operagao

continus em microreator de leite fluidizado. Substratos: soluo-
cao de amido 1,6Z p/V e de sacarose 0,1M para as enzimas imobl
lizadas amiloglicosidase e invertase, respectivamente
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Tabela 4.21
. . . - Temperatura | Conversac ma
. Tipo de enzima Dias | Vaf.ao do xima apds 2&
e de suporte de _ (ml/minuto) cubstrato horas
v+*1izado Operacao (9C) (1)
Elé 19 6,5 59,2 68,8
*23 29 6,0 60,0 64,4
]
% 39 6,2 60,1 59,9
=
S 49 6,0 57,7 54,0
o= o
g - 5¢ 5,8 68,9 51,4
&g 69 6,0 59,5 40,4
.- o
Erg 79 6,1 58,7 33,4
4= 8 8¢ 5,9 60,1 25,6
el O o=~ R
R 9¢ 6,0 59,9 17,1
=30 I
|
513 19 , 58,7 57,5
'é:? 29 . 60,0 52,6
s 5 30 , 60,0 49,7
R 49 , 56,9 45,8
™~ O
e ':‘,j 59 , 57,7 40,2
S % 69 , 59,2 35,7
ord
EZE 79 , 58,7 30,9
2% 8¢ , 59,2 27,1
R o
28 9¢ , 60,1 19,4
E M .
gl 19 6,2 57,1 64,7
w O
c.“l* 29 6,0 58,9 6C,2
”N:‘.E 39 5,9 60,0 '55,7
~E 49 6,0 59,1 48,9
E o5’ 59 6,0 57,7 40,7
' ~ 33 69 5,7 59,9 37,4
;3
Eny 70 6,1 58,7 30,7
=
ST E 89 6,0 59,2 20,2
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. ) ) Temperatura | Conversao ma
Tipo de enzima Déas Vazao do xima apos 24
€ d?lgupgrte 0 e (ol /minuto) Substrato horas
utl1iizado peragao (oc) (2)
: wl 10 6,6 58,2 56,7
O
) 20 6,2 60,1 55,2
E = i
e 30 6,0 59,8 51,6
- 4
2 - 49 5,7 59,7 47,3
fon 59 5,9 58,7 41,7
S s 60 6,0 57,9 35,2
et
8o 70 5,8 60,2 30,7
T
Eo'e 89 5,8 59,5 25,2
" NS
R 90 6,0 58,8 18,7
S 19 6,2 49,2 55,1
Yo 20 6,3 48,7 54,4
oo
oo
£ 30 6,0 47,8 51,1
L]
3= 29 6,2 47,9 40,7
g 2 69 5,8 46,9 32,0
= 38, 70 5,9 47,7 29,7
.Ej E.'f’.j 8¢9 6,1 50,2 22,7
N = -
SR 9¢ 6,0 49,9 14,7
1, 8l 10 6,2 48,2 48,7
=i 0O
=4 29 6,0 50,1 47,7
Q &
g8 39 5,8 47,3 44,3
.I
g’ijz c 49 5!9 !\‘?,? 40,2
| 3v I I
prieiet 59 6,0 48,8 38,8
a4 v T
5o 69 5,9 49,7 31,9
- =
o 2 79 5,8 49,8 27,8
Fe 89 6.0 50,2 21,7
=3 ]
I SENVERT, 9p 6,1 47,9 i7,3
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s . . Temperatura Conversao ma
lipo de enzima Dias Vars g . = 9%
a~ suporte de azao o xima apos
eutilizado Operacao (ml/winuto) Substrato horas
. (2C) (7)
S'Té' 19 6,0 47,1 55,2
-
ok 20 5,8 48,2 51,7
o
g . 39 5,7 49,9 48,9
vt o
m‘g 49 6,5 50,0 40,2
w
3 . 59 6,2 47,5 37,1
oo
E'E 69 6,0 48,1 32,4
W
Rl 79 5,8 49,5 28,7
,E g;g 89 6,1 50,2 23,7
-
R 99 6,0 49,7 14,4
3 19 6,0 47,7 45,2
ol
o E 20 6,5 48,2 44 9
0 0 :
% i 39 5,8 49,2 32,9
-
oia 49 5,7 47,9 37,7
m
8§ = 50 6,2 48 .8 32,5
How©
ge3 ev 6,1 50,3 27,7
S 52 o
R 7¢ 6,0 48,3 25,3
5 g; 80 5,9 49,1 20,7
~
&3 99 6,0 49,9 15,7
Tabela 4,21 - Conversoes maximas diarias dos substratos, em produtos, por

enzimas imobilizadas, utilizando ciclos de 24 horas de opera
cao continua em microreator de leito fixo. Substratos: solu—
cao de amido 1,67 p/V e de sacarose 0,1M, para as enzimas imo
bilizadas amiloglicosidase e invertase, respectivamente. -
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CONVERSAQ DO AMIDO EM GLICOSE EM FUNCAOQO DO TEMPO DE SACARIFICACEO, PARA CICLOS
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FIGURA 4.32
CONVERSAC DA SACAROSE EM

24h DE OPERACAO CONTINUA EM MICROREATOR DE LEITO FLUIDIZADO. SUPORTE:

ACRILAMIDA, SUBSTRATO: SOLUCAO DE SACAROSE C,1M COM pH 5,0, ENZIMA:

CLICOSE EM FUNCAOQ DO TEMPO DE HIDROLISE, PARA CICLOS
N-METILOL~

INVERTASE.
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FIGURA 4.33
- CONVERSAO DO AMIDO EM GLICOSE EM FUNGAO DO TEMPO DE SACARIFICACAO, PARA CICLOS
24h DE QOPERACAO CONTINUA EM MICROREATOR DE LEITO FIXO. SUPORTE: N-METILOLACRILAMI-

DA PO, SUBSTRATO:. SOLUCAC DE AMIDO 1,67 COM pH 4,0, ENZIMA: AMILOGLICOSIDASE.
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CAPITULO 5

CONCLUSOES E SUGESTOES
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5.1, CONCLUSOES

Tomando por ©base . os resultados apresentadosedis

cutidos no capitulo anterior, pode-se tirar as seguintes con

clusoes:

l-

Foi possivel utilizar as resinas sintetizadas, N-metilola
crilamida e uréia formaldeido, como suporte  para  fixagao

das enzimas amiloglicosidase e invertase.

As condigdOes Otimas de temperatura, pH e atividade especifi
ca para as enzimas em fase liguida foram 609C pH 4,0e1l4,6
unidades/mg para a Amiloglicosidase e 509C, pH 5,0 e 11,6
unidades/mg para a invertase. As enzimas imobilizadas apre
sentaram uma faixa de temperatura e pH Ootimos. Para a amilo
glicosidase tais condigoes foram de 55 a 659 € o pH de 4,0
a 5,0, Para a-invertasé foi de 45 a 559C e o pH de 4,5 a

5,5.

As conversdes especificas, para 120 minutos de reacao nas
condi¢oes de atividade méxima para cada enzima em fase ligui
da, foram aproximadamente constantes, com valores mé&dios de
5,0 x 103%/mg de enzima e 3,8 x 103%/mg de enzima, para a
amiloglicosidase e invertase, respectivamente, As enzimas
imobilizadas, nos guatro tipos de suportes testados, possi-
bilitaram conversdes especificas bastante inferiores as das
em estado ligquido, Para as enzimas amiloglicosidase e inver
tase, os valores das conversoes especificas foram em média

10,5 e 9,0 vezes inferiores, réspectivamente, Assim, &€ ne-~
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cessario utilizar uma guantidade muito maior de enzimas imo
bilizadas para se obter o mesmo grau de conversao da enzima

em fase liguida.

Na etapa de imobilizagao, a agitagao suave favoreceu a fixa
cdo para tempos de imobilizagdo inferiores & guinze horas.
Nessa etapa, a utilizacgao de temperaturas iguais ou inferio
res a 159C proporcionou um pequenc aumento na atividade ca

talitica das enzimas imobilizadas. .

As enzimas imobilizadas nos suportes em forma de discos apre
sentaram menor variagao na atividade enzimatica, em relagao
as flutuagoes das variaveis de processo que foram analisa
das, tanto na etapa de imobilizagao, como na de caracteriza

¢ao das enzimas imobilizadas.

As enzimas imobilizadas e em fase liguida estudadas se com
portaram segundo © mecanismo de reacaoc de Michaelis - Menten
na faixa de diluigao adotada, tanto no processo continuo co

mo no descontinuo.

Os valores das constantes aparentes de Michaelis-Menten (Kn)
para ambas enzimas imobilizadas, foram menores no processo
continuo, em relacao abatelada, porém, maiores que o das

enzimas na fase liquida.

As razoes entre Km para as enzimas imobilizadas e Km para
= - » . s -
as enzimas em fase liquida, para as duas enzimas utilizadas,

feram geralmente menores que os obtidos em outros trabalhos.
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As enzimas imobilizadas amiloglicosidase e invertase perde
ram rapidamente a atividade catalitica nas quatro primei-
ras semanas de estocagem. Posteriormente, essa caiu lenta-
mente, tendendo a permanecer constante. Essa gueda foi me

nor para a enzima invertase.

A atividade catalitica das enzimasimobiliZadasdiminuiucom
¢ repetido uso, sendo gque essa redugao ocorre significati-
vamente nas dez primeiras bateladas para a enzima amilogli
cosidase e nas sete primeiras para a invertase. Por outro
lado, ocorre liberacgio.das enzimas fixadas, aproximadamen-

te, apds o mesmo numero de bateladas, anteriormente cita-

do.

A liberacao de enzimas ativas dos suportes estudados foi me

nor para a invertase.

Os testes de estabilidade operacional no:microreafor de
leito filuidizado conduziram a uma meia-vida de aﬁfoximada-
mente 168 horas para as duas enzimas imobilizadas nos dois
tipos de resinas. No reator de leito fixo, essa foium pou
co maior, aproximadamente de 192 horas. Os testes foramrea
lizados a 609C, pH 4,0 e a 509C pH 5,0 para amiloglicosida

se e invertase imobilizadas, respectivamente.

~ atividade catalitica das enzimas imobilizadas,amiioglico
sidase e invertase, diminuiram quando a concentracgdo de so
fugio tampao ultrapassou a 0,6M. Por out;o lado, ocorreu 1i
peracéo de enzima dos suportes para concentracoes da so;

-1¢ao tampao acima do valor anteriormente citado.
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£.2. SUGESTOES

Para dar continuidade a esse trabalho e explorar ou

tras peossibilidades de uso para os suportes propostos, sugere-

se a realizacdo dos seguintes estudos:

1.

Utilizag3ao dos suportes para a imobilizagac de outros tipos

de enzimas:

Verificagao da possibilidade de aumento da estabilidade eda
conversdao especifica das enzimas imobilizadas utilizadas nes
se trabalho, por exemplo, pela aplicagao de reagentes bifun

cionais no processo de imobilizagao;

Estudo mais profundo do mecanismo de ligagao das enzimas

aos suportes testados;

Estudo da possibilidade de utilizacao de um reator de leito
fluidizado com recuperacao continua do catalisador biolo-

gico, assim como a utilizagao de outros modelos de reatores;

Estudo da possibilidade de utilizacao de outras formas do

suporte tecido=-resina;

Estudo mais profundo das caracteristicas dos suportes testa
dos, como por exemplo, sua porosidade e a medida de grupos

th\'tilol ;

rstudo da influéncia de outros parametros na imobilizacao

uag enzimas, como a variagao da granulometria dos suportes.
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8. Estudo das condigdes operaciconais sobre a transferéncia de
massa em reatores com enzimas imobilizadas nos supbrtes pro

pestos nesse trabalho.
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'NOMENCLATURA

AESSS

-coeficiente de difusao, LZ.T— .

area da secdo transversal do leito catalitico, L2.

glicose produzida pela enzima imobilizada apds cada
batelada.

atividade enzimdtica, M.L_B.Tul.

rélagao entre a glicose produzida pela enzima imobi-
lizada e o somatoric da glicose produzida pela enzi-
ma desprendida de suporte e pela imobilizada.

atividade especifica da enzima imcbilizada, 1.

atividade especifica da enzima em fase liquida,
L

atividade especifica m3xima da enzima durante o pro-

=1
cesso, T .

atividade especifica na solugaoc substrato sobrenadan

te, 1,

atividade relativa.
atividade relativa a fase liguida.

glicose produzida pela enzima imobilizada e pela en

zima desprendida do suporte em cada bateladaFM.L—3.

diluicdo efetuada.

elemento de comprimento do eleito catalitico, L.

1

elemento de volume do leito catalitico, L3.

Al



av'

Eq-g

Eo

Fa

fa

Fao

FL

GEBS

GSS

Gt

PA

ot
L)
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volume de liguido no elemento de volume 4v, L3.

porosidade do leito catalitico.

equivalente - grama, M,

velocidade inicial de reagao, M.L—B.Tnl.

fator determinante da glicose padrao, M.L_3.

vazao molar do substrato, M.T_l.

fragcao de conversao.

vazao molar de alimentagao do reator, M.T_l.

porcentagem de formaldeido livre.

concentracdo de glicose em solugao, M.L-3.

glicose produzida na solugao substrato sobrenadante,

M.'L-B .

glicose presente na solugdo sobrenadante,-M.L—B.

gramatura do tecido, M.L-Z.

constante de Michaelis-Menten, M.1L"3.

altura da coluna de leito catalitico, L,

massa de amostra gque foi utilizada, M.

normalidade da solugao, TRARS

concentragao de proteina na solugdo enzimitica, an

tes da imobilizag3o, m.173.

concentracdo de proteina na solucgdo enzimatica apds

a imobilizacio, M.L“3.
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PM = peso molecular da glicose, M.
' = = - s 3 ..-1

Q = vazao volumetrica, L.~ .T ~,

" QEF = quantidade de enzima fixada, M.L_3.

RST = percentagem de retengéo de resina no tecido.

S = concentra¢ao do substrato, m.L 7.

So = concentragao do substrato no inicio da reagao, ML 7.

t = tempo de reacdo, T .
' . . ~ -3 ~1

v = velocidade de reagao, M.L ~.T .

vi = velocidade superficial de fluxo, LT—l.
- - . - -a . ""3 -'l

vmndx = velocidade de hidrdlise, M.L T .

- ~ 3

Vs = volume de solugao, L.

VTS = volume de solucadoc de tiosulfato de sddio, L3.

X = massa do tecido recoberto comresina pelimerizada, M.

Y = massa do tecido original, sem resina, M.
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