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RODRIGUES, Sueli. Modelagem ¢ Simulagdo de um Processo Inovativo para Sintese

Enzimatia de Dextrana: Verificagdo da aplicabilidade do sistema para processos
indusiricis,

A dextrana ¢ polissacrideo obtido a partir da sacarose, matéria prima barata ¢
abundante no mercado Brasileiro. Sua aplicaciio depende fortemente de seu peso molecular,
o qual pode variar de alguns milhares a milhes de daltons. A enzima utilizada para obtengdo
de dextrana é exdgena ¢ estavel nas condigBes Otimas de sintese, o que torna a sintese
enzimatica vigvel. Entretanto a dextrana ¢ tradicionalmente obtida por fermentag@o devido
a0 alto custo da enzima.

O objetivo deste trabalho €é o estudo da visbilidade da utilizagdo de um sistema
continuo para obten¢do de dextrana através da sintese enzimética, em escala industrial. O
sistema proposto ¢ baseado no processo CARE onde ocorre adsorgdo e dessorgio da
enzima, sendo 2 mesma continuamente reciclada no processo e reutilizada. Essa pratica
permite ¢ reaproveitamento da enzima e consequentemente a redugio dos custos.

A adsorgdo e dessorgdo da enzima ocorre em tanques perfeitamente agitados, sendo
que a reagdo enzimatica ocorre com a enzima livre no estagio de dessorgio. O processo
CARE ¢ constituido de dois tanques agitados e foi proposto para purificagio de proteinas. A
proteina ¢ adsorvida no primeiro estagio, onde ocorre a separagio dos produtos indesejados,
sendo posteriormente dessorvida no segundo estagio e recuperada.

O sistema proposto neste trabalho ¢ constituido de trés tangues agitados, sendo dois
deles destinados a adsor¢io da enzima e um deles a dessorgdo e reago enzimética. Com a
modelagem do sistema foram realizadas diversas simulagBes. Os resultados obtidos com o
sistema triplo estagio, proposto neste trabatho, foram comparados com os obtidos com a
utiliza¢io de um modelo duplo estagio. Um modelo mais realistico que leva em conta as de
resisténcias a transferéncia de massa na modelagem do sistema duplo estagio também foi
desenvolvido. Foli também considerada a presenca do tampdo de dessor¢io na modelagem
do sistema.

Foi realizado um estudo da viabilidade da utilizagiio de redes neurais para
determinacio da taxa de reagfio enzimatica. Para isso fol realizada uma modelagem hibrida
do sistema duplo estigio. O estudo da viabilidade da aplica¢io do sistema em processos
industriais foi baseado em dados experimentais de rendimentos em escala industrial. Esse
procedimento aproxima os resultados obtidos por simulagdo das condiges reais de sintese.

A sintese enzimitica € uma alternativa interessante, pois apresenta uma maior
facilidade de controle do processo além de um maior rendimento. Os resultados obtidos
levam a conclusdo da viabilidade de aplicaggo do sistema proposto em escala industrial,
tendo sido inclusive realizada uma estimativa do possivel faturamento com a
comercializacio dos produtos.

PALAVRAS CHAVE: Modelagem, Simulag3o, Sintese Enzimatica, Dextrana, Adsorgdo de
Proteinas
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RODRIGUES, Sueli. Modelagem e Simulagdo de um Processo Inovativo para Sintese

Enzimatia de Dextrana: VerificacGo da aplicabilidade do sistema para processos
industriais.

Dextran 1s a polysacharide obtained from sucrose, a common and cheap raw
material in Brazil Its application depends on its molecular weight, that presents a large
range. There are dextrans of molecular weight from thousands to millions of daltons. The
enzymatic synthesis of dextran is possible because the enzyme used to obtain dextran is
stable under large conditions, although the tradition process for dextran production is the
fermentative one.

The goal of this work is to study the viability of dextran enzymatic synthesis using a
continuos system. The proposed system is based on the CARE process where the
adsorption and dessorption of the enzyme are carried out in stirred tanks and the enzyme is
recycled. In this way, the enzyme can be recovered and the production costs are reduced.

The enzymatic reaction is carried out in the dessorption tank with the dessorbed
enzyme. The CARE process was proposed protein purification. The system consists on two
stirred tanks where the protein is adsorbed in the first tank and dessorbed and recoverd in
the second tank.

In this work a system is proposed which consists on three stirred tanks. In two of
them the enzyme is adsorbed and in the another one the enzyme is dessorbed and the
enzymatic reation takes place. The results obtained throughout the simulations using the
three tanks system, proposed in this work, was compared to the ones obtained with a two
tanks. A more realistic model, that takes in account the mass transfer resistances related to
enzyme was also developed. The buffers flow rates were also considered in the system
modeling.

A hybrid model with neural networks was developed to predict the behavior of the
two tanks system, in which the enzymatic reaction rate was obtained trough neural network.
Based on experimental yields obtained under industrial conditions, the viability of the
proposed system was verified for industrial applications.

KEY WORDS: Modeling, Simulation, Enzymatic Synthesis, Dextran ,Protein adsorption



A dextrana ¢ um polissacarideo de glicose, cuja utilizag@io esta altamente relacionada
com seu peso molecular. Dextranas de alto peso molecular sfo empregadas na extragio de
petroleo; as de médio peso molecular na inddstria alimenticia como espessantes e
estabilizantes, enquanto que a dextrana de baixo peso molecular € utilizada na industria
farmacéutica, como matéria prima para medicamentos, tendo sido utilizada como expansor
de plasma sanguineo na segunda guerra mundial, sendo um produto potencial para a
fabricagio de sangue artificial. Embora seja um produto de grande aplicabilidade, a
produgio mundial de dextrana ainda é modesta, devido ao seu alto custo. No caso da
dextrana clinica, seu custo é ainda mais elevado, pois a mesma ¢ obtida através da hidrolise
de dextrana de alto peso molecular. A dextrana consumida no Brasil é totalmente importada.
A caréncia em tecnologia para fabricagdo de bioprodutos é um problema que ndo se
restringe somente ao Brasil, mas a América Latina como um todo.

A dextrana € obtida a partir da sacarose, matéria prima abundante e de baixo custo
no Brasil. A enzima utilizada na sintese de dextrana ¢ estavel nas condigBes Otimas do
processo, o que viabiliza a obtengdo de dextrana via rea¢io enzimatica.

Este trabalho visa a modelagem e simulagdo de um processo inovativo para sintese
enzimatica de dextrana. O modelo do reator é baseado no processo CARE, proposto
inicialmente por Pungor et al. (1987) para a purificagdo de proteinas. O sistema CARE ¢
constituido de dois tanques agitados contendo em seu interior uma resina adsorvedora. No
primeiro estdgio a proteina ¢ adsorvida, sendo separada dos produtos indesejados. No
segundo estagio, ocorre a recuperacdo da enzima no sistema ja purificada através da
dessor¢io da mesma.

O processo CARE tém sido bastante estudado ultimamente. Rodrigues et al. (1992)
modelaram e simularam o processo para purificagio de proteinas. Uma modificagio do
processo original para sintese enzimatica de dextrana com reciclo de enzima, foi proposto
por Souza {1993), entretanto o sistema apresentou baixa produtividade e alta perda

enzimatica. Com a finalidade de elevar a retengdo enzimética e aumentar a produtividade,
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este trabalho propde uma configuracdo alternativa ao sistema CARE modificado proposto

por Souza (1993). O sistema proposto € constituido de trés tanques agitados onde em dois
deles, a enzima ¢ adsorvida usando um tampé&o apropriado e no outro, ocorre a dessor¢do da

enzima e a reagdo enzimatica, conforme figura a seguir;

F =
! FI F3
Tam p8o dessorgo

Tamp&o de adsorgo T do de adsorgl
~ Substrato p ¢ ampédo d oo

Fr+F1,Ci,q1,31

Fr,C3, q3.53 '

Fl+F2+F3

Produto

Figura 1 - Reator triplo estagio para produgdo de dextrana.

Como no processoc CARE original, os tanques sdo considerados reator tanque
agitado de mistura perfeita. Na modelagem, varios parmetros, tais como pardmetros
cinéticos e operacionais, sdo levados em consideragdo. A sintese enzimatica de dextrana ¢
viavel devido ao fato da enzima utilizada (dextrana-sacarase) ser exdgena e apresentar alta
estabilidade nas condi¢cSes Otimas de sintese.

A modelagem inicial proposta para sintese de dextrana utilizando um reator duple
estagio, proposta por Souza (1993), ndo leva em consideracdo as limitacdo a transferéncia
de massa e a difus@o no interior da resina adsorvente. Eniretantc estudos conduzidos por
{Hortsmann ¢ Chase, 1989), evidenciam a influéncia destas resisténcias a transferéncia de
massa na cinética de adsor¢@io. O desenvolvimento de métodos matematicos para resolucio
de equagdes diferenciais parciais, tais como colocagdo ortogonal (Yao e Tien, 1992),

permitem a inclusdo destes fendmenos no modelo original.
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Curralero et al. (1998), ainda estudanto o processo de sintese enzimatica de

dextrana, utilizando o sistema proposto por Souza (1993), determinaram experimentalmente
a influéneia do tampéo de dessorg:ﬁo no comportamento dos sistema. Segundo os autores, o
fator limitante para a otimizagio do processo proposto € o tempo de residéncia no estagio
de adsorgiio, o qual ndo pode ser elevado sem perda de produtividade. Sendo assim no
presente trabalho, € adicionado um estagio intermediario de adsorgdo no modelo original. A
inclusio desse estagio visa minimizar a perda enzimatica, constatada por Souza (1993}, sem
que haja uma queda significativa na produtividade, conforme reportado em Curralero et al.
(1998).

A utilizagdo de redes neurais em Engenharia Quimica vem se destacando
ultimamente. Uma rede neural ¢ nada mais que um algoritmo matematico baseado na
estrutura neurologica humana, e por isso é conhecida como uma técnica de inteligéncia
artificial. A rede tem a capacidade de, mediante treinamento adequado, encontrar valores
proximos aqueles utilizados para seu treinamento. Dessa forma, foi desenvolvido um modelo
hibrido, onde ¢ utilizada uma rede neural para predi¢do da taxa de reagio enzimatica no
estagio de dessor¢o. A rede utilizada tem carater genérico, podendo ser utilizada para
outros processos mediante treinamento adequado.

A viabilidade da utilizag8o do processo proposto em escala industrial, é determinada
através de simulagGes com o modelo do sistema. Nio somente a rede neural tem carater
genérico mas também o tem, o modelo deterministico, que podera ser utilizado para

simulagdes de outras sinteses enzimaticas com base no processo CARE.



2.1- Alguns Conceitos Biotecnolégicos

2.1.1 - Biopolimeros Extracelulares

Biopolimeros extracelulares tém encontrado grande aplicagdo em diversas éareas tais
como industria alimenticia, onde s#o utihzados como estabilizantes, espessantes e
emulsificantes, e na indistria farmacéutica, onde séo utilizados como veiculos para drogas
e agentes complexantes para producédo de medicamentos. Gomas xantdnicas e dextranas,
sdo polissacarideos extracelulares, soliveis em agua ¢ bastante conhecidos, sendo também
de grande interesse comercial. Polissacarideos sdo polimeros de carboidratos, cujas

unidades sdo ligadas entre si pelo grupo hemicetal hidroxil do C; da molécula de

carboidrato, segundo reagdo genérica a seguir:

(G-0—-X)+[(G-0jp-G] =M ,1G Ojpss-GJ+X Q1)
Onde:
G = unidade de carboidrato
X = produto ndo polimérico (pirofosfato ou oligossacarideo)
Enzima = transglicosidase

Os polissacarideos podem ser classificados em:

e extra~-celulares



. intracelular

o componente estrutural da célula

Quanto a natureza quimica, 0s mesmos podem ser classificados em:

homopolissacarideo: contém apenas um tipo de agcar (inico mondmero)

heteropolissacarideq: contém mais de um tipo de agiicar (mais de um mondmenro)

Exopolissacarideos sdo polissacarideos que podem ser sintetizados fora da célula.
A maioria € ainda pouco conhecida, sendo a estrutura e propriedades fisicas de muitos
ainda desconhecidas. Vale ressaltar também que a maioria dos polissacarideos sdo
sintetizados no interior da célula, sendo que a maioria dos exopolissacarideos sdo um
metabolito secundario obtido quando o microorganismo se encontra em um melo com
excesso de sua fonte de carbono. A atividade metabdlica estd relacionada com a taxa de
crescimento e meio de cultura, sendo temperatura, pH e concentragio de substrato e
nutrientes fatores importantes. A dextrana é um dos poucos polissacarideos exocelulares

que pode ser obtido via sintese enzimatica sem alteraragio de suas caracteristicas.

Véarios microorganismos podem sintetizar polissacarideos, dentre eles podemos citar

bactérias, fungos e algas.

2.1.2 - Caracteristicas reologicas de soluges de polissacarideos

Existe poucas informagBes sobre as caracteristicas reologicas das solugbes de
polissacarideos. Sabe-se que as mesmas afetam a transferéncia de massa, homogeneidade
da mistura, poténcia de agitag@o requerida, separagdo e recuperagdo do produto final além
do scale-up do processo. De uma forma geral, os meios de cultura para a producio de
polissacarideos apresentam baixa viscosidade no inicio, sendo a mesma elevada
gradativamente durante a fermentac#o, atingido seu valor maximo no final do processo. Em
fermentagdes prolongadas, pode ocorrer decréscimo da viscosidade devido a autdlise

(degradag@o parcial pela enzima). Estes meios sfo caracterizados, em sua maioria, como
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fluidos Newtonianos no inicio, passando para nio-Newtonianos, com comportamento

pseudo-plastico (7 < I) e seguem a lei da poténcia a medida que o peso molecular ¢
elevado e, no caso da ocorréncia de autblise, o comportamento apresentado no final da
fermentagdo € Newtoniano (Velijokovic e Lazié,1988). Uma solugio de polissacarideo
apresenta viscosidade com ordem de grandeza de 2 a 4 vezes maior que a da 4gua. Os
principais fatores que determinam as caracteristicas reologicas do meio de cultura sdo
morfologia e concentragio da blomasssa, producgfo de material extracelular pelo
microorganismo sendo utilizado, e no caso da dextrana, deve-se levar em consideragio a
concentragdo, estrutura, peso molecular e distrubuigio do pesc molecular do produto
(Velijokov e Lazié, 1988).

A viscosidade do meio depende, dentre outros fatores, da concentragdo de células,
sendo esta um pardmetro que pode ser utilizado para controlar o crescimento celular em
sistemas onde os demais efeitos sdo pequenos. No caso de fungos, seus micélios
contribuem bastante para o aumento da viscosidade do meio. Outro fator que pode alterar a
viscosidade do meio de cultura é a adi¢iio de sais, tais como KCI e borax, além do pH.
Algumas culturas, tais como cultura para producio de xantana, podem apresentar

comportamento tixotropico devido a presenca de forcas viscoelasticas.

O conhecimento das propriedades reolégicas do meio tem importancia no projeto de
reatores no tocante a poténcia de agitacio requerida, bem como obtengdo de mistura
homogénea. Vale também relembrar que a presenca de célula no meio de cultura trata-se de
um fator limitante para agitacio. Encontrar uma boa relagio mistura homogénea/ agitacéo é
tarefa ardua ja que grandes densidades de poténcia podem levar o rompimento das células e

inutilizacdo do meio de cultura.

A escassez de informac;ales sobre o comportamento reologico de solugbes de
polissacarideos pode ser atribuida & dificuldade de medicdo das caracteristicas reoldgicas
dos meios de cultura. Uma forma bastante utilizada para realizagio de tais medidas é
através do relacionamento entre o torque da turbina e velocidade rotacional. Devido as
proprias caracteristicas do meio, a utilizagdo de viscosimetros convencionais, tais como
viscosimetro de cilindros concéntricos, se torna impraticavel, pois ocorre perda da
homogeneidade, devido a decantagfio das células, separacio centrifuga devido & rotaggo do

cilindro e distorg#o das células ao passar pelo orificio.



2.1.3 - Projeto de reatores microbiolégicos

A maioria dos bioprodutos sdo atualmente produzidos via fermentagio, sendo a
sintese enzimética limitada principalmente devido &s caracteristicas do produto de
interesse, dentre outros fatores, tais como: custo de produgdo e rendimento. O projeto de
biorreatores € voltado para uma maxima produtividade com menor custo operacional
possivel. No caso de reagOes aerdbicas, a taxa de transferéncia e difusio de oxigénio € um
fator bastante importante, sendo a mesma praticamente constante em solugdes de baixo
peso molecular. Em se tratando de um meio de cultura, a remogdo de calor também tem um
papel essencial. Estes dois fatores s8o entretanto, fortemente influenciados pela agitagéio e
propriedades do meio (reologia). Embora nfo haja uma grande quantidade de material
publicado referente as caracteristicas reologicas de solugdes de polissacarideos, muitas
informagOes a respeito de fluidos n3o-Newtonianos podem ser aproveitadas, segundo
Margaritis € Zajic (1978). Os principais tipos de agitagio utilizados em bioreatores sio:

mecénica, aeragdo, agitagio a ar e filme liquido

Calculos de scale-up reportados em Margaritis e Zajic (1978), assumindo o
mecanismo de transporte de massa como sendo de movimentacio da massa reagente,
conduziram a diversos erros, pois a hipotese de mistura perfeita ndo € valida para meios de
cultura de alta viscosidade contendo células. Sendo assim, o scale-up deve ser realizado
levando-se em consideragio a hipotese de similaridade dindmica, mantendo-se o nimero de
Reynolds e a razdo entre as dimensdes do agitador e do fermentador constantes. Estudos

realizados em diferentes sistemas resultaram em padrdes de mistura em vasos de diferentes

tamanhos, a seguir:

Re > 1.5: o movimento bulk constitii o mecanismo de transferéncia de  massa

predominante

Re < 1,5 : a mistura ¢ controlada pela difusfo e o niimero de Schmidt deve ser levado em

considera¢fo nos calculos.
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Irving e Saxton (1967), citado em Margaritis e Zajic (1978), efetuaram uma revisdo

bibliografica a respeito de tanques de mistura perfeita e apontaram as seguintes

caracteristicas para sistemas de alta viscosidade:

« a densidade de poténcia deve ser alia

e g separacgio entre as paredes do vaso e o agitador deve ser pequena, pois quanto maior a
viscosidade, menor € o volume de fluido deslocado a cada rotag@o do agitador, sendo

esta mantida constante.

O tamanho do agitador tem uma forte influéncia na agitagdo obtida. Sabe-se que a
uma dada velocidade de agitagio, quanto maior for o agitador melhor sera a mistura e no
caso de tanques aerados, melbor sera a distribuicdo de oxigénio. Agitadores pequenos
causam turbuléncia localizada. No caso de reatores aerados, uma alta densidade de poténcia
¢ necessaria tanto para liquidos de baixa viscosidade como para liquidos de alta
viscosidade. No primeiro caso, as bolhas de O, coalescem sendo necessaria uma alta
densidade de poténcia para manter as bolhas pequenas, no segundo caso uma alta taxa de

cisalhamento € necesséria para promover a formagio de pequenas bolhas.

Steel e Maxon (1962), citado em Margaritis e Zajic (1978), propuseram um agitador
multiplo de polias, o qual é utilizado industrialmente embora nio existam muitos dados
sobre o mesmo. Apesar de varias caracteristicas serem conhecidas, determinar o consumo
ideal de poténcia para fluidos ndo-Newtonianos € dificil ja que a viscosidade aparente muda
com a velocidade de agitacio. Margaritis e Zajic (1978) propuseram um método que
correlaciona o consumo de poténcia de fluidos ndo-Newtonianos com o de fluidos
Newtonianos através do numero de poténcia e do nimero de Reynolds. A descricio do

método pode ser encontrada em Margaritis e Zajic (1978).

Quanto ao consumo de energia, a forca inferida ao sistema influi na transferéncia de
calor e massa, bem como na homogeneidade do liquido. O aumento da pseudo plasticidade
do meio pode resultar em um decréscimo do coeficiente de transferéncia de massa, devido
ao decrescimo do coeficiente de arraste e do numero de Sherwood. Culturas com baixa
agitagio, a qual pode ser obtida através de aeracdo, seguem o regime de Taylor. Neste caso,

o tamanho e distribuicio das bolhas sfo governados pelo balango entre a turbuléncia do
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liquido, forgas interfaciais e forgas de coalescéncia das bolhas. As principais conseqiiéncias

do aumento da viscosidade do meio s3o:

o diminui¢io do nimero de Reynolds
e aumento dataxa de coalescéncia

s decréscimo da area interfacial gas e liquido

Outro fator importante no projeto de bioreatores é a transferéncia de calor. No caso
de vasos agitados, a viscosidade aparente é calculada em fungdo da velocidade do impeller
e da tensdo de cisalhamento média. Ja no caso de vasos aerados, utiliza-se o niimero de
Reynolds modificado. Este dado € importante para o calculo da taxa de transferéncia de
calor. Para vasos ndo aerados, mecanicamente agitados, contendo fluidos ndo-Newtonianos

as correlagOes propostas para a predigdo do coeficiente de transferéncia de calor apresentam

a seguinte forma tipica:

Ny = ANLNEN;,

No caso da sintese in vitro (sintese na auséncia de microorganismo), a viscosidade
nio é um dos maiores problemas. A auséncia de células, e consequéntemente de produtos
metabolicos, alem de um melhor controle do processo, influenciam na viscosidade do meio.
No caso de reatores do tipo tanque agitado, contendo solidos em suspensio e etapas de
adsor¢io/dessorgdo, a otimizagdo e scale-up de tais processos requer que as caracteristicas
de transferéncia de massa e o equilibrio sejam completamente compreendidos. A anélise da
adsor¢do é complicada em tais sistemas porque o equilibrio € descrito por uma isoterma
ndo-linear € as matrizes usadas na fabricagio de adsorventes altamente seletivos sdo
frequentemente materiais porosos. Ara(jo (1996), utilizon um modelo considerando que a
adsor¢io de uma proteina da solugdo bulk na interface do adsorvente envolve um nimero
de passos discretos. Esses passos, todos contribuindo com uma resisténcia a transferéncia
de massa, incluem transferéncia do seio do liquido para a superficie externa da particula
(resisténcia a difusdo na pelicula de filme liquido), movimento por difusdo nos poros da

particula (difusdo nos poros ou resisténcia 4 difusfo nas particulas) e a interagio quimica
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efetiva nos sitios de ligag@o (resisténcia a reagdo na superficie). Modelos matemaéticos de

adsorcdo bioespecifica em tanques agitados que incluem as contribuicdes de todos esses
termos tém sido recentemente apresentados em outros trabalhos. Tais modelos apresentam
necessariamente um namero de pardmetros descrevendo as resisténcias a transferéncia de

massa, 0 que pode dificultar suas aplica¢Bes na analise da adsor¢io.

E possivel simplificar a solugio matematica assumindo-se, quando possivel, que
uma das resisténcias para transferéncia de massa é dominante podendo as demails serem
desprezadas. Dados experimentais sobre sistemas de adsor¢3o de proteinas sio raros, mas
indicam que a resisténcia dominante varia com o sistema de adsorgdio em questdo. O
trabalho de Aratjo {1996) inclui o desenvolvimento de um modelo que descreve a adsorgdo

de proteinas para adsorventes porosos em tanques agitados.

Deve-se ter em mente que a difusio ocorre devido ao movimento drowniano das
particulas em solugio, o qual ocorre devido ao movimento irregular das particulas
suspensas na dispersio pelas moléculas do liquido. Observa-se que quanto menor a

particula, mais rapido € o seu movimento.

2.1.4 - Recuperagio de polissacarideos:

Apés a produgio, o polissacarideo deve ser isolado e purificado. Este procedimento

¢ realizado com base em processos de extragio de produtos naturais. Como a seguir:

» extragio acida
e extracio basica
¢ centrifugagio
o yltrafiltracdo
e precipitagio

s secagem

o eletrolise
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precipitacdo alcoolica

Outras etapas extras podem estar envolvidas no processo tais como:

remocio das células

destrui¢do da enzima

.

modificac@o quimica ou enzimatica do polimero

Uma das técnicas de isolamento mais utilizada é a precipitagio do produto de
interesse, a qual ¢ geralmente obtida utilizando-se solventes orgénicos de alta volatilidade,
sendo fatores determinantes na escolha dos mesmo, a toxidade e a facilidade de purificacio
do produto apds a precipitagfo, fator que engloba, dentre outros, o custo do solvente e de
sua recuperacdo. Outro tipo de precipitagdo € a obtida por aiteragio do pH. Vale ressaltar
que o tipo de precipitagio e as condigbes mecadnicas da mesma podem afetar a natureza do
precipitado e que em alguns casos, a adig@o de ions metélicos pode colaborar no processo.
Dentre os solventes normalmente utilizados estdo metanol, etanol, acetona e isopropanol. A
proporgao de solvente utilizado depende do produto a ser precipitado. A remogdo das

células normalmente é obtida por centrifugacio e pode ser realizada antes ou apds a

precita¢io.

A secagem dos polissacarideos pode ser realizada em secadores batelada ou
continuos, podendo ser realizada sob vacuo, com a utilizagdo de ar for¢ado ou até mesmo

gas inerte impregnado com solvente quando se fizer necessaria. Durante a operacio, as

seguintes caracteristicas devem ser observadas:

s alteragdio da cor
o degradacio do produto

» solubilizacdo do produto
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Estas caracteristicas podem indicar algo de errado acontecendo no processo,

devendo este ser alterado. Sabe-se que a secagem rapida do biopolimero pode causar
endurecimento do mesmo, fazendo-se necessaria uma etapa posterior de moagem, na qual o
calor promovido pelo atrito entre as pegas do moinho e o produto pode causar
escurecimento e degradagio do produto. Quanto a armazenagem do produto final, sabe-se
que polissacarideos sio produtos altamente higroscopicos, o que pode acelerar a

degradagiio dos mesmos durante a estocagem.

Além das etapas ordinérias ja citadas, em alguns casos etapas adicionais visando a
melhoria ou modificagio do produto final podem ser necessarias. Dentre os diversos
procedimentos existentes temos a remogdo de material insolivel, que visa a melhoria da
estética tornando o produto mais atrativo, além de em alguns casos melhorar sua
manipulagio e a remogio de enzima e/ou células residuais, cuja presenga pode levar a
degradagdo do polimero durante a estocagem. As principiais técnicas utilizadas nestas
etapas adicionais so diluigdo seguida de filtragdo, centrifugac@io ou floculagfio, e no caso

da remogdo de células pode-se realizar a digestdo alcalina das mesmas.

2.1.5 - Proteinas:

As proteinas sdo moléculas orgénicas constituidas a partir de aminoacidos. Podem
ser constituidas apenas de aminoacidos bem como possuir outros grupos em suas cadeias,
tais como fosfolipidios e carboidratos. As proteinas sdo classificadas de acordo com suas
fungdes bioldgicas. Dentre os diversos grupos de proteinas estéo as enzimas, que nada mais
sio que catalisadores biolégicos, que fazem parte tanto de reagdes bioquimicas em
organismos vivos, como podem ser utilizadas para a sintese in vitro de produtos
biotécnoldgicos. Quanto a sua estrutura, enzimas sdo constituidas de proteinas, que sio
compostos heteropoliméricos constituidos geralmente por no minimo 20 aminoacidos. Para
que seja considerado proteina, um polimero de aminoacidos deve atingir um peso

molecular minimo arbitrario de 6.000 e ter um limite superior de 1.000.000 daltons (1

dalton = 1 unidade de massa atdmica = 1,66 x 10"2% g) sendo que todo aminoacido

proieico é oticamente ativo.
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Os aminoacidos sdo entidades quimicas de baixo peso molecular (75 - 204 daltons)

que possuem pelo menos um grupamento amina e outro carboxila, sio todos anfolitos, isto
¢, ifons de fungdo ibnica dupla e oposta. Uma manifestagio dessa caracteristica é o
comportamento das proteinas em solugio, o qual pode ser tanto como cations guanto como
inions, sendo assim capazes de migrar tanto para um eletrodo negativo (catodo) guanto
para um eletrodo positivo (4nodo), dependendo do pH da solugdo. Esta propriedade €
também utilizada em uma técnica de separagido denominada eletroforese. Ha ainda um

valor de pH (ponto isoelétrico) no qual nfo haverd migragio, devido a igualdade entre as

cargas negativas e positivas existentes na solugio.

Cada aminoacido € distinguido pela cadeia lateral caracteristica que pode ser nio
polar (hidrofébica), polar carregada (hidrofilica) ou polar descarregada. As ligagdes
estabelecidas entre os aminoéacidos sfo ligagBes amidicas covalentes, também chamadas
peptidicas neste caso particular, pois os peptideos sdo resultantes da condensagdo de dois
ou mais aminoacidos através do sistema c-aminocarboxila. Um polipeptideo pode ser
chamado especificamente de di-, tri-, tetra-, ... n-peptideo onde » ¢ o mimero de
aminoacidos (também chamados de residuos) e n-/ 0 nimero de ligagBes peptidicas. Desde
que os peptideos sdo normalmente heteropolimeros abertos, cada um tera um grupamento a

-amina e um o-carboxila livres.

As proteinas sio formadas a partir da ligagio entre o grupo carboxila de um
aminoécido e o grupo amina de outro, com a liberagdo de uma molécula de 4gua. Este tipo

de ligacdo ¢ denominado ligagio peptidica, a qual € esquematizada a seguir:
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Figura 2.1 - Esquema de uma ligagio peptidica.
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Em sistemas biolégicos, as proteinas apresentam os seguintes tipos de interagdo:

Ligacdo covalente: ocorre entre os atomos de hidrogénio, oxigénio, carbono, fosforo e

exonfre.

Ligacdes elefrostdticas: grapos - COO ™ ; NH*

Pontes de hidrogénio: ocorre entre dtomos fortemente eletronegativos (oxigénio e enxofre)

e o hidrogénio ligado a outro 4tomo eletronegativo

Interacdes dipolo-dipolo: ocorre entre as cadeias laterais, geralmente no interior das

estruturas entre residuos hidrofobicos proximos

Interacbes de Van der Waals . ocormre entre todos os dtomos e ¢ resultado da distribuigio

assimétrica de elétrons nos atomos

Interagdes hidrofobicas : sdo resultantes da associagdo de cadeias de hidrocarbonetos em

meio aquoso

As propriedades fisico-quimicas e quimicas das proteinas comecam com as
propriedades da ligagdo peptidica. As proteinas sdo estruturadas em diversos niveis. Sendo
o mais baixo denominado estrutura primaria, a qual é caracterizada pela sequéncia
especifica dos aminoacidos que compdem um determinado polipeptideo. Sendo assim, o
simples conhecimento de quais e quantos aminoacidos integram um polipeptideo, no é
informacdo suficiente para definir sua estrutura primaria; € necessario ainda conhecer a
ordem na qual eles estdo ligados covalentemente através das ligagBes peptidicas. A
estrutura priméria € a mais estdvel de uma proteina. Temos ainda a estrutura secundaria,
caracterizada pelo modo em que as cadeias se dispSem espacialmente, o qual pode formar
hélices, folhas ou esferdides compactos, com ligagBes de hidrogénio unindo cadeias
diferentes a diferentes partes da mesma cadeia. O que determina o tipo de estrutura
secundaria a ser assumida por um polipeptideo é sua propria estrutura primaria, isto €, o

tipo, o numero e a distribui¢io dos aminoacidos ao longo da cadeia polipeptidica.

A estrutura terciaria das proteinas provém do enrolamento da cadeia polipeptidica
no espago, o qual pode ser em torno de si mesma ou com outras cadeias semelhantes. Com

isso a proteina ganha estabilidade e reduz o volume ocupado no espago. Dessa nova
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conformagdo adquirida resultam as proteinas de forma esférica, chamadas globulares, e as

de forma cilindrica, chamadas fibrosas. A estrutura terciaria ¢ predeterminada por uma série
de ligacBes e interagdes, tais como pontes dissulfeto, pontes de hidrogénio, interagGes

dipolo-dipolo, interacdes de Van der Waals e interagdes eletrostaticas.

A conformag#o tridimensional adotada por uma macromolécula em solugéo obedece
tanto aos tipos de interagdo e ligagdes permissiveis entre seus diversos grupos, quanto ao
efeito que o solvente exerce sobre a proteina. Os residuos, tanto os polares quanto os
apolares, 0s quais em Gltima instdncia ficam orientados em direg8o a superficie da estrutura
terciaria, tém ainda a possibilidade de estabelecer posteriores interagbes de carater
permanente ou transitério com outras proteinas. Essas novas interagdes ddo origem a
estrutura quaternaria, ou seja, a formacfio de dimeros, trimeros, tetr@meros, etc, que
possuem especial importincia no funcionamento de enzimas e proteinas transportadoras. A

natureza dessas interagdes € exatamente a mesma das que determinam a estrutura terciaria.

A compreensfio da estrutura das proteinas é de extrema importincia, visto que a
mesma determina suas caracteristicas fisico-quimicas e, portanto, suas propriedades
funcionais. Denominam-s¢ propriedades funcionais quaisquer funcgdes que uma classe de
compostos possa desempenbar numa determinada aplicagio tecnologica. Assim, as
proteinas podem ser usadas como emulsificantes, espessantes, espumantes, geleificantes,
etc. As proteinas funcionam também no metabolismo, na estocagem, no transporte, na
mobilidade, e na defesa de seres humanos e animais. As diferencas nas propriedades fisicas,
quimicas e funcionais das proteinas provém a base para sua separa¢do bem como para sua

classificagdo.

As proteinas sdo altamente sensiveis a mudangas no meio. Desvios de condigBes
fisiologicas, ou do meio reacional, quando se fala em sintese in vifro, podem afetar a
conformagdo da proteina e causar sua desnaturagio. Os principais fatores que podem alterar

a atividade de uma proteina sfo: pH, temperatura, for¢a iOnica, solventes organicos,

adsorgio, dentre outros.

A despaturagio € um processo gradativo, que ocorre em varios estagios separados
por barreiras, dando-se primeiro as alterages fisico-quimicas e depois as quimicas. Devido

a associacfo intima entre a proteina e seu solvente ou, genericamente falando, entre a
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macromolécula e seu microambiente, ndo € possivel restringir a ocorréncia da desnaturagio

4 estrutura terciiria unicamente.

Considerando-se que a estrutura terciaria de uma proteina ¢ o resultado de um
numero relativamente grande de interagOes fisico-quimicas e, em alguns casos, de ligagGes
quimicas, n#o seria possivel definir de uma forma sintética e precisa qualquer alteragdo na
estrutura superior da macromolécula. Devido a este fato, emprega-se o termo desnaturagio
para denotar qualquer alteracio, ou alteragdes, nas estruturas quaternéria, terciaria ou
secundaria das macromoléculas. A desnaturagdo pode ser causada por meios mecanicos,

fisico-quimicos e quimicos.

De forma geral, mecanicamente podem-se imprimir altera¢Bes na estrutura
quaternaria e até na estrutura terciiria, mas raramente atinge-se a estrutura secundaria. A
proteina constituinte do fio de cabelo sofre desnaturagdc quando este € esticado. A
desnaturacio da clara do ovo (albumina) € efetuada simplesmente pela agitagdo com um

garfo ou batedeira. As desnaturagbes mecénicas sdo na maioria das vezes irreversiveis.

Meios fisico-quimicos de desnaturagdo sdo aqueles nos quais as ligacBes fisico-
quimicas sdo perturbadas. Isso causa comprometimento das estruturas quaternéria, terciaria
e até secundaria das proteinas. Este tipo de desnaturagfio pode ocorrer devido aos seguintes
fatores: calor, 0 tipo de solvente utilizado e pH fora do normal, sendo a desnaturacio por
calor mais acentuada quanto maior o peso molecular da proteina. Além dos processos de
desnaturagdo por adi¢do de calor, a subtragdo de calor até o congelamento também costuma

desnaturar irreversivelmente algumas proteinas.

Mudang¢as de solvente, de forga idnica e o acréscimo de substincias que quebram as
pontes de hidrogénio estruturais ou as interacdes de Van der Waals causam desnaturacio

tanto reversivel quanto irreversivel, dependendo do tipo de proteina e da severidade do

tratamento.

Alteragbes do pH do meio, desde que ndo sejam extremas em torno do pH natural,
causam desnaturagio reversivel nas estruturas tercidrias da maioria das proteinas. Para
melhor entender a precipitagio e a desnaturacdo ocasionadas pelas mudangas no pH, €
conveniente que se tenha antes uma vis3o global da solubilidade das proteinas em meio
aquoso em funcio do pH. O fendmeno da solubilidade de uma proteina deve ser

visualizado como a capacidade de um niimero substancial de grupos polares localizados na
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superficie da mesma se solvatar na 4gua através de pontes de hidrogénio. O nimero de

grupos polares inevitavelmente dependera das estruturas primaria, secundaria, etc que em
(ltima insténcia, determinarfo também a densidade e a forma da macromolécula. A

capacidade de solvatagio, porém, dependera do pH e da forga iénica do solvente.

A desnaturagio ocasionada por meios quimicos envolve quebra ou formagio de
ligagBes covalentes e € geralmente irreversivel. A irreversibilidade ndo significa
necessariamente a deterioragio das propriedades funcionais da proteina e sim apenas sua
modificacio. A adsorgfo de proteinas em superficies pode também afetar a atividade da
proteina. As proteinas adsorvem em praticamente todas as superficies, incluindo metais,

plasticos e especialmente vidro. O préximo item aborda o processo de adsorgio de forma

mais detalhada.

2 .2- Adsorcio

2.2.1 - Introducio

A habilidade de solidos porosos adsorverem reversivelmente grandes volumes de
vapor foi reconhecida no século 18, mas a aplicacio pratica desta propriedade em processos
industriais de separagdo e purificacio é relativamente recente. O exemplo mais comum de
tal processo é o uso de uma coluna adsorvente empacotada com um adsorvente hidrofilico
para a remo¢do da umidade de fluxos de gas ou de liquidos. Tais processos sio
convenientemente classificados como processos de purificagio uma vez que os
componentes que sdo adsorvidos estdo presentes em baixas concentragdes, tém pouco ou
nenhum valor econdmico, e frequentemente ndo sdo recuperados. Atualmente muitos
processos que fazem uso da adsorgfio visam a recuperagdo do adsorbato e até mesmo a
separagio e transporte do mesmo para outro meio, onde este € entfo dessorvido. Esta Gltima
aplicagdo € a base do projeto do sistema continuo duplo estagio (processo CARE) proposto
por Pungor et al. (1987).0s primeiros processos de adsor¢do usavam carvio ativado ou

silica gel como adsorvente, entretanto o potencial de adsorg¢do de processos industriais tem
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sido aumentado pelo desenvolvimento de peneiras moleculares adsorventes, especialmente

as zedlitas sintéticas,

A adsorgio ¢ um fendmeno no qual certos componentes de uma fase gasosa ou
liquida sfio seletivamente transferidos para a superficie de um sélido. Pode ser compreendida
como a concentragdo preferencial de uma determinada espécie na interface de duas fases. O
solido é entdo denominado adsorvente e os componentes adsorvidos, adsorbato.
Termodindmicamente, a adsor¢fo pode ser vista como um caso em que o adsorbato
apresenta uma menor energia livre de Gibbs na superficie do adsorvente do que na solugio.
Enguanto estd buscando atingir o equilibrio, o adsorbato desloca-se para a superficie do
adsorvente de forma a atingir um estado de energia menor (de acordo com a 2° lei da
termodindmica). Ao se discutir os fundamentos da adsor¢fio € til distinguir entre adsorgio
fisica, envolvendo forgas de interagBes moleculares fracas, e quimiossor¢do, a qual envolve
essencialmente a formagiio de uma ligagdo quimica entre o adsorbato e a superficie do
adsorvente. Desta forma, o fendmeno de adsorgiio envolvendo superficies solidas pode ser

classificado em duas categorias principais:

Adsoredo fisica: € originaria de forgas intermoleculares, envolvendo, portanto, dipolos
permanentes, dipolos induzidos e interagBes quadruplas entre o adsorvente e a espécie
quimica a ser adsorvida (o adsorbato); hid também forgas de atragdo e repulsio

eletrostaticas, a quais podem envolver for¢as de Van der Waals ou outras for¢as de valéncia

de carater secundario.

Adsorcdo quimica (quimiossorcdo). envolve a interagdo quimica, com transferéncia

simultdnea de elétrons, entre o adsorvente e o adsorbato; desta forma, as espécies
adsorvidas estdo ligadas a superficie através de forgcas de valéncia, que sfo as mesmas
responsaveis por ligar os atomos em uma molécula. Na adsor¢io de eletrolitos, 0 mecanismo
importante ¢ a atracdo eletrostética, a qual ¢ muito dependente do pH e da forga iGnica;
portanto, a adsor¢do de acidos e bases em adsorventes ndo polares (carvio ativado) pode

depender fortemente do pH.
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A classificagio do processo em adsorgio quimica ou fisica depende da variagio de

entalpia de adsorgdo (ou calor de adsorgdo). Adsorgfo fisica tem variagdo de entalpia bem
menor que o fendmeno de adsor¢io quimica (a variagdo de entalpia para adsorg8o fisica € da
ordem do calor de liquefagdo do adsorbato, enquanto que na adsor¢do quimica ela é
significativamente maior). Esta variagio de entalpia é determinada experimentalmente.
Qutro critério para a classificacdo do processo € a taxa de dessor¢do. Para adsorgdo fisica, a
dessorgio € rapida (o processo de adsorgdo € altamente reversivel), enquanto que para a
adsorgio quimica isso geralmente ndo ocorre, sendo, na maioria das vezes, a dessorgio uma
outra reagdo quimica, podendo inclusive em alguns casos nfio ocorrer dessor¢do sem
degeneragdo do adsorvente. A adsorgfio quimica pode ser ativada (apresenta energia de

ativacio finita) ou nfo (apresenta energia de ativagdo proxima de zero).

Processos de adsor¢do t€m a capacidade de promover separagdes que, para as quais
a utilizagdo de outras técnicas de separago tais como: destilagfo, absor¢iio e sistemas a
base de membranas, dentre outras, seriam inviaveis. Sua importancia tem aumentado nos
processos de aplicagio ambiental e na area bioquimica, estimulando avangos nas técnicas
utilizadas e em pesquisa de novos materiais. A selecdio do adsorvente é de grande
importancia para a eficiéncia do processo. O desenvolvimento de novos adsorventes, vem ao
encontro da crescente necessidade de implantagio e otimizagio de processos que se utilizam

desta técnica. As principals caracteristicas de um adsorvente sio:

Capacidade: ¢ a quantidade de adsorbato que ¢ adsorvido por unidade de massa ou volume
de adsorvente. Esta ¢ geralmente a caracteristica mais importante e afeta fortemente os
custos, pois a quantidade de adsorvente requerido ¢ a quantidade de adsorbato retido estio
diretamente relacionadas a sua capacidade. Para um dado adsorvente, a capacidade depende
da concentragio da fase fluida, temperatura e condigfo inicial do adsorvente, além da 4rea
disponivel ¢ caracteristicas de afinidade. Os dados de capacidade de adsorgio sao
determinados a temperaturas fixas, através da construcdo de graficos conhecidos como
isotermas. Uma 1soterma € o grafico que mostra a capacidade de um adsorvente em fungo
da concentragdo de adsorbato no meio, para uma dada temperatura. A capacidade também

pode ser expressa por indices tais como area superficial e porosidade dentre outros.
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Seletividade: é a razio entre a capacidade de um adsorvente para um dado componente e

sua capacidade por outro, em uma dada concentragdo no fluido. Esta razio geralmente se
aproxima de um valor constante quando a variagdo de concentragio tende a zero.
Seletividade em adsor¢do € algo semelhante 4 volatilidade relativa em destilagdo: quanto
menor o valor, maior o equipamento requerido, ou seja, maior a quantidade de adsorvente
necessaria. Uma situagdo ideal € encontrada quando um dos componente, de uma

alimentagdo de dois componentes, ndo € muito adsorvido, ¢ que indica boa seletividade.

Regenerabilidade: é essencial para processos ciclicos, onde o adsorvente precisa operar em

ciclos sequénciais com performace uniforme. Isto significa que cada componente do
adsorbato deve ser adsorvido de forma relativamente fraca, ou seja, ter mais afinidade fisica
do que quimica. O calor de adsorgio provém da quantidade de energia requerida para a
regeneragdo. A regenera¢do pode ser otimizada alterando-se a temperatura ou a pressdo, ou
promovendo alteragSes quimicas, tais como eluigio ou extragdo supercritica. Em certos
casos, a combinagdo dessas técnicas ¢ empregada. Esta propriedade determina a fracdo da
capacidade que € recuperada durante a regeneragfio, muitas vezes chamada de capacidade de
trabalho. A regeneragio de um adsorvente nada mais € que a dessor¢io do adsorbato, a qual

é realizada em condi¢Ges favoraveis a este fendmeno.

Compatibilidade: esta propriedade est4 relacionada com os tipos de ataque, quimico ou

fisico, que podem reduzir a vida Gitil do adsorvente. As particulas de adsorvente devem ser
inertes, tanto aos componentes quanto aos regenerantes presentes no meio ao qual 0 mesmo
esta submetido. O meio associado as condi¢des do processo, tais como vazBes, temperatura,

pressdo e vibragdo do equipamento, no caso de colunas empacotadas, nio devem ser

favoraveis a desintegragio das particulas de adsorvente,

Custo: trata-se de um fator altamente variavel, dependendo nio somente do fornecedor mas
também do periodo de compra. Este Gltimo fator é mais relevante quando se fala de

adsorventes naturais, tais como carvio de cdco, pois este tipo de produto depende de
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condicdes ambientais tais como safra; e carvio ativado, o qual é normalmente obtido na

decomposigdo térmica de materiais carbonaceos de origem animal (sangue, carne, 0s50s), ou
de origem vegetal (madeira, milho, arroz). O principal pré-requisito para o processo de
separagdo ser economicamente viavel é a utilizagio de um adsorvente com seletividade,
capacidade e vida til alta. Os pregos podem variar numa faixa de $0.50 a $50 por 1b. (fonte:

Chemical Engineering / November 1995)

No estudo e compreensio do fendmeno da adsorgdio, o conhecimento detalhado e
preciso das propriedades fisico-quimicas do material adsorvente € essencial. As propriedades
fisicas do adsorvente relacionadas & sua eficiéncia dependem, dentre outros fatores, da
forma em que o mesmo estd sendo utilizado, que pode ser po (utilizado em geral para o

adsorbato na fase liquida) ou na forma granular (utilizado para o adsorbato na fase gasosa).

2.2.2 - Influéncia da temperatura

Na adsorgio fisica, a quantidade adsorvida sempre decresce monotonicamente
quando a temperatura ¢ aumentada, desta forma, muitos processos de adsorgdo fisica néo
ocorrem a temperaturas muito superiores ao ponto de ebulicdo normal na pressdo de
operagio do sistema. Ja os processos de quimiossor¢io frequentemente podem ser
desenvolvidos a temperaturas acima do ponto de ebuligio, ou mesmo superiores a
temperatura critica do material. E possivel que as adsorgdes fisica e quimica ocorram
simultaneamente em uma dada superficie. Este fato dificulta uma generaliza¢do no que diz
respeito ao efeito da temperatura na quantidade de material adsorvido, sendo que diferentes

comportamentos podem ser constatados para distintos sistemas adsorvente-adsorbato.

A baixas temperaturas, a adsor¢io fisica € o processo dominante, sendo
insignificante a quimiossor¢do. Tem-se que a quantidade de material fisicamente adsorvido
decresce com a elevacdo da temperatura; j4 a quantidade de material adsorvido via

quimiossor¢do aumenta a medida que se eleva a temperatura, até se tornar constante.
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2.2.3 - A isoterma de adsorciio de Langmuir

Sabe-se que a capacidade de um determinado adsorvente para um certo adsorbato é
controlada pelo equilibrio de fases. Os graficos da quantidade de material adsorvido por
unidade de volume, a uma temperatura constante, sdo chamados isotermas de adsorgdo.
Estas isotermas sfio uma expressdo funcional para a variagio da adsorcdo com a

concentragio de adsorbato na solugdo, 4 temperatura constante.

Esses graficos sio divididos em cinco categorias principais de acordo com a figura
2.2

Moles Adsorbed

0 10 10 110 1/0 10
P/Pg

Figura 2.2 Classificacdo das isotermas segundo Braunauner (Ruthven, 1984).

As isotermas para adsorventes microporosos verdadeiros, nos quais ¢ tamanho do
poro ndo € muito maior que o didmetro molecular da molécula de adsorbato, € normalmente
do tipo 1. Isto ocorre porque com tais adsorventes existe uma situagio limite definida que
corresponde ao completo preenchimento dos microporos. Ocasionalmente, se os efeitos da
atragdo intermolecular forem grandes, uma isoterma do tipo V ¢ observada. Uma isoterma
do tipo TV, sugere a formagfo de duas camadas superficiais: em uma superficie plana ou na
parede de um poro muito mais largo que o didmetro do adsorbato. Isotermas dos tipos I e
111, sdo geralmente observadas apenas com adsorventes nos quais existe uma grande faixa de
tamanho de poros. Em tais sistemas existe uma continua progressio da adsor¢do em

monocamada para a adsor¢do em multicamada, e entdo para condensagdo capilar.
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Virtualmente, todos os tratamentos teodricos do fendmeno de adsorgdo sdo baseados

ou podem ser rapidamente relacionados a anélise desenvolvida por Langmuir. A isoterma de

Langmuir corresponde a um tipo de adsorgdo altamente idealizada. O modelo foi proposto

iniciamente para gases assumindo as seguintes hipoteses :

» Moléculas da fase gasosa sio adsorvidas em pontos discretos de ataque na superficie do
adsorvente, ou seja, nos sitios de adsorco; cada sitio pode acomodar somente uma
molécula adsorvida. A energia de uma espécie adsorvida ¢ a mesma em qualquer local, e
independe da presenca ou auséncia de moléculas adsorvidas nas proximidades. Esta
hipétese implica em que as forgas entre moléculas adsorvidas adjacentes sejam tdo
pequenas que possam ser negligenciadas, e que a probabilidade de adsor¢iio em um sitio

vazio é independente do fato do sitio adjacente estar ocupado ou néo. -
e A quantidade maxima de adsorgdo possivel € aquela correspondente a monocamada.

e A adsorcéo € localizada e ocorre pela colisdo entre moléculas da fase gasosa com sitios

vazlos.

e A taxa de dessorgdo depende somente da quantidade de material presente na superficie

do adsorvente.

Para o processo de adsorgdo fisica, a hipotese mais pobre € a terceira, enquanto que,
para a quimiossor¢do, ¢ a segunda. H4 uma significante quantidade de dados experimentais

que contradizem estas hipéteses. A figura 2.3 apresenta alguns exemplos de isotermas de

Langmuir:
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Figura 2.3 Isotermas de Langmuir para equilibrio de propano em zedlita 5A (Ruthven,1984)

A aproximacdo cinética para a derivagiio da equagiio de Langmuir assume que uma
taxa de adsorgdo na superficie € proporcional ao produto da pressdo parcial do adsorbato
em fase gasosa e a fragdo da superficie vazia. Se a fragio da superficie coberta pelo gas
adsorvido 4 é denominada 6, a fragiio da superficie vazia é dada por /- €, se nenhuma
outra espécie estiver adsorvida. Se a pressdo parcial de 4 na fase gasosa for Py, a taxa de

adsorcdo € dada por :

Fadsorggo = kP A(J - 6-‘1) (22')

onde & pode ser chamado de pseudo constante da taxa para o processo de adsorgdo. A taxa

de dessor¢do depende somente do niimero de moléculas que estdo adsorvidas, portanto :

Fdesorgdo ™ kG, (23)

onde k&’ pode ser chamado de pseudo constante da taxa para o processo de dessorg¢do. No

equilibrio, as taxas de adsorgdo e de dessorgdo sio iguais:
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kPA(1-8,) = k'8, (2.4)

A fragio de sitios ocupados pela espécie 4 é :

- kP4 (2.5)
oA = e,
Dividindo ambos os termos por &’ tem-se :
S (2.6)
94 I+ KP4

onde K = k/k’

A frag#o de sitios ocupados € também igual a razfio do volume de gés adsorvido, em

relagdo ao que seria adsorvido em uma monocamada.

84 = . 2.7)

Ambos 0s volumes sio medidos em condi¢Ges padrdo ou a uma temperatura e uma
pressio de referéncia constantes. As duas ultimas equagBes combinadas proporcionam a

seguinte expressio :

IYmEP g (2.8)
I+ KP4
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Construindo-se o grafico de V' x P, , obtém-se uma curva igual a isoterma de

adsorcio do tipo 1. A baixos valores de P,, o termo KP, é pequeno comparado com a
unidade e a quantia adsorvida sera linear com a pressfo. A altas pressdes, esse termo serd

grande comparado com a unmidade, e a superficie estard praticamente repleta da substancia

adsorvida. Nesse caso, V' sera proximo de V.

Linearizando a equagio acima apresentada de modo a obter o valor de Vi, obtem-se

a seguinte eXpressio:

Pa_ 1 P4 (2.9)
4

Grafica-se, entdo, Pa/V x P4, proporcionando uma reta cujo coeficiente angular €
igual a 1/Vm . Sabendo o volume correspondente a monocamada, pode-se determinar o
namero de moles adsorvidos. Com o mimero de moles multiplicado pela area coberta pela

molécula adsorvida, obtém-se a area superficial total do catalisador.

A partir da express@o da isoterma de Langmuir:

s ImC7 2.10
T = %i+C 219)

¢ possivel se obter uma forma linearizada com um simples rearranjo dos termos , resultando

caL

Cr_ 1 o, K (2.11)
g% 4, Im

onde: g* representa a quantidade adsorvida por volume de adsorvente (mg/ml), g., € o valor
de satura¢do da monocamada, C* é a quantidade de enzima livre (mg/ml) ¢ Kd € a constante

de equilibrio (g/1). Desta forma, dados de C*4g* versus C* para uma dada temperatura

resultam em uma reta.
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2.2.4 - O calor de adsorcio

De acordo com o modelo ideal de Langmuir, o calor de adsor¢io deveria ser
independente da superficie coberta pelo adsorbato, mas este requisito ¢ raramente satisfeito
em sistemas reais, porque os efeitos da heterogeneidade da superficie e as interagdes
adsorvente - adsorbato sfio geralmente significantes. Sob estas condi¢Bes, existe uma relago

simples entre a energia potencial média (#) e o calor de adsorgdo, a qual deve ser descrita da

seguinte forma:

Energia interna para 1 mol de adsorbato na fase vapor=U,

Entalpia molar de adsorbato na fase vapor = U_ + RT

Entalpia parcial molar da fase adsorvida=U, + ¢

Calor isotérmico de adsorgdo = -AH, = Ug'US +RT-¢

U, U; ¢ a diferenga em energia cinética entre a molécula de adsorbato na fase gasosa

e no estado adsorvido e como tal depende da natureza da fase adsorvida.

Para um adsorvente nfio polar nfo existem contribui¢des de dipolo na energia de
adsor¢do. Se a pequena contribuicdo da energia de polarizagiio for negligenciada, o
potencial, ¢ portanto o calor de adsor¢io, podem ser calculados somando-se as

contribuicdes de dispersao e repulsio de cada atomo no adsorvente.
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2.2.5 - Adsorc¢io de Proteinas

O tratamento e entendimento da adsor¢io de proteinas requer uma grande
familiaridade com modernos conceitos sobre a estrutura e fungdo das proteinas. Proteinas
sio macromoléculas biologicas construidas para fungBes Unicas e especificas, sendo
portanto, denominadas enzimas em reagSes bioquimicas. Enzimas nada mais sdo que
poliamidas de alto peso molecular produzidas pela co-polimerizagdo especifica de cerca de
20 aminoéacidos diferentes. Para uma andlise completa da adsor¢fio, a sequéncia de
aminoécidos e as estruturas secundaria, tercidria e quaternaria das proteinas devem ser
conhecidas. A solubilidade geral caracteristica da proteina, incluindo seu comportamento em
diferentes meios de forca idnica e pH, seu comportamento em solugdes de uréia, em
solugbes contendo pequenas quantidades de metanol, etanol ou glicerol e informagges
relacionadas a solugdes caracteristicas sdo dados importantes na interpretagio e predigo

das interaches nas interfaces.

Com base no fendmeno de adsorgio, desenvolveram-se varias técnicas de separacio
de proteinas, as quais sio genericamente denominadas cromatografia. Cromatografia é um
exemplo de um meétodo de separagdo altamente seletivo. Para isso, uma fase sohida que
adsorvera especificamente a proteina de interesse, é criada pela imobilizacio de um
componente conhecido para interagir com a proteina na matriz sélida. O liquido contendo o
componente a ser purificado, ou separado, ¢ posto em contato com o adsorvente (uma
resina trocadora de ions, por exemplo), valendo-se do fato de que a adsor¢do é
suficientemente especifica e somente a proteina de interesse sera adsorvida. Todos os
componentes ndo-adsorvidos no liquido s&o removidos por um procedimento de lavagem.
Finalmente a proteina desejada é retirada do adsorvente, através do contato com uma fase
liquida, que diminui a for¢a da interacio entre adsorbato (proteina) e adsorvente (resina).
Tipicamente esses estagios sdo executados com adsorventes empacotados em um leito,
entretanto podem ser utilizados em processos envolvendo tanques agitados ou leitos

fluidizados.

No caso de adsor¢do em tanques agitados, o contato entre a resina e o adsorvente é

promovido de forma a se atingir um estigio de equilibrio (Aratjo, 1996). Este sistema de
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adsorgdo, € tradicionalmente utilizado para obtencdo de dados referentes a cinética de

adsor¢do, pois possibilita a realizacio de ensaios com monitoramento continuo da

concentracdo de adsorbato no seio do liquido.

Dentre os varios tipos de cromatografia utilizadas para separacio de proteinas
podemos destacar a cromatografia por afinidade. Tal técnica ¢ baseada nas interagBes de
proteinas e outros componentes da amostra da fase liquida (mével) com um suporte sélido
estacionario de propriedades quimicas definidas. Tais intera¢Ses correspondem exatamente
ao processo de adsorgdo de superficies. Tais superficies (ou suportes) podem ser das mais

variadas, de acordo com o material das resina utilizada.

Qutro tipo de cromatografia que também encontra grande aplicacio na separagio de
proteinas € a cromatografia de troca idnica, a qual trata-se de um método de separago
baseado nas diferengas de carga das moléculas sobre condi¢des definidas de pH e forga
i6bnica. Neste tipo de cromatografia, a proteina é adsorvida através de interacGes

eletrostaticas entre as cargas do adsorvente e da proteina.

O adsorvente deve ser ativado antes do uso. Isso significa balancear as cargas
através de contra ions, tails como cloretos, ou ions metalicos. Isso é feito através do
tratamento com solug@es especificas para cada resina em questdo. O processo de adsor¢io
se da4 da seguinte forma: a proteina desloca o contra ion, tomando seu lugar na resina
trocadora. A regiio do adsorvente se torna eletricamente neutra, sendo o saldo de carga da

proteina de mesmo sinal que o contra ion. Deste fendmeno resulta o nome resina trocadora

de ions.

2.2.6 - Adsorcao em tanque agitado

Aratjo (1996), estudou a adsor¢io de albumina de soro bovino em tanques agitados.
Em seu trabalho foi proposto um modelo matemético para o balango de massa, que
considera ndo somente os dados da cinética de adsorgio, obtidos experimentalmente através
do modelo de Langmuir, mas também o transporte de massa no filme liquido e a difusio no

interior dos poros da resina. A resoluciio do modelo permite a obtencdo de valores
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otimizados do coeficiente de transferéncia de massa no filme liquido e da difusividade efetiva

no interior do sdlido, os quais sio funcdo da concentra¢do inicial de proteina. A comparagio
entre as curvas obtidas pelo modelo e as experimentais demonstram boa concordéncia,

podendo o mesmo ser considerado adequado.

2.3 - Cinética Enzimatica

2.3.1 - Introeducio

Reacdes enzimaticas sio aquelas onde a transformagio do substrato (reagente) em
produtos ¢ catalisada por uma enzima. Geralmente as enzimas sfo catalisadores altamente
especificos, ou seja catalisam uma sb reagio quimica ou conjunto de reagdes intimamente
relacionadas. As enzimas sdo classificadas de acordo com a especificidade, ou melhor, de

acordo com o tipo de reagdo que catalisam em:

Oxiredutases: reagdes onde ocorre a transferéncia de elétrons

Transferases: reagGes de transferéncia de grupos entre as moléculas diferentes do substrato

Hidrolases:_reagdes de hidrolise Ligses: reagBes onde ocorre a adigio de grupos as ligagdes

duplas ou o mverso

Isomerases: reagdes onde ocorre transferéncia de grupos dentro das moléculas, produzindo

formas isométricas
Ligase: reagbes de formagdo de ligagdes C- C, C-S, C-O e C-N, por condensagio

(acopladas a clivagem ATP)

Qutra classificagfio ¢ a classificaco trivial, que nada mais é que um nome curto de
facil memorizacio e utilizagdo tal como: alcool desidrogenase. H4 ainda a classificacio

sistematica onde ha a identificacio do substrato, tipo de reacio envolvida e o sufixo “ase”,
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tais como: alcool NAD™ oxidoredutase, € a classificagio numérica que € a identificagio
exata da enzima visando evitar ambiguidades, sendo portanto a mais indicada para

publicagdes e trabalhos cientificos.

As reacOes enzimaticas sio iniciadas pela ligago entre o substrato e o sitio ativo da

enzima. De acordo com a reag@o genérica a seguir:

S+E«>ESEP-E+P (2.12)

As enzimas sdo, entretanto, moléculas muito maiores que o substrato, sendo
necessarias poucas moléculas de enzima para catalisar milhares de moléculas de substrato. A

ligagio entre enzima e o substrato ocorre em uma pequena regido da enzima denominada

sitio ativo.

O sitio ativo de uma proteina ocupa apenas uma pequena parte do volume total da
proteina, possui conformacdo tridimensional tratando-se de uma fenda na estrutura da
molécula. A espectficidade da ligagdo depende do arranjo precisamente definido dos 4tomos

no sitio ativo. Com base na espeficidade da ligag8io enzima-substrato, os seguintes modelos

de arranjo foram propostos:

Modelo Chave-fechadura: o sitio ativo é sempre complementar ao substrato em tamanho,

forma e natureza quimica

Modelo de ajuste induzido: o sitio ativo tem forma complementar ao substrato somente apos

a ligacdo

Hipdtese dos frés pontos de ligacdo: ocorre um direcionamento da ligagio que ocorre em

pontos Unicos e caracteristicos da enzima

Mecanismo da distor¢do: a ligagdo com a enzima provoca a distor¢do de certas ligagdes do

substrato
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As reacles enzimaticas, ao contrario de reages quimicas, ocorrem em condigdes

suaves de temperatura e pH. A especificidade enzimatica pode ser dividida em quatro

grupos principais:

Absoluta: a enzima atua somente sobre um substrato

Grupal: a enzima atua sobre um determinado grupo funcional e portanto ird atuar em

qualquer substrato que o possua

Estereo-especifica: em se tratando de substratos com isomeria Otica, a enzima atua apenas

em um dos dois isOmeros.

Estero-espacial: a enzima atua em uma regido especifica da molécula

Devido a possibilidade de alteracdo em sua estrutura, de acordo com o meio em que

se encontra, a atividade enzimatica é fungfo, dentre outros fatores, do pH e temperatura do

meio reacional.

2.3.2- Cinética enzimatica

Cinética enzimatica € o ramo da enzimologia que estuda os fatores que afetam a
velocidade das reagOes enzimaticas tais como concentracdo enzimatica, concentragio de
ligantes (substrato, inibidores, e ativadores), pH, forga idnica e temperatura. O estudo da
cinética enzimatica de uma determinada reagio envolve o estudo do mecanismo cinético da
reacdo, do modo pelo qual a enzima é regulada in vivo, da identidade dos sitios ativos da
enzima e de sua estrutura, do modelo de reagdo e sua validagio a partir de dados
experimentais, além da inibigfo pelo substrato. A reag@o enzimatica genérica ¢ dada pela
equagio (2.12), a qual pode ser simplificada assumindo que no inicio da reaglo, a
concentragdo de produtos € baixa e portanto, o produto nio reverte para o substrato inicial,

ou seja EP, pode ser eliminado da reagfio que é dada pela equagdo a seguir:
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S+EoES—F2 sg.p (2.13)

Para se deduzir a equagiio da velocidade de uma reacio enzimatica, assume-se que ©
equilibrio entre £, § e ES € rapido quando comparado com a velocidade com que EP se
transforma em P. Sendo assim, a etapa de formagio do complexo enzimatico € rapida e a de
formaciio de produto lenta, sendo esta Gltima a limitante do processo. Dessa forma, a

velocidade da reag8o sera dada por:

Yoo

d{P] _ _ &
S =ky[ES]=-% (2.14)

A quantidade de enzima total [Eo] € dividida entre enzima livre [£] e enzima ligada ac

substrato [ES/:

[Eg]=[E]+[ES] (2.15)
Dividindo a equagfo (2.14) por [Eq] tem-se :

v k[ES]
[Eg] [E]+[ES]

(2.16)

No equilibrio temos K (constante de dissociagdo do complexo enzima-sustrato) dado por:

o _LEIS] K
. _
[ES] K

(2.17)

Substituindo a equagdo (2.17) na equagio (2.16) e multiplicando por 1/k; tem-se:
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[S]
v o Ks 2.18
[Epjky ;, [S] @18
Ky

Se: v =k,[ES]; entdo k,[ES]=V,,

Onde:

Ve € & velocidade maxima atingida quando toda a enzima estiver na forma complexada

(ES). Substituindo na equagdo (2.18) e rearranjando tem-se:

v __15]
Venae Ks+[S]

(2.19)

A equagdo (2.19) é denominada equacio de Michaelis-Menten e € largamente
utilizada para descrever a cinética enzimatica de diversas reacdes. Utilizando a hipdtese do
pseudo estado estacionario, no qual a concentrag#o inicial do substrato € muito maior que a
da enzima ([Sof >>>>>[F,J), a etapa de formac8o de produto & irreversivel (k~0 e

d{ES]/dt = ) apds um breve tempo inicial. A velocidade da reagdo ¢ dada por:

v:—g%mkl[E][S]—k_][ES] (2.20)

dlES] _4

= HENS]~(k_j+ky )[ES] (2.21)
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As equagdes (2.20) e (2.21) sHo resolvidas numericamente. Se dfES//df =0 , a

equagdo (2.21) fica:

ki[EJ[S]=(k_j+kz)[ES] (2.22)

Definindo a constante de Michaelis-Menten :

Km= f:-!%”f% (2.23)
e substituindo na equacdo (2.22) tem-se:
[ES] = %ﬂ (2.24)
Substituindo na equagio da velocidade tem-se:
LA LS| (2.25)

Ve Km+[S]

Quando /S] = Km, temos que v = 0.5 V., .

A constante de Michaelis-Menten varia na faixa de 10" a 107 M, depende do
substrato, do pH , da forga ibnica e da temperatura do meio. Para o limite, onde &, >>>k;,
Km = K, que ¢ a constante de dissociagdo do complexo ES. Neste caso, a dissoci¢iio do
complexo ES para £ e §, é muito mais rapida que a formagio de £ e P. Os pardmetros Km e

Vimax da equagdo de Michaelis-Menten sdo estimados graficamente utilizando-se de graficos
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de 1/v vs I/S , e ajustando-se a curva obtida 4 equacio linear de Michaelis-Menten, a

seguir:

I_Km 1 |1 (2.26)
V' Ve 15T Vineer

ReacBes enzimaticas sdo essencialmente diferentes de reagdes quimicas
convencionais, podendo ser afetadas pela presenca de outras substincias no meio reacional,
tais como inibidores e podendo ser ainda afetadas pela concentragio do substrato, parémetro
que pode ativar ou inibir uma dada reacdo. Sendo assim, pode-se dizer que reagOes

enziméiticas sdo altamente especificas.
2.4. Sintese de Dextrana
2.4.1 - Introducio

A dextrana, carboidrato de formula empirica (CsH;o0s) com rotagdo Otica positiva,
foi descoberta em 1874 por Scheibler como o agente causador do espessamento de xaropes
de cana e beterraba. Entretanto em 1864 Pasteur j& havia descoberto que este espessamento
era causado por uma bactéria denominada Leuconostoc mesenterdides (Alsop,1983). Mais
tarde, foi verificado que a dextrana se tratava de uma substincia com propriedades ndo
muito bem definidas. Isso se deve ao fato de existir uma ampla variedade de dextranas, as
quais podem ser pouco ou altamente ramificadas. A faixa de peso molecular deste produto é
também bastante ampla, variando de 4000 daltons até dextranas com peso molecular
superior a 2 x 10° daltons. Atualmente denomina-se dextrana uma larga classe de
polissacarideos, obtidos por fermentagio ou sintese enzimatica, cujo mondmero € o-D-

glucaconopiranosil com a maior parte das ligagdes do tipo o 1-6. Embora existam outras
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bactérias capazes de sintetizar dextrana, tais como Acefobacter e Streptococcus, a maioria
dos estudos publicados se referem ao Leuconostoc mesenterdides ou Leuconostoc
dextranicum, sendo que o Leuconostoc mesenterdides NRRL B 512 F produz dextrana com
95 % de ligacbes a-1,6 e 5 % de ligagSes 1,3-o-D-glucanopirosidicas, sendo o mais

utilizado industrialmente para a producéio de dextrana.

As aplicagOes da dextrana estfio altamente relacionadas com seu peso molecular,
podendo ser utilizada como estabilizante e espessante de alimentos, expansor de plasma
sanguineo, pelicula protetora de sementes, defloculante, estruturas sirlrgicas, veiculo para
medicamentos e peneiras moleculares, dentre outra aplicagdes. A dextrana de baixo peso
molecular, ou clinica (peso molecular na farxa de 40.000-70.000), é largamente utilizada na
indastria farmacéutica como matéria prima de medicamentos e expansor de plasma
sanguineo, tendo sido utilizada na segunda guerra mundial como substituto do plasma
sanguineo. Comercialmente, a dextrana farmaceutica € denominada Dextrana 40 e Dextrana
70, sendo seus pesos moleculares rigorosamente controlados pelos orgéos de vigiléncia
sanitaria. As principais caracteristicas da dextrana clinica sio sua alta resisténcia ao calor
(resisténcia & esterilizagdo) ¢ armazenagem, independéncia do sangue receptor, baixo indice
de efeitos colaterais e transmiss@io de doengas, além da propriedade quimica de se ligar a
ions metalicos (propriedade relacionada com as ligacBes o-1,3), proteinas e até mesmo a
hemoglobina, formando compostos de interesse medicinal tais como dextrano-sulfato
(anticoagulante semelhante a heparina) e ferro-dextrana (utilizada no tratamente de anemia
em animais e humanos). Outra aplica¢io medicinal relevante € o tratamento contra AIDS
(Busso e Resnick,1990). Sendo assim, a dextrana clinica pode ser uma alternativa para a
obtenc¢do de sangue artificial (Alsop,1983), dentre outros usos ainda ndo identificados. A
Dextrana 40 provoca expansio sanguinea menor que a Dextrana 70, sendo esta ultima
utilizada para manter o volume de sangue e a pressfo arterial em vitimas de queimaduras
graves. Ja a dextrana de peso molecular médio (100.000-25.000.000 daltons) € utilizada na
inddstria alimenticia como agente geleificante, espessante e estabilizante de alimentos e
indastria quimica, onde € empregada na obtencio de peneiras moleculares, tendo grande
aplicabilidade na obteng@o de colunas cromatograficas (DEAE-SEPHADEX), na produgéo
de soda e de aluminio. Ha ainda a dextrana de alto peso molecular (superior a 25 milhdes de

daltons), a qual ¢ empregada na extracio de petréleo com alta viscosidade, fazendo parte da
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lama de perfuracio sendo também empregada na recuperacdo secunddria de petroleo.

Devido as suas particularidades, em muitos casos, a dextrana nfo pode ser substituida por

polissacarideos semelhantes, garantindo assim sua aplicabilidade industrial.

Apesar do grande nimero de artigos publicados sobre dextrana, a aplicagio pratica

deste polissacarideo ainda € limitada devido ao seu elevado custo de produgo.

A dextrana produzida via Leuconostoc mesenteroides NRRL B512F ¢ solivel em
agua, metil sulféxido e etilenoglicol, apresentando atividade Otica positiva (+ 200°) em
solugdo aquosa na faixa de 3 a 10 % e baixa viscosidade intrinseca. Solugbes a

concentragdes inferiores a 5% apresentam comportamento Newtoniano (Curralero ,1993).
p p

2.4.2 - Producio de Dextrana

A produgdo de enzimatica de polissacarideos é de grande interesse comercial, nio
somente devido a obtengio de um produto final mais puro e homogéneo, mas também
devido a um methor controle do processo para obtencdo do produto desejado, além de n3o
depender de condigdes climaticas e outros fatores ambientais que interferem na sintese
natural destes produtos. Segundo DeBelder (1987), citado em Curralero (1993), a produgio
mundial de dextrana gira em tomno de 500 toneladas por ano. Tradicionalmente a produg¢io
industrial de dextrana ¢ realizada via processo fermentativo. O tipo de dextrana obtida
depende do microorganismo empregado, sendo a bactéria Leuconostoc mesentercrides a
mais empregada atualmente. Utilizando sacarose como fonte de carbono, o microorganismo
primeiramente produz a enzima dextrana-sacarase, a qual ¢ responsavel pela conversdo de
sacarose em dextrana. Além do processo fermentativo, pode-se obter dextrana via sintese
enzimatica, utiizando a enzima livre ou imobilizada. A dextrana de interesse comercial pode
ser nativa (alto peso molecular) ou clinica (baixo peso molecular), sendo esta Gltima
geralmente obtida a partir da hidrélise acida da dextrana nativa utilizando-se HCI, H,SO, ou
dextranases, dentre outras técnicas tals como ultra-som (Curralero,1993). Seja qual for a

técnica de hidrolise empregada, trata-se de um processo de elevado custo.

A producdo de dextrana por fermentagio batelada, nfo requer um nivel de controle

do processo muito elevado, sendo a temperatura a tinica varidvel controlada. O tempo total
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do processo € variavel, a viscosidade aumenta gradativamente devido ao aumento do peso

molecular da dextrana, e o pH final atinge valores entre 4.5 e 4.8 devido a formagio de
metabdlitos acidos pelo microorganismo. Segundo Jeanes, et al (1948), citados em
Curralero (1993), a aeracfio ¢ desfavoravel 4 sintese de dextrana. A sintese de dextrana via

processo fermentativo € constituida de trés etapas bésicas:
e crescimento celular
e producio enzimatica

» produgdio de dextrana

As etapas posteriores a fermentagio sgo:

hidrolise, a qual pode ser acida, enzimatica ou ultrassonica

fracionamento por solvente

isolamento solido (spray drier)

preparagdo em dosagens farmacéuticas (no caso da dextrana clinica)

O crescimento celular ¢ realizado em meio tamponado, sendo 7 o pH timo para esta
etapa. J4 o pH 6timo para a produgo enzimatica se encontra na faixa de 6.0 a 6.9, enquanto
que o pH 6timo para reag@o enzimatica (sintese de dextrana) ¢ de 5.2. Durante a etapa de
crescimento celular, devem ser adicionados nutrientes (minerais) e o controle do processo
nio é muito importante. O controle do pH durante a produgfio da enzima e reagfo
enzimatica € fundamental para se obter o rendimento desejado e evitar a desnaturagdo da
enzima. O processo total dura em média 36 horas e a remogio da dextrana do caldo de

fermentagio € realizada via precipitagio. A figura a seguir mostra a alteragio dos

parAmetros durante a fermentagio:
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Figura 2.4 - AlteracBes dos parfmetros durante uma fermentagdo convencional para

producio de dextrana - (Aslop,1983)

A figura 2.4 apresenta as alteragdes do pH , temperatura e taxa de conversdo para
uma fermentacBo em escala industrial a 17 % de sacarose. Nota-se que durante o
crescimento celular ha pouca produco da enzima, apés este periodo a enzima € produzida e
atinge-se a taxa de conversdo de 90 %, num periodo de 20 horas. A reagfio é exotérmica e
devido a produgdo de acidos o pH cal. Em termos de peso molecular, o rendimento pode ser
dividido em dextrana de alto peso molecular e baixo peso molecular. Aslop (1983), cita em
seu trabalho varios estudos de rendimento do processo, incluindo uma curva de custo. Da
analise dos resultados destes estudos, verifica-se que o melhor rendimento em termos de
quantidade de dextrana produzida ¢ encontrado para uma concentragdo de 17.9 % de
sacarose, enquanto que o menor custo operacional € encontrado em uma concentragdo de
12,5 %, em se tratando de dextrana de alto peso molecular. Um dos fatores preponderantes
no custo de producdo da dextrana € a etapa de precipitacdo, que consome uma alta
quantidade de solvente, o qual é posteriormente recuperado via destilagio (operagdo de alto
custo). Ja no caso da produg@o de dextrana de baixo peso molecular, ha ainda a etapa de
hidrolise, para a qual € também atribuido um alto custo operacional. Varias melhorias para

producio de dextrana tem sido propostas desde que esta se tormou um produto de interesse
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comercial, sendo uma das mais promissoras a sintese do polissascaridec em um meio livre de

células (sintese in vifro), j4 que a enzima pode ser isolada e armazenada sem perder a

estabilidade.

A obtencdo de dextrana via sintese enzimatica apresenta varias vantagens em relac@o
ao processo fermentativo, apesar de requerer um nivel de controle do processo mais
elevado. Dentre essas vantagens estio a possibilidade de controle do peso molecular, etapa
de purificagio mais simples, pois ndo ha presenca de células nem metabolitos secundarios no
meio reacional, menor gradiente de viscosidade, mesmo para a produgdo de dextrana nativa,
além de maior rendimento. A sintese enzimatica torna-se viavel no caso da producio de
dextrana devido ao fato de a dextrana-sacarase ser uma enzima exoOgena e com alta
estabilidade nas condi¢Bes de processo. Qutros fatores relevantes sdo a possibilidade de
maximizar a obteng@o da enzima (processo fermentativo), j4 que hé diferencas no tocante a
pH e temperatura otimos para sintese da enzima e da dextrana, além da possibilidade de

obtengdo de frutose, que € um agicar de alto valor comercial, como produto secundario.

A atividade enziméatica é um fator importante para controlar a sintese. Varias
definicdes de atividade enzimatica t€m sido propostas, sendo atualmente a mais aceita
industrialmente a dada por Jeanes (1965), citado em Alsop (1983), que € a unidade de
dextrana-sacarase (DSU) definida como a quantidade de enzima que converte 1 mg de

sacarose em dextrana em 1 hora (obtendo-se 0.52 mg de frutose), sob as condigBes de teste.

Segundo Kepsell (1952), citado em Alsop (1983), a adi¢io de oligossacarideos ou
mesmo de dextrana de baixo peso molecular na sintese enzimatica de dextrana, promoveria a
formacdo de uma maior quantidade de dextrana de baixo peso molecular (dextranda clinica).
Alguns resultados experimentais utilizando maltose como aceptor para obtencdo de dextrana
de baixo peso molecular para sintese de ferro-dextrana podem ser encontrados no trabalho
de Curralero (1993). Embora existam varios trabalhos publicados nesta &rea, hé ainda
controvérsias sobre a forma de adi¢io da enzima no meio reacional, sendo que atualmente
os processos de produgdo de dextrana sdo fermentativos (Alsop,1983). Algumas
observagBes devem ser ressaltadas, como por exemplo: o aumento da quantidade de enzima

nio esta diretamente relacionado com o aumento na quantidade de dextrana produzida.
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2.4.3 - Sintese da Enzima

A enzima dextrana-sacarase ({1,6-a-D-glucan-6-c-glucanosil transferase, EC.
2.4.1.5) é obtida a partir do microorganismo Leuconosioc mesenteroides via processo
fermentativo. A dextrana-sacarase € uma enzima indutiva, cujo 0 Unico indutor conhecido €
a sacarose. O microorganismo utiliza sacarose como fonte de carbono, e embora possa
crescer em outros meios, tais como frutose e maltose, ndo hd formagio de dextrana-sacarase
nestas culturas. Fatores como pH e temperatura sio muito importantes na sintese
enzimatica. Um estudo realizado por Tuschiya (1952), citado em Alsop (1983), mostra que
a 23 ° C os melhores rendimentos foram encontrados para pH = 6.7. E importante ressaltar
que mesmo em pH 6.7 ocorre rapida desnaturagdo da enzima para valores de temperatura
superiores a 25 ° C. O ajuste de pH € realizado com solugio de NaOH. Estudos utilizando
NH,OH mostraram queda na produtividade. Um dos principais fatores de otimizagio do
processo € o controle da concentracdo de sacarose, o qual € monitorado por HPLC, para
evitar que uma queda no nivel de sacarose, atingindo o valor zero, provoque uma queda
irreversivel no rendimento. Com base nestes dados, foi proposta a sintese da enzima via
batelada alimentada, onde sacarose em solu¢do de NaOH ¢é adicionada ao meio, visando a
maximizacdo da concentragio da enzima e minimizacio da produgio de dextrana. Conforme
Curralero (1993) a obtencdo de dextrana-sacarase utilizando este processo, sendo a
separacdo das celulas do caldo de fermentagio realizada através de centrifugacfio, resultou
em um caldo de fermentagfio com alta atividade enzimatica, entretanto 0 mesmo apresentava
também elevada concentragdo de aglicares redutores e dextrana de baixo peso molecular, o
que inviabilizou sua utilizagdo direta na sintese in vitro de dextrana. Devido a alta
instabilidade da enzima em pH 6.7, o procedimento adotado durante a fermentagio € a
diminuicdo deste valor para pH 5.2 com &cido fosférico apds 8 horas, valor no qual a
enzima € estavel, além de ser o valor 6timo para a atividade enziméatica. Com este
procedimento, 0 agucar residual é convertido em dextrana de baixo peso molecular, a qual

contribui para manter a estabilidade da enzima durante a estocagem.

Bazan (1993) realizou um estudo da sintese enzimatica da dextrana clinica (peso
molecular de 40.000 daltons), no qual os pardmetros que influem na sintese, tals como

concentragio de sacarose, temperatura, concentragio enzimatica e de aceptores, foram
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estudados. A baixas concentragdes de sacarose (10 %) a maior parte da dextrana obtida é

dextrana nativa (alto peso molecular), e a altas concentragdes obtém-se dextrana clinica e
uma grande quantidade de frutose, glicose e outros oligossacarideos. A dextrana é removida
do meio por precipitagdo alcodlica utilizando-se etanol. A remogio da dextrana nativa por
precipitagdo € obtida com soluglo de etanol a 38 % (v/ v), ja para dextrana clinica a
separagfio ocorre com etanol a 51 % (v/ v), sendo que os oligossacarideos sdo precipitados
com etanol a 90 % (v/ v). Os rendimentos obtidos via sintese enzimatica, tanto para dextrana
nativa como para dextrana clinica, s8o superiores aos obtidos via fermentag3o, porque nio
ha consumo de substrato para crescimento celular. No processo enzimatico, o rendimento
teorico é de 100 %, em termos de sacarose total, entretanto na préatica este valor nfo é

atingido.

O trabalho de Bazén (1993) engloba a sintese da enzima (dextrana-sacarase) via
processo fermentativo e a sintese de dextrana clinica. Para a obten¢do de dextrana-sacarase
foram realizados vérios ensaios, variando-se a concentragio de substrato no meio. O
processo utilizado foi o de batelada alimentada, sendo a sacarose e 0 NaOH adicionados em
uma Unica soluglo, o que segundo Monsan e Lopez (1981) é mais adequado que a
alimentagdo dos mesmos em solugdes separadas, j& que a demanda de sacarose estd

associada ao pH e ao crescimetno celular.

A enzima foi obtida em reator termostatizado. Devido a baixa estabilidade da mesma
no meio fermentativo, a alimentagio de substrato foi cortada ap6s sete horas de operagio
para favorecer a produgdo da enzima e diminuir a concentragio de agiicares residuais. Foi
notada uma queda da atividade enzimatica no final do processo, o que era esperarado devido
a instabilidade da enzima. Os ensaios para obtengdo da enzima foram realizados na faixa de
temperatura de 27-29 ° C, pH = 6.7, sendo este reduzido com HCIl para 5.2 no final do
processo, € concentragdes de sacarose de 80, 160 e 200 g/l. Foram obtidas como condigBes
4timas concentragdo de substrato igual a 160 g/l e temperatura de 27° C. Nestas condiges,
obteve-se atividade enzimética de 106 UDS/ml e concentragio de aglcares residuais de 6.54
g/l. Vale ressaltar que a utilizagio de uma concentragdo elevada de substrato leva a
obtenc@io de um caldo de fermentagio altamente viscoso, o que impede a separa¢io da
enzima realizada por ultrafiltracio. A dextransacarase ¢ uma enzima que se agrega

facilmente, portanto a mesma ndo pode ser isolada do caldo de fermentacdo por precipitagio
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convencional sem comprometer a batelada. Outra forma de separagio da enzima € por

cromatografia de permeagio em gel.

Processos convencionais de producfo enzimitica ndo utilizam aeragdo, e embora
existam alguns trabathos publicados sobre o assunto, este tOpico sera omitido por ser de
menor importéncia para o trabalho em questdo. Em relagdo a fonte de carbono, € indicada a
utilizacio de uma baixa concentracio de sacarose, visando obter maiores rendimentos
(Alsop,1983). Como ja& mencionado, a produgdo de acidos metabdlicos pelo
microorganismo causa decréscimo no valor do pH, o qual deve ser controlado pela adigdo
de alcali. Sabe-se também que em qualquer processo envolvendo microorganismos, nao
somente o substrato é um insumo importante, mas também os nutrientes. Como nutrientes é
adicionado nitrogénio, na forma de xarope de milho, ou levedura e fosfato (KH,PQ,), bem
como ions metalicos tais como magnésio, sodio e manganés. Segundo Kabolli (1980), citado
em Alsop (1983), a estabilidade da enzima purificada pode ser melhorada pela adigdo de
Ca™ o que também aumenta a atividade enzimética. Segundo Lawford (1979), também
citado em Alsop (1983), a incubagiio na auséncia de Ca™ pode causar a desnaturagdo
irreversivel. A adigdo de CaCl, em concentragdes na faixa de 0.001% a 0.1 % podem dobrar
a producdo da enzima , entretanto concentragdes acima de 0.1 % podem levar & morte do

MmiCroorganismo.

A enzima, como mencionado anteriormente, é bastante sensivel ao pH e deve ser
estocada a baixa temperatura. Segundo Robyt e Walseth (1978), citado em Curralero
(1993), a enzima purificada em solugfio perde estabilidade quando estocada a 4 ° C, sendo
assim, o uso de estabilizantes tails como dextrana de baixo peso molecular ou polietileno-
glicol, metil-celulose ¢ até mesmo detergentes neutros se faz necessario. Souza (1993) cita
em seu trabalho que a estocagem da enzima liofilizada a temperaturas inferjores a 5 ° C,
mantém sua atividade por 5 anos. Tsumuraya (1976), citado em Bazan (1993), realizou
estudos sob a influéncia de metais pesados na atividade enzimética. O resultado deste estudo
demonstra que a maioria dos metais testados, mesmo em baixas concentracdes, leva a
desnaturac@o da enzima, a qual na maioria dos casos € irreversivel. Quanto a estabilidade
térmica, estudos realizados por Kaboli e Reilly (1980), citado em Bazan (1993),
demonstram que a enzima € fortemente degradada em temperaturas superiores a 30 ° C, e

tem sua atividade maxima em pH=35.2, tanto para enzima livre como imobilizada.
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2.4.4 - Sintese de dextran in vitro

Dentre as vantagens da sintese de dextrana in vifro estdo a possibilidade de se
utilizar processo continuo e com maior facilidade de otimizagido. Além disso, a sintese in
vitro de dextrana ndo necessita de enzimas secundarias, como ocorre na maioria das reagdes
bioquimicas, bem como a enzima dextrana-sacarase nio necessita de cofatores e
intermediarios fosforilados, sendo a energia necessaria para a condensagio das unidades
glicosidicas proveniente da hidrolise da sacarose. A dextrana pode ser sintetizada na faixa de
3 a 37 ° C, entretanto de acordo com Rodrigues {1989), a maxima atividade enzimatica
ocorre a 30 ° C e pH = 5.2. J4 a energia de ativacio ndo estd ainda bem definida sendo
encontrados na literatura valores de 5 a 11 kcal/mol, na faixa de temperatura de 15230°C
(Souza,1993). Mesmo assim, a sintese enzimatica de dextrana € alvo de interesse comercial,
j4 que ndo seriam necessarias as etapas de crescimento celular e produgio da enzima, o que
implica em aumento do tempo total do processo e do consumo de matéria prima (sacarose)
Além do mais, a possibilidade de recuperagio da enzima , pode tornar a sintese in vifro uma

alternativa economicamente viavel.

Robyt (1979),citado em Alsop (1983), menciona que as propriedades da dextrana
sintetizada #n vifro sio as mesmas que a obtida via processo fermentativo. Varios
mecanismos foram propostos para explicar a sintese de dextrana a partir de sacarose. Para se
propor um mecanismo, deve-se levar em consideragio o ciclo de crescimento da cadeia
(multipla ou Unica), o processo de inicio da polimerizagio (com ou sem uso de iniciadores),
como ocorre o crescimento da cadeia (terminagdo reduzida ou nfo reduzida da molécula),
como ocorre a terminagfo da cadeia e como sdo formadas as ramificagdes (ligagBes 1, 3). A

reagio geral da sintese de dextrana € dada pela equagdo a seguir:

dextr.
nSacarose — 2 AASACATASE >(D ~Glicose ), +nD — Frutose (2.27)

A reagio € essencialmente irreversivel e dentre os varios mecanismos que tém sido
propostos para a mesma, O mais aceito ¢ o de inser¢do proposto por Stay (1943), citado em

Alsop (1983), onde ocorre o crescimento em cadeia Ginica conforme equagdes a Seguir:
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ER, +8 GEL»ESP,, * (2.28)
k2
ESPy —2 S EP, 1 +X (2.29)

Onde:
S = sacarose
EP, = complexo enzima polimero

X = frutose

Neste mecanismo, a enzima permanece combinada a cadeia crescente, sendo o
mesmo concordante com medidas experimentais. Outro mecanismo proposto € o
crescimento em cadeia multipla, no qual a cadeia se dissocia e hi a formacio de
oligossacarideos ¢ dextrana de baixo peso molecular. Entretanto este mecanismo ndo
encontra respaldo em medidas experimentais. Segundo o mecanismo de inser¢do, a
dextrana-sacarase age transferindo o grupo glicosit do doador (sacarose) para o grupo
aceptor (cadeia polimérica de dextrana). Se houver falha na identificacdo do grupo aceptor
pela enzima, sendo identificada, por exemplo a dgua, ocorre hidrolise (invertase). Sendo
assim, a enzima teria dois tipos de atividade, hidrolitica e de glicosiltransferase. A primeira
etapa (atividade hidrolitica) seria a quebra da ligagfo glicose-frutose (constituintes da
sacarose), originando o grupo D-glicosil. A seguir, o grupo glicosil é transferido para cadeia
de polissacarideo (glicosiltransferase). A enzima teria também dois grupos ativos, um
doador e outro receptor. Duas moléculas de sacarose se ligam uma a cada um dos grupos
citados. O grupo glicosil da sacarose, ligada ao sitio doador, é entdo transferido para o
grupo receptor, liberando uma molécula de frutose. Dessa forma, ocorrem transferéncias
sucessivas de grupos D-glico-piranosil da sacarose para o final nio redutor da cadeia ligada
ao sitio receptor. Esta transferéncia origina as ligacBes «-1,6. A sintese é encerrada pela
dissociago ou inativagio do complexo enzima-dextranosil, que se da devido a atividade de

aceptores naturais, tais como glicose e frutose em concentragdes suficientes para concorrer
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com a sacarose pelo sitio ativo, liberando a dextrana. Segundo Alsop (1983) ha teorias

quanto a utilizacdo de iniciadores, que suportam o complexo enzima-sacarose como tal,

embora haja evidéncias de que os mesmos nio sejam necessarios.

Quanto a diregdo de crescimento da cadeia, o trabalho de Sidebotham (1974), citado
em Alsop (1983), menciona a existéncia de varias teorias a respeito do mesmo, que pode se
dar na extremidade nfo reduzida, reduzida ou em ambas, bem como ha possibilidade de nfo
haver direg8o definida. Experimentos realizados por Robyt e Walseth (1978), utilizando
tracadores (C'*) e técnicas cromatograficas de analise, demonstram que o crescimento
ocorre na extremdade reduzida da cadeia. O mecanismo proposto por Robyt et al. (1974),
citados em Alsop (1983), consiste na formagio de complexo enzimatico covalente de glicose
e dextrana, sendo a glicose insertada entre a enzima a dextrana por ataque nucleofilico do
grupo Ce-OH da glicose ao C; da dextrana, formando uma ligagdo -1, 6 -glicosidica. Desta
forma, ha a formagfo de um grupo nucleofilico que ataca a sacarose formando um grupo
glicosil.

Quanto a termina¢io da cadeia, o mecanismo mais aceito € o mecanismo aceptor,
conforme citado anteriormente, no qual os aclicares de baixo peso molecular se ligam a
extremidade crescente da cadeia cessando a transferéncia dos grupos glicosidicos. Esta
técnica € tambem proposta para o controle do tamanho da cadeia, viabilizando a producio
de dextrana de baixo peso molecular através da adigdo de aceptores tais como maltose ¢

isomaltose dentre outros. Estes aceptores promovem a quebra entre a cadeia crescente e a

enzima segundo reacio a seguir:

ESPy, + S — SESP, — ES + SP, (2.30)

Este mecanismo pode também explicar porque com o aumento da concentragio de
sacarose, o peso molecular da dextrana obtida € menor. Os aceptores podem ser

classificados em:

o fracos (sacarose)

» moderadamente fortes (c-metilglicosideo)
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s fortes (frutose e sorbitol}

O mesmo mecanismo pode explicar a diminuigio da quantidade de dextrana de alto
peso molecular obtida por Curralero (1993) a altas concentracSes de sacarose. Robyt e
Walsth (1978), investigaram a reagdo destes aceptores utilizando C'* como tragador dos
aceptores. Neste experimento, foram utilizados como aceptores glicose, frutose e maltose,
sendo obtidos produtos de alto e baixo peso molecular para reagio. A redugio e hidrélise
acida dos aceptores demostrou que todos os aceptores eram incorporados na extremidade
reduzida da cadeia. Isto demostra que o mecanismo de reagiio dos aceptores ocorre sem a
presenca de sacarose. Nesta reagdo ocorre ndo somente a terminag3o da cadeia mas também

a produgao de oligossacarideos, conforme quadro a seguir:

Quadro 2.1 - Relag@o aceptor oligossacarideo produzido - (Alsop,1983)

&

Glicose Isomaltose
Frutose Leucrose
Maltose Panose

Quando a reagdo ocorre na presenga de sacarose, hia competicfio entre a reacdo de
polimerizagdo da sacarose e dos aceptores, entretanto a estrutura dos produtos dos
aceptores e sua localizagdo na cadeia é a mesma na presenca ou auséncia de sacarose. O
mecanismo proposto para incorporagic do aceptor na cadeia da dextrana é o mesmo
proposto por Robyt ¢ Walseth (1978), para o crescimento da mesma, ou seja ataque
nucleofilico do grupo glicosil e dextrangicosil do complexo enzimatico formando
oligossacarideos e dextrana. Na presenga de sacarose e do complexo
enzima/dextrana/glicosil, o estado dindmico dos oligossacarideos permite a formagdo de
outros complexos com a enzima, produzindo uma série de oligossarideos e dextranas de
baixo peso molecular. A mistura de produtos obtidos depende da cinética das reagdes e da

forca dos aceptores, bem como e suas concentragdes.
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As ramificagdes da cadeia de dextrana so constituidas de ligagcBes 1,3. O estudo de

Bovey (1959) e Bailey (1937), citados em Alsop (1983), atribui as ramificagdes encontradas
na dextrana a uma enzima secundaria denominada alternansacarase, a qual € termicamente
mais estavel que dextrana-sacarase, entretanto sO € obtida na presenga de ions magnésio.
Até pouco tempo atris ndo era possivel separar a dextrana ramificada da ndo ramificada.
Um estudo utilizando Leuconostoc mesenteroides B13 55, mostrou ser possivel a obtengio
de dextranas separaveis com caracteristicas fisicas diferentes denominadas "L "e *5’, sendo a
dextrana "L’ um produto tipico com 95 % das ligacdes 1, 6 e a dextrana "5 um produto com
ligagBes alternadas 1,6 e 1,3, segundo Jeanes (1970), citado em Alsop (1983). O mecanismo
proposto para a formacdo de ramificagdes € anélogo ao mecanismo de reagdo do aceptor,
proposto por Robyt e Walseth (1978), previamente apresentado. Neste caso, a dextrana
livre em solucdo se liga 4 cadeia em crescimento através do ataque nucleofilico de seu Cs ao
C, na extremidade redutora da cadeia, liberando a dextrana do complexo. Este mecanismo

foi confirmado por experimentos laboratoriais, entretanto ndo foram realizados testes em

escala industrial.

2.4.5 - Acdo da dextrana-sacarase sobre a sacarose em condicoes industriais

Testes de produgio in vitro de dextrana em escala industrial foram efetuados a pH
5.2. A enzima utilizada foi obtida previamente por fermentagfio, segundo procedimento
descrito anteriormente, com adigdo de sacarose a um taxa de 20g/l/h. Notou-se o
aparecimento de uma pequena quantidade de frutose e leucrose no meio reacional,
entretanto o efeito destes carboidratos como aceptores foram ignorados no experimento em
questio (Alsop,1983). O desenvolvimento de técnicas analiticas, tais como cromotografia
liquida dentre outras, permitiu o estudo do efeito de varios parémetros na conversio de
sacarose em dextrana em escala industrial, tendo sido encontrado como parimetro mais
importante de controle do rendimento e peso molecular a concentracio de sacarose. A

tabela a seguir apresenta os rendimentos dos carboidratos envolvidos na sintese de dextrana

a varias concentragGes de sacarose:
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Tabela 2.1 - Rendimentos das fra¢Ges de carboidratos obtidos na sintese in vitro de dextrana

variando-se a concentragio de sacarose (g / 100 g de sacarose)-{Alsop,1983).

322 1.9 459 439 0

50.0 44 ' 45.6 45.6 G
5 5313 43 44.4 44.4 0
10 512 6.8 42.0 39 3.0
15 33.5 9.4 353 253 10.0
20 56.9 11.2 31.9 17.9 14.0

Analisando a tabela 2.1, observa-se que quanto maior a concentragio de sacarose,
maior a quantidade de dextrana de baixo peso molecular obtida, sendo o maior rendimento
obtido para a concentragic de 20 %. A concentragio de leucrose (principal
monossacarideo) aumenta com o aumento da quantidade de dextrana de baixo peso
molecular produzida. A quantidade de dextrana de baixo peso molecular bem como de

oligossacarideos aumentam consideravelmente para concentragdes de sacarose acima de

10 %.

Bazan (1993) realizou uma série de ensaios em escala laboratorial para producéo de
dextrana clinica via reagdo enzimdtica variando pardmetros como R ([aceptor}/{sacarose]),
concentracdo de sacarose, e temperatura. Ensaios preliminares foram realizados utilizando-
se maltose como aceptor, sendo posteriormente realizados ensaios mais conclusivos

utilizando dextrana de baixo peso molecular (4676 daltons) como aceptor.

Através da analise dos efeitos dos pardmetros estudados por Bazan (1993), realizada
através do estudo de superficie de resposta, verificou-se que a concentragio de sacarose € a
variavel que mais influencia o processo, sendo que altas concentragdes favorecem a
produgdo da dextrana clinica. Ja a relagdo R, tem influéncia semelhante na concentragio de
sacarose, porém em menor grau, sendo observado que o aumento de R favorece o
rendimento. A temperatura € a variavel de menor influéncia, embora tenha sido notado que a

diminui¢do da mesma favorece a formagdo de dextrana clinica.
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Zafar e Barker (1988) realizaram um estudo de sintese enzimética utilizando um

reator cromatografico, no qual resultados obtidos experimentalmente foram comparados
com resultados obtidos em simulagGes do sistema proposto, tendo como objetivo prever o
comportamento do reator com base em pardmetros basicos, tais como constante de
Michaelis-Menten e coeficientes de distribuigio. A idéia da wutilizagio do reator
cromatografico ¢ baseada na diferenca de afinidade entre os componentes da fase
estacionaria e fase movel, possibilitando assim a separagdo do produto, reduzindo com isto
os custos de purificagio. O modelo proposto por Zafar e Barker (1988) considera a
dispersdo axial infinita, sendo o reator aproximado a um tanque agitado. O sistema proposto
nada mais € que uma coluna preenchida com resina, onde dextrana-sacarase ¢ alimentada
continuamente e pulsos de sacarose sio injetados no sistema. A medida da eficiéncia do
reator revelou um consumo maior de enzima que o obtido em processos convencionais. Os
cromatogramas obtidos apresentam picos de sacarose e dexirana muito proéximos, o que
compromete a aplicabilidade do processo. Entretanto estes fatos podem ser alterados pela
troca da resina. Quanto a simulacfo, a utilizagio de picos baixos de sacarose apresenta
resultados concordantes com os experimentais, entretanto desvios s3o observados para picos
elevados de sacarose. Neste caso, corregdes sio feitas no modelo, que assume que a
sacarose € injetada no sistema em solugio de dextrana-sacarase de mesma concentragio que

a eluida continuamente pela coluna.

Souza (1993) propds a sintese enzimatica de dextrana utilizando o processo CARE,
tendo obtido experimentalmente as isotermas de adsorgio da enzima em DEAE- Celulose e
os pardmetros da equacgio de Langmuir. A DEAE Celulose foi escothida dentre trés resinas
testadas, pois esta se mostrou a mais adequada para adsor¢do da enzima. Os resultados
obtidos em simulagdo com o modelo proposto mostraram grande perda de enzima, o que
foi atribuido ao fato do sistema nd3o atingir o estado estacionaric. O modelo de Souza
(1993) considera a reacio de adsorgdo de 2° e a de dessorgio de 1° ordem, sendo a etapa de
adsor¢io muito mais lenta que a de dessor¢io. Um segundo estudo, do mesmo processo
realizado por Curralero (1998), engloba a analise das variaveis que mais afetam o processo,
além do efeito do tamp&o de desorgSo. Uma andlise de superficie de resposta dos dados
obtidos envolvendo os pardmetros rendimento de dextrana, concentragdo dos constituintes

do tampdo de dessorgdo, concentragio de sacarose e quantidade de enzima retida, além de
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produtividade levam a conclusio que o tempo de residéncia no reator de adsorgio tem

influéncia significativa sobre todas as respostas, principalmente sobre a produtividade,
variavel sobre a qual o aumento do tempo de residéncia no estdgio de adsorgéo tem efeito
negativo. A retengfio enzimatica, entretanto, € favorecida pelo aumento do tempo de
residéncia no estagio de adsorgio. Estes efeitos dificultam a otimizag8o do processo, ja que
a variavel em questio tem efeito contrario entre estas duas respostas, as quais sio de grande
interesse. Com as respostas analisadas foram obtidos modelos quadraticos para

produtividade, rendimento e retengo da enzima.

2.4.6 - Purificacio enzimatica e Imobilizacao

A sintese enzimatica pode ser realizada utilizando a enzima na forma livre e na forma
imobilizada. Monsan e Lopez (1981) realizaram um estudo comparativo entre estes dois
tipos de sintese, sob as mesmas condigbes. Foram notadas limitagGes difusionais durante a
reacio enzimdtica, as quais sio fortemente dependentes do suporte utilizado. Foi observada
também a tendéncia de formagio de dextrana de alto peso molecular, devido a ligacdo de
unidades de glicose as cadeias pré-existentes. A sintese de dextrana clinica foi obtida
utilizando-se maltose como aceptor, sendo a distribuicio do peso molecular obtida nesta

Gltima, menos dispersa que a obtida quando a dextrana clinica é obtida via hidrélise de

dextrana nativa.

Segundo Monsan e Lopez (1981), quanto menor a superficie especifica melhor € a
imobilizacdo da enzima, devido a importancia da difusdo interna. Vale também ressaltar que
a sintese in vifro, utilizando-se enzima livre, segue a cinética de Michaelis-Menten, enquanto
gue para a sintese com enzima imobilizada devem ser considerados os desvios deste modelo,
que ocorrem devido ao aumento da viscosidade durante a sintese. Esse fato também dificulta
a recﬁpera&;ﬁo do suporte apOs a sintese. Entretanto, o aumento da viscosidade ndo é
observado na presenca de aceptores, pois neste caso a dextrana sintetizada é de baixo peso
molecular. Sendo assim, a sintese de dextrana clinica com enzima imobilizada € uma
alternativa vidvel e interessante, embora existam poucos trabalbos publicados referentes a

este processo. As condi¢Bes 6timas de sintese (temperatura e pH) nfo sio influenciadas pela



53
imobiliza¢io. O maior problema encontrado ¢ o aumento da viscosidade no interior dos

poros, o que favorece o crescimento da cadeia. A resisténcia difusional devida a esse
mecanismo € similar aquela apresentada em sinteses com inibigio pelo produto. Quanto a
sintese de dextrana clinica, a utilizagio de enzima imobilizada, ou livre com acpetores
(maltose por exemplo) sdo similares no tocante as condi¢des de sintese, entretanto a sintese
com enzima imobilizada permite a utilizagio de um processo continuo, além de permitir a

produgdo simultinea de aglicares de alto poder adogante e grande valor agregado tais como
frutose.

Estudos realizados por Kaboli e Reilly (1980), citados em Bazan (1993), levam a
conclusdo de que a atividade enzimatica é reduzida com a imobilizagdo, sendo o melhor
suporte encontrado, a silica. Quanto mais porosa a silica, menor € fixagdo da enzima, sendo
a dextrana-sacarase uma enzima de dificil imobilizagio a qual ¢ facilitada pela adigiio de
maltose. Alsop (1983) realizou testes em escala piloto obtendo consumo de 100 % do
substrato utilizado na produgfo de dextrana. Entretanto o autor ndo revela as condigBes de

teste ou mesmo o suporte utilizado. Quanto as propriedades da enzima, foram notadas

apenas pequenas variagdes quanto a estabilidade.
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2.5 - Redes Neurais

2.5.1 - Introducio

Redes neurais sdo modelos computacionais com capacidade de aprender ou adaptar-
se. Sio baseadas no sistema neurologico humano e sua operagdo é baseada em
processamento paralelo, derivado do modelo paralelo distribuide (PDP). Em uma rede
artificial, as unidades (neurdnios) de processamento simples se comunicam entre si enviando
sinais através de um grande nimero de pesos (conexdes). Para cada célula (neurdnio) ¢
atribuida uma ativagio (output). Para cada conexdo ¢ atribuido um peso, o qual determina o
efeito do sinal da unidade j (fmpur) na unidade ; {owiput) através de um regra de

propagacdo. A figura a seguir apresenta a estrutura de uma rede neural:

Figura 2.5 — Estrutura de uma rede neural.

A rede apresentada na figura 2.5 é composta de trés camadas de neurdnios: input,
hidden e output. Quando estas camadas s@o conectadas na forma feed-foward as

informag0es sdo passadas do inpuf para a hidden e dai para o output. A rede apresentada na
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figura 2.5 possui apenas uma camada hidden, entretanto pode-se trabalhar com redes com

duas ou mais camadas hidden.

2.5.2 - Unidades de processamento:

Os neurdnios ou unidades de processamento t8m como fungdo transformar o input

em output (calculado). Existem trés tipos basicos de unidades de processamento:

camada input: recebe os dados externos

camadg output; envia os dados para fora do sistema

camada intermedidria (hidden): recebe e envia dados internos ao sistema

As varias unidades trabalham simwltaneamente e durante a operagfo, as mesmas
podem ser atualizadas sincronicamente (atualizagio simultinea de todas as unidades) ou

anasincronicamente (cada unidade € atualizada a um dado tempo 7 ).

2.5.3 - Conexdo entre as unidades:

Cada umdade fornece uma contribui¢io ao impur da unidade a qual esti conectada,

gerando um oulput. O inpuf total € dado pela somatoéria dos ouifputs individuais mais um

termo externo denominado bias , conforme equagio a seguir:

) = Yow, a,(0) +6,) (231)
com
wy > 0 ( excitagdo )

w; <0 ( inibigdo )
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Onde:

i, j = aunidade a que se refere (i,7)
i; = input de um conjunto de neurdnios

aj= valores de ativagdo do elemento i da rede dado o vetor input

w; = peso da conecgdo da unidade j para i

6; = input bias ofoff set) da unidade i
2.5.4 - Ativacio e regras de saida

A fungdio F7 fornece o efeito da ativagio no imput total da unidade, produzindo um

novo valor de ativagéio a; (t + I} para a unidade i/ dado por:
a,(t+1) = F(2,(1),i,(1) (2:32)

Freqiientemente a ativacio € uma fungio ndo decrescente do impuf total da unidade

dado por:

2, (t+1)=F (1, (1) = EQw;(9a,(t) + 6 1) (2.33)

Normalmente a fungdo Fi é dada por uma fungdo sigmoidal (forma de § ) como

apresentado a seguir:

1
1+¢g™

F(,) = =a; (2.34)

Em alguns casos o oufpuf pode ser uma fungo estatistica. Neste caso a ativagio €

determinada por uma fung¢do probabilistica dada por:
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1
T T (2.35)

Onde:

T = parmetro que determina a inclinagdo da fungio probabilidade
2.5.5 - Topologia

A topologia da rede determina o numero de neurSnios em cada uma das camadas
(input, hidden ou oufput). O niimero de neurdnios na camada input esta relacionado com os
dados de entrada da rede, ou seja informagSes fornecidas para a rede. O nGmero de
neurdnios na camada oufpuf estd relacionado com a saida da rede, ou seja dados preditos

pela rede. Ja o nimero de neurbnios na camada Aidden, bem como o nimero de camadas

hidden, é determinado durante o treinamento da rede.

2.5.6 - Treinamento da rede

O treinamento da rede consiste em configurar a rede para um dado copjunto de
dados de entrada com a finalidade de obter a saida (ouspur) desejada. Para treinar a rede
podem ser utilizados conhecimentos prévios ou alguma regra de aprendizagem. A rede é
treinada através do ajuste de pesos das conexOes entre as unidades de acordo com uma

regra de modificagdo. O treinamento, ou apredizagem da rede pode ser de dois tipos:

Supervisionado ou associativo: tanto o input quanto o output sio fornecidos

Ndo_supervisionado (auto-organizado). a unidade de output € treinada para responder aos

inputs, isto pode ser feito estatisticamente.
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2.5.7 - Modificaciio dos padries de conectividade

O modelo basico de ajuste de pesos € o Modelo de Hebbian (Hebbin Learning
Rule), o qual utiliza duas unidades / ¢ j simultaneamente ativas. Se i recebe o input de j

termnos:

Aw; = ya;a, (2.36)

Onde:

v = taxa de aprendizagem da rede (constante positiva )

Outra regra bastante utilizada que leva em conta a diferenca entre a ativacdo real e a
desejada € a de Widrow -Hoff dada por:

Awij =y(d, - ai)aj (2.37)
Onde:

d; = ith elemento do output desejado para rede

2.5.8 - Terminologia

oufput vs ativacdo: output € 1gual a ativagio (a saida de um neurdnio ¢ igual a ativagio)

bias, off set . threshold. sio termos constantes e independentes do conjunto de entrada da

rede, geralmente sdo implementados com pesos de valor unitario.

numero de camadas: a rede pode ter duas ou mais camadas, para redes feed-forward a

camada inpuf ndo € computada
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aprendizagem vs armazenagen: métodos de aprendizagem s3o baseados na minimizacio do

erro, enquanto métodos de armazenagem se referem a determinagdo dos pardmetros (pesos
da rede).

2.5.9 - Regra de aprendizagem e teorema de convergéncia

O treinamento da rede ¢ realizado como descrito a seguir:

1) atribua pesos para as conex3es randomicamente
2) selecione um vetor /inpuf x dentre as amostras disponivels para treinamento

3) se o output fornecido pela rede for diferente do desejado, o método fornecerd uma

resposta incorreta, e os pesos devem ser modificados de acordo com a regra Delta:

4) Volte para o passo 2

O procedimento ¢ muito similar & regra de Hebb, a diferenga ¢ que quando a rede responde
corretamente nio sdo feitas modificagBes nos pesos. Além das modificagbes nos pesos,
deve-se também modificar o limitante & o qual é considerado uma conexZo w, entre

neurdnio oufpuf e um neurdnio nulo sempre em atividade: ¢, = 1.

Teorema da convergéncia: se existe um grupo de conexdes de peso w*, o qual é capaz de

executar a transformaciio 7, onde os dados de impur sdo transformados corretamente em
output, a regra de aprendizagem da rede ird convergir para uma solugio (a qual pode ser ou

nio a mesma que w*) em um nimero finito de passos para quaisquer que sejam 0s pesos

iniciais.
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60

Trata-se de uma generaliza¢io do método de aprendizagem, utilizando-se o método

dos minimos quadrados. A técnica pode ser estendida a inpufs e oufpufs continuos. A regra

tem sido aplicada principalmente para oufpuis puramente lineares. Para uma rede com um

output, o mesmo € dado por:

aszjx}. +8
j

Onde:
x; = padrio do vetor input
@ = biags da unidade

A fungfo erro (minimos quadrados) é dada por:

E=2 E'=1/2) (¢ -’
P

P

Onde:

EP = erro do ouiput da rede, dado o vetor input p
E = somatéria dos erros

d? = output desejado dado o input p

a® = valores de ativagdo da rede dado o input p

(2.38)

(2.39)

O método encontra o valor dos pesos que mimmiza a fungfo erro utilizando o

método do gradiente descendente. Este método realiza

proporcionalmente a negativa da derivada do erro no padrdo corrente, para cada peso.

alteragGes nos pesos
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2.5.11 - Backpropagation

Os métodos que utilizam backpropagation consistem na generalizagio do erro. Os
erros da camada intermediaria s3o determinados pela retroprogacio dos erros da camada

output. Este método € utilizado para sistemas multicamadas de fungSes nfo lineares.

Trabalhando com backpropagation

1) apresentagdo do inpuf e propagac¢io do mesmo através da rede para calculo do oufput

para cada unidade

2) passagem de volta através da rede (backpropagation) propagando o erro e ajustando os

valores dos pesos

O sinal de erro para a camada intermediaria, é determinado recursivamente em termos do

sinal de erro das unidades diretamente conectadas, e o peso destas unidades.

O procedimento de aprendizagem requer que a alteragdo no peso seja proporcional a

P
—_ sendo a taxa de aprendizagem a constante de proporcionalidade vy. A taxa de
oW
aprendizagem deve ser a maior possivel. Para evitar oscilagio e a alteragio de peso, deve-

se levar em consideragio a alteragdo anterior de peso. Isto € feito pela adigdo de um termo

de momento.

A nfio utilizagio do método dos momentos faz com que o processo seja mais
demorado. Taxas muitas altas podem n3o convergir para o minimo devido & oscilagdo na
rede. A ordem de apresenta¢do do impuf para a rede € importante e pode ser utilizado o

método de permuta e transformac&es tais como séries de Fourrier.
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2.5.12 -Deficiéncias e aplicacdes da backpropagation

Uma das principais deficiéncias do método € o fato de o treinamento ser lento e
demorado, o que em alguns casos pode ser atribuido a utifizag@o de taxas de aprendizagem
e momentos madequados. Muitos algoritimos possuem adaptagdes que permitem otimizar a
taxa de aprendizagem. As principais falhas oriundas do meétodo sfio: encontro de um

minimo local e paralisagio da rede, definidas a seguir:

Paralisacdo da rede: pode ocorrer devido a ajustes de pesos com valores elevados . Isso
faz com que o inpuf total para a camada intermediaria (hidden), ou para a camada output
assuma valores muito altos (positivos ou negativos). Devido ao fato de a fun¢fo de ativagio
ser sigmoidal, a unidade tera uma ativacdo muito proxima de 1 ou de zero, sendo assim os

ajustes podem se tornar muito proximos de zero e o treinamento se torna virtual.

Minimo Local: a superficie de erro de uma rede complexa é cheia de irregularidades (pogos
e morros). Devido ao gradiente descendente, a informagdo pode ficar presa em minimo local
quando ha minimos “mais profundos“ nas vizinhancas. Métodos probabilisticos podem
evitar os minimos locais, entretanto sdo mais lentos. Outra forma de contornar este

problema é o aumento do nimero de camadas intermediarias.

Aplicacdes da backpropagation

O método de backpropagation pode ser aplicado, a principio a qualquer sistema
multicamada. Algumas aplicacdes especificas, tais como conversio da escrita em fala e

classificacdo de sinais sonoros, sdo citadas na literatura.

Na Engenharia Quimica, pode ser utilizada para predicdo do comportamento do de
qualquer sistema e ou unidade principalmente quando hi dificuldades na modelagem
deterministica ou quando o tempo de processamento para a simulagdo do processo é

elevado.




3.1 Introducioe

O processo CARE (Continuos Affinity Recicle-Extraction) foi proposto
originalmente por Pungor et al. (1987) como um processo alternativo para separagdo ¢
purificagdo de proteinas. Desde entdo, o processo CARE tem sido objeto de estudo visando

varias aplicagdes, dentre elas destaca-se a sintese enzimatica de bioprodutos.

Uma modelagem para este processo, é apresentada no trabalho de Rodrigues et al.
(1992), para purificag@o de proteinas, apresentande o balanco de massa para a proteina livre
¢ adsorvida. As equacles apresentadas por Rodrigues et al. (1992) ndio apresentam termos
referentes a transferéncia de massa no filme liquido ou a difusdo no interior dos poros da
resina adsorvente. Segundo os autores foi utilizado o modelo de adsorgio proposto por
Chase (1984), no qual estes parimetros estio englobados pela constante cinética de

dessorgio. No caso de sintese de bioprodutos, além da cinética de adsorgdo deve ser levado

em conta a reagdo enzimatica.

Posteriormente, Souza (1993) estudou o mesmo sistema para a sintese enzimatica

de dextrana. A figura a seguir apresenta um esquema do processo CARE para sintese de

dextrana:
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F1 Fz

Tampdo dessorgdo

Tampdo de adsorgdc
+ Substrato

Fr.C2.2,52

Fr+FL, Cl, 41,51

Produto

Figura 3.1 - Esquema de um reator duplo estagio para sintese de dextrana baseado no
processo CARE.

3.2 — Modelagem do o reator duplo estigio

No sistema proposto por Souza (1993), o primeiro estagio do sistema € o tanque de
dessorgdo. O estaglo de dessorgio recebe alimentagdo continua de substrato e do tampéo de
dessorgdo. Ja o segundo estagio € o tanque de adsorgdo. Este estagio recebe alimentagdo do
tampdo de adsor¢do e tem a fung@o de manter a enzima no sistema. O processo opera
continuamente, sendo a enzima adsorvida no estagio 2 ¢ dessorvida no estagio 1, onde

ocorre a rea¢do enzimatica com a enzima livre em solugio.

Uma corrente de refluxo promove o transporte de um tanque ao outro, sendo o
produto continuamente removido no estdgio de adsor¢io ¢ a enzima reciclada no sistema.
Souza (1993) apresenta um modelo matematico para o sistema apresentado na figura 3.1,
sendo o mesmo baseado no modelo proposto por Rodrigues et al. (1992). A modelagem
matematica proposta por Souza (1993} considera ambos os tanques reatores perfeitamente
agitados e de volume constante. Sendo assim, a vazdo efluente do sistema serd igual a soma
das vazdes de alimentacdo do mesmo. Quanto a cinética enzimadtica para a sintese de

dextrana, a mesma segue o modelo de Michaelis-Menten. Ja em relagdo a adsorcdo da
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enzima, a mesma segue o modelo de Langmuir, sendo a adsor¢fio uma reaciio de segunda

ordem e a dessor¢io uma reacio de primeira ordem.

Como ndio ha remogdo de solido no sistema, a fragdo liquida € constante. O
modelo proposto por Souza (1993) nfo considera as resisténcias a transferéncia de massa
no modelo de adsorgdo ou a influéncia dos tampdes de adsorgio e dessorgdo. Inicialmente
foi desenvolvido um modelo para o sistema duplo estagio, baseado no trabalho de Souza

(1993). A modelagem do reator duplo estagio ¢ apresentada a seguir:

3.2.1- Balango de massa para o tanque 1 (dessorgdo)

dC; _FpCre fpCie FiCy . (I-¢
1 _tRCze TR _FICL g0 / G.1)
dt ¥y Vi vy
Frgre Fprgje F,
d;H: R42¢ _FRaze _Fig1 ..., 32)
t Vi Vi Vy
dS]_F]SO+FRSQS_FRS]8_F]S]_ KC;Sy (33)
vy vy vy Vi Ky +8) ’
3.2.2 - Balango de massa para o tanque 2 (adsor¢io)
dCy; F.Cje F)C; (Fj+F;)Cy; FRCre (I-¢&)
= + - - +[krq> - k)C -
i 7, v 7 v [k2q2 =*1C2(qm —92)]—
G4

Fprqre F FRraoe
dar _FR9IE  F191 FR92¢ | pcoca qn)-kogr] (3.5)
di Vs Va V2
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ds> :FRS]£+F1S] _FRSye (Fi+F3)S;  KC3S»

(3.6)
dt Vs |15 Vs V> Ky +57
Para as equagdes do modelo sdo validas as seguintes relagdes:
volume de liquido volume de solidos  1—¢&  volume de solidos
£ = l-g= = —
volume total volume total g volume de liquido

3.3 - Modelagem do reator triplo estagio

Souza (1993) realizou diversas simulagdes utilizando o modelo apresentado no
item 3.2. De acordo com os resultados obtidos, um dos maicres problemas do processo
proposto € a alta taxa de perda enzimatica, o que poderia ser minimizado pelo aumento do
tempo de residéncia no estagio de adsorcdo. Entretanto, o ajuste entre os tempos de
residéncia nos dois estagios € dificil, pois a obten¢fio de um alto consumo de substrato no
tanque de dessorgdo implica em baixo tempo de residéncia no estagio de adsor¢do, o que

prejudica a retengfo enzimatica (Curralero et al.,1998).

Maugeri et al. (1997), ainda para separagdo de bioprodutos, propuseram uma
alteracdio no processo CARE adicionando ao sistema um estagio de lavagem, ficando o

sistemna ent3o com trés tanques agitados.

Visando o aumento do tempo de residéncia na etapa de adsorgdo, neste trabalho é
proposto um sistema onde um estagio intermediario de adsorg@io ¢ adicionado ao modelo
duplo estagio proposto por Souza (1993). O sistema proposto pode ser visualizado na figura

a seguir:
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Fi F2 3

Tampdo dessorciio

Tampdo de adsorgo o de adsor¢d
+ Subsirata paa § Tam pAo de adscredo

Fr+ Fl, Clgl31

Fr,C3,93.83

Figura 3.2 - Esquema de um reator triplo estagio para sintese de dextrana

A modelagem do sistemna apresentado na figura 3.2 ¢ apresentada a seguir:

3.3.1 - Balancgo de massa para o fanque [ (dessorgdo)

dC]:FRC_‘,*SQFRC]g_F;CI_E_k ](1—8)

3.7

dt vy Vi i £ D
Fpgze Fpgre F

dq; _FRY3é _ Ri?] g ~k3q (3.8)
dt v Vi Vi

dS;  FiSp . FRS3¢ IRSie FiS;  KCpSy
dt Vi Vi Vy Vi Ky + 5y

(3.9



68
3.3.2 - Balango de massa para a o tanque 2 (adsorgdo)

dc :EAC18+FgC1 (Fp+FR)C “FRC28+(IWS)

[k2q2 —k1Co(qm —q2)]

& V1 v v
(3.10)
bl Frpgre F Fpagre (Fp+ > )g» .
12 Rf” + {qu R,q“ - .,‘)q" +Ih[Colqm —q2)—k292]
dt Vs Vo Vo Vs
G.11)
A :FRSJS  FiSy FpSre (Fp+F3)8; _ KCa5,
dt Vo Va2 %] Vs Ky +52
(3.12)
3.3.3 - Balango de massa pare o tanque 3 {adsorgido)
ng:FrC28+(F1+F2)C2W(F1+F2+F3)C3MFRC3S+
dt V3 V3 V3 Vs
]-—8 - 1
T2 1hgs = kiC(am - 437 6.13)
i Fryze (F;+F Fpgse
13 _IRA2%  (F12 72002 TRIS , fjiCy(qy -q3)-haas] (14

di V3 V3 I3

dS3 _FRSzs (F1+F2 )52 Fpsze (Fj+Fp+F3)S3  KC3S3
dt V3 V3 V3 V3 Ky +83

(3.15)
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3.4 — Resultados

Os modelos apresentados nos itens 3.2 e 3.3 foram resolvidos numericamente
utilizando-se o método de Runge Kutta de 4° ordem. Devido ao fato do sistema de equagdes
ser rigido foi necessario um ajuste do passo integragdo, tendo sido encontrado um valor

bastante pequeno ( 1 x 107°). Para a simulagdo dos reatores duplo e triplo estagio foram

utilizadas as seguintes constantes:

Tabela 3.1 — Constantes utilizadas para simulag8o dos reatores duplo e triplo estagio

gqm= 519,751 g1’ ki=711g"h! K = 186,98 i
Kd=0,4975 g 1" k,=3,54 b T=25°C
Km=5,12gl’ ks = 1000 b pH =52

As constantes acima foram extraidas do trabalho de Souza (1993), no qual os
valores das constantes cinéticas de adsor¢do foram obtidos a partir do ajuste do modelo de
adsorcio (Langmuir) aos dados experimentais, e o valor da constante de dessorgao (ks) foi
definido com base no trabalho de Rodrigues et al. (1992), sendo considerada dessorgdo

instantinea.

A temperatura e o pH sdo considerados constantes na sintese enzimatica de
dextrana, visto ser o reator isotérmico, além de apresentar um pH e temperatura 6timos do
ponto de vista cinético (reagdo enzimatica). Os valores de pH e temperatura apresentados

na tabela 3.1 s&o os valores 6timos para a reagfio em estudo.

3.4.1 - Sistema duplo estagio

Primeiramente, foi realizado um estudo paramétrico com o modelo duplo estégio,
a fim de verificar a influéncia de cada uma das vazdes e da frac@o liquida sobre o sistema.
Com este estudo foi notado que as simulagdes reportadas por Souza (1993) e Curralero

(1998) foram realizadas utilizando-se o modelo simplificado (apéndice 1). Com este
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modelo, ou seja considerando a adimensionalidade das vazdes, as vazdes de alimentagio

nos dois tanques s@o necessariamente iguais. O estudo paramétrico realizado com o modelo
nio simplificado mostrou que a utilizagdo de vazdes de alimentagio diferentes, nos estagios
de dessor¢do e adsor¢do para o sistema duplo estagio, leva a uma maior retengdo

enzimatica, com aumento significativo do consumo de substrato em relagio ao obtido

quando se utilizam vazdes iguais.

Outra varidvel que em muito influencia a retengio enzimatica é a vazao de refluxo.
Observou-se que quanto maior a vazdo de refluxo, maior é a quantidade de enzima retida
no sistema. Além das varidveis ja mencionadas, ha ainda a fracfo liquida do sistema.
Verificou-se que quanto menor a fragdo liquida, ou seja, quanto maior a quantidade de
resina no sistema, maior ¢ a quantidade de enzima retida. Entretanto, a fragio liquida ndo
pode ser muito baixa, pois o modelo proposto baseia-se na hipotese de os tanques serem
perfeitamente agitados. Com valores muito baixos de fragdo liquida, ndo se pode assegurar
a validade desta hipotese. Para ilustrar as observacgGes resultantes do estudo paramétrico

efetuado com o modelo duplo estagio, foram realizadas as simulagdes apresentadas na
tabela 3.2.

Tabela 3.2 — CondigBes operacionais para o reator duplo estigio

Sim1 0,5 100 100 50 0,3
Sim2 0,5 100 100 100 0.3
Sim3 0,5 100 70 250 0,3
Sim4 0.6 100 70 250 03
Sim5 038 100 70 250 0,3

Diversas simulagfes forma feitas para se chegar na faixa de vazles apresentada na
tabela 3.3. Sendo assim, os dados apresentados na tabela 3.2 constituem algumas das
condi¢des operacionais utilizadas para simular o reator duplo estagio. Nestas simulagdes, o
volume de ambos os tanques foi considerado igual e sendo o volume total (volume de
solido + volume de liquido) de cada um dos tanques de 1000 litros. A utilizagdo de um
volume de 1000 litros para cada um dos tanques visa aproximar o sistema as condigdes
operacionais industriais do processo, visto que uma das propostas deste trabalho € o estudo

da viabilidade técnica da produgdo industrial de dextrana. As concentragdes iniciais de
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enzima adsorvida sdo nulas para ambos os tanques. A concentragdo inicial de enzima livre

no tanque de dessorgdo ¢ dada pela variavel Co (tabela 3.2) ¢ € nula no tanque de adsorgio.
A concentragdo inicial de substrato, no tanque 1, ¢ igual a concentragido de substrato na
corrente de alimentagdo, e ¢ nula no tanque de adsorgio. O valor da concentragdo inicial de

substrato ¢ de 25 g/l (tanque 1) e a fragfo liquida do sistema é constante.

Com os resultados obtidos por simulacio, foram confeccionados graficos
comparativos entre as diversas condigdes de operacgdo. Estes graficos sdo apresentados nas

figuras 3.3;3.4 e 3.5

1,000 — 3im1 ;
"~ —— 8im2 !
Sim3 |

0,995 p-
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G i os
D285 -
[
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Figura 3.3 - Grafico comparativo da Figura 3.4 — Gréafico comparativo do
quantidade de enzima retida no sistema consumo de substrato no tanque de
(reator duplo estagio). dessorcdo (reator duplo estagio).
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Figura 3.5 - Concentragio de enzima total adsorvida no sistema e concentragio de enzima

livre no tangue de dessorgio.
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De acordo com os graficos apresentados nas figuras 3.3 e 3.4 pode-se notar que a

diminuicdo da vazdo da alimentaciio no tanque 2, associada ao aumento da vazdo de
reciclo, favorecem ndo $6 a reten¢io enzimatica no sistema mas também o consumo de
substrato. A figura 3.5 apresenta os perfis de enzima livre e adsorvida em cada um dos

tanques.

Observando o perfil de concentracdo de enzima livre no tanque de dessorgio e de
enzima adsorvida no sistema (figura 3.3), tendo em vista a hipotese de dessorcio
instantdnea, pode-se considerar que toda a enzima contida no tanque de dessorcdo esta livre
(ndo adsorvida). Observa-se, como ja era esperado, uma diminui¢do gradual de enzima
livre no tanque de dessor¢@o, bem como um aumento gradual de enzima adsorvida no
tanque de adsorgdo. A condi¢do operacional otima do sistema visa alto rendimento, fator
diretamente associado a uma elevada concentragdo de enzima livre no tanque de dessorgio
e uma alta reten¢io enzimatica, o que implica em uma menor concentragdo de enzima
adsorvida no tanque de adsorg¢do, devido a concentragio mais elevada no tanque de

dessorgio.

A comparagdo entre os graficos 3.3, 3.4 ¢ 3.5 permite verificar que a melhor
condi¢do operacional, dentre as trés primeiras simulagBes com as condi¢des operacionais
apresentadas na tabela 3.2, € aquela referente a simulagio de namero 3. Com as condigles
operacionais da simulagiio de numero 3, obtemos uma alta retencdio enzimatica e alto
consumo de substrato. Voltando a analise do grafico 3.5, observamos que as curvas
referentes a concentracio de enzima livre no tanque de dessorcio e de enzima adsorvida no
tanque de adsorgdo apresentam valores mais proximos entre st nas simulagSes 3 e 2, que 0
obtido com simulag@o 1. Dessa forma, em uma primeira analise pode-se dizer que quanto
mais proximas estiverem as concentragbes de enzima livre, no tanque de dessorgdo, ¢ de
enzima adsorvida, no tanque de adsorcdo, melhor serd o desempenho do sistema em estudo.
As simula¢Bes de numero 4 e 5 visam a verificagio da influéncia da fracio liquida do
sistema nos perfis de concentragdo do mesmo. As figuras 3.6 e 3.7 apresentam os mesmos
graficos comparativos apresentados nas figuras 3.3 e 3.4, incluindo a variagio da fragdo

liquida do sistema.

A analise dos graficos apresentados nas figuras 3.6 e 3.7 leva a conclusdo de que o
aumento da fragdo liquida do sistema provoca um aumento na perda enzimatica, devido ao

aumento da quantidade de enzima livre nos tanques. Dessa forma, o consumo de substrato
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no tanque de dessor¢iio aumenta. Entretanto o aumento da perda enzimatica pode

inviabilizar economicamente o uso do sistema, devido ao alto custo da mesma.
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Figura 3.6 - Gréafico comparativo da
quantidade de enzima retida no sistema

(reator duplo estagio).

3.4.2 Sistema triplo estagio
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Figura 3.7 — Grafico comparativo do

consumo de substrato no tanque de

dessorcéo (reator duplo estigio).

De forma semelhante ao estudo paramétrico realizado para o modelo duplo

estagio, foi realizado também um estudo paramétrico para o modelo triplo estagio. O

volume total de cada um dos tanques € novamente de 1000 litros. As condigdes iniciais para

o tanque de dessorcdo sdo as mesmas que as utilizadas no modelo duplo estagio.

As

condigdes operacionais utilizadas para simular o modelo triplo estagio sio apresentadas na

tabela 3.3.

Tabela

3.3 — Condi¢des Operacionais para o reator triplo estagio

Simé 0,5 80 100 0

Sim7 0.5 100 50 50 150 0.3

Sim8& 0.5 100 100 0 180 0.3

Sim9 0,5 100 R0 ] 150 0,3
Simlo 0.5 100 80 O 250 0,3
Siumll 0,5 100 70 0 250 0.3
Siml2 | 06 00 | 0 0 250 | 03
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Através de simulagfes com 0 modelo de reator triplo estdgio, utilizando os dados

operacionais da tabela 3.3, foi possivel determinar a influéncia de cada uma das vazdes na
performance do mesmo, bem como comparar a performance do reator triplo estagio com o
modelo duplo estagio. Na simulagdo de niimero 7, a vazdo de ahmentagdo do segundo
estagio foi dividida entre os tanques 2 e 3. Os resultados das simulagdes efetuadas para o

modelo triplo estagio sfo apresentados nas figuras a seguir:
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Figura 3.8 - Grafico comparativo da Figura 3.9 - Grafico comparativo do
quantidade de enzima retida no sistema consumo de substrato no tanque de
(reator triplo estagio). dessorc&o (reator triplo estagio).

A analise dos graficos apresentados nas figuras 3.8 e 3.9 permite a verificacdio da
influéncia das vazdes de alimentacdo e refluxo, na performance do reator triplo estagio.
Quanto maior a vazio de alimentagdo do tanque 1, maior € a perda enziméatica. Atraves das
curvas obtidas com simulagdes de nameros 7 e 8 verifica-se que o comportamento do
sistema triplo estagio ¢ muito semelhante ao obtide com o sistema duplo estagio. Nota-se
pelo grafico da figura 3.8 que a diminuigio da vazfo de alimentacio do tanque 1 beneficia
a retengdo enzimatica do sistema, bem como a divisdo da corrente de alimentacdo para os
tanques de adsor¢do (F; e F3) em pouco influencia a performance do reator. Dessa forma,
em termos operacionais € mais interessante utilizar um valor nulo para a alimentagio do
segundo estagio de adsorc¢do, visto que esse procedimento implica em uma maior facilidade
de controle do processo além de representar economia em termos de bombas e tubulagdes.
Quanto menor a vazdo de alimentacdo no estigio de dessor¢do, menor sera a capacidade da

planta, visto ser menor a quantidade de substrato alimentada no sistema.
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As simulagdes de nimeros 9 e 10 visam o estudo da influéncia da vazéo de refluxo

¢ da concentragdo de substrato na performance do sistema. Para a simulagio 9 foi utilizada

uma concentracgio de substrato 4 vezes maior que a utilizada na simulagdo 10, tendo sido

mantida a concentragio inicial de enzima no sistema. O resultado das simulagdes 9 e 10 sio

apresentados nas figuras a seguir:
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Figura 3.10 — Gréfico comparativo da

quantidade de enzima retida no sistema

(reator triplo estagio).
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Figura 3.11 — Gréafico comparativo do
consumo de substrato no tanque de

dessor¢io (reator triplo estagio).

Verifica-se, através das curvas apresentadas na figura 3.11, que o consumo de

substrato na simulacio de namero 9 foi menor que o obtido na stmulagdo 10. J& em relacdo

a vazdo de refluxo, o grafico da figura 3.10 mostra que o aumento da mesma provoca uma

pequena elevagio na quantidade de enzima retida no sistema. Comparando-se os graficos

das figuras 3.3 e 3.10 nota-se que o sistema triplo estagio ¢ menos sensivel a vazio de

refluxo que o sistema duplo estagio.

As simulagdes de nimeros 11 e 12 visam verificar a influéncia da frag@o liquida do sistema

no comportamento do reator triplo estagio.
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Novamente, verifica-se através dos graficos das figuras 3.12 e 3.13 que o aumento
da porosidade do sistema (diminuicio da quantidade de resina no sistema), eleva a perda

enzimatica, entretanto em pouce afeta o consumo de substrato no tanque de dessorcao.

3.4.3 Comparaciio entre os sistemas duplo e triplo estigio

Com a finalidade de se verificar a influéncia do volume dos tanques no

desempenho do sistema, as seguintes simulagdes foram realizadas:

Tabela 3.4 — Condig¢des operacionais para o sistema duplo estagio

Sim13| 0,5 100 70 250 03
Sim14 | 0,5 100 70 250 0,3

Tabela 3.5 ~ CondigOes operacionais para os sistema triplo estagio

Sim | e | iUy | FaUih) | Fs/h) | FaVh) [Colel | Vi) | Vad) | Va)
Siml5| 05 | 100 | 70 0 | 250 | 03 | 500 | 500 | 500
Simi6| 05 | 100 | 70 0o | 250 | 03 | 500 | 500 |1000
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Os resultados obtidos com as simulagdes de 13 a 16, bem como a comparacdo entre

os modelos duplo e triplo estagio sdo apresentados nos graficos a seguir:
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Figura 3.14 — Grafico comparativo entre o Figura 3.15 — Grafico comparativo entre o
modelo duplo e triplo estagio (enzima modelo duplo ¢ triplo estigio (enzima
retida no sistema). total adsorvida no sistema).

Agtraves dos graficos das figuras 3.14 e 3.15, verifica-se que a quantidade total de
enzima adsorvida no sistema triplo estigio é menor que a quantidade total de enzima
adsorvida no sistema duplo estagio. Ja a quantidade de enzima retida no sistema para os
dois modelos sdo praticamente idénticas.. Vale ainda lembrar que a quantidade de enzima
retida no sistema engloba nfo somente a enzima adsorvida, mas também a enzima livre no
sistema. Entretanto, analisar somente a quantidade de enzima retida no sistema nfo € o
suficiente para atestar a superioridade do sistema triplo estagio em relagéio ao duplo estagio,
visto que o rendimento trata-se também de um fator importante do processo. Os gréaficos a
seguir apresentam os perfis de concentragio de enzima livre e de consumo de substrato no

tanque de dessorgdo para os sistemas duplo e triplo estagio:
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(sistema duplo e triplo estagio). duplo e triplo estagio).

Os graficos apresentados na figuras 3.16 e 3.17 mostram que, apesar de apresentar
menor quantidade de enzima adsorvida, o sistema triplo estigio apresenta maior quantidade
de enzima livre no tanque de dessorgdo, o que acarreta maior consumo de substrato. Dessa,
forma, pode-se afirmar que o sistema triplo estagio ¢ superior ao duplo estigio, ndc em
termos de retengdo enzimatica no sistema, mas em termos de consumo de substrato. O
sistema triplo estagio, referente a simulagdo 15, apresenta o dobro do volume destinado a
adsor¢do que o sistema duplo estagio referente a simulagio 13. Dessa forma, poderia se
esperar que, dobrando o volume do tanque de adsor¢do no sistema duplo estagio fosse
obtido, para este (ltimo, o mesmo desempenho do obtido com sistema triplo estagio. Os

graficos apresentados nas figuras 3.18 e 3.19 contradizem esta expectativa,

De acordo com os graficos apresentados nas figuras 3.18 e 3.19, nota-se que a
quantidade de enzima retida no sistema diminui para o sistema duplo estagio, quando se
utiliza 0 mesmo volume para ¢ estigio de adsorgdo do sistema triplo estiagio. O mesme

acontece com a quantidade de enzima adsorvida.
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Os graficos apresentados nas figuras 3.18 e 3.19 evidenciam que a quantidade de
enzima retida no sistema, bem como a quantidade de enzima adsorvida no sistema ndo
estdo relacionadas apenas ao volume total do estagio de adsorgdo, mas também a
configuragio do sistema. Os graficos a seguir apresentam o perfil de enzima livre e o

consumo de substrato no estagio de dessorcdo:
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Figura 3.20 - Perfil de concentragdo de Figura 3.21 - Perfil do consumo de
enzima livie no estdgio de dessorgdo substrato (sistema duplo e triplo estagio).

(sistema duplo & triplo estagio).

Conforme pode ser visto nos graficos das figuras 3.20 e 321, a quantidade de

enzima livre no sistema duplo estagio ¢ bem menor que a quantidade de enzima livre no
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sistema friplo estagio, chegando a niveis muito proximos de zero. Consequentemente o

consumo de substrato diminui. Os graficos apresentados nas figuras de 3.18 a 3.21 mostram
que a adi¢do de um estdgio extra de adsor¢do no sistema aumenta o consumo de substrato,
ou seja aumenta o rendimentc do processo. A simulagio de nimero 16 visa a analise da
performance do sistema triplo estagio quando se aumenta o volume do segundo estagio de

adsor¢do. Os resultados sdo apresentados a seguir;
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Figura 3.22 — Grafico comparativo do Figura 3.23 - Gréafico comparativo do
sistema triplo estagic com volumes sistema triplo estagio com volumes
diferentes para os estagios de adsorcdo. diferente para os estagios de adsorgdo.

Conforme os graficos das figuras 3.22 e 3.23 o aumento de volume do segundo
estagio de adsorcdo diminui a quantidade de enzima retida no sistema. Os graficos a seguir
apresentam o perfil de concentragio de enzima livre e o consumo de substrato no estagio de

dessorgio:
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Como pode ser visto na figura 3.24 o perfil de enzima livre no estagio de
dessorgdo é ligeiramente maior quando se utiliza um volume maior para o segundo estagio
de adsor¢do. Consequentemente, o consumo de substrato sera também ligeiramente maior,

visto que a reagfio enzimatica ocorre no estagio de dessorgéo.

3.44 - Estudo da influéncia das concentraciées de substrato na corrente de

alimentacio e da concentraciio inicial de enzima no tanque de dessorc¢iio utilizando o

modelo duplo estiagio

A partir da simulagfio de numero trés (tabela 3.2), a que apresentou os melhores
resultados para o sistema duplo estagio, foram estudadas a influéncia da concentragio de
substrato na corrente de alimentagio e a concentragio inicial de enzima no tanque de
dessor¢io. As vazdes de alimentagdo, fragdo liquida e volume do sistema permanecem
inalterados em relagdo a simulagdo de namero 3. Os valores de concentracdo inicial de
sacarose no tanque de dessorcio permanecem idénticos as concentragdes da corrente de
alimenta¢do. A tabela 3.6 apresenta os valores de concentragio micial de enzima e subtrato

para o sistema duplo estagio.
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0,3

Sim18 50 0,3

Sim19 75 0,3

Sim20 25 0,10

Sim?1 25 0,25

Sim22 25 0,50

Sim23 25 0,75

O grafico da reteng@o enzimatica obtido com as simulagdes de 17 a 19 corresponde

aquele apresentado na figura 3.3, mais precisamente & curva obtida com a simulagio de

nimero 3. Este grafico nfo € apresentado, pois as curvas obtidas para as simulagdes de 17 a

19 sdo coincidentes a curva obtida para a simulagfio 3, ja que ndo foram alteradas as vazdes

e a concentragdo inicial de enzima. Os resultados obtidos com as simulagdes de 17 a 23 sfo

apresentados a seguir:
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Conforme pode ser observado pela figura 3.26, o aumento da concentragdo de
substrato, na corrente de alimentacdo, diminui levemente o consumo de substrato. Ja o
aumento da concentracdo de enzima, para uma mesma concentragdo de substrato na
corrente de alimentacdo, aumenta o consumo de substrato e diminui a perda de substrato
ndo convertido, conforme pode ser observado nos graficos das figura 3.27 ¢ 3.35. Este
comportamento € atribuide a uma maior quantidade de enzima livre no tanque de

dessorcdo, como pode ser visto na figura 3.29. J§ a figura 3.30 mostra que a quantidade de
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enzima livre no tanque de adsor¢fio também aumenta. Entretanto nfio se pode concluir que

esse aumento implique em uma perda enzimdtica significativa, visto que para as curvas
apresentadas no grafico 3.28 sdo coincidentes e a quantidade de enzima livre no tanque de

adsor¢do é muito pequena, conforme pode ser observado na figura 3.30.

Observa-se ainda a ocorréncia de um ligeiro aumento na quantidade de enzima
adsorvida no tanque de dessor¢io (figura 3.32). J& o aumento na quantidade de enzima
adsorvida no estagio de adsorciio é bem mais significativo (figura 3.33), o que evidéncia

que o aumento da concentragfo inicial de enzima nfo afeta muito a perda enzimatica.

De acordo com os resultados apresentados nas figuras de 3.26 a 3.35, o aumento da
quantidade de substrato na corrente de alimentag@o deve ser realizado paralelamente com o
aumento da concentraclo inicial de enzima livre, para que nio haja perda de matéria prima
ndo consumida. Ja o aumento da concentragiio de enzima livre aumenta o consumo de
substrato. Os resultados apresentados nas figuras 3.29 e 3.35 mostram claramente que, para
uma dada condi¢io operacional Otima em termos de vazdes de alimentac¢fo, existe uma
concentragdo Otima de substrato na corrente de alimentagido e uma concentragiio inicial
otima de enzima livre no sistema, para que seja obtido um alto consumo de substrato. A
otimizagdo do sistema, baseada na quantidade de dextrana produzida desejada, leva a

determinacdo destes valores.

3.4.5 - Estudo da influéncia da concentracdes de substrato na corrente de
alimentaciio e da concentraciio inicial de enzima no tanque de dessorcio

utilizando o modelo triplo estigio:

Analogamente ao estudo realizado para o modelo duplo estagio, foi realizado um
estudo para verificar a influéncia da concentragdo inicial de sacarose e enzima livre no
comportamento do modelo triplo estagio. Neste estudo, as vazdes de alimentagdo, fragdo
liquida do sistema € volume dos tanques s3o 1dénticas as utilizadas na simulagdo de nimero
11, a que apresentou melhor desempenho para o modelo triplo estagio. Novamente, a

concentragdo inicial de substrato € idéntica a concentraciio da corrente de alimentacdo. Os
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valores das concentracdes imiciais de enzima (Co) e de substrato (So) so apresentados na

tabela 3.7:

Tabela 3.7 — ConcentracSes iniciais {modelo triplo estagio)

Sim?24 10
Sim25 50
Sim26 75 3
Sim27 25 0,10
Sim?28 25 0,25
Sim29 25 0.50
Sim30 25 0,75
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Figura 3.36 - Grafico comparativo do Figura 3.37 - Grafico comparativo da
consumo de substrato (modelo triplo quantidade total de enzima retida no

estagio). sistema (modelo triplo estagio).
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substrato no primeiro estagio de adsorcdo substrato no segundo estagio de adsorgao

{(modelo triplo estagio). (modelo triplo estagio).

As figuras de 3.36 a 3.47 apresentam os resultados das simulagdes da tabela 3.7. O
grafico apresentado na figura 3.36 apresenta comportamento semelhante ao apresentado na
figura 3.26 para o modelo duplo estagio. Novamente, a elevagio da concentragdo de
substrato, mantendo-se a concentragdo enzimatica, resulta em uma diminui¢do do consumo
de substrato no sistema. Em relagdo ao estudo da concentragio de enzima, observa-se
novamente concorddncia com o modelo duplo estagio, visto as curvas que descrevem o
perfil da quantidade de enzima retida no sistema serem coincidentes (figura 3.37) também

para o modelo triplo estagio.

Observa-se atraves do gréfico apresentado nas figuras 3.38 e 3.39, que quanto maior
a quantidade inicial de enzima no sistema, maior ¢ a quantidade de enzima adsorvida e livre
no sistema. Novamente, pode-se dizer que a elevacio da concentragdo de enzima livre nos
tanques de dessorcdo nfo influenciam, de forma significativa, a perda enzimatica do

sistema, devido ao fato de haver resina em quantidade suficiente para adsorver a enzima.

O consumo de substrato ¢ maior com o aumento da concentragdo inicial de
enzima, como pode ser visto nos graficos de 3.45 a 3.47. De acordo com os resultados
apresentados nas figuras de 3.38 a 3.47, a elevagdo da concentragdo de substrato ndo
acompanhada de uma elevag@o da concentraclo inicial de enzima, aumenta a quantidade de

substrato ndo consumido no processo.
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Apesar de apresentar perfis semelhantes, nota-se através dos graficos obtidos com

o modelo duplo e triplo estigios, que ha uma pequena diferenca nos valores obtidos para
cada um dos sistemas, embora tenham sido utilizadas as mesmas condigdes operacionais
para ambas as simulagbes. A fim de verificar a amplitude dessa diferenca, os resultados

obtidos com cada um dos modelos sdo comparados a seguir:
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Figura 3.48 - Grafico comparativo da Figura 3.49 - Grafico comparativo da
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Figura 3.50 — Qrafico comparativo do Figura 3.51 — Grafico comparativo da
consumo de substrato (modelos duplo e concentragio de enzima livre (modelos
triplo estagio) duplo e triplo estagio).

De acordo com os resultados apresentados na figura 3.50, o desempenho dos

sistemas estudados, em termos de consumo de substrato sdo praticamente idénticos para
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ambos os sistemas. As figuras 3.48 e 3.49 evidenciam a superioridade do modelo triplo,

estagio no tocante a retengio enzimatica. Embora a quantidade de enzima livre no estagio

de dessorcdo seja menor para o modelo triplo estagio (figura 3.51), isso ndo prejudica o

consumo de substrato.



4.1 - Introducio

Além do processo CARE, a adsor¢3o de macromoléculas em leitos fluidizados e
tanques agitados também tem sido alvo de estudos para o desenvolvimento de novos
processos de purificagio e separacdo de bioprodutos. Hortsmann e Chase (1989)
apresentam um modelo para cinética de adsor¢do de proteinas, englobando a resisténcia a
transferéncia de massa no filme liquido e a difusio no interior dos poros. O modelo
apresentado € altamente concordante com resultados experimentais. Araiijo (1996) aplicou
este modelo para adsorgdo de albumina de soro bovino em resinas de troca idnica, em leito

fluidizado e em tanque agitado, tendo sido obtidos bons resultados.

A modelagem proposta por Souza (1993) ndo considera as resisténcias a
transferéncia de massa e a difuséo no interior do solido. Entretanto estas resisténcias podem
influenciar bastante o comportamento do sistema. Com base nos estudos de Hortsmann e
Chase (1989) e de Aradjo (1996), foram propostos dois outros modelos envolvendo em
primeira instdncia a resisténcia de transferéncia de massa no filme liquido, sendo

posteriormente inserida a difusdo no interior dos poros.

4.2 — Desenvolvimento do Modelo de Adsorcio

O modelo de adsorgio considerando a resisténcia a transferéncia de massa no filme
liquido e a difus@o no interior do sdlido proposto por Horstmann e Chase (1989) € baseado

nas seguintes suposicdes:

e O adsorvente € feito de material poroso, onde o soluto deve se difundir no interior dos

poros, com base na Difusividade Efetiva (D.), a qual é considerada independente da

concentragdo.
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¢ A transferéncia de massa para a superficie do adsorvente ¢ limitada pela resisténcia a

transferéncia de massa no filme liquido, a qual é caracterizada pela resisténcia de

pelicula (47)

e A reacgio de adsorgdo na superficie do adsorvente € descrita por uma reagdo irreversivel

de segunda ordem, sendo a mesma isotérmica e com equilibrio representado pelo

modelo de Langmuir

¢ As particulas de adsorvente sdo esféricas e de tamanho uniforme

Conforme estas hipoteses, € apresentado o balango de massa proposto por Hortsmann e
Chase (1989):

4.2.1 - Balanc¢o de massa sobre a particula sélida

Difusdo do soluto no interior dos poros do adsorvente

&y
‘v P

2, . .
07Ci 2% | A (.1)
&2 r o &

As condigdes iniciais sdo:
t=0 5 Ci = {)

As condigGes de contorno sdo:

r=0; %L =0 ( no centro da particula ) (4.2)
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. k
Li. T icy-ci) @.3)

r=R; —m
& Defs‘

De acordo com a equacgio (4.3), a transferéncia de massa no filme liquido depende

ndo somente da concentragio de enzima livre na fase liquida (C}), mas também da

concentragdo de enzima no interior dos poros do adsorvente, sendo esta dada por C|

4.2.2 - Cinética de adsor¢do sobre a superficie do adsorvente

L ki Clam - a1 )~ ko @4

Considerando o equilibrio entre a enzima livre e adsorvida no interior dos poros, e sendo a

cinética de adsorgdo representada pelo modelo de Langmuir tem-se:

Equagio de Langmuir:
o _ImCi 4.5
% %ai+cC, 3)
Onde:
Kd = k2 (4.6)
kj
Podemos expressar % como:
& _ dg & @7

a dc; &



o5
Onde:

dg; gmKd
dCl- = 5 (4.8)
I (Kd+C;)
Substituindo na equagio (4.7) temos:
a; Kd &
&z __ m : 5,; (4.9)
(Kd+C;)
Substituindo a equacio (4.9) na equagio (4.1) temos:
& (FC 2&) gkd &
EP*E:D%[ a° +?3m]“(Kd+C.)2-é? (4.10)
A equagio (4.10) pode ser rescrita da seguinte forma:
ep£(Cr) Ehapy G, 2% @11)
prrAd Ty T T T A N
Onde:
, Kd
F1Ci)=—m2 (4.12)

(Kd +C; )?
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Adimensionalizando as varidveis 7 e ¥ na equagéo {(4.11), temos:

2
a; GcC; 287
'(C; LI A St 413
[ep+f(Ci)] P [éx‘? +x&} (4.13)
Onde:
Dor ¢
S AN
R? R

aCy &y
=0,C =0 x=0; —+=0 =] Bip(Cp—C; )=—L%
T S X m(Cp—Cj) o7
Onde:
kfR
Biy = / (4.14)
Def
4.2.3 - Balanco de massa na fase liquida para tanque agitado
dCp, 3vk £
= - Cp=Cily= 4.15
i RV (Ch i )rr—R ( )

P

t=0;C,=Cp
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Adimensionalizando-se as variaveis 7 e 7 na equagio (4.15), tem-se

dcyp, 3vk f

dr = 7 (Cb“ci)‘le (4.16)

As condi¢Bes iniciais para equago (4.16) sdo:

Tﬁﬂ,'cmeO

A difusfo no interior dos poros de um sdlido poroso, seja uma resina ou catalisador,
depende de varios fatores dentre eles, o tamanho da enzima ¢ o didmetro médio dos poros.
Sendo assim para o sistema em estudo serd considerada primeiramente a resisténcia a
transferéncia de massa no filme liquido, sendo posteriormente adicionada ao modelo a
difusdo no interior dos poros, como ji mencionado anteriormente. A resina utilizada no
sistema em estudo é a DEAE-Celulose. Trata-se de uma resina de troca ibnica de

porosidade mediana.

4.3 — Modelagem do Sistema Duplo Estdgio, incluindo a resisténcia a

transferéncia de massa no filme liquido.

Nio sendo considerada a difus@o no interior dos poros, a forga motriz na equagio
(4.15), representada pelo termo (Cp-Cj)y=r, foi substituida pelo termo
q;Kd
(qm—qi)

(1993) determinou experimentalmente a isoterma de adsor¢io da dextranasacarase em

Kd .
(Cb —~—q—’———---~)~J, visto que pela equagdo de Langmuir temos: C; = . Souza

u(qm—qz'

DEAE-Celulose. Em seu trabalho a dessor¢do da enzima foi considerada instantinea.

Sendo assim, a resisténcia a transferéncia de massa na fase liquida foi considerada somente

no estagio de adsorcfo.
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4.3.1 - Balango de massa para o tanque 1 (dessor¢io)

dC; FrCae TgrCie FiC I-
1 _FRCye TRTIE FiCp . . (1=¢) (4.17)
di Vi Vi Vy £

dq; _FRraze _FRqie _Fiq1 —k3q

dt Vi vy Vi (+.18)

dS; FiSp +FR828_FRSJE_F]S] _ KC;8;
dt Vy Vi Vi Vi Kyp+S8y

(4.19)

4.3.2- Balango de massa para o tanque 2 (adsorcdo)

dCZmFrC15+F1C1"(F1+F2)C2“FRC’ZSW-‘”kf ., 92kd )(I—g)
dt V2 V2 V2 V2 R (gm-q2) &

(4.20)

dqy FRrqre F Frqye 3k Kd
92 _ FR91E  F191 FR928 RS Cp,-—2222 ) (4.21)
dt Vs V> Vs R (gm—q3)

ds > :FRSJS_*_F]S]_FRS;S_(F]-%—Fz)SQ _ KCy8,
df Vs Va Vs Vo Ky +82

(4.22)
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4.4 — Modelagem do Sistema Duplo Estigio, incluindo a resisténcia a

transferéncia de massa no filme liquido e difusio nos poros.

Nesta modelagem, a equacgio (4.15) é mantida como apresentada, pois estamos

considerando a difusiio no interior do sélido. Sendo assim, além da equagdo (4.15) foi

inserida no modelo a equaco (4.10), que representa a variagio de Ci no tempo para todos

os raios. Novamente, devido ao fato da reagfo de dessorgdo ser instantinea, a resisténcia a

transferéncia de massa na fase liquida bem como a difusdo no interior da resina foram

consideradas somente no estagio de adsorgio.

4.4.1 - Balanco de massa para o tanque 1 (dessorgdo )

dC; _FRrCye FRCie FiCy haa, (175)
& 7 7

dq; _FRr4s¢ _FReie Fia1
dt vy vy vy

3497

dsy :F]Sg +FR528WFRS]6_F1S] _ KC;8;
dt Vi Vy Vi Vi Kp+§8;

4.4.2- Balango de massa para o tanque 2 (adsorgdo)

dC, F,Cre FiC; (Fj+Fy)Cy; FgrCae 3kf (I-¢)
= + - - -——(C2-C;)
dt Vs Vs Vs Vo R £

(4.23)

(4.24)

(4.25)

(4.26)
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I 3k
da2 _FR91e Fi91 FR92¢ 7T o) o)

(4.27)
dt Vs V2 V2 R
| 20 _ -
‘) Li_p |2 (2:, L2&i | qmKd . i (4.28)
a2 v F | (ka+Ci ) 4
dSy _ FRSiz FiS; FRSze (Fj+F)S; KC3S; (4.29)

dt Vo Vs Vo Va Km+8>

4.5 - Resultados

O modelo apresentado no item 4.3 foi resolvido numericamente através do método
de Runge Kutta 4* ordem. Ja o modelo apresentado no item 4.4 foi resolvido utilizando o

método de colocagio ortogonal para a equagdo 4.28 e o método de Runge Kutta 4" ordem

para as equagOes diferenciais ordinarias.

O método de colocagdo ortogonal € um método de residuos ponderados, onde um
polindmio interpolador ¢ utilizado para representar a fun¢do em pontos discretos (pontos de
colocagdo). Neste trabalho o polindmio fot utilizado o polindmio de Lagrange e dois pontos

internos de colocagdo, quantidade que se mostrou suficientemente precisa.

Os valores de temperatura e pH sdo aqueles apresentados na tabela 3.3. Ja os valores
das constantes kre D, foram obtidos através do ajuste do perfil experimental obtido por
Souza (1993) ao modelo de adsorgio proposto por Hortmann e Chase (1989). Estes valores
sdo 3,14 x 10°m/hel,88x 10°m* h respectivamente. Para este ajuste, apresentado no
apéndice 2, foram consideradas as propriedades da dgua para representar a solugdo tampao,
pois ndo foram encontrados, em nenhuma referéncia, os valores de viscosidade e densidade
da solugdo utilizada por Souza (1993) para obter a curva de adsorgo da dextrana-sacarase
em DEAE-Celulose.

Qutro pardmetro ndo encontrado foi a porosidade da resina, que normalmente é

determinada experimentalmente. Neste caso, a unica informacdo disponivel era a
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classificagio da resina como sendo de porosidade mediana, segundo o fabricante (Sigma),

Dessa forma, foi utilizado o valor de 0.75 para porosidade da resina. Ja o raio da particula
(R = 125x 10" m) foi encontrado no trabalho de Souza (1993), o qual apresenta uma
analise granulomeétrica da resina. Apesar destas aproximagdes, os resultados obtidos atraves
de simula¢tes com os modelos que incluem a resisténcia a transferéncia de massa e difusdo

intraparticular permitem verificar, qualitativamente, o comportamento do sistema.

A simulago de niimero 3 para o modelo duplo estagio (Capitulo 3) foi novamente
realizada, utilizando agora o modelo apresentado no item 4.3, onde somente a resisténcia a
transferéncia de massa na fase liquida ¢ considerada. Os graficos a seguir apresentam os

resultados obtidos:
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Figura 4.1 - Quantidade de enzima retida Figura 4.2 — Consumo de substrato no

istema (reator duplo estagio - ~ .
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considerando a resisténcia a transferéncia

fase liquida no estagio de adsorgdo). de massa no estagio de adsorgio)

O indice m na legenda dos graficos indica que o modelo utilizado considera a
resisténcia 4 transferéncia de massa no filme liquido. Conforme pode ser observado nas
figuras 4.1 ¢ 4.2, quando a resisténcia a transferéncia de massa ¢ levada em consideragdo a
perda enzimatica ¢ ligeiramente superior a obtida quando esta transferéncia nido ¢ levada
em consideracio. Isso se deve a uma menor quantidade de enzima adsorvida, devido &
difusdo da mesma ser dificuitada pela resisténcia de pelicula no filme liquido. Quanto ao
consumo de substrato, ndo se verifica nenhuma alteragfio, pois a quantidade de enzima livre

no sistema ¢ suficiente para consumir o substraio alimentado. Vale ressaltar que a curva
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obtida para ambos os modelos nfo apresenta alteragdes, em ambos os casos a perda

enzimatica é linear no intervalo de tempo estudado.
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Figura 43 — Enzima total retida no
sistema (reator duplo estagio
considerando a resisténcia a transferéncia
de massa na fase liquida e difusio no

interior da resina).
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Figura 4.4 — Consumo de substrato no
estagio de dessorcdo (reator duplo estagio
considerando a resisténcia a transferéncia
de massa na fase liquida e difusdo no

interior da resina).

Utilizando o modelo apresentado no item 4.4, onde sio levadas em consideragio
tanto a resisténcia a transferéncia de massa na fase liquida como a difusdo no interior da
particula, a simulagio de nimero 3 para o reator duplo estagio foi novamente repetida. Os

resultados sdo apresentados nas figuras 4.3 e 4.4.

Conforme pode ser observado na figura 4.3, a curva obtida utilizando-se o modelo
de adsorcio proposto por Hortsmann e Chase (1989) é bastante diferente da obtida através
do modelo original para o reator duplo estigio proposto por Souza (1993). Nota-se, atraves
do grafico apresentado na figura 4.3, que a queda da quantidade total de enzima retida no
sistema ¢ menor no inicio, tornando-se mais acentuada com o passar do tempo. O valor
final obtido também € menor que o obtido para o modelo original (figura 3.3) sob as
mesmas condi¢des operacionais. Ja para o consumo de substrato, o perfil se mantém igual

a0 obtido para o modelo original.

A diferenca entre os perfis obtidos para a perda enzimatica no sistema quando as

resisténcias 4 transferencia de massa sfo levadas ou n3o em consideracio, se deve a
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alteragdo da cinética de adsorgdo, que pode inclusive ter o tempo de necessério para se

atingir o equilibrio alterado em fung8o dos pardmetros kre D.r(apéndice 2}.

A seguir € apresentado o grafico com os perfis de enzima livre no estigio de
dessor¢do e enzima total adsorvida no sistema para a simulagio de nimero 3 utilizando o

modelo apresentado no item 4.4:
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Figura 4.5 — Concentragdo total de enzima adsorvida e enzima livre no tanque de dessorgéo.
Modelo duplo estagio considerando a resisténcia a transferéncia de massa e difusdo da

enzima no interior da resina.

Observa-se que o grafico da figura 4.5 € semelhante aquele apresentado na figura
3.5 (as curvas representadas em ambos os graficos possuem o mesmo tipo de perfil).
Entretanto, os valores obtidos quando sdo consideradas as resisténcias a transferéncia séo
diferentes daqueles obtidos para o modelo original. Nota-se também que as curvas
referentes a enzima total adsorvida no sistema e enzima livre se encontram mais proximas

no grafico da figura 4.5,

Apesar das constantes utilizadas nos modelos apresentados nos itens 4.3 e 4.4 serem
aproximagdes, a utilizagdo destes modelos permite estimar o comportamento do sistema
quando se leva em consideragio a resisténcia a transferéncia de massa no filme liquido e a

difusfo da enzima no interior da resina adsorvente.

Os graficos apresentados nas figuras de 4.1 a 4.4 mostram que a inclusdo de

resisténcias a transferéncia de massa na modelagem do sistema altera ndo s6 os valores
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relativos a retengdo enzimética, mas também o perfil da quantidade de enzima retida no

sistema.

Sendo o reciclo de enzima um fator econdmico limitante para a viabilidade do
processo, faz-se necessario um estudo experimental da adsorgio da enzima que leve em
consideracdo ndo somente as resisténcias a transferencia de massa, mas também a presenca
de dextrana no melo. Esta consideragio € importante devido ao fato de a dextrana ser um
polissacarideo, cujos efettos da viscosidade de suas solugBes podem interferir nos

fendmenos de transferéncia de massa.
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5.1 - Introducéo

Os modelos apresentados no Capitulo 3 nfo consideram a influéncia dos tampdes de
adsorgdo e dessor¢dio no comportamento do sistema. O reator estudado considera a
adsor¢do e dessorgéio da enzima mediante a alimentagdio de tampdes apropriados nos

respectivos estagios de adsorgdo e dessorgio.

Segundo Curralero et al. (1998), a dessor¢io da enzima é promovida mediante a
adicdo de tampéo de NaCl no estagio de dessorgdo. A adsorgdo seria promovida mediante a
diminuicdo da concentragiio de NaCl no estagio de adsorggo, através da dilui¢do com agua

pura (tampéo de adsorgio).

O estudo de Curralero et al. (1998) implica na determinagfio experimental das
isotermas de adsorcio da dextrana-sacarase em DEAE-Celulose variando-se as
concentragdes salina do meio de 0 M a 0,50 M. Foi verificada que a presenca de NaCl
pouco interfere na constante k; mas tem grande influéncia nos valores de qm e ks
(constantes da equacdo de Langmuir), sendo validas as seguintes equagdes para o calculo

de qm e k; em funcgdo da concentragio salina:

gm = 187 exp(~1178[ NaCl ]Z +3,30[ NaCl ] + 5,02 ) (5.1)
ky = 2,52+ _O8[NaCL] 52)
0,122+ [ NaCl]

Em seu trabalho, Souza (1993) apresenta dados experimentais para a adsorgdo de
dextrana-sacarase em DEAE-Celulose utilizando como tampdo uma solugdo de acetado

0,2mM. Ja o trabalho de Curralero et al. (1998) considera a adsor¢do da enzima na resina
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na presenca de NaCl. Sendo assim, existemn duas condigbes experimentais diferentes, o que

leva a obtencdo de valores diferentes para as constantes da equagdo de Langmuir, conforme

pode ser visto na tabela 5.1:

Tabela 5.1 — Constantes da equagio de Langmuir

Souza {1993) 7,11 3,54 519,751
Tampéo de Acetato 0.2 mM

Curralero et al. {1998) 222 | 384 2830
auséncia de NaCl

Curralero et al. {1998} 2,22 5,00 3570
[NaCl =010 M

Curralero et al. {1998) 2,22 7.53 3090
NaCl}=025M _
Curralero et al.(1998) 222 8,33 816
[NaCl] =030 M

5.2 - Modelagem matematica para o reator triplo estigio considerando
balanco de NaCl

As mesmas hipoteses consideradas para o modelo descrito no Capitulo 3 sdo aqui
consideradas, exceto que os valores de k; e qm s3o dados em fungdo da concentragio de
NaCl em cada um dos tanques (equagdes 5.1 ¢ 5.2). A dessorgdo € novamente considerada
instantanea (ks = 1000 h). A alimentagio de NaCl (tampio de dessorgio) ¢ realizada
através da corrente de alimentagio do primeiro estagio (F1). Dada a superioridade do reator
triplo estagio, o balango de sal foi considerado somente para este sistema. As equagdes do

modelo sdo apresentadas a seguir:
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5.2.1 - Balango de massa para o tanque 1 (dessorgdo}

dC; FpCze FpCie F;C I-¢
_+RL3e TRVI® Fy ]+k3q1( ) .3)
d Vi Vy Vy P

d;  FResz FRAE_F1d1 4 o

5.4
dt Vi V1 V] -4)
dS]:F1S0+FRS3£_FRS1£_FISI_ KCy§y (5.5)
dt Vi Vi Vy Vy Ky + 87 )
dE; FjEo FpE F FrnEje
1 _FjEo FRrE3e FiE; “RPI (5.6)

dt Vi Vi Vi Vy

5.2.2 - Balango de massa para a o tanque 2 (adsorgido)

dCs FpCjre FiC; (Fj+F>)Cy; FpCre (I-¢
2 _FRCie FiCp (Fi+F2)Cr FRrCoe ( )[kzqz—szz(qm~qz)]
dt Vo Vo Vo Vs £

(.7)

d Fpgqie F Fpgre (Fr+F
92 _FRreze  Fra1  Fraze (] Vz)qz +RICo(Gm—a2)-k2g2]  (5.8)

dt Vs V> 1)

dSy; FRSje . Fi§; FRrSye (Fp+F3)8; KC3S;
dt Vs Vs Vs Vs Ky +5>

(5.9)
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dEy _F1E;  FRE[s (Fj+Fy)E; FRE; (5.10)

dt Vo Vs Vo V>

5.2.3 - Balango de massa para o tanque 3 (adsorgio)

dC3s WFRC25+(F1 +Fy)Cy (Fy+Fy+F3)C3 _FRC3€+

dt V3 V3 V3 V3

I—-g

T2 thags -kiC3tam ~a3)] (511)
dgz  Frgoe (Fj+F Frqse
95 _IR426 (P 02)40 FRISE |, /ot -g3)-kags) (5.12)
dt Vs V3 Vs

dS3 _ FRSzs +( Fi+F2 )52 FpSse (Fj+F;+F3)S3  KC3S;
dt V3 V3 V3 Vs Km+383

(5.13)

dEs _(Fy+Fp)Ep FRE; (Fj+Fp+F3)k3 FRE3ze
dt V3 V3 V3 V3

(5.14)

5.3 - Resultados e Discussies

De acordo com as equacgdes 5.1 e 5.2, os valores de qm e k; ndo variam muito para
concentragdes acima de 0,50 M. Foi realizado um estudo preliminar do desempenho do
sistema triplo estagio considerando os valores de qm e k; constantes e correspondentes aos
valores referentes a concentra¢do salina de 0,50 M. Neste estudo, foi repetida a simulagio
de n{imerol1, apresentada no Capitulo 3, sendo utilizados os valores para os pardmetros k;,
k2 e qm obtidos por Curralero et al. (1998) (apresentados na tabela 5.1 para a [NaCl] = 0,5

M). Para este estudo foi utilizado o modelo sem o balanco de sal apresentado no Capitulo 3.
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Os resultados foram entdo comparados com os resultados obtidos para o sistema que usa o0s

dados experimentais de Souza (1993). As condi¢bes operacionais sdo apresentadas na

tabela 5.2 :

Tabela 5.2 — Condigdes operacionais para o sistema triplo estagio considerando os dados

experimentais de Souza (1993) e Curralero et al .(1998).

Sim31* 0,5 100 70 0 250 25 0,3

Sim32** | 0,5 100 70 0 250 25 0,3

*Dados experimentais de Souza (1993)
**ados experimentais de Curralero et al. (1998)

Os resultados obtidos com as simulagdes da tabela 5.3 sdo apresentados a seguir:

181~

Sim31

e ! [ e Sim32
039+ - S : 05

1.00+ B

4,90

86 -
0.97 +

[+
§ %) % 04
© 6.35 -4
osA | . ! 02 4
asad oo BIm32 : {0
i T i £ - ’
92
o P a0 w & 100 o = s & 5 100
Tempo {h) Tempo {h}
Figura 5.1 - Grafico comparativo da Figura 52 - Grafico comparative do
retencdo enzimatica. consumo de substrato no estagio de
dessorgio.

De acordo com os graficos apresentados nas figuras 5.1 e 5.2, a presenga de sal no
sistema prejudica a retencdo enzimatica, mas ndo influencia o consumo de substrato. Os
resultados apresentados nos graficos das figuras 5.1 e 5.2 correspondem a condigGes

dréasticas onde a concentragdo salina seria constante de igual a 0,5M, nos trés tanques.

Para promover a dessor¢do da enzima é necessaria uma concentragio minima de sal
em torno de 0,50 M. Entretanto a enzima sofre desativagfio na presenca de NaCl, sendo que
quanto maior a concentragfo salina maior € a desativagfio da enzima (Souza,1993). Dessa

forma, € necessario um ajuste de vazfes com a finalidade de se obter baixas concentragdes
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salinas nos tanques de adsorgdo, bem como evitar concentragdes muito superiores a 0,5 M

no tanque de dessorgido. Com isso, pode-se aumentar a quantidade de enzima adsorvida nos
estagios de adsor¢do, melhorando assim o desempenho do sistema, quando se utilizam os

dados experimentais de Curralero et al. (1998).

Fol entdo realizado um ajuste da vazdes de alimentagdo em cada um dos tanques
para obtengdio dos perfis salinos desejados. Novamente, o volume total (solidos + liquido)
dos tanques foi considerado constante, assumindo o valor de 1000 litros. A fragdo liquida
do sistema fot considerada constante e igual a 0.5, visto ser o valor que apresentou melhor
desempenho para o sistema. A tabela 5.3 apresenta as condi¢Bes operacionais utilizadas
para o ajuste de vazbes do sistema triplo estagio, considerado a presencga de solugio salina

no sistema.

Tabela 5.3 — Condigdes operacionais para determinagdo do perfil de NaCl (sistema triplo

estagio)

70 0 250 0,50 0,50
Sal2 100 100 0 250 0,50 0,50
Sal3 100 100 100 250 0,50 0,50
Sal4 100 100 100 100 0,50 0,50
Sals 100 100 0 250 0,50 0,75
Sal6 100 150 0 250 0,50 0,75

* para todas as sitnulagdes da tabela s = 0,5

As figuras de 5.3 a 5.6 mostram os perfis salinos em cada um dos tanques obtidos

com as simulacdes da tabela 5.3:
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Observa-se que o aumento da vazdo de alimentago do segundo estagio (F;) diminui

a concentracdo salina nos estagios de adsor¢do, sem interferir na concentragio salina do

estagio de dessorgfo. Ja o aumento da vazio de alimentac@io do terceiro estagio (tampdo de

adsorcdo) causa a diminuigdo da concentragio salina no estagio de dessorgdio, o que ndo é

interessante para o processo. Ja a diminuigdo da vazdo de reciclo, causa elevagio da

concentragic salina em todos os tanques, como pode ser observado comparando-se as

figuras 5.5 ¢ 5.6. Sendo assim, ¢ interessante aumentar a vazio do segundo estagio.

Observa-se também que, com as condig@es operacionais utilizadas nas simulagSes

apresentadas nas figuras de 5.3 a 5.6, ndo foi atingida a concentragdo minima de sal

necesséaria para a dessorgdo da enzima no primeiro estagio. Dessa forma, deve-se aumentar
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a concentragdo salina na alimentagdo e realizar um ajuste adequado de F,, para obtencio de

baixas concentracdes nos estagios de adsorgio.

45 7 s 1
Sai6 }
335 4 ! Sals 034 ' ‘
E ] —E Elz_ [ R—y i
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Figura 5.7 — Perfil da concentragdo salina Figura 5.8 — Perfil da concentragdo salina
nos tanques noes tanques.

Observa-se nos graficos apresentados nas figuras 5.7 e 5.8 que aumentando ainda
mais a vazdo de alimentagio do segundo estagio (adsor¢io) ocorre a diminuigdo da
concentracdo salina nos estagios de adsor¢do, mas também ha influencia na concentragio
salina do estagio de dessorcdo a qual diminui. Com o aumento da concentracdo salina na
alimentagio do estagio de dessorgioc foi possivel chegar na concentragio minima de sal
necessaria para a dessor¢io. Pode ser também observada uma diminui¢g8o da concentragio
salina no estagio de dessorgdo no inicio do processo. Isso pode afetar o rendimento neste

periodo e ocorre devido ao fluxo de sal para os demais tanques.

Nio ¢ interessante o aumento da vazio de alimentagdo no estagio de dessorglo, pois
isto causaria queda no consumo de substrato, devido a diminuigdo do tempo de residéncia
no estagio de dessorgdo. Sendo assim, o melhor ajuste de vazdes, tendo sido atingida a
concentragdo minima de sal requerida no estigio de dessorgdo, é o correspondente 4
simulacdo Sal6. Sendo assim foi verificado o comportamento do sistema para as condigOes
operacionais relativas a simulagiio Sal6, utilizando o modelo apresentado na segdo 5.2,
onde as constantes k; e gm sdo calculadas em fungio da concentragio salina, através das

equacdes 5.1 e 5.2,

Os resultados obtidos com os dados experimentais de Curralero et al. (1998) sdo

novamente comparados aos obtidos utilizando-se os dados experimentais de Souza (1993),
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para a condig#o operacional relativa a simulagdo Sal6 (tabela 5.2). As condigdes

operacionais do sistema sdo apresentadas na tabela 5.4:

Tabela 5.4 — Condi¢des operacionais para o modelo com balango de sal utilizando-se os

dados experimentais de Souza (1993) e Curralero et al (1998).

CondigBes operacional
Sim33 * Salé
Sim34%* Salé

*Dados experimentais de Souza (1993)

#*[Iados experimentais de Curralero et al (1998)

G 5 a5 s B 0
Tempo (h) Termpo i
Figura 5.9 - Grafico comparativo da Figura 5.10 — Grafico comparativo do
retengdo enzimatica. consumo de substrato no estagio de
dessorgio.

Conforme resultados apresentados nos graficos 5.9 e 510, o ajuste de vazio
permite uma condigdo operacional que minimiza a perda enzimatica do sistema, quando se
utilizam os dados experimentais de Curralero et al. {1998). Entretanto, observa-se valores
de retengfio enzimatica ligeiramente inferiores aqueles obtidos quando sdo utilizados os

dados experimentais de Souza (1993),

De acordo com os resultados apresentados, € possivel um ajuste onde se obtenha

alta retengdo enzimdtica, mesmo considerando a presenca de sal no sistema. O ajuste de
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vazdes permite a obtengfio de uma retengdo satisfatéria de enzima, apesar de a presenga de

sal no sistema de influenciar a adsorgéo da enzima, conforme pode ser visto no apéndice 3.

Os dados experimentais de Curralero et al. (1998) sdo mais realisticos que os de
Souza (1998), pois mcluem a presenga do tampio de dessor¢io. Embora o tampdo de
dessor¢io (NaCl) provoque uma diminuigio na quantidade de enzima adsorvida, € possivel
um ajuste de vazoes onde a retencdo enzimatica seja satisfatoria, sem prejuizo do consumo

de substrato.
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6.1 — Infroducao

O emprego de redes neurais, na predi¢io de parfmetros envolvidos em processos
de sintese, tem se desenvolvido recentemente. A determinagdo de parimetros através de
redes neurais € de grande valia, pois permite a partir de um dado conjunto de dados
experimentais obter a predicdo de valores, mediante treinamento da rede. A obtengdo de
taxas de reagGes enzimaticas envolve um nimero maior de parimetros do que a
determinagdo de taxas de reagSes quimicas, pois além dos pardmetros usualmente utilizados

para determinag@o de taxas de reagSes quimicas outros fatores influenciam na referida taxa.

Redes neurais sdo métodos matemdaticos baseados na estrutura neurolégica do
cérebro. Trata-se portanto de uma técnica de inteligéncia artificial, cuja caracteristica ¢
“gprender” a logica existente em um determinado conjunto de dados e com isso predizer

valores diferentes daqueles utilizados para o treinamento da rede.

A utilizagdo de redes neurais em modelos hibridos para processos quimicos €
pratica bastante comum em Engenharia Quimica. Modelos hibridos sdo constituidos de um
modelo deterministico e uma rede neural, cuja funcio € fomecer pardmetros importantes do
processo utilizados no modelo deterministico. No caso de reagbes enzimaticas, muitos
par@metros podem influenciar a taxa de reacdo, tais como a inibiggo. Usualmente, a taxa de

reagdo enzimatica € obtida a partir do ajuste de dados experimentais a modelos conhecidos,

tais como o modelo de Michaelis-Mentem.

Por ser baseada em um conjunto de dados de treinamento especifico, uma rede
neural so6 tem validade para condigGes nas mesmas faixas de operagfio utilizadas para a
obten¢do dos dados experimentais. Visto que a maioria dos processos quimicos possuem
condigOes operacionais bem determinadas, esse fato ndo inviabiliza a utilizagio de redes
neurais em modelos hibridos. O treinamento da rede € a parte mais trabalhosa, pois tanto a
topologia da rede como também o ajuste de seus pesos, através do treinamento, sdo fatores

fortemente dependentes do conjunto de dados utilizados. Entretanto, uma vez treinada uma
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rede para uma determinada aplicagio, a mesma pode ser acoplada a controladores ou

instalada em uma calculadora (do tipo HP) possibilitando a tomada de decisdo através de

medidas diretas na linha de produgéo.

6.2 — Topologia da Rede

Reagdes enzimaticas sfo, em geral, mais complexas que reagdes quimicas, pois
sofrem influéncia ndo somente de fatores tais como pH, temperatura, concentragdo de
reagentes e catalisador e demais fatores considerados para cinética de reagdes quimicas,
mas também da presenga de cofatores e inibidores. No caso de inibidores, uma reagio
enzimatica pode ser inibida tanto pelo substrato quanto pelo produto. Dessa forma, uma
rede neural para obtengio de uma taxa de reacdo enzimatica genérica, deve englobar estes

fatores em sua topologia. A figura 1 apresenta a topologia de uma rede com a finalidade

descrita acima;

Coofator

Figura 6.1 - Topologia de uma rede neural genérica para determinag¢io da taxa de reagdo

enzimatica.

A rede apresentada na figura 6.1 é constituida de sete neurbnios na camada de
entrada, dois na camada oculta e 1 na camada de saida, que ¢ a taxa de reac8o enzimética a
ser obtida através da rede. O namero de neurdnios na camada oculta p.ode ser alterado, pois
constitui um dos fatores a serem otimizados na topologia da rede. No caso da sintese
enzimatica de dextrana, a reacdo ocorre sem a necessidade de cofatores e portanto o
neurdnio referente a esta variavel foi suprimido da rede, assim como os neurbnios

referentes a concentracdo de inibidores, ao pH, a forca ibnica e 4 temperatura, que séo
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constantes na condi¢lio Otima de sintese, sendo estes par@metros fixos e bem definidos.

Sendo assim, a rede utilizada neste trabalho tem a seguinte topologia;

Csubs Cenz

Figura 6.2. Topologia da rede utilizada par predigdo da taxa de reaco enzimatica para

sintese de dextrana.

6.3 — Modelagem Hibrida

A modelagem hibrida foi realizada com o intuito de estudar a viabilidade da
utilizagdo de redes neurais para determinacéo da taxa de reag8o enzimatica. Sendo assim a

modelagem hibrida foi aplicada ao sistema duplo estdgio.

No modelo hibrido, a taxa de reagdo enzimatica € determinada via rede neural. A
rede ¢ utilizada somente para determinagfo da taxa de reag@o no estagio de dessorgio visto

que a reacio enzimatica ¢ praticamente desprezivel no estagio de adsorgfo, devido a baixa

concentracdo de enzima livre neste estagio.

6.3.1 — Balango de massa para o tanque 1 (dessor¢do)

dC; _FrCze FRCie Ficy hsa; (1-¢)
dt Vi Vi Vi

(6.1)
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dqi _FRa2e FRrRqje _Frq1 _ k3q;

(6.2)
dt Vi Vry Vi
dS; FiSp FpSrs FrSie FiS
1210+R2"R1-11—rreac (6.3)
dt Vy Vi Vr Vy
6.3.2 - Balanco de massa para a o tanque 2 ( adsorc¢do )
dCy F.Cre FC; (Fy+F;)Cy; FrCoe (1-¢)
= + - - +[koqy ~k)C -
7 7 v 7 v (k292 ~k1Co(qm ~q2)] g
(6.4)
dgy Frqie Fjq; Fpqoe
= + - + [ C - -k 6.5
~ v, 7 a [RIC(qm —q2)~k2q2] (6.5)
dSQ_FRS]S+F]S]—_FRSZEW(F]-?'FQ)S‘Q_'KCZSZ (66)

dt Vo Vs Vo Vo Km+S>

6.4 — Treinamento da rede

O treinamento da rede consiste em apresentar & mesma os pares de treinamento
(input/output), tendo sido determinado um erro maximo admitido, j4 que o funcionamento
de uma rede neural € baseado na minimizagdo do erro através de um método de otimizagio,
que na rede utilizada € o método do gradiente descendente. Durante o treinamento, ocoire a
selecdio dos pesos (conexdes) que minimizam a soma dos quadrados dos erros entre a
predicio da rede e o oufpur desejado, especificado pelos pares de treinamento. O
treinamento da rede € iniciado com atribuigio randémica de pesos de valores baixos. Deve-
se evitar a inicializac8o da rede com pesos iguais, pois este procedimento pode resultar em

nio convergéncia no caso de redes que requerem pesos desiguais (Rumelhart e
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MecClelland 1989). Com o treinamento, o vetor contendo os dados de entrada (inpuf) se

propaga atraves da rede para gerar a salda predita pela rede (oufpur). Durante o
treinamento, é arbitrada uma taxa de aprendizagem da rede, que é equivalente ao tamanho
do passo, podendo também ser utilizado um termo de momento para acelerar a

convergéncia da rede.

A velocidade de aprendizagem, bem como a qualidade do treinamento dependem
nio s6 da topologia da rede, mas também do erro maximo admitido e do conjunte de dados
de treinamento apresentado a mesma. O conjunto de dados de treinamento da rede devem
ser sempre normalizados entre 0 e 1, tanto os de impuf quanto os de oufput. A seguir é

apresentado o algoritmo de treinamento da rede e o esquema de treinamento:

6.4.1 - Algoritmo de treinamento da rede:

1) Calculo das saidas da camada hidden

2) Calculo das saidas da camada input

3) Calculo de d ( sinal de erro ) e atualizagiio de 6 ( erro ) na camada oufput
4) Atualizagio das conexdes ( pesos ) entre as camadas output e hidden

5) Calculo de S ( sinal de erro ) e atualizag3o de © ( erro ) na camada hidden
6) Atualizacdo das conexdes ( pesos ) entre as camadas inpuf e hidden

7) Realizagio do teste de convergéncia { Erro < Erro méximo admitido )

6.5 — Resultados e Discussoes

Foi utilizada para a determinagio da taxa de reagdo enzimatica uma rede
backpropagation. Os dados utilizados para treinamento da rede foram obtidos via
simulag@o. O ideal seria a utilizagfio de dados experimentais. Entretanto o treinamento de

uma rede neural requer um conjunto muito grande de pares de treinamento, no caso da
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reacio enzimatia em estudo (sintese de dextrana) estes dados seriam a taxa de reagio

(neurdnio de saida) e a concentragio de enzima e susbtrato (neurénios de entrada).

S6 um estudo de viabilidade entretanto, no necessita de dados experimentais. Ndo
temos dados experimentais em quantidade suficiente para o treinamento da rede. Para a
sintese enzimatica de dextrana, os Gnicos dados experimentais encontrados para a taxa de
reacio enzimatica foram a constante de Michalis-Menthen (Km) e a constante cinética de
reacio (K). Dessa forma, o treinamento da rede s6 foi possivel utilizando-se os dados

obtidos a partir da equagio de Michaelis-Menthen.

Para o treinamento da rede fol utilizado um conjunto de 225 pares. O treinamento
da rede engloba, dentre outros fatores, a determinacdo do mimero de neurfnios na camada
intermediaria. Outro fator importante para a utilizagio de uma rede neural em um modelo

hibrido ¢ o treinamento da mesma dentro da faixa de validade para o sistema em estudo.

A topologia da rede utilizada no modelo apresentado no item 6.3 ¢é aquela
apresentada na figura 6.2. Apos o treinamento, a rede foi testada utilizando-se um conjunto
de 12 pares de teste, diferentes dos utilizados para o treinamento. Os graficos a seguir

apresentam os resultados obtidos com o teste da rede:
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Figura 6.3 - Gréfico comparativo entre a

Figura 6.4 - Grafico de dispersdo entre a
saida esperada ¢ a formecida pela pela sl P

B L saida esperada e a fornecida pela rede
rede para taxa de reagio enzimatica.

para taxa de reacdo enzunatica

Pelos graficos apresentados nas figuras 6.3 e 6.2, observa-se que a resposta da rede

¢ satisfatoria, podendo ser utilizada no modelo hibrido. Dessa forma, as simula¢Ges de



121
nGmero 3 e 4, apresentadas no Capitulo 3, foram repetidas utilizando o modelo hibrido para

o reator duplo estagio. A simulagiio de numero 3 foi escolhida por ser a que apresentou o
melhor desempenho do sistema. Ja simulagdo de numero 4 foi escolhida para venficar a
validade da rede alterando-se¢ uma das condig¢Ges do sitema, no caso a fragdo liquida. Com
relagfio a cinética de adsorglo, foram utilizados os dados experimentais obtidos por Souza

(1993). A tabela 6.1 apresenta as condi¢des operacionais para o modelo hibrido:

Tabela 6.1 - Condicbes operacionais para o modelo hibrido_

O EB(hy Fal/h
Hib3 0.5 160 70
Hib4 0.6 100 70

As figuras de 6.5 a 6.8 apresentam os resultados obtidos com o modelo hibrido

comparados com o modelo deterministico.
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L
’ aTempo (h} ‘ : ’ - j;em;:c {h)u )
Figura 6.7 - Grafico comparativo do Figura 6.8 — Grafico comparativo do
consumo de substrato no estagio de consumo de substrato no estigio de
dessor¢do (modelo deterministico e dessor¢do (modelo  deterministico ¢
modelo hibrido }. modelo hibrido ).

De acordo com os graficos das figuras 6.7 ¢ 6.8, os resultados obtidos com a

utilizaciio do modelo hibrido sio proximos aos resultados obtidos com o modeio
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deterministico. Pode-se dizer que a utilizagdo de uma rede neural para obtenco da taxa de

reacdo enzimatica € viavel.

O prineipal problema encontrado para a utilizagio do modelo hibrido, neste caso
especifico, € o necessidade de um nimero muito grande de pares de treinamento. No caso
de reagdes enzimdticas de cinética conhecida como a sintese de dextrana, existem poucos
dados experimentais, e os mesmos sdo reportados em termos das constantes da equaco do

modelo (no caso da dextrana Michaelis-Menten).

Em relagdo a cinética de adsorcdo da enzima, esta ndo foi considerada na
modelagem hibrida. Sendo assim, os perfis de enzima livre e adsorvida sdo determinados
através de equacdes e nfio da rede, tal qual € realizado no modelo deterministico, sendo

portanto obtidos perfis idénticos.
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7.1 - Introducio

Apesar das inGmeras vantagens da sintese enzimatica de dextrana, quase a
totalidade da dextrana produzida atualmente € obtida por fermentacio, tendo sido
encontrado apenas um produto obtido através de sintese enzimatica (Dextrana 1500 -
Sigma-Aldrich). A principal restricdo a utilizagdo da sintese enzimatica € o alto custo da
enzima. Dessa forma, sistemas onde a recuperagdo da enzima seja possivel sfo alternativas
interessantes. Entretanto, quando se pensa em processos industriais, além da recuperagéo da

enzima, deve-se levar em consideragdo a alta produtividade e o rendimento do processo.

Os estudos realizados com o reator triplo estagio evidenciam a superioridade do
mesmo em relagdo ao reator duplo estagio proposto por Souza (1993). Foi observado que
quanto maior a quantidade de enzima presente no sistema, maior ¢ quantidade de substrato
consumido no estagio de dessorgdo (Capitulo 3). Entretanto, quando se trata de uma reagéio
enzimatica, o aumento da quantidade de enzima ndo esta diretamente relacionado a um
aumento na quantidade de dextrana produzida. Em condigdes industriais deve-se garantir

uma atividade enzimatica suficiente para a conversdo desejada de substrato.

Diversos estudos experimentais evidenciam que o aumento da concentragdo de
substrato, bem como o uso de aceptores favorecem a formacgio de dextrana de baixo peso
molecular. Dessa forma, a otimizag¢@o de qualquer processo de sintese de dextrana néo esta

relacionada somente com a quantidade de dextrana produzida, mas também com o peso

molecular desejado.

A maior parte da dextrana obtida por fermentagio é dextrana de alto peso molecular
(nativa). Quanto a dextrana de baixo peso molecular (clinica), esta € tradicionalmente
obtida através da hidrélise da dextrana nativa, o que eleva seu custo de produgio. Sendo

assim, a sintese enzimdtica constitui uma alternativa a sintese de dextrana clinica, devido a

facilidade de controle do sistema.
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Testes de produgdo in vitro de dextrana em escala industrial foram efetuados a pH

5.2 em solugfo de dextrana-sacarase de 10 U.D.S/ ml (Alsop,1993). Os rendimentos desses
testes em termos de dextrana total clinica e nativa, além de produtos secundarios (mono ¢

di-sacarideos) sdo apresentados na tabela a seguir:

Tabela 7.1 - Rendimentos das fracSes de carboidratos (g / 100 g de sacarose) obtidos na
sintese 7n vifro de dextrana variando-se a concentraggo de sacarose (Alsop,1983).

2 . 1.9 459 45.9 0
4 30.0 4.4 45.6 45.6 0
5 513 4.3 44 .4 44.4 0
10 31.2 6.8 42.0 39 3.0
13 55.5 9.4 35.3 253 10.0
20 56.9 11.2 ' 319 17.9 14.0

A tabela 7.1 apresenta os rendimentos experimentais obtidos para a conversdo total
do substrato, ou seja toda a sacarose € convertida em algum produto (segundo a tabela 7.1).
O que garante a conversdo total do substrato ¢ atividade enzimatica, a qual € determinada
experimentalmente ¢ depende n3o somente da concentragiio da enzima utilizada, mas
também de suas condi¢des de armazenagem e do meio em que a mesma esta sendo
utilizada tais como: concentracfo salina, presenca de determinados fons e pH, dentre outros
fatores. Embora ndo se saiba qual o sistema utilizado, para a obtengdo dos rendimentos
apresentados na tabela 7.1, seu uso como base de calculo permite aproximar as estimativas

realizadas neste capitulo das condicGes reais de sintese em escala industrial.

O processo estudado neste trabalho ¢ uma sintese enzimatica, a qual apresenta
algumas caracteristicas peculiares, tais como quantidade de dextrana produzida e peso
molecular dependente das condi¢des de sintese e nfo somente da cinética enzimatica
(equagdo de Michaelis-Menten). Dessa forma, o estudo da viabilidade da aplicagdo do
sistema proposto em escala industrial, através de simulagSes do processo, deve ser

embasado em dados experimentais, tais como os apresentados na tabela 7.1.

Sob o ponto de vista econdmico, a sintese enzimatica de dextrana € mais
interessante para a obtengio de dextrana clinica, visto que ha a possibilidade da eliminacio

da etapa de hidrélise. Sendo assim, foi considerada, para fins de verificagio da
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aplicabilidade do processo em escala industrial, as condigBes apresentas na tabela 7.1 para

uma concentragdo de 20 % de substrato na corrente de alimentagiio, visto ser a que

apresenta maiores rendimentos em termos de dextrana clinica.

7.2 - Simulag¢des

Para verificar a aplicabilidade da utilizagio do processo CARE modificado para
sintese enzimatica de dextrana, foi considerado o reator triplo estagio dada sua
superioridade em relagdo ao modelo duplo estigio. O volume dos tanques e fragio liquida
do sistema sdo constantes, sendo a fragfo liquida do sistema igual a 0,5 e o volume total
(volume de solidos + liquido) de cada um dos tanques igual a 1000 litros. Os dados
experimentais relativos a adsorgio da enzima utilizados foram os obtidos por Curralero et

al. (1998), por serem mais completos que os apresentados por Souza (1993), visto que

consideram a presenca do tampac de dessorgho,

Considerando a concentragio de 20 % de sacarose (tabela 7.1) e o modelo
matematico apresentado no Capitulo 5, serfio consideradas, num primeiro momento, as

seguintes condigBes operacionais para o sistema:

Tabela 7.2 Condigdes operacionais para o sistema triplo estagio utilizando os dados

experimentais de Curralero et al. (1998)

Sim35 | 100 | 150 0 250 | 0.50 0.75 1.0 200
Sim35 | 100 | 150 0 250 | 0.50 0.75 15 200
Sim36 | 100 | 150 0 250 | 0.50 0,75 2.0 200

As condig@es operacionais apresentadas na tabela 7.2 referem-se aquelas
necessarias para se garantir a concentragdio minima de 0,5 M de NaCl no estagio de
dessor¢dio, com baixas concentragSes de sal nos estigios de adsor¢do, conforme
apresentado no Capitulo 5. Entretanto, devido ao aumento significativo da concentragio de
substrato na alimentagdo serem utilizadas em valores bem superiores as utilizadas até agora

nos capitulos anteriores, sZo utilizadas concentra¢Bes mais elevadas de enzima, com a
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finalidade de se verificar a quantidade de enzima necessaria para a obtengdo de um alfo

consumo de substrato.

Os resultados obtidos com as simulacdes da tabela 7.2 sdo apresentados a seguir;
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quantidade de enzima retida no sistema. consumo de substrato no tanque de

dessorgdo.

As vazdes de alimentacdo utilizadas nas simulacBes da tabela 7.2 sdo idénticas a
simulagdo Sal6 (Capitulo5), sendo estas as que apresentaram melhor desempenho para o
processo. Dessa forma, pode-se assegurar que as concentracdes de sal em cada um dos
tanques estiio dentro das faixas desejadas. As curvas coincidentes obtidas no grafico
apresentado na figura 7.1 se devem ao fato da vazdes serem serem iguais para as trés
simulagBes consideradas (a retengfic enzimatica em termos percentuais € fortemente
dependente das vazbes de alimentagdo). Observa-se que apesar do aumento da quantidade
inicial de enzima no sistema, ndo ha muita diferenca no consumo de substrato no tanque de
dessor¢io. Uma analise dos perfis da concentragfo de substrato em cada um dos tanques,

conduz a melhores conclusdes.
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Observa-se através dos graficos das figuras de 7.3 a 7.5 que a quantidade de
substrato no tanque ! diminui rapidamente, enquanto que ha um pico na conceniragdo de
substrato nos demais tanques. A ocorréncia disso se deve ao fato de que, no inicio da
operagdo, o substrato ndo consumido no tanque de dessorcdo ¢ transferido para os estagios
de adsorgdo. Essa transferéncia causa uma elevacdo brusca na concentragio de substrato

nos estagios de adsorgdo, a qual se estabiliza com o passar do tempo, pois o sistema tende a

um estado estacionario.

A figura 7.6 apresenta o perfil da perda de substrato ndo consumido, obtida pelo
produto da vazdo efluente do sistema (Fi+F,+F;) e a concentragdo de substrato no ultimo

estagio (8;). Observa-se que, quanto menor a concentragdo inicial de enzima, maior ¢ a
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perda de substrato nfo consumido. Os graficos a seguir apresentam os perfis de enzima

livre e adsorvida em cada um dos estagios, bem como o perfil da perda enzimatica:

z1 F Ol —
29 e — S syaat
: | ——Sim35 | ;,j

- 5im38 | ]

SIm37 =

5 :
2 N
3 jo
i i
i E : Sim3s
" ] § e S35 |
[ o Sim3T -
3
a T T T v T ]
#2 M A 0 s o o a i Fr 30 38 [

Tempo () Tempe ()

Figura 7.7 — Perfil de enzima livre no Figura 7.8 ~ Perfil de enzima livre

‘ot 5 rimeiro estagio de adsorgio.
estagio de dessorgio, p Ly gl c
+ i’ i [T p— ‘.
1 2107 v - 23&1& !
100907 228
¢ ot a5
8 0t - —— g
2.0x10% 4 B vaz -
K i " gi: ;
LT j/"—‘“"ﬁ'"_"—*"‘“ -h; EE] H
s B p—— IR ey
1000 i - $imas | 5 00 i | e SIM35
Bxi ; g : o i " ;
samod ] S I —— s |
2 i T i H
© ot i . & o H SmET
40 ! jilvrd i
o T Ty 7 T T 358 !
2 20 28 80 s0 100 rn , ‘ . . : o]
Tempe (h) a 20 50 £0 E 120
Tempo {h}

i - Perfil d ima i ) o
Figura 7.9 eriit e etizima Ve mo Figura 7.10- Perfil da perda enzimatica no

secundo estagio de adsorcdo. )
U g ¢ sistema.

Observa-se, na figura 7.7, uma queda brusca da concentracdo de enzima livre no
tanque de dessorgdo. Entretanto, o pico presente nos perfis de enzima livre ¢ menor que o
obtido para o substrato no primeiro estagio de adsorgdo, e ndo aparece no segundo estagio
de adsorgdo. Isto se deve ac fato de a enzima nfo somente estar sendo transferida do
estagio de dessorgdo para os estagios de adsor¢dio, mas também sendo adsorvida nos

tanques de adsorgdo.
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A concentragio de enzima livre nos estagios de adsorgdo é muito pequena se

comparada a concentragdo de enzima livre no estagio de dessorgdo. Observa-se também
que quanto maior a quantidade inicial de enzima no sistema, maior é a concentragio de
enzima livre no sistema ¢ maior a perda enzimatica, dada pelo produto da vazio efluente do

sistema (F1+¥21F3) e a concentragio de enzima livre no Gltimo estagio de adsorgdo (Cs).

De acordo com os resultados obtidos, quanto maior a concentragio inicial de
- enzima livre maior € consumo de substrato e maior serd também a perda enzimética do
sistema. Entretanto, € dificil estabelecer uma concentragdo de enzima suficiente para a
conversdo total do substrato, tal qual apresentada na tabela 7.1, visto que essa conversio
depende da atividade enzimética, a qual é uma medida experimental ¢ deve ser realizada
para cada lote de enzima utilizado na sintese, a fim de verificar a concentragdo necessaria

para se atingir uma dada atividade enzimatica.

Os rendimentos apresentados na tabela 7.1 foram obtidos para uma atividade
enziméatica de 10 UDS/ ml. Souza (1993) apresenta uma tabela da atividade enzimatica da
dextrana-sacarase em funcio da concentragio de enzima (medidas experimentais). Embora
as condi¢Ges de sintese ndo sejam a mesma utilizada nas medi¢Ges de Souza (1993), a
mesma pode ser utilizada para estimar a concentragfo de enzima necessaria para a obtengdo
dos rendimentos apresentados na tabela 7.1. A tabela 7.3 apresenta os dados obtidos por

Souza (1993) para a determinagdo da isoterma de adsor¢iio da dextrana-sacarase em DEAE-

Celulose.

Tabela 7.3 — Atividade enzimatica da enzima dextrana-sacarase (Souza,1993)

3 0,1483 0,6129
4 0,2047 0,7859
7 04229 0,8566
8 0,4082 1,0707
9 0,5436 1,7778
10 0,5106 1,3384
11 0,6652

Observa-se através da tabela 7.3, que ndo hd uma linearidade entre a concentragio
de enzima e a atividade enzimatica e evidenciando ainda mais a dificuldade em se
determinar uma concentragdo em unidades classicas de concentragdo, tais como razdo

massa/volume), para se obter os rendimentos apresentados na tabela 7.1. Usando a tabela
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71 enma ouia, observa-se que a concentracio enzimatica para uma atividade de 10 UDS/

ml obtida por Souza (1993), estd em torno de 0,5 g/l. Embora essa concentragdo deva
necessariamente ser determinada experimentalmente, o valor de 0,5 g/l sera considerado

como a concentragdo minima de enzima livre necessaria para a obtengdo dos rendimentos

apresentados na tabela 7.1.

7.3 — Verificacdo da aplicabilidade do sistema para processos industriais

O sistema em estudo € de dificil otimizagio devido ao elevado nimero de variaveis
envolvidas. A otimiza¢fo do sistema visa a obtencgdo de alto rendimento, alta produtividade
e alta retenclo enzimatica. Todos esses fatores dependem fortemente das vazles de
alimentagdo de cada um dos tanques. Dessa forma, dada uma condigio inicial em termos de
fracdo liquida do sistema, concentragdo inicial de substrato e concentragdo inicial de

enzima, a otimizacdo do mesmo pode ser realizada através do ajuste das vazles de

alimentagdo.

Neste trabalho, uma otimizagio heuristica foi realizada. As condigdes operacionais
apresentadas na tabela 7.2, foram escolhidas dentre varias simulagBes, sendo que as
mesmas apresentaram resultados satisfatorios em termos de consumo de substrato e
retencdo enzimatica. O rendimento do processo, ndo ¢ diretamente relacionado ao consumo
de substrato, visto que de acordo com a tabela 7.1, nem todo substrato consumido €
convertido em dextrana. J& em relacio a produtividade, por se tratar de um processo

continuo, este fator depende da quantidade substrato convertido em dextrana, além da

vazio efluente do sistema.

Por ser um sistema continuo € sem alimentagdo de enzima, o estado estacionario é
dificil de ser atingido, visto que ha sempre uma perda enzimatica e com o passar do tempo,
um acumulo de substrato. Pode-se dizer ainda que o sistema entra em estado pseudo-
estacionario, visto que nas condigdes utilizados para as simulagdes, essas variagOes séo
quase imperceptiveis apos um certo tempo, o qual pode ser convenientemente denominado
start up do processo. De acordo com os resultados apresentados nas figuras 7.6 ¢ 7.10, apo6s
20 horas de operag@io, ndo sdo notadas mais variagOes bruscas na perda de substrato ndo

convertido e na perda enzimatica do sistema. A essas 20 horas iniciais serd atribuida a
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qualidade de star? up do processo. Para fins de caloulo da taxa da perda enzimatica e de

substrato, sera considerada o valor médio obtido no intervalo de tempo considerado nas

simulagdes (100 h). Para as simulacGes da tabela 7.2, de acordo com os rendimentos da

tabela 7.1 temos:

Tabela 7.4 -~ Rendimentos obtidos com reator triplo estagio com base nos dados

experimentais apresentados na tabela 7.1

Sim33 30 2,08 47,91 15,29
Sim36 30 1,08 48,92 13,61
Sim37 30 0,73 49,27 1372

De acordo com a tabela 7.1, nem todo o substrato consumido € convertido em
dextrana. A tabela 7.4 apresenta os rendimentos em termos de dextrana total produzida
com o sistema triplo estagio, proporcionais aos rendimentos experimentais reportados na
tabela 7.1, considerando alimentagdo de substrato a 20 %. Observa-se que apesar da
concentragdo inicial de enzima dobrar da simulagdo 35 para a 37, a diferenga entre as
respectivas taxas de produ¢do de dextrana ndo ¢ tdo grande. Entretanto, deve-se considerar

a atividade enzimatica e nfo somente a concentragdo massica de enzima livre.

A concentragdo minima de 0,5 g/l de enzima livre no tanque de dessorgdo so €
obtida com as condi¢gdes operacionais da simulagio de ntimero 37. Dessa forma, esta
simulagdo sera considerada como base para a estimativa econdmica do sistema, apresentada
posteriormente. Entretanto, nesta secfo, para fins de estudo comparativo da viabilidade
técnica em termos de perda enzimatica e de substrato ndo consumido, serdo consideradas as

simulactes de nimero 35 a 37.

Todos os calculos apresentados nesta segfio foram realizados proporcionalmente

aos rendimentos apresentados na tabela 7.1 {(dados em g/ 100g de substrato consumido).

O substrato consumido, produz além da dextrana, monossacarideos (basicamente
frutose) e dissacarideos (maltose e isomaltose). Além disso, a dextrana produzida pode ser

dividida em dextrana de alto peso molecular (nativa) e de baixo peso molecular (clinica). A
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tabela 7.5 apresenta as quantidades de monossacarideos, dissacarideos, dextrana nativa e

clinica, bem como taxa de perda enzimética para as simulagdes da tabela 7.2:

Tabela 7.5 — Rendimentos obtidos com reator triplo estagio com base nos dados

experimentais apresentados na tabela 7.1.

z 3

Sim35s

5.36

2727 3,57 6,71 0,14
Sim36 27,84 547 8,75 6,85 0,23
Sim37 28,03 5,52 382 6,90 0,30

De acordo com as tabelas 7.4 e 7.5 ha pouca diferenga em termos das taxas obtidas
para a produgdo de dextrana e produtos secundarios (mono e di-sacarideos). Entretanto, em
um processo continuo isso pode fazer diferenca. Para calcular a produgio anual de
dextrana, serdo considerados os dados das tabelas 7.4 e 7.5 considerando operagdo anual de
300 dias (7200 h). Mesmo em se tratando de um processo continuo, deve haver paradas
para limpeza ¢ manutencdo do sistema. O periodo de operago continua foi estimado em
sete dias, considerando este um intervalo suficiente para limpeza e esterilizagiio dos
equipamentos. Uma estimativa da produgiio anual de dextrana, consumo e perda de

substrato, bem como a perda de enzima ¢ apresentada na tabela 7.6:

Tabela 7.6 — Estimativa dos rendimentos anuais da sintese enzimatica de dextrana com o

reator triplo estagio.

Sim35 360 14,97 345 1.01 110
Sim36 360 7.78 352 1,66 112
Sim37 360 52 355 2.16 113

* dextrana total considerando dextrana de alto e baixo peso molecular

De acordo com os resultados apresentados na tabela 7.5, a perda enzimatica e de

substrato estimadas ndo sfo muito significativas, frente a quantidade dextrana produzida.




133
Esta perda gira em torno de 5 % do substrato alimentado. Entretanto os dados da tabela 7.6

sd6 consideram as perdas inerentes a operagio do sistema nio sendo considerados o
consumo de enzima e substrato na carga do reator quando ocorre uma parada do processo,
seja para manutengdo ou limpeza. Os resultados apresentados na tabela 7.6 sdo resultados
da operagdo da planta em uma condi¢do otimizada obtida através das simulagdes do
processo. Na pratica, espera-se a ocorréncia de perdas maiores, visto que alguns fatores tais
como problemas com o transporte hidraulico de entre os tanques e perdas decorrentes deste

transporte nfo sdo previstas pelo modelo.

Considerando que a limpeza do sistema seja semanal (52 paradas por ano), a tabela
7.7 apresenta o consumo de substrato e enzima para carga do reator considerando uma
concentracdo inicial de enzima de 2 g/l (sim37) e a possibilidade de recuperagdo de 80 %

da enzima presente no sistema em cada parada.

Tabela 7.7. — Consumo anual de enzima e substrato para carga do reator, considerando o

volume de liquido nos tanques de 5001

Dexatrana-sacarase 1ke .
| Sacarose 100 | 5200

Comparando a tabela 7.7 com a 7.6 observa-se que o maior consumo de enzima se
da durante a carga do reator, enquanto que a perda anual de substrato no processo ¢ igual ou

superior 4 necessaria para carregar o reator.

A produgdo mundial de dextrana gira em tomo de 500 toneladas/ano (Curralero,
1993). A estimativa de dextrana obtida através da simulag@io do sistema triplo estagio € de
100 toneladas/ano, isso representa 20 % da produgdo mundial de dextrana. Sendo assim, o
reator triplo estagio € vidvel para sintese enzimatica de dextrana em escala industrial, nas
condigBes estudadas. Na pratica a quantidade de dextrana obtida pode ser inferior ao
estimado (20%) devido ao fato de 0 modelo nio prever os todos os problemas operacionais

do processo tais como: problemas com o transporte hidraulico. Ainda assim a capacidade

da planta seria alta o viabiliza o processo.

As estimativas apresentadas podem variar também em fungio do intervalo de tempo

entre uma parada e outra, e outros fatores ndo abordados no presente trabalho, tais como
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concentragio de enzima (g/1) necessaria para a obtengéo da atividade enzimatica necessaria

para obtengdo dos rendimentos apresentados na tabela 7.1, os quais foram utilizados como

base de calculo (medida esperimental).

Um calculo preciso para o consumo de substrato e perda enzimatica ¢ dificil visto, o
mesmo ser fortemente dependente de dados experimentais ndc disponiveis tais como
intervalo de tempo considerado para regeneracdo da resina, desativagdo da enzima devido a
presenca de tampdes (dessorcdo, adsorgdo e tampdes para o ajuste de pH), possibilidade
real de recupera¢do da enzima em cada parada do sistema, além outros problemas
decorrentes da operagdo do sistema tais como tramsporte hidraulico. Dadas essas
consideracdes, os consumos de enzima e substrato, bem como a quantidade de dexftrana
produzida sofreriam variagGes, cujo célculo preciso ¢ impossivel com as informagBes

disponiveis em literatura aberta.

Em termos de consumo enzimatico, pode-se dizer que o processo consome em torno
de 13 kg/ ano, enquanto que o consumo de substrato (sacarose) ¢ algo em torno de 365
ton/ano (quantidades estimadas com base nas tabelas 7.6 e 7.7). Entretanto, além da
dextrana ha a producdo de monossacarideos e dissacarideos, sendo a frutose o principal
monossacarideo obtido. A frutose é um agucar de alto valor adogante e de grande aceitagdo
no mercado, sendo portanto um subproduto interessante. De acordo com a tabela 7.4, a
quantidade de frutose obtida juntamente com a sintese de dextrana ¢ algo em torno de 190
ton/ano. Sob esse ponto de vista, aproximadamente 80 % da sacarose alimentada no sistema

é convertida em produto comercial (dextrana e frutose), segundo os rendimentos

apresentados na tabela 7.2.

7.4 — Estimativa Econdomica

A estimativa econdmica visa comparar 0 gasto com matéria prima € o possivel
faturamento com os produtos finais (dextrana e frutose). Ndo foram considerados nesta
analise as etapas de purificagdo e separagdo dos produtos, bem como custos operacionais,
ativagio e reposi¢do da resina, bem como custos referentes as solugbes tampio e a enzima,

(esta Gltima ndo € comercializada para aplicagGes industriais).
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As aplicagbes da dextrana sdio fortemente dependente de seu peso molecular. O

prego do produto final também varia de acordo com o peso molecular do produto. Para fins
de calculo, foi considerado um valor médio dentre 3 produtos comerciais, cuja faixa de
peso molecular varia de 60.000 a 500.000, sendo estes produtos obtidos via fermentagio.
Foi considerada a produgdo estimada de 100 ton/ ano de dextrana total, conforme
apresentado na se¢io anterior, sendo a mesma dividida em 57 ton/ ano de dextrana nativa e

43 ton/ano de dextrana clinica (considerando a propor¢do apresentada na tabela 7.1 para

alimentac3o de substrato a 20 %).

Ja em relacdo a enzima, a mesma € comercializada em termos de atividade
enzimatica em quantidades infimas destinadas a outras finalidades, que nio o uso industrial.
Dessa forma, € dificil incluir o custo da enzima nos calculos de forma direta. Sendo assim
em uma primeira analise o custo da enzima ndo sera considerando, sendo posteriormente
estimado um valor maximo para este custo. Quanto a sacarose, foi considerado agticar
comercial. Foi também considerado o custo da dextrana obtida via sintese enzimatica, de
peso molecular 1.500. A tabela 7.8 apresenta as respectivas cotagdes. Para fins de calculo,

sera considera dextrana clinica aquela obtida via sintese enzimatica e nativa a obtida via

processo fermentativo.

Tabela 7.8 ~Custo de matérias prima e produtos { fonte: Sigma-Aldrich)

Dextrana 1.1l/g 1100 57 63.20
(obtida por fermetacio)

Dextrana 4.32/g 4320 43 185.76
{obtida via sintese enzimatica}

Frutose 243 /ke 243 190 5.62
Sacarose * 0.1060/1b | 0.23/ kg 3635 0.085

*fonte: Indicadores econdmicos do Jornal Folha de Sdo Paulo (27/4772000)

De acordo com a tabela acima, um faturamento anual com a venda dos produtos
obtidos com o reator triplo estagio pode ser estimado em tomno de 60 milhes de dolares,
com a média do prego de mercado da dextrana obtida por fermentagfo. Ja com o preco da

dextrana obtida via sintese enzimética, € da ordem de trés vezes a média utilizada para a
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dextrana obtida via fermentagdo. O faturamento anual possivel, somente com este produto é

da ordem de 180 milhdes de dolares.

Quando comparado com o faturamento anual obtido com a venda dos produtos,
pode-se dizer que o custo com substrato é desprezivel. Embora ndo tenham sido
considerados nesta analise o custo com tampdes e resinas bem como custos operacionais e
de manutencdo, estes tendem a ser razoivel frente ao faturamento possivel com a

comercializagdo de dextrana e frutose. O fator limitante na sintese enzimética de dextrana

sA0 08 Custos com a enzima

Foi encontrado para a dextrana-sacarase o custo de US$ 6.70/ UDS. Segundo o
fabricante (Sigma-Aldrich) a enzima é comercializada na forma liofilizada, com atividade
minima de 100 UDS/mg. Considerando um faturamento com a comercializa¢io de dextrana
e frutose entre 200 e 300 milhdes de dolares/ ano, um lucro liquido em torno de 100
milhdes de dolares/ ano seria possivel desde que o gasto com enzima, operagio da planta e

tamp&es nad ultrapassse 150 milhdes de dolares/ano. Fazendo uma projegdo, com os custos

citados temos:

Tabela 7.9 — Projecdo considerando as estimativas do custo com enzima e demais custos

ndo computados na tabela 7.8.

Faturamento com Dextrana de alto peso molecular 63.20
{base de calculo dextrana obtida por fermetagdo
tabela 7.8)

Faturamento com Dextrana de baixo peso molecular 185,78
{base de calculo dextrna obtida via sintese enzimatica
tabela 7.8)

Faturamento com Frutose 5.62
{tabela 7.8}
Custos com Sacarose 0.085
{tabela 7.8) _
Custo com enzima operagio da planta e tampSes 150.0
(estimado)

Os dados considerados nesta analise sdo fortemente dependentes do custo com a

enzima e do produto final obtido, para os guais nfo foram encontrados dados suficientes
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para uma andlise mais precisa. Outro fator que afeta o custo € o grau de pureza das matérias

primas empregadas e etapas de purificagio, ndo consideradas na analise.

7.5- Consideracdes finais

A estimativa econdmica do processo estudado ¢ dificil. A nio existéncia de
informagdes reais do processo, tais como especificagdo dos reagentes utilizados, dificulta o
calculo dos custos, que varia muito em fun¢io do reagente utilizado. Dessa forma, os
calculos apresentados neste Capitulo sio estimativas, com base em dados de produgio
obtidos através de simulagio. Outro fator importante € o fato de ter sido considerada a
operagdo do sistema durante todo o ano. Os calculos apresentados na segHo anterior se
referem a uma projegio possivel de produggo. Entretanto, o tempo de operagio do sistema

pode ser reduzido para alguns meses, semanas ou dias, de acordo com a produgéo desejada.

Dados industriais, ou até mesmo em escala piloto referentes a0 sistema estudado,
sio fundamentais para a obtencio de um panorama mais realista e menos especulativo.
Entretanto, levando-se em consideragio a obtengdo de um possivel lucro anual em torno de
10 milhdes de doélares ( 10 % do apresentado nos calculos ), ja tornaria o processo viavel,

principalmente em se tratando da obtengio de dextrana clinica.

Embora a fatia do mercado considerada para calculos anuais seja relativamente alta
(20 % da produgiio mundial), acredita-se que a producio de dextrana esteja concentrada em
poucas empresas, visto sO terem sido encontrados dados de uma Unica empresa (Sigma —
Aldrich). Considerando a produg@o mundial de 500 ton/ano em termos de dextrana obtida
via fermentagio ( USS 1.11 /g, segundo tabela 7.8), tem-se um faturamento anual de 550
milhdes de dblares/ano, o que torna a produgio de dextrana clinica um investimento

promissor, visto o mercado para este polissacarideo ser modesto devido ao seu alto custo.



8.1 - Conclusao

Neste trabalho foi proposta adig@o de um reator triplo estagio continuo com reciclo
de enzima para sintese enzimatica de dextrana. O sistem € baseado no reator duplo estagio
proposto por Souza (1993) e a adi¢dio de um estagio extra de adsorgdo visa aumentar a
retengdo enzimatica. No reator triplo estagio estudado dois dos tanques sfio destinados a

adsor¢do da enzima, enquanto o outro € destinado a dessor¢do e reagdo enzimatica. Foi

realizada a modelagem do sistema duplo e triplo estagio.

Diversas simulagdes foram realizadas com ambos os sistemas, tendo sido
apresentadas somente aquelas que apresentaram melhores resultados. Um estudo
paramétrico (ndo apresentado) utilizando uma ampla faixa de vazdes de alimentagdo e de
reciclo foi realizado para determinacfio das melhor faixa de vazio a ser utilizada para os

sistemas em estudo.

Os resultados obtidos com as simual¢Ses do sisterna duplo e triplo estdgio foram
entdo comparados entre si. Foi constatada a superioridade do sistema triplo estagio em
relagdo ao sistema duplo estagio. Essa superioridade ¢ evidenciada através do consumo de
substrato. A quantidade de enzima adsorvida no sistema triplo estagio ¢ ligeiramente
superior & obtida com o sistema duplo estagio, entretanto, devido a consideragio de
dessorgdo instantdnea, a quantidade de enzima livre no estagio de dessorgé@o é maior para o
sistema triplo estagio frente ao sistema duplo estagio, visto que a taxa de dessorgdo

depende somente da quantidade de material adsorvido na superficie do adsorvente (hipotese

do modelo de Langmuir).

Um outro modelo de adsorgdo, onde as resisténcias a transferéncia de massa sdo
consideradas, foi utilizado na modelagem do reator duplo estagio. Essa consideracdo foi
realizada com a finalidade de verificar 0 quanto a inclusfio dessas resisténcias poderiam
influir na performance do sistema. Foi entdo verificada queda na quantidade de enzima
retida no sistema, quando somente a resisténcia a transferéncia de massa no filme liquido ¢é

considerada. Ja quando nfo somente a resisténcia a transferéncia de massa no filme liquido
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é considerada, mas também a difusdo no interior da particula, verficou-se queda na

quantidade de enzima retida no sistema e alteragio do perfil da quantidade total de enzima

adsorvida no sistema.

Apesar de se tratar de uma estimativa qualitativa, visto ndo haver disponiveis
dados experimentais importantes para o modelo de adsor¢do proposto e a resina utilizada
nio ser esférica, as alteracOes observadas no comportamento do sistema indicam a
importancia em se considerar essas resisténcias. Devido ao fato de o produto sintetizado ser
um polissacarideo, cuja viscosidade de suas solugdes podem assumir valores de 2 2 4 vezes
o valor da agua, e dada as limitagGes difusionais impostas pelo aumento da viscosidade do
meio, a consideragdo das resisténcias a transferéncia de massa podem assumir papel
primordial no desempenho do sistema estudado. Entretanto, este topico precisa ser melhor

estudado.

A area de biotecnologia tem se desenvolvido recentemente, tendo sido descobertas
novas enzimas e, até mesmo outras aplicagdes para enzimas ja conhecidas. Sob esse ponto
de vista, a utilizagdo de redes neurais para determinaco da taxa de reagdo enzimatica pode
encontrar aplicaciio pratica, em reagdes cuja cinética nfo se ajuste a modelos conhecidos.
Sendo assim, ainda para o reator duplo estagio foi utilizado um modelo hibrido, onde a taxa
de reag@io enzimatica € obtida através de uma rede neural. Foi constatada a viabilidade da

utilizagdo de uma rede neural para esta finalidade.

Devido a superioridade do modelo triplo estagio, este foi utilizado para o estudo da
viabilidade do processo em escala industrial. Desde o inicio do trabalho, as simulacdes
foram realizadas utilizando reatores de volume compativel com reatores industriais para
sintese de bioprodutos. Esse procedimento reduziu significativamente o nimero de
simulacdes realizadas. O estudo da viabilidade da utilizag8o do sistema em escala industrial
foi embasado em dados experimentais de rendimento, visto que nem todo substrato
consumido é convertido em dextrana. De acordo com os resultados obtidos, pode-se
considerar que o reator triplo estdgio € uma opgdo viavel para a sintese enzimatica de
dextrana em escala industrial, com a possibilidade de obtengio de frutose (produto
secundario de grande aceitagdo comercial). Foi verificada a conversédo de 80 % da sacarose
alimentada no processo em produtos comerciais (dextrana e frutose ). A comercializagao de

dextrana de baixo peso molecular obtida via sintese enzimatica (Sigma —Aldrich) evidencia
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a viabilidade da sintese enzimatica em escala industrial, embora ndo seja conhecido o

sistema ou condi¢bes operacionais para esta sintese.

8.2 - Trabalhos Futuros

O sistema estudado depende fortemente da cinética de adsor¢do. Devido a
inexisténcia de dados relativos a dessor¢do da enzima, a mesma foi considerada instantinea
neste trabalho. Entretanto Curralero et al. (1998) consideram a taxa de dessor¢io como o
inverso da taxa de adsor¢do. Dessa forma, faz-se necessaria a determinacio da isoterma de
dessorc¢do da enzima. Outra consideragio quanto a cinética de adsorgdo € o fato de os dados
experimentais disponiveis nfio considerarem a presenga de dextrana. Dado o aumento da

viscosidade, a presenga de dextrana pode influenciar bastante a adsor¢do e dessorcdo da

enzima.

Ainda em relaglio a cinética de adsorgdo, seria interessante considerar também a
presen¢a do tamp@o utilizado para o ajuste de pH, visto que a reago ocorreem pH 5.2 e 0
tampdo utilizado para dessor¢@o € um sal neutro (NaCl). Essa consideragio inclusive pode
refletir nfo somente na cinética de adsor¢io da enzima, mas também na estabilidade da

mesma, pois sabe-se que a enzima € pouco estavel para valores de pH superiores a 6.7.

Em relagdo a cinética enzimética, ¢ importante considerar, para a mesma, a
presenga do tampdo de dessor¢do no meio, pois sendo a dextrana tradicionalmente
produzida por fermentagdo, os dados cinéticos disponiveis em literatura aberta sdo

referentes as condi¢des encontradas no caldo de fermentacdo.

A utilizagdo de outras solugdes tampdo, seja para adsorgdo e dessorgdo ou para o
ajuste de pH, bem como a utilizagdo de outras resinas poderiam levar a outras condi¢3es de
sintese, como por exemplo o uso de uma menor quantidade de resina, o que melhoraria o

transporte hidraulico do sistema.

Para obtengdo experimental das isotermas de adsorgdo da enzima, a resina utilizada
(DEAE-Celulose) € previamente tratada. O sistema estudado envolve o reciclo da enzima
através de seus estagios de adsor¢do e dessorgdo, dessa forma a determinagio da

regeneralibidade da resina, bem como o tempo que esta pode ser utilizada antes que seja
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necessaria uma reativagio da mesma, sdo dados experimentais relevantes. A montagem do

sistemna em escala de bancada traria informagdes titeis a respeito das limitagGes relativas ao
transporte hidraulico de sélidos.

De um modo geral, para trabalhos futuros, a obtengio de dados experimentais
importantes, permitiriam a obten¢do de resultados mais precisos a respeito do

comportamento do sistema, suas limitagSes e aplicagGes praticas.
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Modelar processos e sistemas quimicos consiste em encontrar as equagdes
matematicas que descrevem o sistema em estudo e a simulagio permite a previsdo do
comportamento do sistema. Muitas vezes, as equagdes do modelo sdo complexas e
envolvem um grande niimero de pardmetros e variaveis. Dessa forma, a adimensionaliza¢io
ou a simplificagdo de modelos matematicos € pratica bastante comum, pois permite a
reducio do namero de varidveis envolvidas simplificando, dessa forma, a solugio
matematica das mesmas. Em casos extremos, a solugdo do sistema de equacgles so €

possivel através da adimensionalizagao de variaveis.

Os modelos apresentados no Capitulo 3 poderiam ser simplificados através da
adimensionalizagdo das vazGes. Entretanto para que o nimero de variaveis seja realmente
reduzido as vazdes de alimentagfio de cada um dos tanques deveriam ser iguais, como pode
ser visto mais adiante. O estudo paramétrico evidéncia o fato dos sistemas em estudo
(reator duplo e triplo estagio) serem muito sensiveis as vazdes de alimentag8o, tendo sido
obtido um melhor desempenho, tanto para o reator duplo como para o reator triplo estagio,
quando se utiliza vazdes de alimentagdo desiguais. A simplificagdo do modelo, com
adimensionalizag@o das vazdes, reduz o niimero de variaveis e simplifica a otimizagdo do
sistema, entretanto esta pratica pode implicar em algumas restrigbes. Sendo assim, as
simulagBes apresentadas neste trabalho foram realizadas utilizando o modelo original sem
simplificagdes.

Modelo Original]

Como apresentado na se¢éo 3.2 o modelo original é aqui reescrito.

Balango de massa para o estagio de dessorgio:

dC; FpCoe FpCre FyC I~&
1 _FRCa2s TR -»11+k3q1( J (1)
dt Vi Vy Vi &




148

dq; _FRrgze FReie _F19i ~k3q;

)
dr Vi Vi Vi
ds, kS, N F.S.e B FS¢e _ES, KCS, 3)
a 7 4 non K8
Balanco de massa para o estagio de adssorcio
dCy FCje FiC; (Fj+Fy)Cy FRrCoe (I-¢)
= + - - —[kogs—k;C -
i 7 v 7 v (k292 —k1C2(qm —92)] .
@)
dqy _ Fpaje  Fra1 _ FRraoe
= + - +[k - )k 5
A A (kIC2(gm—a2) k2] (%)
dsy :FRSJS+FISJ_FRSQE_(F]+F2)S‘2 _ KCHS5 ©)
a2 2 V2 Km+82
Modelo Simplificado

Souza (1993) simplificou o sistema de equagBes que constituem a modelagem do

reator duplo estagio. Esta simplificagdo € realizada em termos da adimensionalizagéo das

vazdes, através das variaveis ¥ e ¥, sendo utilizado para simpiificar ainda mais o modelo a

razio entre volume e vazdo de alimentagio através da variavel 7 (tempo de residéncia),

sendo validas portanto as seguintes rela¢Ses:

V V F F
'Um}!” 722_2“ W:“R“i— 7’2_2’"
7 ) Fi Fy

F, = vazdo de alimentacio do estagio i



Balan¢o de massa para o estagio de dessorcio:

dCyp ZWS(CZ—CI)WEL+
dt 7] 7]

I-g
kagg 22

d €(q92-41)
q1 _ye(92 — 491 “g“j‘—k.?‘ﬂ
dt Ty T

dSp _(S;-82) we(S2-81) KC;S)
dt 7] 7] Km+S8;

Balango de massa para o estigio de adsorc¢io:

dCr _ye(C1-Ca)  (Ci
dt T2 73

dgy _ve(q1-92) 41
dt 79 T2

],...
+ k20 - KiCalam -2 =2

ds :(S]—Sz)+;V€(SJ—S2)_SZ _KC338,
dt T2 T2 T2 Ky +S82

Restrigdes do modelo simplificado.

-C C
2)_ Tj ~ (k292 = kiCo(qm—q2)]—
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(10)

(11

(12)

Comparando-se as equagdes representativas do modelo simplificado e do modelo

original, fica evidente que o modelo simplificado s6 tem validade quando a variavel

admensional y for igual para os dois tanques. Sendo assim, as vazBes de alimentagdo em
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cada um dos estagios devem ser iguais e a variavel adimensional y deve ser atribuido valor

unitario. Essa restrigdo torna a utilizacdo do modelo simplificado limitado, pois a utilizacio
de vazdes de alimentagdo desiguais melhora o desempenho do sistema, conforme
demonstrado no Capitulo 3. As mesmas observagbes sdo validas para o sistema triplo

estagio.
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A adsor¢do da dextrana-sacarse em DEAE-Celulose segue o modelo de Langmuir.
Com o intuito de estimar a influéncia dessas resisténcias no comportamento do sistema,
foram utilizados dois modelos adicionais, um dos quais leva em consideragéio somente a

resisténcia a transferéncia de massa no filme liquido, enquanto o outro considera também a

difusio no interior da resina.

Foi utilizado o modelo de adsorg&o proposto por Hortsmann e Chase (1989). Foram
utilizados, para a estimativa da difusividade efetiva (Def) e do coeficiente de pelicula (&),
as propriedades da agua. Esse procedimento se deve a inexisténcia de dados experimentais
importantes para a utilizacio do modelo, tais como viscosidade e densidade da solugdo
tampdo, utilizada para obtengdo das isotermas de adsor¢do. Para a estimativa dos
pardmetros mencionados, foram utilizadas as seguintes correlages, apresentadas no
trabalho de Hortsmann e Chase (1989):

Correlacdo de Polson (1950) para difusividade

T

-5
Dyp=94x10"" ——
“My)

M

Correlagio Geankopolis (1983) para estimativa do coeficiente de transferéncia de massa

2D -2/3¢ /3
kf :m;i-’ims{-—fi—J [—3%‘-’1] )

Je)

Onde:

Ap = densidade diferencial entre a particula ¢ a fase liquida

d = didmetro médio da particula
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g = constante gravitacional Com a estimativa de Dag e a porosidade da resina € possivel
g

estimar Der através da relagio D, = 2D ,5 ( Froment ¢ Bischoff, 1990). Estimados os
T

valores de D e K¢ 0s valores corretos destes parametros sdo determinados através da
solugdc do modelo de adsorgdo proposto por Hortsmann e Chase (1989), apresentado no
Capitulo 6. O valor correto para estes parimetros € determinado através do ajuste da
solugdo do modelo & curva experimental de adsor¢fio da enzima na resina, tendo sido
utilizado para isso os dados experimentais da adsor¢io de dextrana-sacarase em DEAE-

Celulose obtidas por Souza (1993).

A resolug@o do modelo foi realizada utilizando-se o método de colocagdo ortogonal,
tendo sido utilizados dois pontos internos de colocacdo. O ajuste & curva de adsorgfio foi
realizado através do método de tentativa e erro utilizando como valores iniciais as

estimativas de Dere Ky

Os demais dados necessérios, tais como didmetro médio da resina e densidade
foram da mesma forma extraidos do trabalho de Souza (1993). Ja o peso molecular da
enzima foi obtido junto ao fabricante (Sigma). A DEAE-Celulose utilizada é classificada
como sendo de porosidade mediana (Souza, 1993), dessa forma foi utilizado o valor de 0.75
para a porosidade da resina (g,). Quanto a tortuosidade (t ) foi utilizado o valor tipico de
3.0 (Forment e Bischoff, 1990). A tabela 1 apresenta os dados utilizados para resolver o

modelo de adsorgdo proposto:

Tabelal — Dados utilizados para o ajuste do modelo de adsorgio.

[ Oresion = 614 (kg/ ) L=11x 10" (kg/ ms)
Pagaa = 1000 (kg/ m’) Ma = 65.000 daltons
Ap =386 (kg/ m’ T=298K
qm = 519,751 (g/ 1 res) R=2x10"m
Kd = 0,4795 (/1)

Com os parémetros Def e K, estimados, foi realizado o ajuste do modelo de
adsorgdo aos dados experimentais de Souza (1993). Dessa forma, através do método de
tentativa e erro foram obtidos os valores de Def e Kr que mais aproximam o modelo de
adosrcdo a curva experimental. O grafico de ajuste bem como o perfil da concentracfio de

enzima no interior do solido séo apresentados nas figuras 1 e 2.
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Figura 1. Cinética de adsorgio da

dextrana-sacarase em DEAE-Celulose:

comparagio entre a curva obtida por

simulacdo e os dados experimentais.
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Concentragio de Enzima

(. Tempo (mi:\G) “ N
Figura 2. Perfis de concentracio (g/l)
obtidos através da simulacio da cinética
de adsor¢io de dextrana-sacarase em
DEAE-Celulose.

Conforme o gréfico apresentado na figura 1, os resultados obtidos via simulag¢do sdo

bastante concordantes aqueles obtidos experimentalmente. Um ajuste melhor poderia ser

obtido se estivessem disponiveis uma maior quantidade de dados experimentais. Os valores

de f e D.rutilizados para obtengio dos dados acima sio 8.74 x 10° m/s e 5.22 x 10° m%/s

respectivamente. A figura 2 evidencia a ocorréncia de difus8o no interior da particula.

Foram ainda realizadas simulagSes com valores diferentes de Dg ¢ Kf com a

finalidade de se verificar a influéncia destes parimetros na cinética de adsorgio da

dextrana-sacarase em DEAE-Celulose. As figuras de 3 a 6 apresentam estes resultados.
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Figura 3 - Perfis de concentragio (g/l)
obtidos através da simulagio da cinética
de adsor¢dio de dextrana-sacarase em
DEAE-Celulose utilizando um valor de
D 20% inferior ao utilizado para ajuste

dos dados experimentais.
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Figura 5 - Perfis de concentracio (g/l)
obtidos através da simulaciio da cinética
de adsorcdo de dextrana-sacarase em
DEAE-Celulose utilizando um valor de
D.r 20% superior ao utilizado para ajuste

dos dados experimentais.
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Figura 4 - Perfis de concentragiio (g/)
obtidos através da simulacio da cinética
de adsor¢io de dextrana-sacarase em
DEAE-Celulose utilizando um valor de &F
20% inferior ao utilizado para ajuste dos

dados experimentais.
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Figura 6 - Perfis de concentracio (g/l)
obtidos através da simulagfo da cinética
de adsorcio de dextrana-sacarase em
DEAE-Celulose utilizando um valor de &f
20% superior ao utilizado para ajuste dos

dados experimentais.

De acordo com os graficos apresentados nas figuras de 3 a 6, a alteragdo de Kf e Der

influi significativamente no tempo necessario para se atingir o equilibrio de adsorcfio, tendo

sido notada pouca alteragiio nos valores obtidos para as concentragdes de enzima.
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Um dos pontos vitais da sintese enzimética de dextrana utilizando o processo CARE
modificado € a adsorgdo da enzima. Souza (1993) realizou estudos sobre a adsorgio da
enzima em trés tipos de resina (DEAE-Sephadex A-50, DEAE-Sephadex A-25 e DEAE —
Celulose). Das trés resinas estudadas, foi escolhida para determinagio experimental das
isotermas de adsorgio da dextrana-sacarase, a resina DEAE-Celulose, por possibilitar a

dessorcdo da enzima na presenga de NaCl em concentragio minima de 0.50 M.

Souza (1993} determinou experimentalmente as isotermas de adsor¢io, bem como
determinou os pardmetros da equacdo de Langmuir (qm, k; e k3). Para promover a adsorgéo
da enzima, Souza (1993) reporta a utilizacio de uma solugiio tampio de acetato a
concentragio de 0,2 m M. Equagio de Langmuir:

dg

"c}kaCc’qm-q)——kzq 1

Curralero et al. (1998) estudaram a influéncia da presenca de NaCl na faixa de
concentragbes de 0 a 0.5M. Neste trabalho, foi verificada que a presenga de NaCl em pouco
afeta a contante k;. Entretanto, as constantes gm e k; sfio fortemente dependentes da

concentracdo de NaCl, sendo validas as seguintes equagdes:

gm = 18,7 exp(~1178] NaCl J# +3,30[ NaCl ] +5,02) 2)
by =252+ _G3(NaCl] &)
0,122+ [NaCl]

Sendo assim, existem duas determinag¢Ses experimentais diferentes para a cinética
de adsorgdo da dextrana-sacarase em DEAE ~ Celulose. Simulando a adsorgdo através da

equacio de Langmuir, podemos comparar o perfil de concentracfio da enzima livre
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utilizando as constantes obtidas por Souza (1993) e por Curralero et al. (1998). Para a

simulagdo, foi utilizada a equagio de Langmuir, dada pela equagio (1). Foram utilizados
cinco tampdes diferentes, que resultam em valores diferentes para as constantes k;; k; e gm.

A tabela 1 apresenta as condi¢Bes das simulagGes:

Tabela 1 — Constantes da equac¢io de Langmuir utilizadas na simulagfo da adsorgio

de dextrana-sacarase em DEAE-Celulose (Souza, 1993) e Curralero et al. (1998).

A Souza (1993) 7,11 3,54 519,751
Tamp8o de Acetato 0.2
mM

B Curralero et al. (1998) 222 1 3384 2830
auséncia de NaCl

C Curralero et al {1998) 2,22 5,00 3570

[NaCl = 0,10 M

D Curralero et al.(1998) 222 7,55 3090
[NaCl] = 0,25 M

E  |Curralero et al.(1998) 222 | 833 810

>

[NaCll = 0,50 M

E Curralero et al. {1998) 2,22 717 1922
NaCll=037M

E Curralero et al {1998) 2,22 7,10 2312
[NaCll =035 M

E | Curralero et al.(1998) 2,22 7,26 1614

[NaCl] = 0,40 M i

O grafico comparativo do perfil de concentragio de enzima livre obtido com a
simulag@io da adsor¢fio da dextrana-sacarase ¢ DEAE-~Celulose, utilizando os tampdes da

tabela 1, € apresentado na figura 1.
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Figura 1 — Gréfico comparativo da adsorgio de dextrana-sacarase em DEAE-Celulose,
segundo tabela 1.

Analisando-se o grafico apresentado na figura 1, observa-se que somente para a
concentragéo salina de 0,50 M a quantidade de enzima adsorvida € menor que a obtida
quando se utiliza os dados experimentais se Souza (1993). Dessa forma, pode-se dizer que
existe uma faixa de concentragfio salina onde os resultados obtidos com a utilizagdo das
constantes obtidas por Souza (1993) e por Curralero et al. (1998) sdo bastante proximos.
Esta faixa ocorre para concentragdes salinas entre 0,35 M e 0,40 M, tendo sido obtidos
resultados bastante prOximos para a concentragdo salina de 0,37 M, como pode ser

observado na figura 6.2:
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Figura 6.2 - Gréafico comparativo da adsorg@o de dextrana-sacarase em DEAE-Celulose.
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De acordo com os perfis de enzima adsorvida, pode-se dizer que a presenca de sal

até uma concentrag@o salina de 0,30 M no tanque de adsor¢do ndo prejudicaria a adsorgio
da enzima. Entretanto, foi observada alta adsorgZo enzimatica em concentragdes salinas
baixas, evidenciando a necessidade de manter a concentragio salina elevada no tanque de
dessorgiio. Esse comportamento muito provavelmente se deve ao balango idnico do

sistema, visto ser a DEAE-Celulose uma resina trocadora de ions.

Quanto a dessorcdo da enzima, ndo foi encontrado nenhum dado experimental. A
tnica informacdo disponivel € a concentragdo salina minima em tomo de 0.50 M para que
haja dessor¢do. Entretanto nada se sabe sobre a cinética de dessorgdo. Dessa forma, a
dessorgdo foi considerada instantanea nos sistemas estudados. De acordo com as hipoteses
de Langmuir, a dessor¢do depende somente da quantidade de enzima adsorvida, dessa

forma foi utilizado para a taxa de dessorgéo a seguinte equagio:

X 4
o 34 )
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O sucesso da utilizagdo de uma rede neural esté na escolha dos dados utilizados para
o treinamento da rede. Neste trabatho, os dados para treinamento da rede foram obtidos a
partir de constantes e equagOes de modelos, visto serem escassos os dados experimentais
disponiveis. Para conferir aplicabilidade & rede proposta, os dados experimentais nio
devem ser ajustados a modelos conhecidos, pois ndo haveria sentido em se treinar uma rede
neural quando os modelos e suas respectivas constantes sio conhecidos e fornecem bons
resultados. A obtengdo de dados experimentais para treinamento da rede para predigéo da
taxa de reacdo enzimatica pode ser realizada através da determinagdo do perfil de consumo
de substrato para varias concentragles de enzima e substrato. O nimero de dados ira
depender da disponibilidade em realizar os ensaios, comportamento da reagdo e aplicagdo

desejada para a rede.

Para utilizagdo do modelo hibrido apresentado no Capitulo 6, foi utilizada uma rede
backpropagation. A rede foi treinada com um conjunto de 225 pares de entrada/saida, que
por motivos praticos ndo sio apresentados. Os dados de entrada sdo a concentragdo de

substrato e enzima livre no tanque de dessorgéo.

Para o treinamento da rede, os pesos e biases foram inicializados randomicamente,
tendo sido utilizados o = 0.8 ¢ 1 = 0.3. Foi arbitrado um erro méximo de 1.5 x 10™. Os

seguintes dados foram obtidos com o treinamento da rede:

Pesos da camada input para hidden Pesos da hidden para output
W1, -0.14350229 Wi (1,1) -7.04812027
W(1,2) -6,16922745 WL({1,2) -5,19210806
W{2.1) ~3.02410651
W(2,2) 1.57652121

Tetas

TETI (1) | 1.081825
TETI(2) | -1.32933
TEH (1) | 2.648885
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Apés o treinamento da rede, a mesma deve ser testada com o objetivo de verificar

se a rede esta respondendo corretamente. Dessa forma, o conjunto de pares utilizados para o
teste da rede deve ser diferente daqueles utilizados para o treinamento da mesma. Para
testar a rede, foi utilizado o seguinte conjunto de pares de treinamento apresentado na

tabela 1.

Tabela 1. Dados utilizados para testar a rede

para predigdo da taxa de reagdo

] 0,25 25,00 38,7989
2 0,75 2,00 39,3918
3 0,56 18,00 81,5206
4 0,15 25,00 23,2793
5 0,22 15,00 30,6676
6 0,83 20,00 123,561
7 0,35 10,00 43,2824
8 0,78 5,00 72,0575
9 0.83 3,00 57,3374
10 0,39 6,00 39,3465
11 0,47 25,00 72,9420
12 0,65 200 | 34,1396
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O sistema proposto nfio recebe alimentagio de enzima. Dessa forma, a remogdo
continua de enzima impede que o estado estacionario seja atingido. Entretanto, para o

tempo de processo utilizado nas simulacgles, as variagdes sfo quase imperceptiveis.

O tempo de operagio do reator ird depender de alguns fatores ndo abordados neste
trabalho tais como, o tempo necessario para reativa¢@o da resina, cronograma para limpeza
e esterilizacio do sistema, e eventuais reposi¢des enzimaticas. Dessa forma, foram
realizadas simulagdes para o sistema triplo estagio, com a finalidade de se determinar o
intervalo de tempo em que ¢ possivel operar o sistema sem a necessidade de reposigio
enzimatica, bem como a influéncia das vazdes de alimentagdo na determinacfio desse
tempo. As condi¢des operacionais para a estas simulag3es s3o apresentadas na tabela 1. Os
dados experimentais relativos a cinética de adsor¢do da enzima utilizados nesta simulagio

si0 os obtidos por Curralero et al. (1998).

Tabela 1 — Condigdes operacionais para o reator triplo estagio para um intervalo de tempo
de 10.000 horas.

Apl 100 150 0 250 0,50 0,75 1.0 200

Ap2 100 70 4] 250 0,50 0,75 15 200
* fragdo Hquida = 0,5

Os resultados obtidos com as simula¢des da tabela 1, sfio apresentados nas figuras
de 1 a 4 . Observa-se que para um intervalo de tempo muito grande, ocorre a perda total da
enzima € consequentemente um acumulo de substrato. Estes resultados sugerem que seja
realizada a alimentagio de enzima no sistema. Entretanto, o sistema ndo pode operar

continuamente por um intervalo de tempo muito grande.

Devido ao fato da reacfio ser enzimatica, ha a necessidade de paradas para limpeza
ou reativagdo da enzima. No estudo de viabilidade, foram consideradas paradas semanais,

ou seja 168 horas de operagdo continua.
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Figura 1 — Quantidade total de enzima Figura 2 — Consumo de substrato no
retida no sistema . estagio de dessorcgdo.

Os graficos apresentados na figuras 3 e 4 apresentam o intervalo de tempo de 180

horas de operacdo continua.
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Figura 3 — Quantidade total de enzima Figura 4 - Consumo de substrato no
retida no sistema . estagio de dessorc¢do.

De acordo com os graficos das figuras 3 e 4 é possivel a operag@o do sistema num

intervalo de tempo de 180 horas, sem que a perda enzimatica seja superior a 80 % (valor

considerado na estimativa econdmica), Devido a alta quantidade de enzima retida no

sistema, ndo ha acumulo de substrato.
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Os grificos apresentados nas figuras evidenciam que apesar do sistema ndo entrar
em estado estacionario, ha a possibilidade de operagio continua, em um determinado
intervalo de tempo. Este intervalo de tempo € definido em fungo da quantidade de enzima
retida no sistema e vazdes de operagdo, visto que os resultados evidenciam que as vazbes

de operag8o afetam a retenciio enzimatica e consequentemente o consumo de substrato.

Uma possibilidade para prolongar o intervalo de operagiio, sem paradas, seria a
alimentagdio de enzima, por pulso. Entretanto, primeiramente é necessario determinar o
otimo tempo de operagdio continua, que ndo é s6 fungio da reten¢do enzimatica, mas

também da necessidade de limpeza e reativagio e ou reposigdo da resina.



