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RESUMO

A enzima celobiase Novozym 188, que é empregada na hidrélise do bagaco de
cana com a finalidade de aumentar a eficiéncia da hidrolise com celulase, foi
caracterizada na sua forma comercial, e modelos cinéticos integrados foram aplicados a
hidrélise da celobiose. A atividade especifica desta enzima foi determinada para valores
de pH de 3 a 7, e temperaturas de 40 a 75°C, com celobiose 2g/L. A estabilidade térmica
foi determinada no pH 4,8 e temperaturas de 40 a 70°C. A inibicdo pelo substrato foi
estudada no mesmo pH, a 50°C, e concentracdes de celobiose de 0,4 a 20 g/L. A inibicdo
pelo produto foi observada a 40 e 50°C, pH 4,8, utilizando-se concentragdes de celobiose
de 2g/L, 20g/L, e 2g/L com adicdo de 1,8 g/L de glucose no inicio da reacéo.
Acompanhou-se a reacéo por meio dos dados de converséo de celobiose em glucose em
funcao do tempo até aproximadamente 100% de conversao.

A enzima apresentou a maxima atividade especifica, 17,8 mnmoles/min.mg
proteina, no pH 4,5 a 65°C. A ativacao térmica da enzima seguiu a equacéao de Arrhenius
com valores de energia de ativacdo da ordem de 11 kcal/mol para valores de pH entre 4
e 5. A desnaturacdo térmica seguiu o0 modelo do decaimento exponencial resultando na
energia de desnaturacdo térmica de 81,6 kcal/mol. A enzima apresentou inibi¢cdo pelo
substrato para concentracbes de celobiose acima de 10 mM (3,42 g/L). Os parametros
cinéticos obtidos por meio do ajuste dos pontos experimentais ao modelo de inibicao
acompetitiva pelo substrato, foram Ky = 2,42 mM, Vmax = 16,3 nmoles/min.mg proteina e
Ks = 54,2 mM, enquanto para a inibicdo nao-competitiva pelo substrato foram
Km =254 mM, Vmax = 17,1 nmoles/min.mg proteina e Ks = 51,7 mM. Os pontos
experimentais de conversdo em funcao do tempo da reacdo de hidrélise ajustaram-se
aos modelos cinéticos integrados para os tipos de inibicdo acompetitiva e nao-competitiva
pelo substrato e competitiva, ndo-competitiva ou acompetitiva pelo produto. No entanto,
os valores dos parametros cinéticos K; e kcat calculados a partir desses modelos foram
inconsistentes, indicando que as hipoteses usadas nao foram suficientes para descrever
a extensao total da cinética deste tipo de reacao de zero a 100% de conversao.
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ABSTRACT

The enzyme cellobiase Novozym 188, which is used for improving hydrolysis of
bagasse with cellulase, was characterized in its commercial available form and integrated
kinetic models were applied to the hydrolysis of cellobiose. The specific activity of this
enzyme was determined for pH values from 3 to 7, and temperatures from 40 to 75 °C,
with cellobiose at 2 g/L. Thermal stability was measured at pH 4.8 and temperatures from
40 to 70°C. Substrate inhibition was studied at the same pH, at 50°C, and cellobiose
concentrations from 0.4 to 20 g/L. Product inhibition was determined at 40 and 50 °C, pH
4.8, cellobiose concentrations of 2 and 20 g/L, and initial glucose concentration nearly
zero or 1.8 g/L. The reaction was monitored by means of conversion data of cellobiose
into glucose until nearly 100%.

The enzyme has shown the greatest specific activity, 17.8 nmol/min.mg protein, at
pH 4.5 and 65°C. Thermal activation of the enzyme followed Arrhenius equation with the
energy of activation being equal to 11 kcal/mol for pH values between 4 and 5. Thermal
deactivation was adequately modeled by the exponential decay model with energy of
deactivation giving 81.6 kcal/mol. Substrate inhibition was clearly observed above 10 mM
(3.4 g/L) cellobiose. Kinetic parameters obtained by fitting the experimental points to the
substrate uncompetitive inhibition model were Ky = 2.42 mM, Vmax = 16.3 nmol/min.mg
protein and Ks = 54.2 mM, while for the substrate non-competitive inhibition model they
were Km = 2.54 mM, Vmax = 17.1 mmol/min.mg protein and Ks = 51.7 mM. The conversion
versus time experimental points for the hydrolysis reaction were fitted to the integrated
kinetics models for the uncompetitive and non-competitive substrate inhibition and for
competitive, uncompetitive and non-competitive product inhibition. Nevertheless, the
kinetic parameters K; and kca: calculated by these models were inconsistent, indicating
that the hypotheses that were assumed were not able to describe the total extension of
the reaction kinetics from zero to 100%.
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1. INTRODUCAO

Residuos celulésicos tém despertado crescente interesse como fonte alternativa
de energia e de matéria-prima para as industrias, porque sdo abundantes e renovaveis.
Apesar da celulose ser sintetizada diariamente em quantidades ndo excedidas por
nenhuma outra molécula organica, o seu aproveitamento é muito escasso e uma parte
significativa faz parte dos residuos agricolas urbanos, com nenhum ou deficiente
aproveitamento. A celulose corresponde a 38% dos residuos agricolas e 45% dos
residuos municipais (BEZERRA, 1995).

No Brasil, o etanol produzido, da ordem de 12 bilhdes de litros por ano, é oriundo
do processamento da cana-de-agucar, que gera anualmente um grande excedente de
bagaco de cana. Aproximadamente 75% do bagaco é utilizado para a co-geracdo de
energia, e pequenas quantidades sdo vendidas para suprir a energia de outras industrias,
ou como alimentacado animal. O bagaco remanescente nao € utilizado, e este poderia ser
aproveitado para a producdo de acgucares fermentesciveis para serem empregados na

fabricacdo de produtos quimicos.

A celulose pode ser hidrolisada por acdo de enzimas celuloliticas ou por acidos e
bases, e 0 produto da reacdo (glucose) pode ser metabolizado biologicamente em
produtos quimicos com grande valor agregado: etanol, &cido latico, xaropes edulcorantes,
proteina, etc. As enzimas celuloliticas catalisam a hidrolise da celulose a 40/50°C sem
formacao de produtos de degradacao indesejaveis, ao contrario do que acontece com

outros processos quimicos de hidrélise (BEZERRA, 1995).

A formacéo de glucose a partir da hidrélise enziméatica de substratos celulésicos é
um processo catalisado pelos componentes do complexo celulase: endoglucanases,
exoglucanases e b-glucosidases, trabalhando em um mecanismo sinergistico
(CANTARELLA et al., 1984; WOODWARD, 1991). A enzima b-glucosidase (EC 3.2.1.21),
também conhecida como celobiase, hidrolisa as ligacdes b-glucosidicas da celobiose
produzindo duas moléculas de glucose. Na hidrélise da celulose, a celobiase é essencial
para a conversdo do intermediario celobiose, que é um forte inibidor dos outros
componentes da celulase. A celobiose exerce ainda, inibicdo pelo substrato sobre a b-
glucosidase (HSUANYU & LAIDLER, 1984; AGUADO et al., 1995).

O fato de as enzimas celuloliticas serem rapidamente adsorvidas na celulose foi
sugerido como base para um sistema de recuperacdo das enzimas, por meio de um
contato contra-corrente entre o efluente do reator de hidrélise e o material celulolitico que

esta sendo alimentado. No entanto, a celobiase ndo é tdo fortemente adsorvida, além do
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fato de as celulases em uso corrente ndo conterem suficientes concentragbes de
celobiase, 0 que faz com que a celobiose se acumule no meio reacional. Assim, alguns
autores sugeriram um suplemento dessa enzima ao meio reacional na forma imobilizada,
normalmente em uma coluna adjacente ao reator principal. (GONG et al., 1977; ZANIN &
MORAES, 1985; WOODWARD & CAPPS, 1992).

A hidrélise da celobiose depende das condicbes de reacdo e da atividade
catalitica da enzima (AGUADO et al., 1995). Portanto, o conhecimento das melhores
condicbes de reacdo como pH, temperatura, desnaturacdo térmica e inibicdo por
substrato e/ou produto é um pré-requisito para obter-se equacfes de projeto Uteis ao

Processo.

Assim, o objetivo deste trabalho foi a caracterizagdo da enzima celobiase
NOVOZYM 188 quanto a sua atividade em funcdo dos parametros: concentracdo de
enzima, temperatura e pH, concentracdo de substrato e de produto, e ainda o
desenvolvimento de um modelo cinético aplicavel ao projeto do reator batelada. Este
trabalho desenvolveu-se sobre tentativas prévias direcionadas, principalmente, a uma
cinética de taxa inicial e considerou a presenca de inibicdo por substrato e produto em
seis modelos cinéticos integrados alternativos. O objetivo foi comparar a cinética
integrada de cada caso com dados experimentais abrangendo conversdes de celobiose a
partir de baixos valores até aproximadamente 100%. Para os propdsitos industriais, seria
desejavel que o modelo cinético integrado da hidrolise de celobiose fosse capaz de
descrever a conversdo como uma funcado do tempo, a partir do tempo zero até bem

proximo da conversdo completa do substrato.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 CELULOSE

O maior componente estrutural de todas as células vegetais, € o mais abundante
componente organico na Terra. Estima-se em 10 toneladas por ano a quantidade de
celulose formada na biosfera. Cada molécula de celulose é uma cadeia longa e nao-
ramificada de sub-unidades de D-glucose, como representado na Figura 2.1, com um
peso molecular variando de 50 000 a 2,5 milhdes nas diferentes espécies, equivalendo
de 300 a 15 mil residuos de glucose (LEHNINGER, 1976 ; BAILEY & OLLIS, 1986).

CH,0H PB-1L4 [ CH,0H CH,0H CH,0H
0 \ 0 0 0
OH 0./ K oH ™o._KoH 0. K oH 0.
HO

OH OH _| OH OH

Figura 2.1 - Unidades de glucose na celulose (CAMPOS,1998).

Embora a ligagdo glucosidica na celulose ocorra entre os carbonos 1 e 4 de
sucessivas unidades de glucose, estas unidades sdo ligadas de maneira diferente em
relacdo a amilose. Esta diferenca na estrutura é significativa. Enquanto muitos
microrganismos, plantas e animais possuem as enzimas necessarias para hidrolisar as
ligacbes a-1,4 encontradas no amido ou glucogénio, poucos seres vivos podem hidrolisar
as ligacdes b-1,4 da celulose. Um dos produtos da hidrélise enzimética da celulose € a
celobiose (O-b-D-glucopiranosil-1,4-b-D-glucopiranose), um dimero formado por unidades
de glucose unidas por uma ligagéo b-1,4 (BAILEY & OLLIS, 1986), como representado na
Figura 2.2.

Figura 2.2 - Unidade de celobiose (CAMPOS,1998).

A resisténcia da celulose a degradacdo deve-se mais a sua estrutura cristalina e

ao seu empacotamento do que as ligacdes glucosidicas b-1,4. A maior parte da celulose
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esta organizada em regides cristalinas altamente ordenadas, nas quais as cadeias de
celulose ou fibrilas encontram-se tao firmemente compactadas que moléculas de agua
raramente penetram. Assim, a celulose é insollivel na agua. Por¢cdes menos ordenadas,
chamadas regibes amorfas, compreendem aproximadamente 15% da microestrutura
celulésica. As regibes amorfas sdo facilmente hidrolisadas por acidos, por exemplo; as
regides cristalinas, por outro lado, sdo muito mais dificeis de decompor. As fibrilas de
celulose sdo agrupadas em microfibrilas. Os grupos de microfibrilas sédo envolvidos por
moléculas de hemicelulose, e estas estruturas estdo revestidas por uma camada de
lignina que se une por ligacdo cruzada. Devido a este empacotamento, o0 termo
lignocelulose é frequientemente usado para descrever estes materiais. Na Tabela 2.1,
pode-se notar que as propor¢cdes de celulose, hemicelulose e lignina variam

consideravelmente com o tipo de material celulésico (BAILEY & OLLIS, 1986).

Tabela 2.1 - Distribuicao de celulose, hemicelulose e lignina em biomassas e residuos
celulésicos (BAILEY & OLLIS, 1986).

Material Celulose Hemicelulose Lignina
(%) (%) (%)
tronco de madeira dura 40 - 45 24 - 40 18- 25
tronco de madeira mole 45 - 50 25-35 25-35
pastagem (grama) 25-40 25-50 10-30
folhas 15-20 80 -85 ~0
papel 40 - 45 25-40 18- 30
residuos de papel da 60 - 70 10 - 20 5-10

industria de polpacao

Hemiceluloses sao polimeros pequenos e ramificados de pentoses (xilose e
arabinose) e algumas hexoses (glucose, galactose e manose). Estas unidades, que
tipicamente contém um grande numero de grupos acetila, estdo unidas por ligacdes
glucosidicas 1,3-, 1,6- e 1,4-. A hemicelulose pode ser solubilizada com relativa facilidade
utilizando-se, por exemplo, acido sulfarico (0,05 a 3 por cento) ou eventualmente, com
agua quente. J& a lignina, que envolve os componentes polissacaridicos da biomassa, é

mais dificil de solubilizar, sendo formada por um material polifendlico de composicéao
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irregular. O arranjo randémico de seus diferentes blocos estruturais resiste fortemente ao
ataque quimico e enzimético (BAILEY & OLLIS, 1986).

Devido ao selo de lignina e a sua cristalinidade, a hidrolise da celulose a glucose
nao é facil, sendo necessario altas temperaturas e acidos minerais fortes para obter-se
satisfatorio grau de hidrolise. Além disso, a glucose resultante pode estar parcialmente
alterada devido as condigbes drasticas. Embora as enzimas celulase ndo possam
penetrar rapidamente a barreira de lignina e sejam lentas no ataque a cristalinidade da
celulose, podem converter a celulose em glucose de forma mais seletiva que o ataque
acido, com a formacao de poucos sub-produtos (além das condi¢cbes mais brandas de
processo). Em conseqiiéncia, a hidrélise enzimatica da biomassa normalmente envolve o
pré-tratamento para quebrar o selo de lignina e destruir a cristalinidade da celulose
(SUNDSTROM et al., 1981; FADDA et al., 1994).

Existem numerosos pré-tratamentos que podem aumentar significativamente a
taxa e extensao da hidrélise da celulose pura, assim como da celulose encontrada nos
materiais biomassicos, como por exemplo: tratamentos fisicos como moagem e
trituracdo; por solventes ou produtos quimicos; térmicos com vapor; ou microbianos
(LADISCH et al., 1983).

2.2 ENZIMAS

As enzimas sdo moléculas de proteinas altamente especializadas, sintetizadas
pelas células a partir de simples unidades fundamentais de aminoacidos. Cada tipo de
enzima pode catalisar apenas um tipo especifico de reacdo quimica. S&o muito
superiores aos catalisadores quimicos pois sdo mais especificas, possuem maior
eficiéncia catalitica e podem funcionar sob condi¢cdes mais brandas de temperatura e pH
(LEHNINGER, 1984).

As enzimas tém sido definidas como catalisadores biol6gicos e por outro lado,
catalisadores sdo descritos como agentes que facilitam ou aceleram a velocidade de
reacdo, sem serem permanentemente transformados ou consumidos na reacdo. Deve-se
ser prudente na interpretacdo, contudo, jA que materiais biolégicos deste tipo sdo

facilmente danificados por condi¢cdes desfavoraveis (WEBB, 1964).
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2.2.1 Celulases

O termo celulase engloba um conjunto de enzimas que atuam na degradacéo da
celulose em glucose. Varios pesquisadores tém sugerido a acdo combinada dessas
enzimas (LEE & FAN, 1980; GOYAL et al., 1991):

ENDOGLUCANASES (1,4-b-D-glucana-4-glucanohidrolase, EC 3.2.1.4), também

chamadas de Cy, que tém acao aleatéria sobre regides paracristalinas da celulose.

EXOGLUCANASES, presentes em varias formas: (i) Celobiohidrolases (1,4-b-D-

glucana-celobiohidrolase, EC 3.2.1.91), também chamadas de C; , tém maior
afinidade por celulose. Embora sejam incapazes de atacar a celulose cristalina numa
extensdo significativa, podem degradar substratos celulésicos removendo
sucessivamente residuos de celobiose a partir dos extremos da cadeia. (ii)

Exoglucohidrolases (1,4-b-D-glucana-glucohidrolase, EC 3.2.1.74), que removem

unidades de glucose das extremidades nédo-redutoras da cadeia, atuando sobre
cadeias de celodextrinas com quatro a sete unidades, produzidas pela acdo das

endoglucanases, sobre celulose amorfa e sobre derivados sollveis da celulose.

b-GLUCOSIDASE (b-D-glucosidio-glucohidrolase, EC 3.2.1.21), também chamada
celobiase, que hidrolisa celobiose e pequenas cadeias de celooligossacarideos em
glucose mas néo atua sobre a celulose. Embora hidrolise rapidamente a celobiose e
celotriose, sua taxa de ataque decresce acentuadamente com o aumento do grau de
polimerizagdo, contrariamente as exoglucohidrolases, que atuam preferencialmente

sobre longos celooligossacarideos.

A celobiose inibe a acdo da endoglucanase e da celobiohidrolase, causando o
decréscimo da taxa de sacarificacdo de celulose (STERNBERG, 1976). Exerce ainda,
inibicAo pelo substrato para a b-glucosidase. Aumentando-se a quantidade de b-
glucosidase no complexo enzimatico celulase pode-se baixar ou prevenir o acumulo de
celobiose, melhorando o rendimento de glucose assim como aumentando a taxa de
reacao (SUNDSTROM et al., 1981).

Comparando-se a inibicdo pela celobiose e pela glucose, é facil perceber o
importante papel da b-glucosidase no sistema celulase. HOLTZAPPLE et al. (1990),
relataram que a celulase proveniente do microrganismo Thermomonospora sp. teve
inibicdo pela celobiose 14 vezes maior que pela glucose; com T. reesei foi 6 vezes maior;

e com T. longibrachiatum foi 3 vezes maior.

Os principais microrganismos produtores do complexo celulase, que sao
conhecidos, sdo os microfungos Trichoderma viride e Aspergillus niger. O melhor
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componente b-glucosidase é o que esta presente na celulase proveniente do A. niger,
enquanto as endo- e exoglucanases, a partir do T. viride, s8o as que apresentam
atividade balanceada e estabilidade térmica satisfatorias (CANTARELLA et al., 1984).

Na literatura, discute-se se a designacdo correta do conjunto das enzimas
envolvidas na hidrélise da celulose deve ser complexo enzimatico ou sistema enzimatico.
Pelo fato das celulases atuarem com algumas caracteristicas de um complexo, alguns
autores defendem a utilizacdo do primeiro termo. Outros, pelo contrario, preferem a
designacdo de sistema considerando que as enzimas tém existéncia individualizada
como preconizado por GILBERT et al., (1992), e BEZERRA (1995).

Efeito cooperativo e sinergismo

A acdo combinada de dois ou mais componentes da celulase pode aumentar a
eficiéncia da atividade catalitica de hidrélise da celulose, em comparacao com a simples
soma das atividades cataliticas de hidrélise verificadas quando esses componentes
atuam separadamente. Este fendmeno é chamado sinergismo. No entanto, esta
designacéo deve ficar reservada para o caso do incremento de atividade observado estar
relacionado com a presenca de pelo menos duas enzimas, que em conjunto, numa nova
estrutura quaternaria, proporcionem o efeito descrito (por exemplo: a formacdo de
complexos entre celobiohidrolases e endoglucanases). Nos casos em que 0 incremento
da atividade resulta da acao das enzimas sem a formacdo de nova estrutura quaternaria,
€ proposta a designacdo de efeito cooperativo. Neste caso, ambas as enzimas, atuam
independentemente mas a atividade de uma aumenta a atividade da outra, quer pela
diminuicdo da inibicdo de um produto da reacdo (exemplo: a hidrélise da celobiose
catalisada pela b-glucosidase), quer proporcionando novos locais de hidrélise (exemplo: a
endoglucanase ao catalisar a hidrélise da celulose origina novos locais de atuacdo das
celobiohidrolases). No entanto, na maioria das atividades experimentais efetuadas néo é

possivel distinguir sinergismo de efeito cooperativo de forma definida (BEZERRA, 1995).

O grau de sinergismo observado parece depender de varios fatores, incluindo o
tipo de substrato e a natureza de um componente particular da celulase. Sinergismo
cruzado entre celobiohidrolases e endoglucanases, a partir de diferentes origens,
também ocorre. O mecanismo de sinergismo entre os componentes ndo esta ainda bem
entendido, mas ha uma clara relacdo entre a habilidade de um componente
endoglucanase ser adsorvido sobre a superficie da celulose e seu potencial de interagir
com a celobiohidrolase. Em altas concentracbes dos componentes da celulase, o
sinergismo serd minimo porque todos os pontos de ligacdo do substrato (incluindo os

comuns a todos 0s componentes) estardo saturados, e existira competicdo entre
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componentes por estes pontos. Assim, o grau de sinergismo é maior quando o substrato
néo esté saturado com a enzima (WOODWARD, 1991).

2.2.2 Db-Glucosidase (celobiase)

A enzima celobiase (b-glucosidase) pode catalisar a hidrélise de alquil- e aril-b-D-
glucosideos como metil-b-D-glucosideo e p-nitrofenil-b-D-glucosideo, assim como
glucosideos contendo apenas residuos carboidratos como a celobiose. A afinidade da
enzima por um substrato particular é dependente do microrganismo que a originou. Seu
peso molecular € de aproximadamente 300 000; no entanto este valor pode variar
bastante de um microrganismo produtor para outro, como € o caso do Aspergillus
fumigatus que produz celobiase com peso molecular de 41 000 (WOODWARD &
WISEMAN, 1982).

ApO6s estudar o crescimento de 200 linhagens de fungos e 15 linhagens de
bactérias, STERNBERG et al. (1977) concluiram que os melhores produtores de
celobiase para a hidrolise da celulose séo o Aspergillus niger e o Aspergillus phoenicis.
Alta atividade sobre a celobiose é a caracteristica das enzimas produzidas por esses

microrganismos. Os organismos mais produtivos estéo listados na Tabela 2.2.

Uma das propriedades das celobiases provenientes dos microrganismos
Aspergillus é que elas sao inibidas pela glucose. O mecanismo pelo qual isso ocorre ndo
esta claro, mas inibicdo competitiva e nado-competitiva tém sido reportadas
(WOODWARD & WISEMAN, 1982).

Segundo SAHA et al. (1994) a inibicdo pelo produto glucose e a desativagédo
térmica da celobiase sdo duas grandes barreiras no desenvolvimento de um processo

comercial de hidrélise enziméatica da celulose.

O problema da inibicdo da celobiase pela glucose pode ser resolvido se a glucose
for removida da mistura reacional assim que for formada. Isto é possivel, por exemplo,
guando a hidrolise da celulose e a conversdo de glucose a etanol sdo feitas

simultaneamente.
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Tabela 2.2 - Microrganismos selecionados pela habilidade de produzir maiores
guantidades de celobiase (crescimento em frascos com agitagéo).
(STERNBERG et al., 1977).

Rendimento em

Microrganismo Celobiase (U/mL)

Aspergillus phoenicis 11,6
A. niger 7.4
A. luchuensis 2,6
Aureobasidium pullulans 2,4
Chloridium viride 11
Cladosporium viride 3,7
Fusarium moniliforme 2,3
Penicillium variable 2,6
P. brefeldianum 1,9
P. wortmanni 5,6
P. parvum 0,6
Pestalotiopsis westerdijkii 1,0

As propriedades do substrato, das enzimas e do microrganismo sdo consideradas
os fatores chaves no processo SFS (sacarificacdo e fermentacdo simultaneas) que
devem ser manipulados para melhorar seu desempenho (PHILIPPIDIS & SMITH, 1995).
Estes pesquisadores realizaram experimentos em vasos fermentadores anaerébios
(38°C, pH 5,0 e agitacdo de 150 rpm), utilizando como substrato madeira mole da
espécie Populus eugenii DN 34 moida, peneirada em tela 9 mesh e pré-tratada com
acido sulfurico diluido (0,73% p/p) a 160°C por 10 minutos. Utilizaram o substrato pré-
tratado na concentragdo de 60g/L; enzima celulolitica sintetizada pelo microrganismo
Trichoderma reesei de nome comercial Laminex na concentracdo de 25 IFPU/g de
celulose; e microrganismo fermentativo Saccharomyces cerevisiae DsA na concentragcdo
de 10% v/v. ApGs 80 horas, a produtividade em etanol se tornou desprezivel, apesar de
apenas 65% do contetdo celulésico na biomassa ter sido convertido. Para elucidar a
causa da paralisacdo da fermentacdo foram entdo realizados testes de controle em que

os sistemas em fermentacdo foram perturbados no ponto em que atingiram 80 horas,
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pela adicdo de: substrato (20 g/L); ou enzima (10 IFPU/g celulose); ou levedura (1 g/L);
ou nutrientes. A Unica adi¢do que deu resultado estatisticamente diferenciado das outras
foi a adicao de celulose fresca, que aumentou a producado de etanol em 16%. Concluiram
entdo, que o declinio da producdo de etanol durante o processo SFS foi causado
principalmente por uma fragdo de material celulésico contido na biomassa, que
permaneceu indisponivel para a hidrélise, e ainda que, para aumentar a produtividade do
processo, seria necessario melhorar a eficiéncia do método de pré-tratamento e a

cinética da reacdo SFS.

Vérias cepas de leveduras podem assimilar celobiose mas poucas podem
fermentar este substrato. GONDE et al. (1982) estudaram nove cepas: Bretanomices
anomalus, B. claussenii, B. custersii, B. intermidius, Candida freyschussii, C. lusitaniae,
C. obtusa, Torulopsis wickerhamii e Dekkera intermedia. Oito das nove cepas
conseguiram fermentar celobiose (120g/L e 180 g/L) a etanol, e glucose (200 g/L) a
etanol. No entanto, a fermentacdo da mistura contendo celobiose (90 g/L) e glucose (90
g/L) foi retardada consideravelmente por um fendmeno diauxico na maioria das cepas
testadas. A levedura Torulopsis wickerhamii, com seu reduzido efeito diduxico, seria a
melhor a ser usada industrialmente podendo produzir solu¢des alcodlicas com
concentracdes acima de 64 g/L. A importante habilidade de fermentacdo das cepas
estudadas deveria garantir bom rendimento e produtividade em &lcool. Entretanto, estas
ainda precisam ser geneticamente melhoradas j& que sua caracteristica diduxica

representa um sério problema para a producao industrial de alcool.

WOODWARD & ARNOLD (1981) sugerem que a glucose formada seja convertida
a frutose por meio do uso da glucose isomerase (que possui alta atividade e estabilidade
no pH 5,0), uma vez que a frutose na concentracdo de 2 a 100 mM é um fraco inibidor da
celobiase. Assim, uma alta concentracdo de xarope de frutose poderia ser obtida e usada

como aditivo alimentar, ou para gerar combustiveis por processos fermentativos.

Quanto a desativagao térmica da enzima, tém sido buscados microrganismos que
produzam celobiases termorresistentes, assim como tratamentos que consigam aumentar

a estabilidade térmica das enzimas ja conhecidas, como pode-se observar a seguir.

Por meio de um tratamento quimico com o reagente glutaraldeido, WOODWARD
et al. (1981) aumentaram a estabilidade térmica da celobiase NOVO 250L (Novozym
188). O tratamento consistiu em adicionar 1,0 mL de celobiase e 0,2 mL de glutaraldeido
(Sigma, 25%) a 8,8 mL de tampao acetato de sédio 100 mM pH 8,0. A solucédo era
deixada a temperatura ambiente por 1 hora e submetida a didlise, por aproximadamente

12 horas, com tampao acetato de sodio pH 4,8 a 4°C para remover o glutaraldeido néo
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reagido. Com o tratamento, 25% da atividade original da enzima foi perdida. No entanto,
houve um aumento da estabilidade térmica: apés 1 hora a 65°C, a enzima tratada
apresentou 85% de atividade residual, enquanto a enzima sem pré-tratamento

apresentou apenas 55%.

LENDERS et al. (1985) acoplaram a celobiase NOVO 250L (Novozym 188) a uma
dextrana dialdeidica por alquilagédo redutiva, sem perda da atividade. A temperatura étima
da enzima passou de 65°C para 70-75°C. A estabilidade térmica também aumentou: sua
atividade a 60°C foi mantida por 100 horas, enquanto a enzima original era desativada

apos 45 horas.

SAHA et al. (1994) obtiveram uma celobiase a partir do microrganismo
Aureobasidium pullulans com peso molecular 340 000, com atividade de 315
nmoles/min.mg proteina a 75°C e pH 4,5 utilizando p-nitrofenil-b-D-glucosideo como
substrato. A enzima apresentou alta tolerancia a concentracdo de substrato nao

apresentando inibicdo até o valor de 175 mM de celobiose na mistura reacional.

Diversos autores obtiveram aumento significativo da estabilidade térmica da

celobiase por meio da imobilizacdo da enzima, como pode ser verificado na Tabela 2.3.

2.3 PROPRIEDADES CATALITICAS DA ENZIMA

Uma vez que a catalise de reacBes quimicas e biologicas é a principal
caracteristica das enzimas, o estudo do seu desempenho catalitico baseia-se na medida
guantitativa da velocidade da reacdo da qual participam. Devido a sua natureza protéica,
as enzimas sao muito sensiveis as condicbes em que a reagdo ocorre como pH e
temperatura, podendo sofrer ainda a influéncia da concentra¢do do substrato, do produto,
e da prépria enzima. Assim, para uma melhor utilizacdo das propriedades cataliticas, é

necesséria a caracterizacdo da enzima quanto a esses parametros (ZANIN, 1989).

2.3.1 Influéncia do tempo de reacao — método das velocidades iniciais

As curvas de progresso da maioria das reacdes enzimaticas sao da forma
apresentada na Figura 2.3, na qual a velocidade de reacdo diminui com o tempo. Varios
fatores podem causar esta diminuicdo: (a) os produtos da reacdo podem inibir a atividade

da enzima; (b) o grau de saturacédo da enzima com o substrato pode diminuir, devido ao
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decréscimo da concentracdo de substrato a medida que a reacdo ocorre; (c) a reagao
reversa pode tornar-se mais importante conforme a concentracdo de produtos aumenta;
(d) a enzima ou uma coenzima podem sofrer desativacao térmica ou pelo pH. Estes
fatores podem ainda, agir a0 mesmo tempo. Por esta razdo, as curvas de progresso das
reacfes enzimaticas normalmente ndo seguem as equacbes das reacdes quimicas
homogéneas (DIXON & WEBB, 1979).

Conversao de Substrato

Tempo

Figura 2.3 - Representacdo de uma curva tipica de reacdo enzimatica.

Uma vez que no inicio da reagdo os fatores acima mencionados ndo tiveram
tempo de se manifestar, e as condicdes sdo exatamente conhecidas, a atividade
enzimatica pode ser determinada a partir da velocidade inicial de reacao. Assim, para se
determinar o efeito da variacdo de um dos fatores sobre a velocidade inicial da reacéo
basta variar 0 mesmo e manter 0s outros constantes. Para se obter a velocidade inicial é
necessario apenas determinar a primeira parte da curva de progresso da reagao e tracar
uma tangente a ela a partir da origem. As curvas, na maioria dos casos, sédo praticamente
lineares desde que a conversdo de substrato em produto ndo exceda 20% (DIXON &
WEBB, 1979).

Ainda segundo estes autores, a reacdo enzimatica pode ser acompanhada de
duas maneiras: (a) pelo método de amostragem, no qual as analises sao realizadas nas
amostras retiradas em varios intervalos de tempo, de modo que se obtenha, na curva de
progresso, uma série de pontos separados. Neste método, geralmente determina-se a
concentracdo de substrato ou de produto formado. Por ser um método descontinuo,
necessita-se no minimo de trés amostras, uma no tempo zero da reacao, outra depois de
um tempo previamente estabelecido e a terceira, aproximadamente, num tempo duas
vezes 0 da segunda amostra. Isto permite verificar a linearidade da curva no intervalo de

tempo considerado; e (b) pelo método continuo, no qual as observacbes séo feitas na
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mistura durante a reacdo por meio de um grande numero de leituras, ou por meio de

registradores automaticos, obtendo-se neste caso, curvas continuas.

2.3.2 Influéncia da concentracdo de enzima

Na maioria dos casos a velocidade com que a enzima transforma substrato em
produto € proporcional a concentracdo da mesma. No entanto, desvios podem ocorrer, e
uma relacdo linear entre velocidade de reacdo e concentracdo de enzima na faixa
utilizada tem que ser estabelecida antes de qualquer estudo cinético ou célculo de
atividades especificas. Desvios da linearidade podem ocorrer devido a: (a) presenca de
inibidores na propria solucdo de enzima; (b) presenca de pequenas quantidades de
substéancias toxicas; (c) presenca de um ativador dissociavel da enzima; e (d) limitacdes
impostas pelo método de andlise. A fim de se evitar o efeito causado por estes fatores
recomenda-se utilizar nos ensaios cinéticos, sempre que possivel: enzimas com alto grau

de pureza, substratos puros, e método de analise confiavel (DIXON & WEBB, 1979).

2.3.3 Influéncia da temperatura

Tal como ocorre para a maioria das reacfes quimicas, a velocidade das reacfes
catalisadas por enzimas geralmente aumenta com a temperatura, dentro de certa faixa na
gual a enzima é estavel e mantém atividade integral. As reacdes catalisadas por enzimas
normalmente apresentam uma temperatura 6tima. O pico do grafico de atividade
catalitica em funcdo da temperatura surge porque as enzimas, sendo proteinas, sédo
desnaturadas pelo calor, e se tornam inativas a medida que a temperatura é elevada
além de um certo ponto. O ponto 6timo aparente de temperatura €, assim, resultante de
dois processos: (a) o0 aumento usual na velocidade de rea¢do com a temperatura, e (b) o
valor crescente de desnaturacdo térmica da enzima acima de uma temperatura critica.
Observa-se ainda, que quanto menor 0 tempo de exposi¢cao maior € a temperatura 6tima
da enzima. Ainda que muitas enzimas sejam desativadas em temperaturas acima de
55°C, algumas sao bastante estaveis e mantém a atividade em temperaturas muito mais
elevadas, como por exemplo as enzimas de varias espécies de bactérias termofilicas que

apresentam atividade em temperaturas superiores a 85°C (LEHNINGER, 1976).

A temperatura 6tima para uma determinacdo é a temperatura maxima, na qual a
enzima possui uma atividade constante por um periodo de tempo pelo menos tdo longo
guanto o tempo de determinacdo. Essa temperatura pode ser facilmente estabelecida

pela incubacao prévia da enzima, em temperaturas diferentes por uma ou duas vezes 0
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tempo escolhido para a realizagcao das determinagdes, e ai medindo-se a atividade a uma
temperatura suficientemente baixa para ndo causar desnaturacdo da enzima. O efeito da
temperatura na estabilidade de uma enzima, depende de um numero de fatores que
incluem o pH, a forca ibnica do meio e a presenca ou auséncia de ligantes. Os substratos
frequentemente protegem a enzima da deshaturacdo pelo calor. As enzimas de baixo
peso molecular, compostas de uma Unica cadeia polipeptidica e possuindo pontes
dissulfeto sdo geralmente mais estaveis ao calor do que enzimas oligoméricas, de alto
peso molecular. Em geral, as enzimas serdo mais estaveis ao calor em preparacdes que
ndo contenham altas concentracdes de outras proteinas (SEGEL, 1979). Dados de
estabilidade térmica, assim como de temperatura 6tima para a celobiase sao

apresentados nas Tabelas 2.4 e 2.5.

a) Energia de ativacdo da reagdo enzimatica

A energia minima necessaria para que uma reacao ocorra € chamada de energia
de ativacao (Eg). H4 duas maneiras de aumentar a velocidade de uma reacao. Uma delas
consiste em aumentar a temperatura e a outra em abaixar a energia de ativagdo. As
enzimas sao catalisadores bioldgicos, que abaixam seletivamente as energias de
ativacao das reacdes bioquimicas. Uma reacao catalisada por enzima, pode se processar
a 25°C, até 10° vezes mais rapidamente que a mesma reacdo néo catalisada. Os dados
de atividade em funcéo da temperatura, sdo Uteis para se estudar o efeito da temperatura
sobre uma reacao enzimatica. Estes podem ser analisados com o auxilio da relacéo de
Arrhenius, onde o logaritmo da atividade ou da velocidade de reacdo, é plotado em

funcéo do inverso da temperatura absoluta (SEGEL, 1979):
v =A;.exp (-E4/RT) (2.2)
onde,
Ar - constante de Arrhenius

Ea - energia de ativacdo da reacdo enzimatica (cal/mol)

R - constante da lei dos gases (1,987 cal/mol.K)
T - temperatura absoluta (K)
v - velocidade inicial da reag&o (mmoles/min)

A energia de ativacdo para a celobiase esta na faixa de 10 a 13 kcal/mol como

pode ser observado nas Tabelas 2.4 e 2.5.
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b) Energia de desnaturacao térmica da enzima

Com os dados de estabilidade térmica obtidos incubando-se a enzima por um
certo periodo de tempo, em condi¢cdes previamente determinadas, e dosando-se sua
atividade apos cada intervalo de incubacdo, calcula-se a energia de desnaturacao
térmica da enzima. Para isso, supde-se que a velocidade de desnaturacao € de primeira
ordem em relacdo a concentracdo de enzima ativa e segue uma lei do tipo Arrhenius
(CHAPLIN & BUCKE, 1992):

rq = (dE/dt) =-Kq4. E (2.2)
gue integrando conduz a:
E=Eo exp (-Kqg. ) (2.3)
sendo,
Kg = K¢° exp (-E4/RT) (2.4)
onde,
E - concentragdo de enzima ativa (g/L)

Eo - concentracao inicial da enzima ativa (g/L)
Eq - energia de desnaturacao térmica da enzima (cal/mol)

Kqg - constante de desnaturacdo da enzima em uma determinada temperatura,

modelo exponencial (h™)
K - fator exponencial (h™)

ra - Vvelocidade de desnaturagdo térmica da enzima (g/L.h)

—
1

tempo de reagéo (h)

Considerando-se que as atividades enzimaticas iniciais sédo diretamente

proporcionais a quantidade de enzima ativa (DIXON & WEBB, 1979), tem-se:

Ain - atividade enzimatica residual observada no reator, apés um certo periodo

de incubagado (mmol /min. mg proteina)

Air’ - atividade enzimatica observada no reator no instante inicial de incubacéo

da enzima (mmol /min. mg proteina)
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A relacdo entre a atividade inicial e a residual num determinado tempo €&, portanto,

do tipo exponencial:
Ain=Air’. exp (-Kq . 1) (2.6)

A partir das curvas de In(Air/Air°) em funcdo do tempo, pode-se obter o valor da
constante de desnaturacdo (Kg) para uma determinada temperatura. Observa-se que

guanto mais elevada é a temperatura, maior é o valor de K.

Com o auxilio de um gréafico do logaritmo de Kq em funcdo do inverso da
temperatura absoluta, pode-se calcular, utilizando a equacdo (2.4), a energia de

desnaturacéo térmica da enzima.

Outra caracteristica importante da estabilidade da enzima, é o tempo de meia-vida
(t12), que representa o tempo necessario para que a atividade seja reduzida a metade do
seu valor inicial num determinado conjunto de condi¢cbes. Se a atividade decresce de
acordo com a equacdo (2.6), ha uma relacao inversamente proporcional entre o tempo de

meia-vida e a constante de desnaturagao (ZANIN, 1989):
ti2 =1n 0,5/ (-Kg) = 0,693/Kg¢ (2.7)

A energia de desnaturagdo da maioria das enzimas, normalmente, encontra-se
entre 47 e 96 kcal/mol, sensivelmente maior do que a energia de ativacdo que
geralmente € inferior a 25 kcal/mol. Esta diferenca entre a energia de ativacdo e
desnaturacdo deve-se ao fato de as enzimas serem ativas a baixas temperaturas e

desnaturadas a temperaturas mais elevadas (Hartmeier, 1988), citado por ZANIN, 1989.

2.3.4 Influénciado pH

Geralmente as enzimas sdo ativas somente numa faixa limitada de pH e na
maioria dos casos ha um pH 6timo definido. Este 6timo pode ser devido ao: (a) efeito de
reversibilidade na prépria velocidade da reacédo; (b) efeito do pH sobre a afinidade
enzima-substrato, devido ao decréscimo da saturacdo da enzima com o substrato; (c)
efeito do pH sobre a estabilidade da enzima, que pode destrui-la irreversivelmente. Estes
efeitos normalmente ocorrem ao mesmo tempo e podem ser facilmente observados
experimentalmente (DIXON & WEBB, 1979).

A ocorréncia da destruicdo irreversivel pode ser testada expondo-se a enzima a
uma ampla faixa de pH, e em seguida medindo-se a atividade apés reajustar o pH ao
valor padrao. A estabilidade é funcdo do tempo em que a enzima é mantida no pH

desfavoravel.
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O efeito do pH sobre a afinidade pode ser eliminado utlizando-se altas

concentragdes de substrato de modo a se saturar a enzima em todos os valores de pH.

O efeito do pH sobre a enzima deve-se as variacdes no estado de ionizacdo dos
componentes do sistema a medida que o pH varia. Como as enzimas séo proteinas que
contém muitos grupos ionizaveis, elas existem em diferentes estados de ioniza¢do. Por
isso, como a atividade catalitica é restrita a uma pequena faixa de pH, parece que

somente uma forma idnica do centro ativo da enzima é cataliticamente ativa.

Como a enzima é ativa somente num determinado estado de ionizacao, tem-se
gue a ionizacdo de dois grupos proximos ao centro ativo determina a atividade, e estes
sdo conhecidos como os grupos acido e basico da enzima. Os efeitos do pH sobre a
velocidade da reacdo enzimatica, normalmente sdo discutidos em termos de dois grupos
ionizaveis utilizando-se as equacfes aplicaveis aos acidos dibasicos (DIXON & WEBB,
1979).

O perfil de atividade em fun¢éo do pH, varia usualmente com a concentracdo do
substrato. Este perfil serd mais significativo, se a enzima for mantida saturada com o
substrato em todos os valores de pH testados. Em muitos estudos de cinética enzimatica,

0 pH é mantido constante no 6timo ou préximo deste (LEHNINGER, 1976).

Na Tabela 2.6 pode-se observar que o pH 6timo da celobiase varia de acordo com

sua origem, estando numa faixa acida de 3 a 5,5.

2.4 CINETICA ENZIMATICA

A cinética enzimatica é o ramo da enzimologia que estuda os fatores que afetam a
velocidade das reacdes catalisadas por enzimas. Os fatores mais importantes sdo a
concentracdo de enzima, concentracdes de ligantes (substratos, inibidores e ativadores),
pH e temperatura. Quando todos esses fatores sdo analisados apropriadamente, é
possivel conhecer-se sobre muitos aspectos relativos a natureza da reacdo enzimatica.
Uma analise cinética pode levar a um modelo para uma reacdo enzimatica e,
reciprocamente, 0s principios da cinética enzimatica podem ser usados para escrever a
equacao de velocidade para um modelo proposto, o qual podera ser entdo testado
experimentalmente (SEGEL,1979).

Neste item serdo analisados os efeitos da concentracdo de substrato e produto na
reacdo, uma vez que a influéncia da concentracdo de enzima, da temperatura e do pH ja

foram abordados no item 2.3.
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A reacdo enzimatica mais simples envolve um Unico substrato (S) se
transformando em um Unico produto (P). A seqiiéncia da reacdo € (SEGEL,1975;
SEGEL,1979):

k1 Ko ks
E+S =——= ES =—>= EP =—= E+P (2.8)
k-1 ) k.3

ES e EP sdo chamados complexos centrais. Para simplificar, considera-se que
existe apenas um complexo central e que a reacdo inversa é desprezivel. Esta Ultima
consideragéo € vélida ao se levar em conta a velocidade inicial da reagdo no sentido de
formacdo de produto antes que uma concentracdo significativa do mesmo tenha se

acumulado. Assim a reacéo estudada pode ser escrita como:

k1 k
E+S k—‘ Es —%@ly E+P (2.9)
-1

A equacdo de velocidade pode ser deduzida por dois caminhos: hipétese do

equilibrio rapido e hipotese do estado estacionario (SEGEL,1975).

2.4.1 Hipotese do equilibrio rapido (Henry-Michaelis-Menten)

Este método é mais simples e considera que E, S e ES alcangam o equilibrio
muito rapidamente em comparagcdo com a velocidade com a qual ES se transforma em

E+P. A velocidade instantdnea em qualquer tempo depende da concentracéo de ES:

onde kcar € chamada de constante de velocidade catalitica. A concentracao total de

enzima (Et) esté distribuida entre as formas E e ES:
Er=E+ES (2.11)
Dividindo-se a equacéao (2.10) pela (2.11) obtém-se:
VIET = Keat ES / (E + ES) (2.12)

No equilibrio, como foi considerado, ES pode ser expressa em termos de S, E, e

Keq, ONde Keq € a constante de dissociagdo do complexo ES:
Keq=E.S/ES=Kk .1/ky (2.13)
Portanto,

ES=(S/Keg) . E (2.14)
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Substituindo-se a equagéo (2.14) na equacéo (2.12):

Se V = Keat . ES, entdo Kear - ET = Vmax , que é a velocidade maxima que sera

observada quando toda a enzima estiver presente sob forma de ES (SEGEL,1979).
Portanto,
V/Vmax = (S/Keg) / (1 +S/ Keg) (2.16)

Todas as equagOes de velocidade para sistemas em equilibrio rapido podem ser
deduzidas pelo método acima. A equacao de velocidade para este sistema unirreacional
simples pode sofrer um rearranjo, fornecendo a equag¢do mais familiar de Henri-

Michaelis-Menten:
V/Vmax =S/ (Keq + S) (2.17)

A equacédo (2.17) fornece a velocidade instantédnea ou inicial relativa a Vinax para
uma dada concentracdo de substrato. A equacédo so é valida se V € medida num tempo
pequeno o suficiente para que S permaneca praticamente constante. Para isto, ndo mais

do que 5% do substrato devem ser utilizados durante o tempo do ensaio (SEGEL,1979).

2.4.2 Hipotese do estado estacionario (Briggs-Haldane)

Se a velocidade com a qual ES forma E + P é alta quando comparada com a
velocidade com a qual ES se dissociaem E + S, entdo E, S e ES nao estdo em equilibrio.
Se a enzima estiver presente em quantidades “cataliticas” (isto é: S » Et), logo ap6s a
mistura de E e S, sera estabelecido um estado estacionario no qual a concentracdo de
ES permanece praticamente constante num certo periodo de tempo. A equacdo da
velocidade é a mesma desenvolvida no item anterior, equacao (2.12), e a concentracdo
de ES é obtida a partir de equacbes de estado estacionario ao invés de expressdes de
equilibrio (SEGEL,1979).

Se a concentracdo de ES for constante, entdo a velocidade com a qual ele se
forma é igual a velocidade com a qual se decompfe. ES se forma apenas de uma
maneira:

E+s —1 5 Es

e se decompde de duas maneiras:

K cat k-
ES —— E+P e ES ! E+S
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As velocidades de formacao e de decomposicao de ES séo iguaisa (k1. E.S)e

(k -1 + Keat) . ES, respectivamente.
No estado estacionario dES/dt=0, ou k;.E.S= (k1 +Kca) . ES
Resolvendo para ES:
ES=ki.E.S/ (ko1+ Keat) (2.18)

O grupo de trés constantes de velocidade pode ser definido por uma Unica

constante, K, , chamada “constante de Michaelis-Menten™:
Km= (k.1 + Kcat) / k1 (2.19)
Substituindo-se em (2.18):
ES=S.E/ Kn (2.20)
Ap0s substituicdo na equacao da velocidade (2.12), tem-se:
V/Vmax=S/(Km+S) (2.21)

Como pode-se observar, a forma da equacao de velocidade é idéntica a deduzida
para condi¢Bes de equilibrio rapido. Apenas as constantes de velocidade que compdem a

constante final K sdo diferentes.

A constante de Michaelis-Menten, Ky, , na equacdo (2.19), € uma constante
dindmica, ou de pseudoequilibrio, que expressa a relacdo entre as concentracdes no
equilibrio. Se keat € muito pequena quando comparada com k _;, Ky se reduz a Keg. Um
tratamento de estado estacionario para a sequéncia de reacdo mais realista
E+SU ES U EP U E+P, fornece a mesma equacao final de velocidade, embora K , seja
agora uma funcdo mais complexa, composta pelas constantes de velocidade de todas as
etapas. Assim, o significado fisico de Ky, ndo pode ser estabelecido com absoluta certeza
na auséncia de outros dados, com relagdo a grandeza relativa das varias constantes de
velocidade. Entretanto, Ky, representa uma constante muito valiosa, que relaciona a
velocidade de uma reacao enzimatica com a concentracdo de substrato. A equacéo de
Henry-Michaelis-Menten, indica que K, € equivalente a concentracdo de substrato, que

fornece metade da velocidade maxima.
Assim, na equacdo (2.21), quando S = Ky, , tem-se:

V=Vmax /2 (2.22)
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2.4.3 Tipos de inibicdo enzimética

Qualquer substancia que reduz a velocidade de uma reagéo enzimatica pode ser
considerada como sendo um "inibidor". Uma situacdo freqiiente € a inibicdo pelos
produtos da reacdo ou pela alta concentracdo de substrato, cujo efeito € reduzir a
velocidade da reacgéo catalisada. Estudos de inibicdo freqiientemente indicam algo com
relacdo a especificidade de uma enzima, a arquitetura quimica e fisica do sitio ativo e o

mecanismo cinético da reacdo (SEGEL, 1979).

Os principais tipos de inibicdo sdo (LEHNINGER, 1976; DIXON & WEBB, 1979;
SEGEL, 1979):

Inibicdo competitiva

Na inibicdo competitiva, o inibidor | pode se combinar com a enzima livre, de tal
maneira que ele compete com o substrato normal pela ligacdo ao sitio ativo. Um inibidor
competitivo reage reversivelmente com a enzima, para formar um complexo “enzima-
inibidor” EI aumentando a K, aparente do substrato enquanto a Vmax permanece a
mesma; no entanto, na presenca de um inibidor competitivo, uma concentragdo muito

maior de substrato é necessaria para atingir qualquer fracao de Vax.

O esquema de reacdo que descreve a inibicdo competitiva pode ser representado

pela equacéo (2.23).

k1 K cat
E+S =—— ES —— E+P (2.23)
+ k-1
I
K
El

A equacdo final de velocidade deduzida pelas condi¢bes de estado estacionério é

da forma apresentada pela equagéo (2.24).

Inibicdo ndo-competitiva

Neste tipo de inibicdo o substrato S e o inibidor | se ligam reversivel, aleatoria e
independentemente em sitios diferentes. Isto €, I seligaa Ee a ES; SseligaaE e a ELl

Muitas vezes os inibidores ndo-competitivos causam uma deformacdo da enzima, de
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modo que ela ndo forma o complexo ES na velocidade usual e, uma vez que ele se
forma, o complexo ES néo se desdobra na velocidade normal, para originar os produtos.
Esses efeitos ndo sdo revertidos pelo aumento da concentracdo de substrato. Nesta
inibicdo, a reacdo com o inibidor produz duas formas inativas, El e ESI. Em qualquer
concentracdo de | uma parte da enzima permanecera sob a forma de complexo néo
produtivo ESI, diminuindo o valor de Vax . O valor de Ky, (medido a uma concentragéo de
substrato quando a velocidade V é igual a 0,5 Vmax) permanece o mesmo na presenca do
inibidor ndo-competitivo porque, qualquer que seja a concentracdo de inibidor, as formas
da enzima que podem combinar com S (E e EIl) apresentam a mesma afinidade para com
o substrato. O efeito final de um inibidor ndo-competitivo é fazer com que pareca que haja

menor quantidade de enzima presente.

K1 K cat
E+S k—‘—‘ ES ——> E+P (2.25)
+ -1 +
[ [
K K
k1

El+S =——= ESI
k-1

A equacdo final de velocidade para as condi¢cdes de estado estacionario é a

mostrada pela equagéo (2.26).

V = Vimax S/ [Km (1 + 1K) ) + S(L + 1K;)] (2.26)

Inibicdo acompetitiva (incompetitiva)

Este tipo de inibicdo se caracteriza pela auséncia de um sitio para se ligar ao
inibidor I, o qual s6 é formado depois que a enzima se uniu ao substrato ES. Portanto, o
inibidor s6 pode formar complexos terciarios EIS ou ESI inativos. Qualquer que seja a
concentracao do inibidor, uma concentracao infinitamente grande de substrato ndo levara
toda a enzima a forma de complexo ES; parte do complexo ESI ndo produtivo estara
sempre presente, diminuindo assim o valor de Vimax . A Ky aparente também diminui
devido a reacdo ES + |1 U ESI, a qual utiliza parte do complexo ES, fazendo com que a

reacéo de ligacdo do substrato E + S U ES se desloque mais para a direita.
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Ky k
E+S =——= ES —2» E4p (2.27)
-1
+
|
K
ESI

A equacao final de velocidade para as condicdes de estado estacionario é:

2.4.4 Efeito da concentracdo de substrato

Embora a equacdo de Michaelis-Menten, equacdo (2.21), normalmente seja
obedecida a baixas concentracbes de substrato, € bastante freqliente encontrar-se
situagcdes em que, & medida que se aumenta a concentragdo de substrato, a velocidade

da reacao diminui.

Estudos sobre a especificidade das enzimas sugerem que a maioria das enzimas
possuem diversos grupos, sendo que cada um combina-se com uma determinada parte
da molécula de substrato. Na formacdo do complexo ativo enzima-substrato ES uma
molécula de substrato combina-se com todos os grupos, mas também é possivel
imaginar-se a formacdo de um complexo inativo no qual alguns dos grupos ligantes
combinam-se com uma molécula de substrato e os outros grupos com uma outra
molécula. Em altas concentra¢cdes de substrato, onde estas moléculas comprimem a
enzima, as chances de formacdo do complexo inativo, com duas ou mais moléculas de
substrato combinando-se com um sitio ativo, aumentam. Esta possibilidade pode ser

representada pelo seguinte esquema de reacdes (DIXON & WEBB, 1979):

k1 K
E+S =——= ES — = » g4+p (2.29)
k.1 +
s
k-2| k2
SES

Este sistema foi analisado por Haldane, citado por DIXON & WEBB (1979), pelas

hipéteses do equilibrio rapido; porém, o tratamento pelo método do estado estacionario
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também se aplica conduzindo a uma equacao de forma idéntica a obtida pelo método do

equilibrio rapido, equacao (2.30).
V = Vmax/ (1 + Kn/S + SIKg) (2.30)

onde Vmax = keat . Er ; a constante de Michaelis-Menten kK, é igual a k_3 / k; nas
condicbes de equilibrio e (k1 + keat )/ ki nas condi¢des do estado estacionario; e sob

ambas as condi¢des k_» / kp € igual a Ks (constante de inibi¢do pelo substrato).

A equacado de Michaelis-Menten (equagao (2.21)) pode ser plotada de diversos
modos, com o objetivo de se determinar \hax € Ky @ partir de um conjunto de medidas de

velocidade em diferentes concentracdes de substrato, como por exemplo:

(i) grafico de Lineweaver-Burk — (1/V em funcéo de 1/S): 1/\E 1/Vmax + (Km/Vimax).1/S;
(i) grafico de Hanes — (S/V em funcao de S): S/V = K/Vmax + (1/Vimax)-S;

(iii) grafico de Woolf-Hofstee — (V em funcédo de V/S): V = Max — Km.(V/S).

Uma comparacdo desses trés métodos, conduziu ao seguinte: o método de
Lineweaver-Burk foi 0 menos seguro dos trés, ndo prevendo estimativas precisas mesmo
quando o erro experimental era pequeno. A escolha entre os métodos de Hanes e Woolf-
Hofstee depende, até certo ponto, da confiabilidade da medida de V. Embora o método
de Woolf-Hofstee seja ligeiramente superior, € 0 mais sensivel aos desvios da
linearidade. Naturalmente nenhum destes métodos fornece resultados tdo precisos
guanto aqueles obtidos a partir do ajuste dos dados experimentais por meio de métodos

estatisticos, como o método dos minimos quadrados (DIXON & WEBB, 1979).

Os métodos acima comentados sdo apropriados para a determinacdo das
constantes cinéticas Ky € Vmax quando a equacao de Michaelis-Menten é obedecida.
Porém, nos casos onde ha, por exemplo, inibicdo pelo substrato a obtencdo destes
parametros é mais complexa. A relacédo entre concentracdo de substrato (S) e velocidade
de reacdo (V) para cinéticas com inibicdo pelo substrato pode ser modelada usando-se
uma aproximacao de Michaelis-Menten. Para o calculo das constantes K, Ks € Vmax
(equacao 2.30) pode-se utilizar um gréafico de 1/V em funcdo de S onde obtém-se: (i) uma
porcao linear que representa a regidao na qual (I/S) é desprezada; e, (ii) uma parte que
se alinha ao longo do eixo vertical que corresponde a regido em que o termo SKé
desprezado (BAILEY & OLLIS, 1986).

Entretanto, um rearranjo adequado da equacédo (2.30), como o feito por Haldane,
citado por ZANIN (1989), permite o calculo mais preciso das constantes cinéticas a partir

do ajuste de uma parébola (y = a + bx + c¥), como mostrado na equacéo (2.31):
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(SIV) = (Km/ Vimax) + (1/Vimax) S + [1/(Ks . Vimax)] S? (2.31)

2.4.5 Efeito da concentracdo de produto

Da mesma forma que o substrato, também o produto formado na reacdo pode
alterar a velocidade da reacdo quando presente em concentracdes relativamente
elevadas. Esta inibicAo pode ser do tipo puramente competitivo, ndo-competitivo,

acompetitivo ou combinacéo dessas formas.

2.5 MODELAGEM CINETICA DA HIDROLISE DE CELOBIOSE PELA ENZIMA
CELOBIASE

Na literatura, alguns autores relatam que a hidrélise da celulose pelas enzimas do
sistema celulase (endoglucanase, exoglucanase e celobiase) compreende um
mecanismo cinético mais complexo que aquele envolvido na hidrélise do amido. O amido
hidrolisado apresenta uma alta tendéncia a retrogradacdo (recristalizacdo) quando
comparado com a celulose. Os granulos naturais ou recristalizados do amido séo
lentamente atacados pela enzimaa-amilase. Porém se estes sdo adequadamente pré-
tratados, isto é, submetidos a alta temperatura na presenca de acidos ou enzimas para
formar dextrinas solGveis, uma alta taxa de hidrélise é conseguida. O mesmo principio se
aplica ao caso da celulose, e 0 que se pode concluir € que o pré-tratamento € o
parametro fundamental nos dois processos. Para o caso da hidrolise da celulose o
sinergismo de acédo entre as enzimas do sistema celulase parece ser o ponto chave para

se compreender o processo (LADISCH et al., 1983).

Para descrever a acdo do sistema celulase sobre a celulose, foram propostos
varios mecanismos, que na maioria dos casos fundamentam-se em observacfes de
dados de reacdo obtidos a partir de velocidades iniciais, de hidrélise ao longo do tempo
elou observacbes qualitativas das caracteristicas da enzima. Sequéncias de reacbes e
combinacdes entre elas procuram explicar o comportamento global das celulases na
hidrolise da celulose. A modelagem desta cinética € importante para possibilitar a
compreensdo do mecanismo de acgdo das celulases, bem como para permitir a
identificacdo das etapas controladoras do processo de hidrélise e desse modo
estabelecer os parametros basicos necessarios ao projeto do reator, como: tempo,

volume, concentracdo, mistura, entre outros (LADISCH et al., 1983).

Segundo LADISCH et al., (1983), a modelagem cinética da celulase requer

componentes do sistema celulase puros obtidos de fontes bem definidas e reprodutiveis,
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um substrato bem representativo, métodos analiticos adequados e sensiveis, bom
controle de temperatura e pH, bem como paciéncia. Em relacdo a outras areas de
pesquisa envolvendo as celulases, dados cinéticos e modelos tendo uma forte

fundamentacédo experimental ainda séo limitados, e muito ha por fazer.

Uma revisao da literatura mostra que ha pontos sobre a cinética da hidrélise da
celulose, que sdo observados por muitos autores, como por exemplo, o fato que a
celobiose e a glucose exercem significativos efeitos inibidores sobre as enzimas do
sistema celulase (LADISCH et al., 1983; LEE & WOODWARD, 1983; BELTRAME et al.,
1983; GROUS et al., 1985; DEKKER, 1986).

A celobiose exerce um efeito inibidor sobre a exoglucanase (K» 0,06 a 1,1 mM) e
sobre a celobiase (K = 27 a 41 mM). A glucose inibe a acdo da celobiase (K =1,2 a 4,3
mM). De modo geral, a inibicdo pela celobiose é mais significativa do que a inibicdo pela
glucose (LADISCH et al., 1983). Neste contexto, o presente trabalho limita-se a estudar a

cinética da hidrolise da celobiose pela acdo da celobiase comercial (NOVOZYM 188).

Os estudos cinéticos realizados com a celobiase mostraram que esta enzima
sofre inibicdo nao-competitiva pela glucose. Isto foi observado para a enzima originaria
de Lenzites trabea, Thermonospora e T. reesei. Embora tenham sido indicados a
presenca de dois sitios ativos, uma outra possivel explicacdo para este tipo de inibicao
nao-competitiva, esta associada a lenta difusdo do substrato (celobiose) em relacdo ao

produto (glucose) no mesmo sitio ativo da enzima (LADISCH et al., 1983).

A enzima celobiase de Trichoderma viride comercial purificada por GONG et al.
(1977), demonstrou possuir trés fracdes ativas. Estudos cinéticos realizados com
celobiose como substrato (2 a 20 mM) mostraram que a fragdo 1 apresentou um efeito de
inibicdo pelo substrato, que o autor ndo incluiu em seu trabalho. As fragdes 2 e 3 exibiram
um efeito de inibicdo ndo-competitiva pelo produto (glucose), sendo que o autor sugeriu a

sequéncia de reacbes apresentadas pela equacao (2.32).

k cat
E+S == g5 —2 » E+2G (2.32)
+ +
G
K2 K1

EG ESG
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A expressdo da velocidade de reacdo para 0 esquema apresentado pela equacéo
(2.32) pode ser dada pela equacédo (2.33) (GONG et al., 1977):

V... S
V= X . (2.33)
0. a o]
ai_+£:s+ l+i:Km
Keig Ke2 g

onde,

Kec1 e Kgz2 sdo as constantes de dissociacdo dos complexos ESG e EG

respectivamente, € Vnax = 2 Keat ET.

GONG et al. (1977), também obtiveram uma expressao integrada que permitiu o
calculo do tempo necessario para se obter conversGes de celobiose em glucose para
uma ampla faixa de concentracBes de substrato (5 a 40 mM) e conversdes. O autor

substituiu, na equacao (2.33): V = dG/dt e S = §- G/2, obtendo dessa forma a equacao

(2.34), onde S representa a concentracao inicial de substrato.

o, = . F
“Vmax — -
2Kgy g

KOsk B+2509 H G2 (2.34)

Kei g Ke2 g 2S5

Em seu trabalho de revisdo LADISCH et al. (1983), mostraram que a celobiase
sofre inibicdo pelo substrato e inibicdo ndo-competitiva pelo produto, por um mecanismo

como o proposto na equacdo (2.35), onde o complexo SES foi considerado como

produtivo.
EG GES
G G
+ +
E+S ES —> E+2G (2.35)
+
S

SES —> ES+2G

BELTRAME et al. (1983), propuseram um mecanismo cinético para a hidrélise da

celobiose com a celobiase comercial (NOVO 250L) e demonstraram que a enzima
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apresentou inibicdo pelo substrato a 26C e 50°C, com menor intensidade a 50C, bem
como competitiva pelo produto de acordo com a sequéncia apresentada pela equacéo

(2.36), onde o complexo SES foi considerado ndo-produtivo como EG.

E+S =——= ES —» E+2G (2.36)
+ +
S
Kec Ks
EG SES

A expressdo da velocidade de reacdo para a sequéncia apresentada pela
equacgéo (2.36), e utilizada por BELTRAME et al. (1983) para representar seus dados de
hidrélise em diferentes concentrac6es de substrato (0,15 a 0,60 mg/mL a 5@) é da

forma mostrada na equagéo (2.37).

Vo S
V= e — (2.37)
Km +£g+s l+£g+i
Ke g Keg Ks

A inibicdo pelo substrato foi constatada para concentracdes de celobiose maiores
que 10 mM por LEE & WOODWARD (1983); GROUS et al. (1985) e DEKKER (1986).
Estes autores trabalharam com a enzima NOVO 250L (NOVOZYM 188) e celobiose
como substrato, utilizando o grafico de Lineweaver-Burk para a analise dos resultados.
GROUS et al., (1985), observaram que este tipo de grafico ndo prediz os resultados para
concentragcdes de substrato de 11 a 28mM. Para esta mesma enzima e substrato
BELTRAME et al. (1983) utilizaram o gréfico de Lineweaver-Burk para constatar a
inibicdo pelo substrato mas utilizaram o modelo de Haldane no célculo das constantes
Km, Ks € Vmax (vide Tabela 2.8). Nenhum desses autores sugeriu o tipo de inibicdo que o
substrato exerce sobre a enzima, e exceto por DEKKER (1986), que purificou-a por meio

de dialise, todos trabalharam com a enzima comercial.

WOODWARD & WOHLPART (1982) observaram que, para a concentracdo de
10 mM de celobiose, a inibicdo pela glucose era menor que para concetnacdes de 2 mM,
sugerindo inibicdo competitiva pelo produto. Com base nos dados experimentais obtidos
e nos dados da literatura, BELTRAME et al. (1983) observaram que parece ocorrer uma
mudanca no mecanismo de inibicdo pelo produto, que passaria do competitivo para o
nao-competitivo com a purificagdo da enzima e propuseram um mecanismo competitivo

para a inibicdo pelo produto. GROUS et al. (1985) também observaram inibicao



Revisdo Bibliogréafica 33

competitiva pelo produto utilizando o grafico de Lineweaver-Burk. Nesses trabalhos a
enzima NOVO 250L (NOVOZYM 188) foi utilizada sem purificagdo e o substrato utilizado

foi a celobiose.

DEKKER (1986), trabalhando com a NOVO 250L (NOVOZYM 188) purificada -
NPG como substrato para este experimento, constatou inibicdo parcialmente competitiva
pelo produto. GONG et al. (1977) purificaram a enzima proveniente do microrganismo
Trichoderma viride e observaram mecanismo nao-competitivo. Ambos utilizaram o gréafico
de Lineweaver-Burk. Por outro lado, BISSET & STERNBERG (1978), utilizando a enzima
purificada obtida do Aspergillus phoenicis, observaram inibicdo competitiva pelo grafico

de Dixon.

Como pode-se observar do exposto, ainda ndo existe na literatura uma
concordancia, entre os varios autores, sobre o tipo de inibicdo exercida pela celobiose
(substrato) e pela glucose (produto) na reacdo de hidrélise da celobiose pela enzima

celobiase.

Nas Tabelas 2.7 e 2.8 sédo apresentados os valores obtidos na literatura para as

constantes Ky, Ks, Kg € Vimax.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 MATERIAIS

3.1.1 Substrato

Como substrato foi utilizada a D-celobiose da Sigma, C-7252.

3.1.2 Enzima

A enzima utilizada foi a celobiase NOVOZYM 188 produzida pela Novo Nordisk
A/S, a partir do microrganismo Aspergillus niger, com atividade especifica de 9,5 nmoles
de glucose / min. mg de proteina a 50°C e pH 4,8, e teor de proteina médio de

156 mg proteina/mL de enzima.

3.1.3 Reagentes analiticos

Nas determinacbes do teor de proteina da enzima celobiase, o padréo utilizado
foi a albumina bovina da SIGMA, A-2153, e o0 reagente de Folin-Ciocalteau foi o do

laboratoério Laborclin.

Para a determinacdo da glucose contida nas amostras, foi utilizado o reagente
GOD-PAP dos laboratérios: In Vitro Diagnostica, Bio Diagndéstica e Merck. A glucose

utilizada como padréo foi a do laboratério Reagen.

Todos os demais reagentes utilizados foram de grau analitico P.A.

3.1.4 Reator

Para a determinagdo da atividade enzimética foram utilizados reatores tipo
batelada, de vidro, com camisa para circulagdo de agua na temperatura de ensaio.
Haviam dois reatores a disposicao, para que fosse possivel realizar dois testes de
atividade simultaneamente. A capacidade de cada reator era de 80 mL, mas o volume util

foi de 21 mL. A agitacdo da solucdo foi realizada por um agitador magnético, e a
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temperatura da agua de circulagdo era mantida por um banho termostatico. Um esquema

do reator é mostrado na Figura 3.1.

Figura 3.1 - Esquema dos reatores tipo batelada.

3.1.5 Equipamentos

. Banho-maria com agitagéao orbital MA 093 — Marconi
. Espectrofotébmetro UV-1203 — Shimadzu

. Medidor de pH DMPH-1 — Digimed

. Agitador de tubos (Vértex) AT 56 — Phoenix

. Banho termostatico TE-184 — Tecnal

. Agitador magnético 257 — Fanen.
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3.2 METODOS

3.2.1 Determinacédo do teor de proteina

O teor de proteina da enzima celobiase foi determinado pelo método colorimétrico
de LOWRY et al. (1951), utilizando-se o reagente de Folin-Ciocalteau e a albumina

padréo indicados no item 3.1.3.

Principio do método

A coloracao azul final é resultante da: (i) reacdo da proteina com o ion cobre em
meio alcalino, e, (ii) reducéo do reagente fosfomolibdico-fosfotungsténico pela tirosina e

triptofano presentes na proteina (LAYNE, 1957).

Procedimento

As amostras de enzima eram diluidas com agua destilada para se adequarem a

faixa de operacao do método (0,1 — 0,9 g/L).

Em tubos de ensaio colocava-se 0,1 mL da amostra, adicionava-se 0,4 mL de
agua destilada e 5 mL do reagente de cobre (preparado no dia de uso pela adi¢éo de 2
mL de sulfato de cobre a 2% sobre 2 mL de solucdo de tartarato de sédio e potassio a
4%, completando-se o volume para 100 mL com solucao de carbonato de sodio a 2% em
hidroxido de sodio 0,1 N). Deixava-se reagir durante 10 minutos e adicionava-se 0,5 mL
do reagente de fenol (reagente de Folin-Ciocalteau) diluido 1:3 com agua destilada. Apés
agitacdo em “vortex” aguardavam-se 10 minutos e lia-se a absorbancia em
espectrofotdmetro a 625 nm, utlizando-se cubetas de plastico de 1 cm de caminho 6ptico.

O teste era conduzido a temperatura ambiente.

A calibragdo do zero no aparelho era feita mediante um teste em branco,
preparado pela adicdo de 5 mL de reagente de cobre a 0,5 mL de agua destilada, que era

submetido ao mesmo tratamento das amostras.

A concentracao de proteina era calculada a partir de uma curva de calibracao
obtida a partir da determinacdo das absorbancias de uma série de 10 concentracdes
padrbes de albumina na faixa de 0,1 g/L a 1,0 g/L. Para estas concentracbes as

absorbancias lidas no aparelho estavam na faixa de 0,004 a 0,260.
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3.2.2 Determinacdo de glucose

Para a determinacdo da glucose produzida durante a reacdo de hidrolise da
celobiose, foi utilizado o método enziméatico GOD PAP (TRINDER, 1969) .

Principio do método

A glucose é oxidada a acido glucénico pela enzima glucose oxidase, com
producao de perédxido de hidrogénio. Este sofre a acdo da enzima peroxidase que em
presenca de 4-amino-antipirina e um reagente fendlico produz um cromogénio
(antipirilquinonimina) cuja absorcdo em 505 nm é diretamente proporcional a
concentracdo de glucose na amostra (folheto IN VITRO DIAGNOSTICA).

A reacdo é especifica para a glucose. A cor rGseo-avermelhada é proporcional a
concentracdo de glucose, apresentando boa linearidade de 0,1 a 1,0 mg de glucose/mL

de solucéo.
Procedimento

As amostras obtidas nos ensaios, quando necessério, foram diluidas com agua
destilada para se adequarem a faixa de concentracdo da curva padréo de glucose (0,1 a
1,0 g/L).

Em tubos de ensaio colocava-se 0,1 mL da amostra, a qual adicionavam-se 2 mL
do reagente GOD-PAP e levava-se a um banho termostatico a 37°C por 15 minutos.
Resfriavam-se os tubos em um banho com agua a temperatura ambiente, diluia-se com 3
mL de &gua destilada, agitava-se em “vortex” e efetuava-se a leitura no

espectrofotbmetro a 505 nm.

A calibracdo do zero no aparelho foi feita utilizando-se um teste em branco,
preparado pela adigdo de 2 mL de GOD-PAP a 0,1 mL de 4gua destilada, que passava

pelo mesmo procedimento das demais amostras.

A concentracdo de glucose foi calculada utilizando-se uma curva de calibragéo
obtida a partir da determinacdo das absorbancias de uma série de 20 concentracdes

padréo de glucose na faixa de 0,1 a 1,0 g/L.

3.2.3 Preparacao da solucéo de celobiose

A solucdo de celobiose na concentracdo de 2,0 g/L (0,2% p/v) era preparada
conforme apresentado a seguir, para os testes de atividade em funcdo do pH e da

temperatura:



Materiais e Métodos 40

7.

Pesava-se 0,2 g de celobiose em um béquer.
Adicionava-se 0,1 g de benzoato de sodio.
Diluia-se com aproximadamente 60 mL de 4gua destilada.

Ajustava-se o pH da solucao com o acido ou o sal do tampado Mc llvaine 0,1M
(MORITA & ASSUMPCAO, 1972).

Adicionavam-se 10 mL do tampéo no pH desejado (concentracdo final de

tamp&o na solugéo: 10 mM).

Completava-se o volume, em baldo volumétrico de 100 mL, com &gua

destilada.

Armazenava-se em geladeira.

Para os demais experimentos a metodologia de preparacdo da solucdo de

celobiose foi a seguinte:

1.

Pesava-se a celobiose de acordo com a concentracdo desejada, em um

béquer.
Adicionava-se 0,1 g de benzoato de sodio.
Diluia-se com aproximadamente 60 mL de 4gua destilada.

Adicionavam-se 5 mL do tampédo acetato de sédio 1M pH 4,8 (MORITA &
ASSUMPCAO, 1972), de forma que a concentracdo final deste tamp&o na
solugdo fosse de 50 mM, de acordo com a literatura (WOODWARD &
WOHLPART, 1982; DEKKER, 1986).

Completava-se o volume, em baldo volumétrico de 100 mL, com &gua

destilada.

Armazenava-se em geladeira.

3.2.4 Propriedades cataliticas da enzima

Previamente, foram realizados ensaios para a determinagdo da concentracéo da

enzima a ser empregada, bem como do tempo de realizagdo do ensaio de velocidade

inicial, tendo em vista a obtencdo de no maximo 20% de conversdo de celobiose em

glucose.

A enzima celobiase foi entdo caracterizada quanto a sua atividade especifica em

funcao do pH e da temperatura, e quanto a sua estabilidade térmica quando incubada em
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presenca de celobiose 2 g/L no pH 4,8. Estudou-se ainda a influéncia da concentragéo

inicial de substrato e da concentracdo de produto.

Em todos os ensaios a atividade enzimatica foi determinada pelo método das
velocidades iniciais (item 2.3.1). Acompanhava-se 0 progresso da reacdo por meio da
curva de glucose produzida (micromoles) em funcdo do tempo de reacdo (minutos) em
reator batelada com agitacdo magnética (Figura 3.1). O procedimento padrao para todos

os testes foi 0 seguinte:

1. Aguecia-se o banho termostatico em uma das temperaturas desejadas, e

colocavam-se no reator 20 mL de celobiose no pH de teste.

2. Aguardavam-se 5 minutos para que o equilibrio térmico fosse atingido.
Retirava-se entdo uma amostra de 0,5 mL, que era colocada em um tubo de
ensaio com tampa e fervida por 5 minutos em um banho-maria em ebulig&o.
Em seguida resfriava-se esta amostra em um banho-maria a temperatura
ambiente e armazenava-se a mesma em geladeira a 4 °C. Este era o branco

do teste.

3. Adicionava-se 1 mL da solucao de enzima diluida ao reator, acionava-se o
crondmetro e retiravam-se 7 amostras de 0,5 mL nos intervalos previamente
determinados. Cada amostra retirada era imediatamente colocada em um tubo
de ensaio, que era tampado e colocado por 5 minutos no banho-maria em
ebulicdo para desativacdo da enzima. Apoés resfriadas estas amostras eram

armazenadas em geladeira.

4. Descartava-se a solucdo restante. Lavava-se 0 reator com agua destilada,
secava-se com papel absorvente e adicionavam-se 20 mL de solucdo de

celobiose para o préximo teste.
5. A glucose era determinada pelo método GOD-PAP descrito no item 3.2.2.

A velocidade inicial da reacéo foi determinada fazendo-se a regresséo linear dos
dados de glucose produzida na reagcdo em funcdo do tempo. A glucose produzida foi

calculada pela equagéo (3.1).
Gp = (Cg* — Cyc*)Vi /M (3.1)

A atividade especifica da enzima (Ae) foi determinada a partir do coeficiente
angular by da reta ajustada conforme a Figura 3.2, dividida pelo teor de proteina da

enzima.
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Ae = b1/MP (3.2)

Sendo:

Ae - atividade especifica da enzima celobiase (mmoles /min. mg proteina)

b; - coeficiente angular da reta de glucose produzida em funcdo do tempo
(mmoles/min)

Cq* - concentragdo de glucose na amostra num tempo “t” (g/L)

Cyc* - concentragdo de glucose proveniente de contaminagdo da celobiose com
glucose (mol/L) (g/L)

Gp - glucose produzida no tempo “t” (mmoles)

M - peso molecular da glucose (0,180 mg/nmmol)

MP - proteina utilizada no ensaio (mg)

V, - volume de reacgédo (L)

Micromoles de glucose

Tempo (min)

Figura 3.2 - Método das velocidades iniciais.

a) Determinacéo da concentracdo de enzima

A influéncia da concentragéo de enzima na velocidade de reagéo foi estudada a

50°C, com solucéo de celobiose 2 g/L — pH 4,8, conforme descrito a seguir:

1. Foi preparada uma solucdo estoque de enzima, diluida 1:50 com &agua

destilada.
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2. A partir da solucdo estoque foram feitas outras diluicbes da solucdo de
enzima: 1:100, 1:200, 1:500, 1:1000, e 1:2000, com agua destilada.

3. Ap6s homogeneizacao das diluicdes retirou-se uma aliquota para a dosagem

do teor de proteina conforme o método descrito no item 3.2.1.

4. A atividade foi entdo determinada, para cada diluicdo da enzima, pelo método
das velocidades iniciais, sendo que as amostras de 0,5 mL foram retiradas

nos seguintes intervalos de tempo:

I.  Del em1minuto até 7 minutos para as diluicbes 1:50, 1:100 e 1:200;
li. De 3 em 3 minutos até 18 minutos para 1:500;

liil. De5em5 minutos até 30 minutos para 1:1000 e 1:2000.

Devido a cor escura da solugdo enzimatica determinou-se, para cada diluicdo da
enzima, além do branco do teste, o branco da enzima. Procedia-se da seguinte forma:
adicionava-se 1 mL da enzima diluida em 20 mL de agua destilada e dosava-se a
glucose pelo método GOD-PAP (item 3.2.2). Os valores obtidos para os dois brancos
eram entdo subtraidos das concentrac6es de glucose obtidas para as amostras, nos

célculos de atividade enzimatica.

b) Teste de interferéncia do conservante benzoato de sddio

Foi realizado um teste de atividade da celobiase na presenca de benzoato de
sddio na concentracdo de 1 g/L e outro teste na auséncia do mesmo, para observar se

ocorreria interferéncia na acéo enziméatica.

As condicbes de ensaio foram: concentracdo de celobiose 2 g/L, 50°C, pH 4,8 e

concentracao de enzima 95 ni/L. O método foi o das velocidades iniciais.

c) Atividade em funcéo do pH e da temperatura

A atividade da enzima celobiase em funcdo do pH e da temperatura foi

determinada nas seguintes condi¢fes de ensaio:
- Faixa de pH para as solu¢bes de celobiose: 3,0; 4,0; 4,5; 4,8; 5,0; 6,0 e 7,0.
- Temperaturas: 40 a 75°C, com intervalos de 5°C.
- Diluigéo inicial da enzima: 1:500.

O tempo total de ensaio, assim como o intervalo de amostragem, ndo foram os

mesmos para todas as temperaturas e pHs, uma vez que havia a preocupacao de néo se
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afastar da regido linear na curva de converséo, de acordo com o método das velocidades

iniciais. Assim, para os valores de pH e temperaturas mais favoraveis a reacao, tiravam-

se amostras de 3 em 3 minutos durante 18 minutos e para os menos favoraveis, de 5 em

5 minutos durante 30 minutos.

Os ensaios foram conduzidos como descrito a seguir:

1.

Preparavam-se 200 mL de solucéo de celobiose 2 g/L para cada pH, conforme

descrito no item 3.2.3. Armazenava-se em geladeira.

Diluia-se a enzima a 1:500 com agua destilada, armazenando-se também em

geladeira.

Usava-se o procedimento ja descrito para o método das velocidades iniciais

até que toda a faixa de pH e temperatura fosse testada (item 3.2.4).

d) Estabilidade térmica da enzima celobiase

A estabilidade térmica da enzima celobiase foi determinada nas temperaturas de

40 a 70°C, com um intervalo de 5°C. A atividade residual pelo método das velocidades

iniciais foi determinada sempre a 50°C utilizando-se a celobiose na concentragdo de

2g/lL e pH 4,8. Para cada uma das temperaturas o ensaio era conduzido conforme

apresentado a sequir:

1.

Aguecia-se um banho termostatico auxiliar em uma das temperaturas de teste
(40 a 70°C).
Preparava-se uma solucéo 1:50 de enzima celobiase em agua destilada, que

era armazenada em geladeira.

Colocavam-se 20 mL de celobiose 2 g/L no reator conectado ao outro banho
termostatico e aguardavam-se 5 minutos para atingir o equilibrio térmico

(50°C), para o teste de atividade.

Em um tubo de ensaio eram colocados 9 mL de substrato (celobiose 2g/L) e 1
mL da solu¢do 1:50 da enzima. Desta forma obtinha-se a diluigdo final de

1:500 para a solugao enzimatica.

No momento em que se adicionava a enzima aos 9 mL de substrato, agitava-
se rapidamente e coletava-se 1 mL para o teste de atividade no tempo zero. O
tubo de ensaio era entdo tampado e mergulhado no banho a temperatura de
teste a0 mesmo tempo em que acionava-se 0 crondmetro. Esta solucéo
estoque de enzima permanecia incubada na temperatura desejada (40 a

70°C), sendo que a intervalos de 40 minutos uma aliquota de 1,0 mL era
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retirada para a determinacdo da atividade, a 50°C, pelo método das
velocidades iniciais. A 70°C o tempo de incubagdo da enzima era menor
(realizaram-se testes de atividade para tempos de incubacéo de 5, 10, 15, 20,
30 e 40 minutos), devido a rapida desativacdo térmica da enzima nesta

temperatura.

6. Adicionava-se ao reator batelada (etapa 3), 1,0 mL da solugdo estoque de
enzima (etapa 5), acionava-se o crondmetro, aguardavam-se 10 segundos e
tirava-se uma amostra de 0,5 mL que era fervida por 5 min para desativacao

da enzima. Este era o branco e correspondia ao tempo zero da reacao.

7. Prosseguia-se tirando amostras de 0,5 mL a cada 3 minutos até completar-se
o tempo de reacéo.

8. Apl6s 18 minutos de reacdo, lavava-se o0 reator com agua, secava-se com
papel absorvente, adicionavam-se novos 20 mL de solugdo de celobiose
2,0 g/L, pH 4,8, e aguardavam-se 5 minutos para atingir o equilibrio térmico
(50°C).

9. As etapas 6 a 8 eram repetidas até se atingir 240 minutos de incubacdo da
solucdo estoque de enzima na temperatura de teste (etapa 5), observando-se
qgue, apenas para a temperatura de 70°C, o periodo total de incubacéo da

enzima foi de 40 minutos.

Com a realizacdo deste ensaio pode-se obter a energia de desnaturacdo térmica

da enzima (Eq) e o tempo de meia-vida (t1/2).

e) Influéncia da concentracéo inicial de substrato

As solugcbes de celobiose foram preparadas nas concentracbes indicadas na
Tabela 3.1, de acordo com o método descrito no item 3.2.3, em pH 4,8. Para cada
concentracdo de substrato realizou-se um teste de atividade a 50°C, pelo método das
velocidades iniciais ja descrito. A enzima utilizada foi previamente diluida a 1:500 com

agua destilada.

Os tempos de amostragem empregados para as diversas concentracdes também

estao indicados na Tabela 3.1.

A partir destes resultados pode-se obter os parametros cinéticos: Kp, Ks € Viax.
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Tabela 3.1 - Tempo de amostragem para as diversas concentracdes de celobiose.

Concentracdo de celobiose Intervalo entre Tempo total
amostras de analise
(g/L) (mM) (minutos) (minutos)
0,4 1,17 0,5
0,8 2,34 1
1,2 3,51 2 12
1,6 4,67 2 12
2,0 5,84 3 18
2,4 7,01 3 18
2,8 8,18 3 18
3,2 9,35 5 30
3,6 10,52 5 30
4,0 11,69 5 30
5,0 14,61 5 30
6,0 17,53 5 30
7,0 20,45 5 30
8,0 23,37 5 30
12,0 35,06 5 30
16,0 46,74 5 30
20,0 58,43 5 30

f) Converséo em funcéo do tempo

Com o objetivo de modelar a hidrélise da celobiose com a enzima celobiase,
avaliando a inibicdo pelo produto e observando a desnaturacdo térmica da enzima em
operacdo por longos periodos de tempo, a reacdo de hidrélise foi acompanhada até
aproximadamente 100% de conversao de substrato em produto, na presenca e auséncia

de produto adicionado no inicio do ensaio.

Os testes de conversdo em funcdo do tempo de reacdo foram realizados em
frascos erlenmeyers de 500 mL acondicionados em um shaker orbital, com volume inicial
de reacdo de 250 mL. As condi¢Bes de reacdo, assim como a mistura reacional inicial,

estdo apresentadas na Tabela 3.2.
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Tabela 3.2 - Mistura reacional e condicdes para o teste de conversao.

Substrato Condicbes de Reacado
Celobiose  Glucose Benzoato  Celobiase | Temperatura pH Duracéo
(g/L) adicionada de sodio (/L) (°C) (h)
(9/L) (1g/L)
2 0 1 95 40 e 50 4,8 30
2 1,8 1 95 40 e 50 4,8 30
20 0 1 95 40 e 50 4,8 100 e 73

Procedimento:

1.

Para cada temperatura, colocavam-se os erlenmeyers contendo os substratos

no banho termostéatico com agitacédo até a estabilizacdo da temperatura.
Retirava-se uma amostra de 0,5 mL (branco do teste).

Adicionava-se 0,5 mL de enzima diluida a 1:21 e simultaneamente acionava-

se o cronébmetro.

Retiravam-se entdo, amostras de 0,5 mL nos intervalos de tempo:
- A cada 3 minutos durante 30 minutos.

- A cada 5 minutos de 30 a 60 minutos.

- A cada 30 minutos de 1 a 5 horas.

- A cada 60 minutos de 5 a 24 horas.

- Amostras com intervalos mais prolongados a partir das 24 horas.

Toda amostra retirada era fervida, resfriada e armazenada em geladeira para

posterior dosagem de glucose pelo método GOD-PAP (item 3.2.2).

A conversdo de celobiose em glucose foi determinada pela equacdo (3.3),

desenvolvida a partir da estequiometria da reacdo, onde um mol de celobiose forma dois

moles de glucose.

onde:

Xa= (G - Gj) / 2Cao (3.3)
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Cao - concentracgdo inicial real de celobiose (moles/L) = (Co*— Cyc*) / 342

Co* - concentragéo inicial de celobiose (g/L)

G - concentracdo de glucose em funcao do tempo (mol/L)

Cga - concentracdo de glucose adicionada na solugdo (mol/L)

Cqc - concentragdo de glucose proveniente da contaminagdo da celobiose com
glucose (mol/L)

Cyc* - concentragdo de glucose proveniente da contaminacéo da celobiose com
glucose (g/L)

Gi - concentracgdo inicial de glucose (mol/L) = Cyc + Cga

Xa - conversédo de celobiose em glucose

g) Estabilidade térmica no ensaio de conversdo em funcéo do tempo

Foram realizados ensaios de estabilidade térmica paralelamente aos testes de

conversao,

para as concentracdes de 2 g/L e de 20 g/L de celobiose nas temperaturas de

40 e de 50°C. Para estes testes adotou-se 0 seguinte procedimento:

1.

2.

3.

Adicionava-se 0,5 mL de enzima original a 249,5 mL de substrato.
Retirava-se uma amostra armazenando-a em geladeira.

O restante era acondicionado em um erlenmeyer, colocado no shaker pelo
tempo aproximado de duracdo do teste de conversao, na temperatura de teste
(40 ou 50°C). Para a concentracdo de 2 g¢g/L de celobiose o tempo de
incubacéo foi de 24 horas para as duas temperaturas. Ja para a concentracao
de 20 g/L, foi de 100 horas a 40°C e 73 horas a 50°C.

Determinava-se entdo a atividade da enzima que ficara em incubacdo e da
amostra original estocada em geladeira, utilizando-se o método das
velocidades iniciais, com a enzima na concentracdo final de 95 niL/L e

utilizando como substrato a celobiose 2g/L, pH 4,8.



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo sdo apresentados e discutidos os resultados alcancados com a

realizacdo deste trabalho.

4.1 CURVA DE CALIBRACAO DE GLUCOSE E PROTEINA

Nas Figuras 4.1 e 4.2 apresenta-se um exemplo das varias curvas de calibragéo
utilizadas para a determinacgéo do teor de proteina e da glucose presente nas amostras,

respectivamente.

o
w

A, =0,2632C, + 0,004
r=0,9998

o
N
T

©
=

Absorbancia (625 nm)

o

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1
Concentragao de proteina (G) (g/L)

Figura 4.1 - Reta ajustada para a determinacdo do teor de proteina, pelo método de
Lowry (item 3.2.1).
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A, =0,588C + 0,0029
r=0,9998
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Concentracédo de glucose (C) (g /L)

Figura 4.2 - Reta ajustada para a determinacao de glucose pelo método GOD-PAP (item
3.2.2).
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4.2 PROPRIEDADES CATALITICAS DA ENZIMA CELOBIASE

Neste item serdo apresentados e discutidos os resultados obtidos nos testes de
caracterizagdo da enzima celobiase. Para estes ensaios foi utilizada a metodologia

descrita na secéo 3.2.4.

4.2.1 Determinagdo da concentragcao de enzima

Na Tabela 4.1 e Figura 4.3 é apresentada a velocidade inicial da reacdo de
hidrélise da celobiose, em funcdo da quantidade de proteina utilizada. Os dados de
velocidade de reacdo sao apresentados em funcdo da quantidade de proteina utilizada
pelo fato desta enzima ter se apresentado estavel quando estocada em geladeira, ndo

tendo sido observado decréscimo na atividade da mesma até o final dos experimentos.

O principal objetivo, com a realizagdo deste experimento, foi determinar a
guantidade de proteina necessaria para que a reagdo ocorresse com uma velocidade
satisfatéria e de acordo com o método das velocidades iniciais, onde buscou-se manter a

conversao de celobiose em glucose em, no maximo, 20%.

Quando se emprega uma grande quantidade de proteina, a velocidade com que a
enzima converte o substrato é alta, o que torna necessaria a amostragem em reduzidos
intervalos de tempo (da ordem de 30 segundos). Por outro lado, se a quantidade de
proteina for muito baixa, ou seja, se a enzima estiver muito diluida, a reacao ocorrera
muito lentamente aumentando o tempo necessario para a amostragem, permitindo que

outros fatores (como desnaturacao térmica e pelo pH) atuem sobre a enzima.

Tabela 4.1 - Velocidade inicial da reacdo em funcédo da quantidade de proteina utilizada.

Diluicdo  Teor de proteina Equacao de ajuste Velocidade inicial
da em 20 mL de Gp = glucose formada (mmoles) da reagao (v)
enzima substrato (mg) t = tempo (min) (mmoles glucose/min)
1:50 3,532 Gp=22,695t+ 5,489, r=0,9806 22,70
1:100 1,766 Gp=12,389t+ 2,912, r=0,9820 12,39
1:200 0,883 Gp=6,869t+ 1,681, r=0,9920 6,87
1:500 0,353 Gp=3,505t+ 2,222, r=0,9944 3,51
1:1000 0,177 Gp=1,716t+2,634, r=0,9952 1,72

1:2000 0,088 Gp=0,872t+1,125, r=0,9970 0,87
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Figura 4.3 - Velocidade inicial da reacdo em funcéo da quantidade de proteina utilizada.

A diluicédo inicial de 1:500 para a enzima (0,353 mg de proteina para cada mL de
enzima diluida) foi escolhida para a realizacdo dos demais experimentos por ter sido a
gue apresentou um intervalo de tempo adequado para a conversao de aproximadamente
20% do substrato celobiose 2 g/L (50°C, pH 4,8) em glucose, conforme pode-se observar
na Tabela 4.2. Como nos ensaios usava-se 1 mL da enzima ja diluida a 1: 500 para cada
20 mL de substrato, a diluicdo final da enzima era de 1:10 500, equivalendo a 95 nL de

enzima por litro de solugao.

Tabela 4.2 - Teste de conversdo em funcdo do tempo para a hidrélise de 20 mL de

celobiose 2g/L , pH 4,8, a 50°C, utilizando 1 mL da enzima celobiase

diluida a 1:500.
Tempo de Volume de Micromoles de Converséao
reacao (min) reacao (mL) glucose formada (%)
0 21,0 0,00 0,00
3 20,5 14,72 6,17
6 20,0 24,75 10,63
9 19,5 33,72 14,85
12 19,0 43,08 19,47
15 18,5 49,64 23,04

18 18,0 57,14 27,26
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4.2.2 Teste de interferéncia do conservante benzoato de sédio

Nas Figuras 4.4 e 4.5 observa-se que o0 benzoato de sédio na concentracdo de

1g/L, ndo causou nenhuma interferéncia na atividade enzimatica, uma vez que as

atividades iniciais foram praticamente as mesmas, como pode ser constatado pelo

coeficiente angular das retas obtidas. A metodologia para estes ensaios foi descrita no

item 3.2.4.b.
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Figura4.4 - Glucose produzida na auséncia de benzoato de soédio. Celobiose na

concentracdo de 2 g/L, pH 4,8. Temperatura de ensaio 50°C. Concentracao

da enzima: 95 ni/L.
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Figura 4.5 - Glucose produzida na presenca de 1 g/L de benzoato de sddio. Celobiose

na concentracdo de 2 g/L, pH 4,8. Temperatura de ensaio 50°C.

Concentracdo da enzima: 95 ni/L.
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4.2.3 Atividade em funcédo do pH e da temperatura

Na Tabela 4.3 e Figura 4.6 apresenta-se a atividade especifica da enzima em
funcdo do pH e da temperatura. Pode-se observar que a maxima atividade ocorreu na
temperatura de 65°C para a faixa de pH 4,0 a 4,8. Nesta temperatura a maxima atividade
especifica foi encontrada em pH 4,5 atingindo o valor de 17,8 nmoles/min.mg proteina. A
faixa de pH que apresentou a maior atividade foi de 4 a 4,8 notando-se um maximo no pH
4,5 para todas as temperaturas ensaiadas. Estes resultados estdo de acordo com 0s
encontrados por DEKKER (1986) e WOODWARD et al. (1993), que determinaram para
esta mesma enzima a temperatura de 65°C e pH 4,5 como condic¢des 6timas, utilizando
celobiose como substrato (vide Tabelas 2.5 e 2.6). Os graficos de glucose formada
(mmoles de glucose) em funcdo do tempo (min) para todas as temperaturas e valores de

pH testados séo apresentados no Anexo .

Embora o pH 6timo observado tenha sido o pH 4,5, todos os demais experimentos
foram realizados em pH 4,8 por ser esse o pH étimo para a celulase, conforme diversos
autores, como CAMINAL et al. (1984) e CANTARELLA et al. (1984), além do boletim
informativo da NOVO (NOVO INDUSTRI, 1996) para a enzima celulase proveniente do
microrganismo Trichoderma viride. Isto é importante pois na hidrélise da celulose as

enzimas estardo atuando no mesmo meio reacional.

Tabela 4.3 - Atividade especifica da celobiase em funcdo do pH e da temperatura. Teor

de proteina da enzima: 176,61 mg/mL da enzima original.

Atividade especifica (mmoles/min.mg de proteina)

Temperatura

o pH
o)

3,0 4,0 4,5 4,8 5,0 6,0 7,0
40 2,29 5,25 5,50 5,49 4,89 2,32 0,40
45 3,32 7,03 7,08 6,96 5,94 2,25 0,44
50 4,05 9,69 10,15 9,63 8,83 3,17 0,56
55 4,87 12,49 12,95 12,40 11,55 7,40 0,30
60 6,13 16,00 16,14 15,50 14,51 3,48 0,14
65 5,00 17,18 17,84 17,03 15,36 1,34 0,05
70 0,35 11,96 13,48 13,13 12,19 0,18 0,03

75 0,16 1,53 4,53 1,88 1,42 0,05 0,03
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Figura 4.6 - Atividade especifica em funcao do pH e da temperatura para a celobiase
NOVOZYM 188 na concentragdo de 95 ni/L em celobiose 2 g/L.
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4.2.4 Energia de ativagao da enzima na reacédo de hidrélise da celobiose

Com os dados de atividade em funcdo da temperatura, apresentados na Tabela
4.3 foi possivel determinar a energia de ativacdo da enzima para cada pH estudado, a
partir da equacdo (2.1), onde substituiu-se a velocidade inicial de reagcdo (v) pela
atividade especifica da enzima (Ag). Assim, num grafico de In v em fungdo de 1/T
(Figuras 4.7 e 4.8), o coeficiente angular da reta tracada na regido linear (lado direito do
grafico), equivale a (-E; /R). Os resultados obtidos sdo mostrados na Tabela 4.4 e Figura
4.9. Na Figura 4.9 observa-se que, na faixa de pH de 4,0 a 5,0, a energia de ativacéo foi
da ordem de 11 kcal/mol, concordando com valores encontrados na literatura para esta
mesma enzima: 10 a 12,5 kcal/mol (BELTRAME et al., 1983; DEKKER, 1986)
apresentados na Tabela 2.5. Nesta mesma faixa estdo os valores encontrados por outros
autores para celobiases provenientes de outros microrganismos (MAGUIRE, 1977;
SUNDSTROM et al., 1981; ALFANI et al., 1987), como pode ser constatado na
Tabela 2.4. Para o pH 4,8 a velocidade de hidrélise (v) pode ser escrita na forma de

Arrhenius (Equacéo 4.1):

v =2,610.10% exp (-11 005/RT), r=0,9985 (4.1)
3.5
&pH 4,0
_g 3.0 r % BpH4,5
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Figura 4.7 - Grafico de Arrhenius para a celobiase na concentracao de 95 ni/L, para

celobiose 2 g/L nos valores de pH: 4,0;4,5; 4,8 e 5,0.
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Figura 4.8 - Grafico de Arrhenius para a celobiase na concentracao de 95 ni/L, para

celobiose 2 g/L nos valores de pH: 3,0; 6,0 e 7,0.

Tabela 4.4 - Valores de energia de ativacdo da reacdo enzimatica para diferentes

valores de pH calculados a partir dos coeficientes angulares das retas
ajustadas para as curvas tracadas nas Figuras 4.7 e 4.8. A, = atividade

especifica da enzima; A, = constante de Arrhenius; E, = energia de ativacao

da enzima.
pH Ae = Ar exp (-E4/RT) Energia de ativagéao
(kcal/mol)

3,0 Ae = 1,6273.10" exp(-9 782/RT), r = 0,9917 9,78

4,0 Ae = 6,9610.10% exp(-11 633/RT), r = 0,9993 11,64

4,5 Ae = 5,2663.10° exp(-11 435/RT), r = 0,9972 11,44

4,8 Ae = 2,6099.108 exp(-11 005/RT), r = 0,9985 11,01

5,0 Ae = 7,7471.10% exp(-11 766/RT), r = 0,9948 11,77

6,0 Ae = 1,2245.10% exp(-15 495/RT), r = 0,8830 15,50

7,0

Ae = 3,1634.10% exp(-7 037/RT), r = 0,9806 7,04
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Figura4.9 - Energia de ativagdo para a hidrélise enzimatica da celobiose 2 g/L,

95 nL de enzima / L de solugéo.

4.2.5 Estabilidade térmica da enzima celobiase

Os resultados experimentais do teste de estabilidade térmica sdo mostrados na
Tabela 4.5 e Figura 4.10. Observa-se que a enzima, apés 240 minutos de incubacao, em
solucéo de celobiose a 2g/L e pH 4,8, reteve 100% da atividade especifica inicial para as
temperaturas inferiores a 50°C, enquanto a 70°C foi quase completamente desativada
em 40 minutos. A partir da analise das Figuras 4.6 e 4.10 nota-se que, apesar da enzima
ter apresentado maior atividade a 65°C, sua desnaturacao nesta temperatura € muito

rapida, conservando apenas 26% da atividade especifica inicial apés 240 minutos de
incubacéao.

Os gréficos obtidos para a glucose formada (mmoles glucose) em fun¢éo do tempo

(min) para cada temperatura na qual a enzima foi incubada e para os diferentes tempos
de incubacéo, sédo apresentados no Anexo II.
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Tabela 4.5 - Atividade especifica em funcdo do tempo, para a celobiase incubada em

celobiose 2 g/L no pH 4,8. Teor de proteina da enzima: 176,6 g/L.

Atividade especifica (mmoles/min.mg de proteina)

Atividade

T : ,
C) Tempo de incubacdo da enzima (min) residual apos
40 80 120 160 200 240 240 min (%)
40 9,41 9,23 9,28 8,88 9,15 9,19 9,46 100
45 9,43 9,27 9,11 9,59 9,49 9,39 9,38 100
50 9,47 9,46 9,22 9,13 9,64 8,49 9,05 100
55 9,28 9,50 9,33 9,25 9,30 9,08 8,57 92
60 9,39 9,50 8,54 8,88 7,94 7,84 7,73 82
65 9,18 6,97 5,58 4,40 3,46 3,06 2,41 26
Tempo de incubagédo da enzima (min)
0 5 10 15 20 30 40
70 8,67 7,47 5,14 3,07 2,29 1,22 0,59 0
)
N=
g 2
© 9
€ a
2 g
=
5 £
S 9
S o
<s
L
E
0 50 100 150 200 250
Tempo de incubacgéo da enzima (min)
Figura 4.10 - Atividade enzimatica residual para a celobiase 95 ni/L incubada em

celobiose 2 g/L no pH 4,8.
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4.2.6 Energia de desnaturacdo térmica da enzima celobiase

Na Tabela 4.6 apresenta-se a evolucdo da atividade residual da celobiase em
funcdo do tempo de incubacédo, nas temperaturas em que ocorreu desnaturacao térmica
(55 a 70°C).

Tabela 4.6 - Evolugdo da atividade residual da celobiase em funcdo do tempo de

incubacdo em cada temperatura. Celobiose 2 g/L no pH 4,8.

Ain/Aino
T
“C) Tempo de incubagédo da enzima (min)
40 80 120 160 200 240
55 1 1,0234 1,0054 0,9966 1,0025 0,9788  0,9241
60 1 1,0119 0,9094 0,9462 0,8462 0,8349 0,8235
65 1 0,7596  0,6077 04801 0,3769 0,3328 0,2628
Tempo de incubagédo da enzima (min)
0 5 10 15 20 30 40
70 1 0,8614 05932 0,3541 0,2644 0,1401  0,0677

A partir dos dados de estabilidade térmica mostrados na Tabela 4.6 e das

equacbes desenvolvidas no item 2.3.3.b determinou-se:

a constante de desnaturacdo térmica experimental da enzima (Kq4) para cada
temperatura pela equacéo (2.6), construindo-se graficos de In (Ain/Ain°) em funcéo do

tempo e escrevendo-se as equacdes de ajuste.

o tempo de meia-vida experimental (t1/2) para cada temperatura a partir da equacao

(2.7) aplicando-se os valores obtidos para Kg.

a equacao de ajuste para Ky utilizando-se a forma logaritmica da equacéo (2.4), a

partir do grafico de In K4 em fungéo de 1/T (Figura 4.11).
os valores de Ky, ajustados pela equacéo mostrada na Figura 4.11.

0 tempo de meia-vida ajustado (ti2), obtido a partir dos valores de Ky ajustados

aplicados na equacgéo (2.7).

Os resultados obtidos s&o apresentados na Tabela 4.7 e Figura 4.11.
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Tabela 4.7 - Coeficiente de desnaturacao térmica (Kq) € tempo de meia vida (ti2) da

celobiase (95 ni/L) incubada em celobiose 2 g/L no pH 4,8.

Experimental Ajustado
T Equacao de ajuste
C) y = In(Ain/Ain°) Kd ti2 Kd ti2
t = tempo (min) (h?) (h) (h?) (h)

Eq.(2.6) Eq.(2.7) Eg.(4.1) Egq.(2.7)

55 y=-0,0003t+0,0238,r=0,8348 0,0180 38,51 0,0117 59,24

60 y=-0,0008t+0,0158,r=0,9773 0,0480 14,44 0,0766 9,05
65 y=-0,0055t+ 0,0452, r =0,9969 0,330 2,10 0,4735 1,46
70 y=-0,0695t+ 0,0910, r = 0,9969 4,170 0,17 2,7769 0,250
2
[ ]
In Kg=-41054/T + 120,66
r=0,9803
0 -
©
X
£
-2+
-4 + o
-6 I I I I
2.9 2.93 2.96 2.99 3.02 3.05

1000/T (Kh

Figura 4.11 - Grafico de Arrhenius para a energia de desnaturacao térmica da celobiase
95 /L incubada em celobiose 2 g/L no pH 4,8.

Ainda, foi possivel determinar o fator exponencial (K{°) e a energia de
desnaturacdo térmica da enzima (Eg), a partir da equagcdo mostrada na Figura 4.11, que

pode ser representada pela equacao (4.2).

Kq = 25233.10%% exp(- 81574,3/RT) r =0,9803 (4.2)
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O valor obtido para Eq4 (81,6 kcal/mol) demonstra que esta enzima é relativamente
mais estavel que a amiloglucosidase (Eq = 50,6 kcal/mol) e a invertase (Eq = 64,9
kcal/mol), conforme resultados obtidos, respectivamente por, ZANIN & MORAES (1998) e
BASSETTI et al. (1997a).

Quanto aos tempos de meia-vida, BISSET & STERNBERG (1978), obtiveram para
a celobiase proveniente do Aspergillus phoenicis QM 329, valores iguais a: 216 h (55°C),
8,6 h (60°C), 30 min (65°C) e 2,4 min (70°C) utilizando como substrato celobiose 7,5 mM
e tampao citrato de so6dio 50 mM pH 4,8. Portanto, pode-se notar ao comparar 0S
resultados destes pesquisadores com os tempos de meia-vida experimentais obtidos
neste trabalho (Tabela 4.7) que a celobiase NOVOZYM 188, para temperaturas maiores

ou iguais a 60°C, é mais termoestavel do que a oriunda do Aspergillus phoenicis QM 329.

4.2.7 Modelo cinético para a hidrélise enzimatica da celobiose

Como apresentado no item 2.5, ainda ndo ha uma concordancia, entre os varios
autores, sobre o tipo de inibicdo exercida pela celobiose (geralmente do tipo

acompetitivo) e pela glucose (competitivo e ndo-competitivo).

Neste trabalho, propfe-se que a hidrélise da celobiose pela enzima celobiase
pode apresentar inibicdo pelo substrato do tipo acompetitivo e né&o-competitivo,
combinadas com inibicdo do tipo competitivo, ndo-competitivo e acompetitivo pelo
produto, como indicado pelo esquema geral mostrado na Figura 4.12. A equagéo geral
para a velocidade de reacao foi obtida pela hipétese do equilibrio rapido (apresentada em
linhas gerais no item 2.4.1, SEGEL (1979)), empregando as definicbes das constantes de

equilibrio mostradas na Figura 4.12.

Para o esquema geral de reacéo representado na Figura 4.12 a expressao para a

velocidade de formacéo do produto (glucose = G) é a mostrada pela equacéo (4.3).
V =-dS/dt = (1/2) dG/dt = (1/2) (2 Kcat [ES]) = Kcat [ES] (4.3)

Dividindo o lado esquerdo da equacdo (4.3) pela concentracdo total de enzima
[ET], e o lado direito pela soma das formas de enzima presentes no meio reacional
(Figura 4.12), e ainda substituindo as concentra¢fes das formas enzimaticas utilizando as
constantes de equilibrio definidas na Figura 4.12, obtém-se a equacdo geral para a

velocidade de reacdo, equacgéao (4.4).
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V= S Vinax - (4.4)
® GO & S GO s?
SEl+——+K,Gl+ + — =+
g Kinﬁ Ksn Kicﬁ Ksu
onde Vmax = kcat [ET] € @s outras constantes séo definidas na Figura 4.12.
K Constantes de Equilibrio:
GE+S =—D= GES g
Km = [E][S])/[ES]
Kic Kin
Kic = [E][G]/[GE]
G G
+ + Kin = [ES][G]/[GES]
Km ES Kcat
E+S —%> E+2G Ksn = [E][S]/[SE]
+ +
S S Ksu = [ES][S]/[SES]
Ksn Ksu Concentracéao total de enzima:
= + + +
SE +S M SES [Er] = [E] + [ES] + [SE]

[SES] + [GE] + [GES]

[GE] = [E][G]/Kc;  [GES] = [ES][G]/Kn;  [SE] = [E][S]l/ken;  [SES] = [ES][S]/Ksu

Figura 4.12 - Esquema geral para a hidrolise da celobiose. E = enzima livre; ES =
complexo produtivo enzima-substrato; G = glucose (produto); GE =
complexo enzima-glucose; GES = complexo glucose-enzima-substrato;
Km= constante de dissociacdo para o complexo ES; Kjc= constante de
dissociacdo para o complexo GE; Kj, = constante de dissocia¢cdo para o
complexo GES; Kg, = constante de dissociacdo para o complexo SE; Kg, =
constante de dissociacdo para o complexo SES; S = concentracdo de
substrato (celobiose), SE = complexo enzima-substrato ndo-produtivo;

SES = complexo ndo produtivo substrato-enzima-substrato.

Na Tabela 4.8 apresentam-se as varias formas simplificadas da equacéo (4.4), na
gual as constantes cinéticas assumem valores diferentes em funcdo do modelo cinético
utilizado, acompetitivo ou ndo-competitivo para o substrato, e competitivo, nao-

competitivo ou acompetitivo para o produto.
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4.2.8 Influéncia da concentracdo inicial de substrato e calculo das constantes

cinéticas Km, Vmax € Ks

Para estudar o efeito da concentracdo de celobiose sobre a velocidade de
hidrélise enzimatica na temperatura de 50°C e pH 4,8 utilizou-se 0s ensaios descritos no
item 3.2.4.e. Plotando-se os valores experimentais de velocidade de reacdo em funcdo
da concentracdo de celobiose apresentados na Tabela 4.9, pode-se observar na Figura
4.13, que ocorre inibicdo pelo substrato para concentracfes de celobiose superiores a
10 mM (3,42 g/L).

Como os ensaios foram realizados aplicando-se o método das velocidades
iniciais, e nesta situacao a concentracao de produto (glucose) € muito pequena (G® 0), a
equacdo (4.4) reduz-se aos dois casos de inibicdo pelo substrato com G® 0 mostrados
na Tabela 4.8. A equacédo para a velocidade de reacdo pode ser reescrita para assumir a

forma de uma parabola, equacdes (4.5) e (4.6):
- Inibicdo acompetitiva pelo substrato com G® 0:
S/V=(Kn/Vmax) +(1/Vmax) S+ (1/Ks Vimax ) S* (4.5)
- Inibicdo ndo-competitiva pelo substrato com G® O:
S/V=(Kmn/Vmax)+ (1/Vmax) (1+ Km/Ks)S+[1/(KsVmax)]S? (4.6)

Com a equacdo S/V = 1221,3 S? + 66, 283 S + 0,1604, r = 0,9999, obtida a partir
do grafico de concentracdo molar de substrato dividida pela velocidade molar de reagéo
(S/V) em funcdo da concentragcdo molar de substrato (S), mostrado na Figura 4.14, foi
possivel calcular os parametros: constante de Michaelis-Menten (Km), constante de
inibicdo pelo substrato (Ks) e velocidade maxima de reacédo (Vmax) para os dois tipos de
inibicAo pelo substrato, representados pelas equacdes (4.5) e (4.6). Observe-se que a
equacao (4.5) é a mesma equacao (2.3.1), que é a equacao de Haldane (DIXON &
WEBB, 1979). Os valores obtidos para os parametros cinéticos sdo mostrados na Tabela

4.10, onde sdo comparados aos valores encontrados por outros autores.

Na Tabela 4.10 pode-se, ainda, notar que os valores de Ky, Ks € Vimax, S80 muito
proximos independente do tipo de inibicdo pelo substrato: acompetitiva ou néo-

competitiva.

Na Figura 4.13 apresenta-se 0 ajuste dos pontos experimentais pelas equacdes
(4.5) e (4.6), bem como pelo modelo de Michaelis-Menten (sem inibicdo). A equagéo de
Michaelis-Menten (2.21) foi aplicada na regido de velocidade crescente dos pontos
experimentais (0,4 a 3,6 g/L) obtendo-se a equacédo S/V = 74,044 S + 0,169, r =0,9985,
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gue gerou a curva ajustada na Figura 4.13. Os pontos ajustados sdo mostrados na
Tabela 4.9. Comparando-se as duas curvas obtidas observa-se que na concentracdo de
celobiose de 20 g/L (58,5 mM) a reducéo da velocidade da reacéo devida a inibicao pelo

substrato é da ordem de 45% da velocidade inicial sem inibigao.

Os gréficos obtidos para a glucose formada (g/L) em funcéo do tempo (min) para
cada uma das concentracfes iniciais de substrato mostradas na Tabela 4.9 séo

apresentados no Anexo IlI.

Tabela 4.9 - Velocidade inicial de reacdo (V) em funcéo da concentracdo de substrato.

Condicdes de reacao: pH 4,8 , 50°C, 95 ni de enzima/L solucgéo.

Concentracdo Concentracdo Velocidade S/V \% \%
de substrato molar de molar de (h) Ajustada pela Ajustada pela
(9/L) substrato (S) reacao (V) equacéo obtida equacéo de
(mol/L) (mol/Lh) na Figura 4.14 Michaelis-Menten
(mol/Lh) (mol/Lh)
0,0 0,0000 0,0000 - 0 0
0,4 0,0012 0,0045  0,2580 0,0049 0,0046
0,8 0,0023 0,0069  0,3390 0,0073 0,0068
1,2 0,0035 0,0082  0,4297 0,0086 0,0082
1,6 0,0047 0,0088  0,5296 0,0094 0,0091
2,0 0,0058 0,0096  0,6071 0,0099 0,0097
2,4 0,0070 0,0106  0,6620 0,0102 0,0102
2,8 0,0082 0,0108 0,7604 0,0104 0,0106
3,2 0,0093 0,0108 0,8691 0,0105 0,0109
3,6 0,0105 0,0110  0,9599 0,0106 0,0111
4,0 0,0117 0,0108 1,0796 0,0106 0,0113
5,0 0,0146 0,0107 1,3621 0,0105 0,0117
6,0 0,0175 0,0106  1,6551 0,0103 0,0119
7,0 0,0204 0,0100  2,0400 0,0101 0,0121
8,0 0,0234 0,0096  2,4282 0,0098 0,0123
12,0 0,0351 0,0088  3,9722 0,0088 0,0127
16,0 0,0467 0,0078  5,9980 0,0079 0,0129

20,0 0,0584 0,0072  8,1600 0,0071 0,0130
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2 0o parametros mostrados na Tabela 4.10
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Figura 4.13 - Velocidade inicial da reacdo em funcdo da concentracdo de celobiose.

Condi¢des de reacado: 50°C, pH 4,8, 95 ni de enzima/L de substrato.

10

S/V=1221,3S”+ 66,283 S + 0,1604
r=0,9999

S/V(h)

0 1 1 1 1 1
0.00 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05 0.06

S (mollL)

Figura 4.14 - Ajuste parabdlico de S/V em funcéo de S para a obtencao dos parametros
cinéticos Km, Vmax € Ks, onde S é a concentracdo molar de substrato e V é

a velocidade inicial molar de reacéo.
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Tabela 4.10 - Parametros cinéticos para a hidrdlise da celobiose.

Km Vmax Ks
Autor _ .
(mM) | mmol glucose / (min. mg de proteina )| (mM)
Este Substrato
trabalho acompetitivo 2,4 16,3 54,2
(50°C, _
Substrato néo-
pH4,8) | competitivo 2,5 17,1 51,7
BELTRAME et al. (1983) 2,7 1,7 43
DEKKER (1986) 5,63 33,74 -
GROUS et al. (1985) 1,66 - 43,4

4.2.9 Converséo de celobiose em glucose em funcdo do tempo com modelagem

da cinética em reator batelada

Na Tabela 4.11 e Figura 4.15 apresentam-se os resultados experimentais dos
testes de conversdo de celobiose em glucose em funcdo do tempo, de acordo com a

metodologia descrita na se¢do 3.2.4.f, para as temperaturas de 40 e 50 °C.
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Tabela 4.11 - Conversdo enzimética de celobiose em glucose (Xa) em reator batelada a

40°C e 50°C, pH 4,8, celobiase 95 nL/L. Substrato: A = celobiose 2 g/L,

B = celobiose 2 g/L + glucose 1,8 g/L, C = celobiose 20 g/L.

Substrato A Substrato B Substrato C
Tempo Xa Xa 40°C 50°C
(h) 40°C 50°C 40°C 50°C |Tempo (h) Xa |Tempo (h)  Xa

0,00 | 0,0000 0,0000 | 0,0000 0,0000 0,00 0,0000 0,00 0,00

0,05 | 0,0234 0,0394 0,0151 0,17 0,0042 0,08 0,0047
0,10 | 0,0439 0,0772 | 0,0303 0,0341 0,33 0,0076 0,17 0,0085
0,15 | 0,0651 0,1151 | 0,0492 0,0454 0,50 0,0114| 0,25 0,0131
0,20 | 0,0832 0,1552 | 0,0719 0,0568 0,67 0,0158 0,33 0,0176
0,25 | 0,1067 0,1931 | 0,0605 0,1173 1,00 0,0235 0,42 0,0231
0,30 | 0,1271 0,2317 | 0,0681 0,1363 1,50 0,0340 0,50 0,0280
0,35 | 0,1490 0,2665 | 0,0832 0,1855 2,00 0,0450 0,58 0,3260
0,40 | 0,1732 0,3044 | 0,0946 0,1779 2,50 0,0570 0,67 0,0370
0,45 | 0,1884 0,3370 | 0,0946 0,2006 3,00 0,0735 0,75 0,0418
0,50 | 0,2073 0,3718 | 0,0983 0,2120 3,50 0,0853 0,83 0,0474
0,58 | 0,2381 0,4185 | 0,1592 0,2623 4,00 0,0947 0,92 0,0517
0,67 | 0,2668 0,4594 0,3046 4,50 0,1077 1,00 0,0580
0,75 | 0,3046 0,5033 | 0,1697 0,3523 5,00 0,1204 1,50 0,0854
0,83 | 0,3334 0,5382 | 0,2015 0,3682 6,00 0,1444 | 2,00 0,1103
0,92 | 0,3697 0,5821 | 0,2121 0,3841 7,00 0,1699 2,50 0,1360
1,00 | 0,3878 0,6078 | 0,2545 0,4265 8,00 0,1962 3,00 0,1639
150 | 0,5134 0,7623 | 0,3233 0,5590 9,00 0,2135 3,50 0,1844
2,00 | 0,6163 0,8502 | 0,4080 0,7286 10,00 0,2408| 4,00 0,2074
2,50 | 0,7192 0,9150 | 0,5086 0,7339 11,00 0,2615| 4,50 0,2310
3,00 | 0,7857 0,9469 | 0,5616 0,8081 12,00 0,2802 5,00 0,2540
3,50 | 0,6955 0,9809 | 0,6304 0,8982 13,00 0,3059 6,00 0,3017
4,00 | 0,8861 0,9809 | 0,6569 0,9088 15,00 0,3244| 7,00 0,3380
4,50 | 0,9043 11,0014 | 0,7204 0,9194 16,00 0,3437 8,00 0,3771
500 | 0,9269 1,0059 | 0,7416 0,9565 17,00 0,3607 9,00 0,4243

continua...
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Tabela 4.11 - Conversdo enzimética de celobiose em glucose (Xa) em reator batelada a

40 e 50°C, pH 4,8, celobiase 95 nl/L. Substrato: A = celobiose 2 gL,
B = celobiose 2 g/L + glucose 1,8 g/L, C = celobiose 20 g/L (continuacao).

Substrato A Substrato B Substrato C
Tempo Xa Xa 40°C 50°C
(h) 40°C 50°C 40°C 50°C |Tempo (h) Xa |Tempo (h) Xa

6,00 | 0,9746 1,0241 | 0,8263 0,9406 18,00 0,3800| 10,00 0,4669
7,00 | 0,9859 0,9991 | 0,8740 0,9671 19,00 0,3959| 11,00 0,4886
8,00 | 1,0177 1,0082 | 0,8687 0,9830 20,50 0,4164| 12,00 0,5188
9,00 | 1,0200 0,9968 | 0,9111 11,0148 21,00 0,4323| 13,00 0,5521
10,00 | 1,0109 0,9787 | 0,9375 0,9989 22,00 0,4437| 15,00 0,5678
11,00 | 1,0086 0,9900 | 0,9217 0,9724 23,00 0,4596| 16,00 0,5859
12,00 | 1,0154 11,0105 | 0,9693 0,9777 24,00 0,4720| 17,00 0,6064
13,00 | 1,0132 1,0014 | 0,9746 0,9883 25,00 0,4834| 18,00 0,6245
14,00 | 1,0064 11,0191 | 0,9428 0,9944 30,00 0,5391| 20,00 0,6608
15,00 | 1,0158 11,0229 | 0,9520 0,9793 3500 0,6591| 21,00 0,6858
16,00 | 1,0233 11,0342 | 0,9671 1,0247 47,25 0,7738| 22,00 0,7062
17,00 | 1,0422 11,0342 | 0,9974 1,0398 49,00 0,7662| 24,00 0,7130
18,00 | 1,0384 1,0456 1,0626 50,00 0,7700| 25,00 0,7448
19,00 | 1,0158 11,0115 | 0,9974 1,0247 53,00 0,7927| 26,00 0,7630
20,50 | 1,0158 11,0039 | 0,9671 0,9944 55,50 0,8003| 28,00 0,7675
21,00 | 1,0195 11,0304 | 1,0125 11,0398 60,50 0,8343| 31,00 0,7948
22,00 | 1,0384 11,0039 | 0,9822 0,9944 7150 0,8646| 32,00 0,8034
23,00 | 1,0158 11,0153 | 0,9369 1,0096 73,50 0,8949| 33,00 0,8185
24,00 | 1,0460 11,0380 | 0,9898 1,0247 74,25 0,8987| 34,00 0,8223
25,00 | 1,0195 1,0077 | 1,0276 0,9869 78,50 0,9101| 40,00 0,8563
30,00 | 1,0422 0,9747 96,00 0,9404| 47,00 0,8942
97,00 10,9404 | 48,00 0,8866
98,00 0,9366| 49,00 0,9244
101,00 0,9404| 50,00 0,9282
51,00 0,9017
52,00  0,9055
52,50 0,9017
55,50  0,9093
56,50 0,9169
57,50  0,9207

73,00

0,9207
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Figura 4.15 - Conversdo enzimatica de celobiose em glucose a 40 e 50°C, pH 4,8,

celobiase 95 ni/L. Substrato: A = celobiose 2 g/L, B = celobiose 2 g/L +

glucose 1,8 g/L, C = celobiose 20 g/L.
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Na Figura 4.15 observa-se que durante o tempo em que a hidrolise foi
acompanhada ndo se constatou reversibilidade na reacdo de formag¢do do produto
(glucose), o que teria sido indicado por um platdé de conversdo abaixo de 100% para

longos tempos de reacéo.

Observando-se as Figuras 4.16 e 4.17 constata-se que ndo ocorreu desnaturacao
térmica da enzima durante o teste de conversdao em funcéo do tempo nas temperaturas
de 40 e 50°C, para a concentracdo de 2 g/L de celobiose pelo tempo de 24 horas, nem
para a concentracdo de 20 g/L de celobiose pelo tempo de 100 horas a 40°C e 73 horas

a 50°C. A metodologia para a realizacdo deste experimento foi descrita no item 3.2.4.9.

60
B sem incubacéo

® 24ha 40°C
A 24h a 50°C

40

20

Micromoles de glucose

0 5 10 15

Tempo (min)

Figura 4.16 - Teste de atividade da enzima apds a incubagcédo em celobiose 2 g/L a 40 e
50°C pelo tempo de 24 horas e para a enzima sem incubacgéo. Os testes
de atividade residual foram conduzidos a 50°C e pH 4,8 em celobiose 2 g/L

e celobiase 95ni/L
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Figura 4.17 - Teste de atividade da celobiase apds a incubagédo em celobiose 20 g/L a
40°C pelo tempo de 100 horas, a 50°C pelo tempo de 73 horas e para a
enzima sem incubacao. Os testes de atividade residual foram conduzidos a
50°C e pH 4,8 em celobiose 2 g/L e celobiase 95mi/L.

Nas Tabelas 4.12 e 4.13 sdo apresentados 0s pontos experimentais empregados
na analise dos resultados da reacdo de hidrélise da celobiose pela enzima celobiase,
sendo que estes pontos foram selecionados da Tabela 4.11, até o instante em que a
maxima conversao foi atingida para cada um dos substratos. Estes dados sao mostrados

nas Figuras 4.18 e 4.19.
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Tabela 4.12 - Valores de conversdo em funcdo do tempo utilizados na modelagem da

cinética de hidrolise da celobiose pela celobiase. Substrato: A = celobiose

2 g/L, B = celobiose 2 g/L + glucose 1,8 g/L.

Substrato A Substrato B
40°C 50°C 40°C 50°C
Tempo (h) Xa Tempo (h) Xa Tempo (h) Xa Tempo (h) Xa
0,000 0,0000 0,000 0,0000 0,000 0,0000 0,000 0,0000
0,050 0,0234 0,050 0,0394 0,100 0,0303 0,050 0,0151
0,100 0,0439 0,100 0,0772 0,150 0,0492 0,100 0,0341
0,150 0,0651 0,150 0,1151 0,200 0,0719 0,150 0,0454
0,200 0,0832 0,200 0,1552 0,250 0,0605 0,200 0,0568
0,250 0,1067 0,250 0,1931 0,300 0,0681 0,250 0,1173
0,300 0,1271 0,300 0,2317 0,350 0,0832 0,300 0,1363
0,350 0,1490 0,350 0,2665 0,450 0,0946 0,400 0,1779
0,400 0,1732 0,400 0,3044 0,500 0,0983 0,450 0,2006
0,450 0,1884 0,450 0,3370 0,583 0,1592 0,500 0,2120
0,500 0,2073 0,500 0,3718 0,750 0,1697 0,583 0,2623
0,583 0,2381 0,583 0,4185 0,833 0,2015 0,667 0,3046
0,667 0,2668 0,667 0,4594 0,917 0,2121 0,750 0,3523
0,750 0,3046 0,750 0,5033 1,000 0,2545 0,833 0,3682
0,833 0,3334 0,833 0,5381 1,500 0,3233 0,917 0,3841
0,917 0,3697 0,917 0,5821 2,000 0,4080 1,000 0,4265
1,000 0,3878 1,000 0,6078 2,500 0,5086 1,500 0,5590
1,500 0,5134 1,500 0,7623 3,000 0,5616 2,000 0,7286
2,000 0,6163 2,000 0,8501 3,500 0,6304 2,500 0,7339
2,500 0,7192 2,500 0,9150 4,000 0,6569 3,000 0,8081
3,000 0,7857 3,000 0,9468 4,500 0,7204 3,500 0,8982
4,000 0,8861 3,500 0,9809 5,000 0,7416 4,000 0,9088
4,500 0,9043 6,000 0,8263 4,500 0,9194
5,000 0,9269 8,000 0,8687 5,000 0,9565
6,000 0,9746 9,000 0,9111 6,000 0,9406
7,000 0,9859 10,000 0,9375 7,000 0,9671
11,000 0,9217 8,000 0,9830
12,000 0,9693 10,000 0,9989
13,000 0,9746




Resultados e Discussao

74

Tabela 4.13 - Valores de conversdo em funcdo do tempo utilizados na modelagem da

cinética de hidrolise da celobiose pela celobiase. Substrato: C = celobiose

20 g/L.
40°C 50°C
Tempo (h) Xa Tempo (h) Xa Tempo (h) Xa Tempo (h) Xa

0,000 0,0000 18,000 0,3800 0,000 0,0000 10,000 0,4669
0,167 0,0042 19,000 0,3959 0,083 0,0047 11,000 0,4886
0,333 0,0076 20,500 0,4164 0,167 0,0085 12,000 0,5188
0,500 0,0114 21,000 0,4323 0,250 0,0131 13,000 0,5521
0,667 0,0158 22,000 0,4437 0,333 0,0176 15,000 0,5678
1,000 0,0235 23,000 0,4596 0,417 0,0231 16,000 0,5859
1,500 0,0340 24,000 0,4720 0,500 0,0280 17,000 0,6064
2,000 0,0450 25,000 0,4834 0,583 0,0326 18,000 0,6245
2,500 0,0570 30,000 0,5391 0,667 0,0370 20,000 0,6608
3,000 0,0735 35,000 0,6591 0,750 0,0418 21,000 0,6858
3,500 0,0853 47,250 0,7738 0,833 0,0474 22,000 0,7062
4,000 0,0947 49,000 0,7662 0,917 0,0517 24,000 0,7130
4,500 0,1077 50,000 0,7700 1,000 0,0580 25,000 0,7448
5,000 0,1204 53,000 0,7927 1,500 0,0854 26,000 0,7630
6,000 0,1444 55,500 0,8003 2,000 0,1103 28,000 0,7675
7,000 0,1699 60,500 0,8343 2,500 0,1360 30,250 0,7879
8,000 0,1962 71,500 0,8646 3,000 0,1639 31,000 0,7948
9,000 0,2135 73,500 0,8949 3,500 0,1844 32,000 0,8034
10,000 0,2408 74,250 0,8987 4,000 0,2074 33,000 0,8185
11,000 0,2615 78,500 0,9101 4,500 0,2310 34,000 0,8223
12,000 0,2802 96,000 0,9404 5,000 0,2540 40,000 0,8563
13,000 0,3059 6,000 0,3017 47,000 0,8942
15,000 0,3244 7,000 0,3380 49,000 0,9244
16,000 0,3437 8,000 0,3771 50,000 0,9282
17,000 0,3607 9,000 0,4243
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Figura 4.18 - Conversdo enzimatica da celobiose em glucose, em reator batelada nas

seguintes condi¢cbes: 2 g/L de celobiose, 95 m/L de celobiase Novozym

188, 40 e 50°C, pH 4,8, sem adicdo de glucose (0) e com adicdo de 1,8 g/L
de glucose (10 mM) (7).
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Figura 4.19 - Conversdo enzimatica da celobiose em glucose, em reator batelada nas
seguintes condicdes: 20 g/L de celobiose, 95 ni/L de celobiase Novozym
188, 40 e 50°C, pH 4,8, sem adi¢do de glucose.

A observacédo da Tabela 4.12 e da Figura 4.18 mostra que a adi¢do de glucose no
substrato, desde o inicio da reacdo, reduz a velocidade de hidrolise, conduzindo a
maiores tempos de reagcdo para se atingir altas conversdes. Por exemplo, a 40°C, sem
adicdo de glucose foram necessérias 6 horas para se atingir 98% de conversdo de
celobiose em glucose, enquanto com a adicdo do produto (glucose 10 mM) este tempo foi
da ordem de 12 horas. A 50°C, o mesmo efeito foi observado, porém neste caso 0s
tempos foram menores: 4 e 8 horas, respectivamente, sem glucose e com glucose

adicionada.

Na Tabela 4.13 e Figura 4.19, que reunem os resultados para a condicdo de
reacdo com 20 g/L (58,4 mM) de celobiose pH 4,8 (alta concentracdo de substrato), em
duas temperaturas (40 e 50°C), observa-se o efeito da inibicdo pelo substrato, uma vez
que 92% de conversao de celobiose em glucose somente foram alcangados apos 80
horas a 40°C, e 50 horas a 50°C. Efeito semelhante foi observado por GONG et al.

(1977) quando utilizaram a enzima celobiase de Trichoderma viride, a 50°C e pH 4,75.
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4.3 MODELAGEM DA CINETICA DE HIDROLISE

O efeito inibidor da glucose, ou da alta concentracéo de celobiose na reagdo de
hidrélise da celobiose com a enzima celobiase, é um fator importante, que deve ser
levado em conta no projeto de processos. Neste sentido, € importante dispor-se de uma
equacao que permita o calculo do tempo de reacdo para se atingir uma determinada

conversao de celobiose em glucose.

Para a obtencdo da equacdo cinética integrada, foram assumidas as seguintes

hipéteses:

a reacdo de hidrélise foi realizada num reator batelada, isotérmico, com volume
constante, onde a equacdo da velocidade de reacdo € da forma apresentada na
equacéo (4.3):
V = - dS/dt (4.3)

a concentracdo de substrato (S) em funcdo da conversédo de celobiose em glucose
(Xa) foi escrita por:

S=So(1-Xa) 4.7)
a concentracao de inibidor (G), no caso a glucose, €é obtida a partir da estequiometria
da reacao de hidrolise (Figura 4.12):

G = Gi+ 2SpXa (4.8)

os efeitos de transferéncia de calor ndo foram incluidos no modelo, pelo fato das

reacdes enzimaticas serem praticamente isotérmicas (KENT et al., 1978).

uma vez que néo foi observada a reversibilidade da reacdo de glucose em celobiose,

este fendbmeno nao foi incluido no modelo.

como as constantes cinéticas Ky, Vimax € Ks foram determinadas a 50°C, os modelos
cinéticos foram obtidos para esta condicao.
substituindo-se a equacéao (4.7) na equacéao (4.3), obtém-se:
V =S dXa/dt (4.9)
A substituicio das equacdes (4.4) e (4.8) na equacao (4.9), apés as
simplificacbes, resulta na equacdo (4.10), que relaciona a conversdo (Xa) com a
concentracao inicial de substrato (Sp) e de produto (G;j), bem como com os parametros

cinéticos.

dXA [dt= [Vmax (1 - XA)] /{SO (1 - XA) [1 + (Gi +2 SO XA) / Kin)] + (4 10)
K [L + So (1 — Xa) / Ksn + (Gi+ 2 So Xa) / Kic] + So? (1 — Xa) 2/ Ksu} '
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Integrando a equacgao (4.10), com tempo t variando de zero a t, e conversédo Xa
variando de zero a Xa:

Vimax.t = SoXa + So Gi Xa/ Kin + 2 So? Xa?/ 2 Kin + Km {-In (1 - Xa) + So Xa / Ksn —

(4.10a)
[Giln (1 - Xa)] / Kic + 2 So / Kic [- Xa—In (1 = Xa)[} + So° Xa / Ksu — So?Xa? / 2 Ksy

Obtém-se a expressao geral, que permite calcular o tempo de reacdo para se
atingir uma determinada conversao de celobiose em glucose, quando sdo conhecidos os

parametros cinéticos (equacao 4.11).

t = {(So/Vimax) [1 + Gi/ Kin + Km / Ksn + So/ Ksu - 2 K/ Kic]} Xa - {(Km / Vimax) [ 1 + (4.11)
Gi/ Kic+2So/Kic} In (1 —=Xa) = {(So® / Vimax ) [1/ 2 Ksu - 1 / Kin]} Xa?
onde:
Co* - concentragéo inicial de celobiose (g/L)
Cga - concentragao de glucose adicionada na solugéo (mol/L)
Cyqc - concentracgédo de glucose proveniente de contaminagéo da celobiose com
glucose (mol/L)
Cyc* - concentracéo de glucose proveniente de contaminacéo da celobiose com
glucose (g/L)
Gi - concentracgao inicial de glucose (mol/L) = Cyc + Cga
Sp - concentracdo inicial real de celobiose (mol/L), descontada a glucose
contaminante = (Co* - Cyc*) / 342
A equacdo (4.11) pode ser reescrita nhuma forma mais compacta, onde s&o

agrupadas as constantes cinéticas em parametros a, b e g Dessa forma obtém-se:

t=a Xa-biIn(1-Xa) - gXa (4.12)

onde:
a=(So/Vmax ) [1+ Gi/Kin+ Kmn/Ksn+ SolKsy-2 K/ Kic ] (4.13)
b=(Kn/Vmax)[1+Gi/Kic+2So/Ki] (4.14)
9= (S0’ / Vimax ) [1/ 2 Ksy - 1/ Kin] (4.15)
Xa=%(G-Gi)/So (4.16)

A integracdo das equacdes de velocidade de reacdo apresentadas na Tabela 4.8,
ou a simplificagdo dos parametros a, b e gcomo definidos pelas equagdes (4.13) a (4.15)
com os valores das constantes cinéticas indicadas na Tabela 4.8, permite que se obtenha
uma equacao integrada para cada modelo cinético assumido, onde a forma da equacao é
sempre como a da equacdo (4.12) e os parametros a, b e g assumem expressdes

diferentes como mostrado na Tabela 4.14, equag0es (4.17) a (4.42).
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Expressdes integradas da forma como a representada pela equacéo (4.12) tém
sido utilizadas por diversos pesquisadores, tanto para calcular as constantes cinéticas
(Km, Vmax, Ks, € Kj) em condi¢des de reacdo, como para ajustar os dados de conversao
em fungdo do tempo em reatores batelada e continuos (leito fixo e fluidizado). Esses
modelos tém sido aplicados para as enzimas lactase (CHARLES et al.,, 1974);
amiloglucosidase (CARDOSO, 1977; CABRAL et al., 1984; ZANIN et al., 1994; ZANIN &
MORAES, 1996); e invertase (BASSETTI et al., 1997b).

A partir dos resultados obtidos nos testes de conversédo em fungéo do tempo, para
a temperatura de 50°C, apresentados nas Tabelas 4.12 e 4.13 e representados nas

Figuras 4.18 e 4.19, empregando-se 0 ajuste nado-linear disponivel no programa

Statistica ® (Statsoft Inc.), foi possivel obter os valores dos parametros a, b e g (equacao

4.12) para cada condigdo experimental utilizada neste trabalho. Estes ajustes sao

mostrados nas Figuras 4.20 e 4.21, e as equacdes na Tabela 4.15.

Com os valores de a, b e ge dos parédmetros cinéticos Km, Vmax € Ks (Tabela 4.10)

foi possivel calcular os parametros cinéticos K; e kcar apresentados na Tabela 4.16.

Tabela 4.15 - Equacdes obtidas pelo ajuste dos pontos experimentais de tempo (t) em
funcéo da converséo de celobiose em glucose (Xa) com a equacgéo (4.12),
para a temperatura de 50°C. Substrato: A = celobiose 2 g/L, B = celobiose

2 g/L + glucose 1,8 g/L, C = celobiose 20 g/L.

Equacéo ajustada

Substrato
t=aXa-bIn(1-Xa) - gXa? (Eq. 4.12)
A t=0,2181 Xa — 0,6696 In (1-Xp) - 0,7528 Xa?, r=0,9988
B t=-0,2779 Xa — 1,3146 In (1-Xa) + 1,9159 Xa?, r=0,9877

C t = -6,9089 Xa — 18,9913 In (1-Xa) + 9,3466 X2, r = 0,9984
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O Substrato A
® Substrato B

Converséo de celobiose (X,)

0 2 4 6 8 10 12 14
Tempo (h)
Figura 4.20 - Conversdo enzimética de celobiose em glucose em reator batelada nas

seguintes condicfes: 95 nl/L de celobiase, 50°C, pH 4,8; Substrato:
A = celobiose 2 g/L, B = celobiose 2 g/L + glucose 1,8 g/L.

Converséo de Celobiose (X ,)

0 20 40 60 80 100
Tempo (h)
Figura 4.21 - Conversdo enzimética de celobiose em glucose em reator batelada nas

seguintes condicdes: 20 g/L de celobiose, 95 ni/L de celobiase, 50°C, pH

4,8, sem adicdo de glucose no inicio da reacao.
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A observacdo das curvas ajustadas mostradas nas Figuras 4.20 e 4.21 e Tabela
4.15 indica um bom ajuste aos dados experimentais, porém a analise da Tabela 4.16
indica resultados nao satisfatorios para os valores das constantes cinéticas, obtidas pelas

diferentes equacbes de a, be g

Pode-se notar na Tabela 4.16 que ndo ha muita coeréncia entre os valores
obtidos para a constante K; calculada a partir dos coeficientes a, b ou g Também os
valores de Kcg; resultantes dos parametros b ou g diferem daqueles obtidos a partir de
Vmax / ET = 158,6 mmol glucose/h.mL enzima para a inibicdo acompetitiva pelo substrato,
e 166,3 mmol glucose/h.mL enzima para inibicdo ndo-competitiva pelo substrato. Outra
inconsisténcia do modelo é o valor negativo obtido para alguns valores de K e Kcar, uma
vez que estas constantes ndo podem ser negativas. Inconsisténcia fisica semelhante foi
obtida para a hidrélise do amido (ZANIN, 1989; CARDOSO, 1977) e suspeitava-se que
a origem do problema estava na grande complexidade da reacéo de hidrélise do amido, a

gual envolve uma cinética multi-substrato.

Entretanto, no caso da celobiose, a reacdo aparenta ser razoavelmente simples:
um anico substrato e um unico produto, moléculas de baixo peso molecular, a enzima é
bastante estavel, e no entanto o mesmo tipo de inconsisténcia fisica apareceu quando o
modelo cinético integrado foi ajustado aos dados experimentais de conversdao para

tempos de reacdo desde zero até proximos de 100% de conversao.

Parece que as hipoteses usadas na obtencdo dos modelos cinéticos mostrados
na Tabela 4.8, ndo sao suficientes para descrever o curso total da cinética deste tipo de
reacdo de zero a 100% de conversdo. Ou estas hipoteses perdem a validade a altas
conversdes ou novas hip6teses tém que ser acrescentadas, como por exemplo, as
diferentes combinacbes de concentracdo de substrato e produto podem ter um efeito

complexo de inibicdo ou ativacdo da enzima (BELTRAME et al., 1983).

Assim, para o propdsito de modelar satisfatoriamente a hidrélise da celobiose para
toda a extensdo da reacdo, e com vistas a uma potencial aplicagdo industrial, novos
estudos fundamentais devem ser direcionados na investigacdo do fenbmeno que invalida

a aplicacdo do presente modelo na sua forma integrada.



5. CONCLUSOES

Neste capitulo apresentam-se as principais conclusfes obtidas na caracterizacéao
da enzima celobiase NOVOZYM 188, por meio dos ensaios descritos no capitulo 3 e com

base nos resultados apresentados no capitulo 4:

O conservante benzoato de sédio, utilizado na concentracdo de 1g/L, ndo causou

nenhuma interferéncia na atividade enzimatica.

A temperatura de maxima atividade da enzima para a faixa de pH de 4 a 4,8 foi

65°C, atingindo o valor de 17,8 nmoles/min.mg de proteina para o pH 4,5.

Para todas as temperaturas estudadas (40 a 75°C) a enzima apresentou atividade

maxima na faixa de pH de 4 a 5.

A energia de ativagao da enzima é da ordem de 11,0 kcal/mol para a faixa de pH
de 4 a 5.

A velocidade da reacdo de hidrélise da celobiose 2 g/L, pH 4,8 pode ser
calculada, para a faixa de temperatura de 40 a 75°C, pela equagdo (4.1):
v = 2,6099 10° exp(-11 005/RT), r = 0,9985.

A enzima mostrou-se muito estavel para temperaturas até 50°C. Para
temperaturas mais altas a desnaturacdo da enzima segue razoavelmente o modelo de

decaimento exponencial: Kg = 2,5233.10°% exp(-81 574,3/RT), r = 0,9803.

A enzima apresentou inibicdo pelo substrato para concentracbes de celobiose
acima de 10 mM (3,42 g/L). Na concentracdo de celobiose de 20 g/L (58,5 mM) o desvio
entre a velocidade da reacdo com inibicdo pelo substrato e a que seria obtida se nao

houvesse inibicdo € da ordem de 45%.

Nos testes de conversao de celobiose em glucose, até aproximadamente 100%

nao foi constatada reversibilidade na reacao de hidrdlise.

Os pontos experimentais de conversdo em funcdo do tempo da reacdo de
hidrélise ajustaram-se aos modelos cinéticos integrados para os tipos de inibicdo
acompetitiva e nao-competitiva pelo substrato, e competitiva, ndo-competitiva ou
acompetitiva para o produto. No entanto os valores dos parédmetros cinéticos K; e Keat
calculados por meio desses modelos foram inconsistentes, indicando que as hipéteses
usadas ndo sdo suficientes para descrever a extensdo total da cinética deste tipo de

reacao de zero a 100% de converséo.
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Constatou-se a alta estabilidade térmica desta enzima na temperatura de 50°C e
pH 4,8 por meio do teste de conversao de celobiose 20 g/L em glucose, em que néo foi

observada reducéo da atividade enzimética apds 73 horas.

Novos estudos fundamentais sdo necessarios para elucidar o(s) fenémeno(s)
desconhecido(s) que invalida(m) a aplicacao na hidrélise enzimatica da celobiose, dos

modelos cinéticos integrados apresentados neste trabalho.



6. SUGESTOES

Neste trabalho buscou-se abordar uma ampla faixa de parametros importantes
acerca da enzima celobiase. No entanto, quando se trata do assunto “enzima”, sabe-se
da dificuldade da obten¢&o, num tempo restrito, de uma caracterizagdo completa. Assim,

fica como sugestéo para futuros trabalhos:

- O estudo da influéncia da purificacdo da enzima celobiase no mecanismo de

inibic&do pelo produto e pelo substrato.

- A imobilizacdo da enzima celobiase, determinando-se suas propriedades

cataliticas apos a imobilizagéo.

- A determinag&o do tempo de meia-vida operacional da enzima celobiase em

reator de leito fluidizado.

- A determinacdo dos parametros cinéticos (Km, Vmax € Ks) a 40°C, para

comparacado dos ajustes a 50°C.

- O ajuste dos dados de conversdao empregando as equacdes cinéticas na

forma diferencial, como a equacéo (4.10), ou combinacéo da (4.3) com a (4.4).

- Realizar ensaios de desnaturacao térmica a 55°C por um tempo longo a fim de

se verificar a estabilidade térmica.
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8. ANEXOS

8.1 ANEXO | —Atividade em funcéo da temperatura e pH

Serdo apresentados neste anexo os resultados dos ensaios de atividade em
funcéo da temperatura e pH cuja metodologia foi apresentada no item 3.2.4.c , sendo que

os resultados foram discutidos no item 4.2.3.

As Figuras 8.1.1 a 8.1.8 mostram os resultados da formacdo de glucose em

funcéo do tempo de reacéao, para a faixa de pH 3,0 a 7,0 e de temperatura de 40 a 75 °C.
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Figura 8.1.1- Micromoles de glucose formada em funcdo do tempo para a temperatura

de 40°C, variando-se o pH. Concentracdo de celobiose: 2g/L; concentracéo

de celobiase: 95ni/L. (y = micromoles de glucose, x = tempo (min),

R?= coeficiente de correlacdo da reta ajustada).
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Figura 8.1.2 - Micromoles de glucose formada em fungédo do tempo para a temperatura

de 45°C, variando-se o pH. Concentracdo de celobiose: 2g/L; concentracdo

de celobiase: 95ni/L. (y = micromoles de glucose, x = tempo (min),

R?= coeficiente de correlacéo da reta ajustada).
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Figura 8.1.3- Micromoles de glucose formada em fungcdo do tempo para a temperatura

de 50°C, variando-se o pH. Concentracdo de celobiose: 2g/L; concentracéo

de celobiase: 95ni/L. (y = micromoles de glucose, x = tempo (min),

R?= coeficiente de correlacdo da reta ajustada).
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Figura 8.1.4 - Micromoles de glucose formada em fungédo do tempo para a temperatura

de 55°C, variando-se o pH. Concentracdo de celobiose: 2g/L; concentracéo

de celobiase: 95ni/L. (y = micromoles de glucose, x = tempo (min),

R?= coeficiente de correlacdo da reta ajustada).
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Figura 8.1.5- Micromoles de glucose formada em fungcdo do tempo para a temperatura
de 60°C, variando-se o pH. Concentracdo de celobiose: 2g/L; concentracéo
de celobiase: 95ni/L. (y = micromoles de glucose, x = tempo (min),

R?= coeficiente de correlacdo da reta ajustada).
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Figura 8.1.6 - Micromoles de glucose formada em funcéo do tempo para a temperatura
de 65°C, variando-se o pH. Concentracdo de celobiose: 2g/L; concentracéo
de celobiase: 95ni/L. (y = micromoles de glucose, x = tempo (min),

R?= coeficiente de correlacdo da reta ajustada).
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Figura 8.1.7 - Micromoles de glucose formada em funcdo do tempo para a temperatura

de 70°C, variando-se o pH. Concentracdo de celobiose: 2g/L; concentracdo

de celobiase: 95ni/L. (y = micromoles de glucose, x = tempo (min),

R?= coeficiente de correlacdo da reta ajustada).
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Figura 8.1.8- Micromoles de glucose formada em fungcdo do tempo para a temperatura

de 75°C, variando-se o pH. Concentracdo de celobiose: 2g/L; concentracéo

de celobiase: 95ni/L. (y = micromoles de glucose, x = tempo (min),

R?= coeficiente de correlacdo da reta ajustada).
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8.2 ANEXO Il - Testes de estabilidade térmica da celobiase

Nas Figuras 8.2.1 a 8.2.7 apresentam-se os graficos dos testes de atividade a
50°C da enzima celobiase, incubada nas temperaturas de 40, 45, 50, 55, 60, 65 e 70 °C,

conforme metodologia descrita no item 3.2.4.d. Os resultados foram discutidos no item
4.2.5.
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Figura 8.2.1- Micromoles de glucose formada em funcdo do tempo para a enzima
incubada em celobiose 2g/L, pH 4,8, a 40°C. Os testes de atividade foram
conduzidos a 50°C em celobiose 2 g/L pH 4,8 e celobiase 95mni/L.
(y = micromoles de glucose, x = tempo (min), R?= coeficiente de correlacéo

da reta ajustada).
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Figura 8.2.2- Micromoles de glucose formada em funcdo do tempo para a enzima
incubada em celobiose 2g/L, pH 4,8, a 45°C. Os testes de atividade foram
conduzidos a 50°C em celobiose 2 g/L pH 4,8 e celobiase 95mni/L.
(y = micromoles de glucose, x = tempo (min), R?= coeficiente de correlacéo

da reta ajustada).
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Figura 8.2.3- Micromoles de glucose formada em funcdo do tempo para a enzima
incubada em celobiose 2g/L, pH 4,8, a 50°C. Os testes de atividade foram
conduzidos a 50°C em celobiose 2 g/L pH 4,8 e celobiase 95mni/L.
(y = micromoles de glucose, x = tempo (min), R?= coeficiente de correlacéo

da reta ajustada).
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Figura 8.2.4 - Micromoles de glucose formada em funcdo do tempo para a enzima
incubada em celobiose 2g/L, pH 4,8, a 55°C. Os testes de atividade foram
conduzidos a 50°C em celobiose 2 g/L pH 4,8 e celobiase 95mni/L.
(y = micromoles de glucose, x = tempo (min), R?= coeficiente de correlacéo

da reta ajustada).
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Figura 8.2.5- Micromoles de glucose formada em funcdo do tempo para a enzima
incubada em celobiose 2g/L, pH 4,8, a 60°C. Os testes de atividade foram
conduzidos a 50°C em celobiose 2 g/L pH 4,8 e celobiase 95mni/L.
(y = micromoles de glucose, x = tempo (min), R?= coeficiente de correlacéo

da reta ajustada).
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Figura 8.2.6 - Micromoles de glucose formada em funcdo do tempo para a enzima

incubada em celobiose 2g/L, pH 4,8, a 65°C. Os testes de atividade foram
conduzidos a 50°C em celobiose 2 g/L pH 4,8 e celobiase 95mni/L.
(y = micromoles de glucose, x = tempo (min), R?= coeficiente de correlacéo

da reta ajustada).
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Figura 8.2.7 - Micromoles de glucose formada em funcdo do tempo para a enzima
incubada em celobiose 2g/L, pH 4,8, a 70°C. Os testes de atividade foram
conduzidos a 50°C em celobiose 2 g/L pH 4,8 e celobiase 95mni/L.
(y = micromoles de glucose, x = tempo (min), R?= coeficiente de correlacéo

da reta ajustada).
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8.3 ANEXO Il — Influéncia da concentracéo inicial de substrato

Neste anexo apresentam-se os graficos de formacédo de glucose em funcdo do
tempo de reacdo para concentracdes iniciais de celobiose variando de zero a 20,0 g/L
(1,2 a 58,5 mM), conforme metodologia descrita no item 3.2.4.e. Os resultados foram
discutidos no item 4.2.8.
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Figura 8.3.1- Glucose formada em funcdo do tempo de reacdo, para concentracfes

iniciais de celobiose de 0,4 a 4,0 g/L. Os testes de atividade foram

conduzidos a 50°C, pH 4,8, celobiose 2g/L e celobiase 95ni. (y = glucose

formada (g/L), x = tempo (min), R?

ajustada).

= coeficiente de correlacdo da reta
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Figura 8.3.2- Glucose formada em funcdo do tempo de reacgdo, para concentracfes

iniciais de celobiose de 5,0 a 20,0 g/L. Os testes de atividade foram

conduzidos a 50°C, pH 4,8, celobiose 2g/L e celobiase 95mni (y = glucose

formada (g/L), x = tempo (min), R? = coeficiente de correlacio da reta

ajustada).



