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RESUMO

Este trabalho apresentou como objetivo principal, contri-
buir para a determinagédo da cinética da reacdo de hidrélise da
sacarose pela enzima invertase, em reator homogéneo do tipo ba-
telada, visando trazer subsidios para projeto de reator em es-

cala industrial.

As propriedades cataliticas da enzima invertase e os dados
experimentais utilizados para verificar a qualidade de ajuste
dos modelos desenvolvidos, foram obtidos em BERGAMASCO (1989).
A reagdo foi modelada a partir dos dados de conversdo em funcao
do tempo, para a hidrdlise de uma solugdo de sacarose a 85 %
p/v, pH = 5,0 e T = 55 °C.

Os resultados da modelagem mostraram que o0s pontos experi-
mentais foram bem ajustados pelo modelo de BOWSKI et alii,
quando incorporados os efeitos de desativacdo térmica da enzima
e da inibic¢do pelos produtos da reagdo. Também a hipdtese da
concentragdo de agua ser variavel, em funcido de ser consumida
no decorrer da reac¢do, foi incorporada ao modelo, sem prejudi-

car a qualidade do ajuste.

Resultados de simulagdo mostraram que, um aumento da con-
centragdo inicial de substrato requer maiores tempos de reacio

para se atingir uma dada conversdo.

Da simulagdo pode ser observado também que o melhor desem-—
penho é obtido para uma faixa de temperatura de 50 a 55 °C, en-
quanto que para uma temperatura de 60 °C observa-se uma sensi-
vel desativagdo térmica, chegando até a redugdo da conversao

maxima obtida.
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A hipétese de adigdo parcial de enzima com o restante dis-
tribuido ao longo do tempo, visando reducgdo no tempo necessario
para se obter conversdo maxima, mostrou que esta apresenta de-
sempenho inferior ao obtido pela adicdo total de enzima no ini-

cio da reacso.
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ABSTRACT

This work had as main objective, to contribute to the stu-
dy of the kinetics of sucrose hydrolysis by invertase, in a ho-
mogeneus reactor, aimining at increasing the knowledge necessa-

ry to project an industrial scale reactor for this process.

The catalytic properties of the enzyme and experimental
data used to verify the quality of the developed models were
taken from BERGAMASCO (1989). Sucrose hydrolysis has been mode-
led from conversion data obtained at pH 5,0, 55 °C and 85% w/v

sucrose concentration.

Modeling results have shown that experimental data was
well modeled by BOWSKI et alii (1971) model when the effects of
enzyme deactivation and product inibition were included. The
hypothesis of varying water concentration as a function of the

hydrolysis reaction has been included in the model.

Simulation results have shown that increasing initial
substrate concentration leads to longer reaction times to reach

equivalent high conversions.

From simulation it also can be observed that for shorter
conversion times, the temperatures of 50 and 55 °C are indica-
ted, while for 60 °C enzyme deactivation is noticeable, leading

to a reduction in the maximum conversion that can be reached.

Staged enzyme addition was studied, varying the fraction
of enzyme added at reaction time zero and subsequent addition
at constant flow rate up to complete the same quantity added
in the simple batch system. Simulation has shown that there is
no advantage in staged enzyme addition in spite off the notice-

able enzyme deactivation.
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I - INTRODUGAO

A sacarose (agucar de cana) é o acgucar de uso mais
difundido em paises de clima tropical, constituindo-se também
num produto de exportagdo, o que lhe confere um grande uso em
nivel mundial. Apresenta um poder adocante razoavel, fornecendo
melhor paladar aos alimentos que a contém. Além disso,
contribui para a melhoria de aspectos como aparéncia e vida de
prateleira dos alimentos, atuando também como fonte energética.
Devido ao alto grau de desenvolvimento tecnoldégico dos métodos
de produgdoc e refino e o seu baixo custo relativo a outros
ado¢gantes, a sacarose é uma das substédncias mais dificeis de

serem substituidas.

Apesar de todas estas caracteristicas positivas, a
sacarose apresenta alguns aspectos indesejaveis para um
adogcante. Por exemplo: ndo ¢é adequada para diabéticos,
apresenta uma baixa relagdo poder adogante/contetdo energético,
entre outros. Aspectos como estes, tém levado & busca de
alternativas que venham a substituir a sacarose para alguns

grupos de consumidores.

Alguns adogantes sintéticos, como a sacarina, vém sendo
utilizados, porém, seu uso ainda é restrito a algumas
aplicagdes. Além disso, apresentam um sabor residual amargo, o
que nao satisfaz as caracteristicas organolépticas desejaveis
nos alimentos. Sob esse ponto de vista, a frutose ou aguicar de
frutas, constitui-se numa grande alternativa & substituicdo da

sacarose.

A frutose é um dos mais importantes agucares naturais,
sendo encontrada nas frutas e vegetais, e constituindo-se
responsavel por aproximadamente metade da matéria seca do mel.
Glicose e frutose, cada uma, formam metade da molécula de
sacarose e, como no caso de outros acucares naturais, fazem

parte da alimentacg¢do humana.



A diferenga bésica entre frutose e sacarose é que, emn
solugdo, enquanto a sacarose apresenta uma forma uUnica de

molécula, a frutose ¢é uma mistura de formas andmeras de

piranose e furanose, nas configuragdes o e B. As proporcdes
relativas destas formas afetam a dogura da solucdo. Seu poder

adogante €& maior na forma cristalina, onde aparece como

p-D-frutopiranose. Quando comparada a sacarose, apresenta poder
adogante 1,3 a 1,8 vezes mais que esta, apesar de possuir o
mesmo valor caldrico de outros agucares (4 kcal/g). A vantagem
de sua utilizagdo é que, por ser mais doce que a sacarose, pode
ser usada em menores quantidades, reduzindo o poder calérico do
alimento. Além disto, a frutose é um adogante higroscépico, o
que a torna atrativa nas aplicag¢des onde a retencdo de umidade

é desejavel.

A frutose tem sido utilizada na formulacdo de geléias,
tortas, bolos, refrescos em pd, gelatinas, sorvetes, iogurtes,
balas e produtos de confeitaria. Também ¢é empregada como
adogante, na forma pura e em mistura com outros, como por
exemplo a sacarina, onde tem 0 poder de mascarar o sabor
residual amargo da mesma. E utilizada também para disfarcar o
sabor amargo do café de baixa qualidade e dos componentes do
cacau no chocolate. Na indistria de sorvete é aplicada para
evitar a textura granular causada pela cristalizacdo da

lactose.

Na dieta humana a frutose é encontrada na taxa média de
50 g/dia; n&o causa hiperglicemia, como ocorre com a sacarose,
sendo por isso mais tolerada pelos diabéticos, pessocas idosas e
pessocas que sofrem de alguma disfuncdo de metabolismo da
glicose e necessitam de um controle rigoroso do nivel de acucar

no sangue.

Fora do Brasil, o wuso da frutose ¢é mais difundido,
principalmente devido ao seu alto poder adocante. Nos Estados

Unidos é consumida em grandes quantidades na forma de xarope de



alto teor de frutose, obtido pela isomerizacdo enzimatica da
glicose, proveniente da hidrdlise de amido de milho (BASTA,
1982).

O Brasil é um pais privilegiado pela vasta producido de
agucar, sendo que, em algumas situagdes, o excesso de producdo
ou queda de exportacdo causam problemas no mercado. No entanto,
a possibilidade de utilizagdo de aglcar para a producdo de
frutose, através da hidrélise da sacarose, abre mercados

potenciais:

- A nivel de mercado interno, desenvolvendo os seguintes

enpregos:

. confeitos de centro macio, doces e balas;
. produtos de baixa caloria;

. uso conjunto com adogantes sintéticos;

. produtos para diabéticos;

. produtos de confeitaria com elevada umidade de massa.

- A nivel de mercado externo, suprindo o mercado de frutose

cristalina.

Os primeiros métodos de producdo industrial de frutose
basearam-se na hidrélise da inulina (polimero da frutose) e na
precipitacdo da frutose constituinte da sacarose, em meio
alcalino, na forma célcica, o qual é posteriormente acidificado
para liberar a frutose. Estes métodos ndo alcang¢aram sucesso
comercial, por ndo serem economicamente competitivos com a
sacarose (CASTELLANI, 1973).

Dos métodos de produgdo de xarope de glicose e frutose, e
posterior separagdao da frutose, os que mais alcancaram sucesso
comercial foram aqueles derivados da inversd3o da sacarose e da
hidrélise do amido de milho, que devido ao alto rendimento,

permitem a produgdo de frutose em larga escala.



A sacarose € o acgucar industrialmente mais importante,
seguido pela D-glicose, D-frutose, lactose e maltose. Ela &
obtida principalmente a partir da cana-de-agucar e da beterraba
agucareira. E um agucar ndo redutor, constituido por uma
unidade de D-glicose e outra de D-frutose (WHISTLER & ZYSK,
1978; MORRISON & BOYD, 1961).

Industrialmente a inversdo pode ser realizada através de
dois processos distintos: a inversdo quimica, por Aacidos
minerais ou orgdnicos e, a inversdo biolégica, por acao da
enzima invertase. O estdgio final destes processos & o
desdobramento das moléculas de sacarose em dois

monossacarideos: glicose e frutose.

A  inversdo quimica, do ponto de wvista industrial, ¢é
relativamente mais facil, por nadoc necessitar de pessoal
qualificado para sua execugdo, porém o produto final apresenta
qualidade inferior, quando comparado aquele obtido por meio
bioldégico. O emprego de agentes corrosivos (acidos ou bases)
apresenta sérios inconvenientes, tanto para a seguranga dos
operarios, como para a manutencdo dos equipamentos. Ha também o
problema de neutralizagdo final do produto. Normalmente, esta é
feita adicionando-se cal ao xarope, 0 que acarreta a formacéo
de incrustagdes nos equipamentos, além de provocar a perda de
agucares durante o armazenamento, devido a presenca de sais
soluveis de célcio que formam complexo com a frutose.

O produto de aglcar 1invertido mais conhecido é o Golden
Syrup, comercializado na Europa. Foi obtido originalmente pela
hidrdélise &cida da sacarose, empregando-se o &acido sulfurico
diluido. Consiste de uma mistura de 48 a 50% de acucar

invertido e 31 a 33% de sacarose.

A inversao bioldgica se processa com a enzima invertase na

faixa de 50 a 55 °C, com pH 4,5 a 5,5; sendo que o tempo de



reagdo varia de acordo com a concentragdoc de sacarose presente

na mistura.

Durante a Segunda Guerra Mundial, quando se fez sentir a
escassez de é&cido sulfurico, o Golden Syrup passou a ser
produzido pelo processo enzimatico, utilizando-se enzima
invertase imobilizada, e este deve ter sido um dos primeiros
processos de produgdo em larga escala, que empregou a
tecnologia de imobilizagdo de enzimas. A matéria-prima foi a
sacarose de beterraba e o produto continha 42 a 49% de acucar

invertido e 32 a 38% de sacarose (BUCKE, 1981).

Em fung¢do disto, os paises ndao produtores de cana-de-
agucar e Dbeterraba procuraram uma matéria-prima da qual
pudessem obter o xarope de glicose e frutose para separar a
frutose. A opgdo utilizada foi o amido. Assim, nos Estados
Unidos, em 1975, foi 1implantada a primeira industria de
produgdao de xarope a partir do amido de milho, utilizando a
enzima glicose isomerase para isomerisar a glicose a frutose
(CARASIK & CARROLL, 1983). Este processo é atualmente empregado
nos Estados Unidos e Europa (BARKER, 1976).

Para os paises que s&c produtores de acgucar de cana em
larga escala como o Brasil, a alternativa mais viavel de
producdo de xarope de glicose e frutose é a partir da
inversdao da sacarose. Para que esta alternativa torne-se
economicamente viavel, h& necessidade de se conhecer a cinética
da reagdo de hidrdélise, para fins de projeto do reator

industrial e determinacdo das condigfes 6timas de operacio.

A cinética, de um modo geral, procura caracterizar e
analisar os fatores que influenciam a velocidade de uma reacio

quimica.

A hidrdélise enzimatica da sacarose, como toda reacdo, tem

sua velocidade influenciada por diversos fatores, tais como:



concentragdes de substrato, produto e catalisador; temperatura;
pH; entre outros. O conhecimento da cinética da reacdo quimica
auxilia na determinagdo do tempo de residéncia no reator,
simulagdao de processo em diversas condigdes de operacgido e
fornece parametros para um melhor controle de processo,

possibilitando a sua utilizacdo técnica e econdmica.

Considerando-se o mercado potencial de agucar invertido, o
incentivo financeiro fornecido pela frutose, uma vez que O
rendimento desta é de aproximadamente 50% em peso e o

diferencial de prego de 1 para 5, objetivou-se neste trabalho:

(1) desenvolver um modelo cinético a partir do modelo de BOWSKI
et alii (1971), aplicével ao projeto de um reator batelada
operando sob condigdes isotérmicas, utilizando os dados
exXperimentais obtidos por BERGAMASCO (1989) para estimativa dos

parémetros cinéticos;

(ii) determinar através de simulagdo com o modelo cinético que
melhor ajustar-se aos dados experimentais, a influéncia da
concentragdo de substrato e da temperatura no desempenho da

reagao;

(1iii) desenvolver, a partir do modelo cinético anterior, um
modelo aplicavel a operagdo de um reator batelada sob condic¢des
isotérmicas, considerando apenas uma fracdo da quantidade total
de enzima presente inicialmente no reator, e o restante a ser

adicionado linearmente com o tempo;

(iv) determinar, através de simulacdo com o modelo anterior, a
influéncia da forma de adigdo de enzima ao meio reacional no

desempenho da reacéo.



II - REVISAO BIBLIOGRAFICA

O enfoque da revisdo bibliografica serd concentrado nos
seguintes toépicos: (i) sacarose; (ii) enzimas; (iii)
propriedades cataliticas da enzima invertase; (iv) cinética da

enzima invertase em reator batelada.

2.1 - SACAROSE

A sacarose €& o dissacarideo mais importante, tanto pela
quantidade e freqiéncia com que é encontrada na natureza, como
pela sua importancia na alimentac¢do humana. O conhecimento da
existéncia deste agucar data de milénios, havendo citacdes da
sua fabricagdo na India, j& ao redor de 300 a. C. (BOBBIO, F.O.
& BOBBIO, P.A., 1985). Apesar de sua fonte principal ser a
cana-de—-agucar, a sacarose é encontrada em todas as plantas que

realizam o processo da fotossintese.

Sendo um dissacarideo ndo redutor, a sacarose ndo reage
com a solugdo de Fehling ou solugdo amoniacal de ions prata,
nem sofre muta-rotacdo. E facilmente hidrolisada por solucgdes
diluidas de &cidos minerais ou por enzimas (invertase), com

formacdo de D-glicose e D-frutose.

A configuragdo dos carbonos anoméricos da molécula de

sacarose (CypH,0::) foli determinada enzimaticamente. Como a

P

sacarose ¢é hidrolisada pela enzima invertase que ataca as
ligacgdes B-frutofuranosidicas, conclui-se que a ligagéo
glicosidica é a «a-D-glicose-B-D-frutose, e que a frutose, na

molécula de sacarose, estd na forma de anel furanosidico, como

mostrado na Figura 2.1.

2.2 - ENZIMAS

Enzimas sao catalisadores bioldgicos formados por

proteinas, que participam das reacgdes metabdlicas de todos os



organismos vivos. Atuam de forma a acelerar uma reacao
bioguimica, reduzindo a energia de ativacdo, sem no entanto
alterar a constante de equilibrio ou a energia livre da reacéao.
Como a enzima ndo é consumida na reagdo, sua acdo catalitica é
semelhante a dos catalisadores inorgadnicos. O que a distingue
de um catalisador sintético (quimico) é a sua capacidade de
catalisar uma reacdo sob condigdes brandas, como em solugdes
aquosas a temperatura e pressdo normais, com conseqliiente
diminuigdo de risco de desnaturagdo térmica dos compostos
termolabeis, além da redugdo das necessidades energéticas e dos

efeitos corrosivos (DIXON & WEBB, 1979; BAILEY & OLLIS, 1986).
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FIGURA 2.1 - Representacéo Esquematica da Estrutura da

Sacarose.

Com a compreensao da natureza das enzimas e do seu
potencial catalitico, houve uma ampliagdo do campo de
utilizac¢do industrial, tal como para producdo de alimentos,
cerveja, produtos téxteis e farmacéuticos, entre outros. Devido
a sua natureza protéica e sua conformacdo tridimensional, as
enzimas apresentam altissima especificidade ao substrato,
caracteristica que elimina a obtencéo de subprodutos

indesejaveis na reacdo, diminuindo, desta forma, os custos de



separagao de produtos, bem como, os problemas de tratamento de
efluentes (SEGEL, 1975; BAILEY & OLLIS, 1986). Na Tabela 2.1
comparam-se as enzimas com o0s catalisadores quimicos, enquanto
na Tabela 2.2 apresenta-se como exemplo, a energia de ativacao
e a velocidade de reagdo para a decomposicgdo do perdxido de

hidrogénio, com e sem catalisador.

TABELA 2.1 - Comparacgdo entre Enzimas e Catalisadores Quimicos
(ZANIN, 1989).

CARACTERISTICA ENZIMAS CATALISADORES

QUIMICOS

1. Especificidade ao substrato alta baixa

2. Natureza da estrutura complexa simples

3. Sensibilidade a temperatura e pH [alta baixa

4. Condigdes de reacgédo brandas drasticas

(temperatura, pressao e pH) (geralmente)

5. Custo de obtencgao (isolamento e alto moderado

purificacgéo)

6. Natureza do processo batelada continuo

7. Consumo de energia baixo alto

8. Formagdo de subprodutos baixa alta

9. Separacgdo catalisador-produto dificil/cara |[simples

10. Atividade catalitica alta baixa

(temperatura ambiente)

11. Presenca de cofatores sim nao

12. Estabilidade do preparado baixa alta

13. Energia de ativacgéo baixa alta

14, Velocidade de reacéo alta baixa

Convencionalmente as reacdes enzimaticas s&o conduzidas
em processos batelada, onde incuba-se a mistura do substrato
com a enzima, e no final do processo esta é separada do produto
por meio de desnaturagdo térmica ou variagdo dréstica do pH,
devido a inviabilidade econdmica de se recuperar a enzima ativa

para posterior reutilizacdo (BAILEY & OLLIS, 1986).
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TABELA 2.2 - Energia de Ativagdo e Velocidade de Reacdo
Para a Decomposigdo de Perdxido de Hidrogénio
Com e Sem Catalisador (HARTMEIER, 1988).

CATALISADOR ENERGIA DE ATIVACAO VELOCIDADE RELATIVA DE
(kJ/mol) REACAO

Ausente 75,4 1

Platina 50,2 2.10°

(Quimico)

Catalase 8,4 3.10°

(Enzima)

Para superar os problemas de baixa estabilidade, elevado
custo de obtengdo e dificuldade de separacdao do substrato e
produto, tem-se estudado meios de tornar as enzimas insoluveis
na solucao de substrato. Esta operagdo de ligar quimica ou
fisicamente as enzimas em suportes sbélidos insoluveis no meio
reacional, deu origem &as enzimas imobilizadas. Desta forma,
obtém-se catalisadores que, além de serem altamente especificos
para um dado substrato, sdc mais estédveis e no final do
processo sao facilmente separaveis do produto, simplificando as
etapas de purificagdo, com conseqgiientes vantagens econdmicas no

processo.

2.2.1 - Invertase

Invertase ou Frutofuranosidase (E.C.3.2.126) é uma enzima
que catalisa a hidrdélise da sacarose, produzindoe o que
comumente se denomina agucar invertido, que consiste numa

mistura equimolar de glicose e frutose.

O termo inversdo, aplicado & hidrélise da sacarose, foi
derivado da observagdo da inversdo de rotagdo 6tica da solucao

durante a reacao.
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Essa enzima possul a capacidade de dividir a molécula de

sacarose em glicose e frutose. O principio ativo, causador da

descoberto (WISEMAN &

1975).

inversdo, foi

WOODWARD,

em 1833 por Berthelot

A invertase apresenta-se em duas formas: a extracelular

com cerca de 80% do total da invertase na célula, e a forma

intracelular com os 20% restantes. A forma extracelular é uma

glicoproteina com cerca de 50% de carboidratos, ao passo que a

intracelular é destituida dos mesmos. As duas formas apresentam

atividades especificas similares, mas sua composicdo de

amincadcidos ¢é diferente. A invertase extracelular contém

cisteina, enquanto a intracelular nido (GASCON et alii, 1967).
Na Tabela 2.3 apresentam-se algumas propriedades da

invertase intracelular e extracelular.

TABELA 2.3 - Propriedades da Enzima Invertase Extracelular e

Intracelular (GASCON et alii, 1967).

INVER- Mol |CARBOI-| ATIVIDADE | K, (mM) |ATIVIDADE | ESTABILI-
TASE DRATO | ESPECIFICA | Sacarose| OTIMA - | DADE - pH
(%) (Unidades/ pH
mg
Proteina)
Externa | 270000 50 2700 26 3,5 -5,5[3,0 - 7,5
Interna | 135000 3 2900 25 3,5 - 5,5[6,0 - 9,0

A temperatura o6tima de agdo dessa enzima depende do grau

de purificagdo da mesma e da concentracdo do substrato, tendo
sido encontrados valores entre 23 °C e 55 °C (DRAETTA,
1971/72) .

O mecanismo de agdo da invertase ndo ¢é conhecido, mas

estudos com enzimas tém sugerido o envolvimento de um &nion
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carboxilato e uma histidina residual na atividade catalitica
(WOODWARD & WISEMAN, 1982).

Umn mecanismo para formacdo do complexo ativo invertase-
sacarose foi proposto por Laidler (citado por BOWSKI et alii,

1971), o qual é representado na Figura 2.2.

2.2.2 - Inversdo da Sacarose

Industrialmente a inversdo pode ser realizada através de
dois métodos distintos: a inversido quimica por meio de &acidos
minerais ou organicos, e a inversdo biolégica, por acidoc da

enzima invertase.

Tanto por meio quimico, como bioldégico, o estagio final é
0 desdobramento da molécula de sacarose em dois acgucares

simples: glicose e frutose.

2.2.2.1 - Inversado Quimica

A inversao quimica, do ponto de vista industrial, &
relativamente mais féacil, por ndo necessitar de pessoal
qualificado para sua realizacdo. Porém, o produto final tem
qualidade inferior quando comparado aquele obtido por meio

bioldgico.

0O emprego de agentes corrosivos apresenta sérios
inconvenientes, tanto para a seguranca dos operadores, como
para a conservagdo dos equipamentos. H& também o problema de
neutralizagao final do produto. Normalmente esta ¢é feita
adicionando-se cal ao xarope, O que provoca incrustacdes nos
equipamentos, além de ocasionar perda de agucar durante o

armazenamento, devido a presenca de sais soluveis de céalcio.
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Geralmente o &cido empregado é o sulfurico, diluido na

proporgao de 1:5, e usado na quantidade de 1 litro para 1000
litros de xarope a 60 °Brix. Apds a completa mistura, o xarope

€ submetido a agitagdo na temperatura de 85 °C durante 1 hora,

sendo em seguida enviado aos cristalizadores, onde é agitado

mals suavemente a temperatura de 75 °C, até se obter a inversio

desejada, o que se consegue apds 20 a 24 horas (CASTELLANTI,
1973).

2.2.2.2 - Inversao Enzimatica

Por via bioldgica consegue-se o desdobramento da sacarose
por agdo da invertase da levedura Saccharomyces cerevisiae var.
ellipsoideous, que segrega pouca quantidade de alcoolase, o que
significa pouca perda de agucares totais. Tais leveduras podem
ser adquiridas em empresas especializadas ou entdo
multiplicadas no proéprio laboratdério. A quantidade de levedura

seca & de aproximadamente 200 g para 1000 litros de xarope a

55 °Brix, porém as quantidades podem variar de acordo com o
teor de sacarose do xarope. O tempo de inversdo de 1000 litros

de xarope é cerca de 10 horas (CASTELLANI, 1973).

A temperatura do processo é de vital importéancia no
controle da inversdo da sacarose, e esta é feita com o objetivo
de se obter um =xarope concentrado, sem que a sacarose se

cristalize no final.

2.2.2.3 - Aplicagdes do Acguacar Invertido

As industrias de alimentos podem wutilizar o acuicar
invertido diretamente no processo. 0Os maiores consumidores sé&o
as fédbricas de balas e caramelos, que atualmente consomem
grandes gquantidades de xaropes glicosados obtidos do milho,
sendo que este ¢é um produto mais caro, de processamento

complexo e delicado.
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O xarope glicosado pode ser aproveitado na preparacido de
compotas, marmelada e geléias. Serve para adocar licores,
aperitivos e refrigerantes. E empregado em confeitaria na
fabricacdo de pédes especiais e na preparacdo de recheios de

biscoitos, além de outros tipos de massas de panificacéo.

Quando submetida a 200 °C, com o carbonato de amdénio,
transforma-se em corante caramelo, utilizado em aperitivos,
runs, cervejas, vinagres e até como aditivo na fabricacdo de
fumos especiais (CASTELLANI, 1973).

2.3 - PROPRIEDADES CATALITICAS DA ENZIMA INVERTASE

Como a principal caracteristica das enzimas é catalisar as
reacdes bioquimicas que ocorrem nos seres vivos, o estudo de
sua fungdo catalitica baseia-se na medida quantitativa da
velocidade de reagdo em que participam. Devido & sua natureza
protéica, sdo altamente sensiveis as variacdes de pH,
temperatura, concentragdo da propria enzima, entre outros
fatores; portanto, o conhecimento da atuacido destes parametros
sobre a reacdo enzimdtica permite a melhor utilizacdo das

propriedades cataliticas da enzima.

2.3.1 - Influéncia do Tempo de Reacdo - Método das Velocidades
Iniciais

A curva de progresso da maioria das reagdes enzimaticas é

da forma apresentada na Figura 2.3, onde a velocidade da reacdo

diminui com o tempo.

Os fatores que podem contribuir para esta reducdo sdo: (i)
os produtos da reagdo inibem a enzima; (ii) o grau de saturacéo
da enzima com o substrato pode diminuir, devido ao decréscimo
da concentragdo de substrato & medida que a reacdo avancga;
(iii) as reagdes reversas podem se tornar mais importantes a
medida que a concentragdo de produto aumenta; e, (iv) a enzima

(ou coenzima) pode sofrer inativacdo térmica ou peloc pH. Estes
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fatores podem agir isoladamente ou em conjunto, e portanto, a
curva da reag¢do enzimatica ndo segue exatamente as equacdes das
reagdes quimicas homogéneas (DIXON & WEBB, 1979; HAWCROFT,
1987).

A atividade enzimatica é determinada a partir da medida da
velocidade inicial da reagdo, uma vez que no inicio da reacao,
os fatores acima mencionados ndo tiveram tempo de se manifestar
e, conseqlentemente, neste ponto, as condigdes em que a reacdo
Se processa sao exatamente conhecidas. Por exemplo, para se
determinar o efeito da temperatura sobre a velocidade inicial
da reag¢ao, basta manter constantes todas as outras propriedades

(pH, concentrac¢do de substrato, etc) e variar somente esta.

oO>»Ham<zZQ00

m o

O->» 340 CO

TEMPO

FIGURA 2.3 - Representacdo de Uma Curva Tipica de Reacgao

Enzimatica.

A velocidade inicial é obtida a partir da primeira parte
da curva de progresso da reagdo, sendo que esta é praticamente
linear até aproximadamente 20% de conversdao de substrato em
produto (DIXON & WEBB, 1979).

A evolugdo da reagdo enzimatica pode ser acompanhada de

duas maneiras: (i) método de amostragem e, (ii) métodos
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continuos. No método de amostragem as andlises sdo realizadas
nas amostras retiradas em varios tempos, de modo que obtém-se
na curva de progresso, uma série de pontos isolados. Neste
método, geralmente determina-se a concentracdo de substrato ou
a de produto formado. Por ser um método descontinuo, necessita-
se no minimo de 3 amostras, uma no tempo zero da reacdo, outra
ap6és um tempo pré-estabelecido e a terceira, aproximadamente,
num tempo de duas vezes o da segunda amostra. Isto permite
verificar a linearidade da curva no intervalo de tempo
considerado. Por outro lado, no método continuo, as observacgdes
sdo feitas durante a reagdo por meio de um grande numero de
leituras ou por meio de registradores automdticos, obtendo-se
curvas continuas (DIXON & WEBRB, 1979).

2.3.2 - Influéncia da Concentragido de Enzima

Na maioria dos casos, sob determinadas condig¢ées, a
velocidade de transformagdo de substrato em produto é
proporcional & quantidade de enzima presente. Desvios da
linearidade podem ocorrer devido a: (i) presenca de pegquenas
quantidades de substéncias téxicas; (ii) presenga de um
ativador dissociavel da enzima, e (iii) limitagdes 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: (i) enzimas com alto grau de pureza; (ii)
substratos puros; e (iii) método de andlise confidvel (DIXON &
WEBB, 1979).

2.3.3 - Influéncia do pH
Geralmente as enzimas somente s3o ativas numa faixa
restrita de pH e, na maioria dos casos, ha&d um pH 6timo

definido.

O efeito do pH sobre a enzima deve-se as variacdes do

estado de ionizagdo dos componentes do sistema, a medida que o
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pH varia. Como as enzimas sdo proteinas que contém muitos
grupos 1ionizéaveis, elas existem em diferentes estados de
ionizagdo. 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 ativo (DIXON & WEBB,
1979).

Como a enzima é ativa somente num determinado estado de
ionizacdo, tem-se que a ionizagdo de dois grupos préximos ao
centro ativo determina a atividade, e estes sdo conhecidos como
0s grupos acido e bésico da enzima. Na Figura 2.4 mostra-se uma
curva tipica de atividade em fungdo do pH e os efeitos sobre a
carga dos grupos NH; e COOH, sendo que neste exemplo, o©
equilibrio entre as cargas positivas e negativas coincide com o

PH 6timo.

- pH .
COOH pH coo coo
‘ + —_ _._>
A NH3 NH3 NH2
T PP
| -
v H
|
D 6
A T
D !
E M
(o}

pH

FIGURA 2.4 - Curva Tipica de Atividade Enzimatica em Funcdo do
PH, Grupos NH, e COOH (HARTMEIER, 1988).

Dados apresentados por BERGAMASCO (1989) mostram que a
enzima invertase de Saccharomyces cerevisiae tem um pH onde

apresenta atividade méxima, compreendido na faixa de 3,5 - 7,0,
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sendo que o valor mais comum situa-se entre pH 4,5 e 5,5;
independente do substrato e do tipo de solucéao tampao

utilizado.

2.3.4 - Influéncia da Temperatura

A atividade catalitica das enzimas é altamente dependente
da temperatura, como no caso dos catalisadores convencionais.
Porém, & medida que se eleva a temperatura, dois efeitos
ocorrem simultaneamente: (i) a taxa de reacdo aumenta, como se
observa na maloria das reacgdes quimicas; e (ii) a estabilidade
da proteina decresce devido a desativacdo térmica (MESSING,
1975; CHIBATA, 1978; DIXON & WEBR, 1979).

A influéncia da temperatura sobre a atividade da enzima &,
geralmente, representada em termos de atividade relativa ou

velocidade de reacdo em fungdo da temperatura (Figura 2.5).

Freqlientemente, neste tipo de representacdo, a atividade
ndo é indicada em unidades internacionais, mas como atividade
relativa, isto é, a razdo entre a atividade real e a maior
atividade medida. Conseqlientemente, a temperatura 6tima tomada
deste tipo de grafico é erroneamente considerada constante
para a enzima em questdo, pols, a temperatura étima depende da
duragao e das condigbes em que foil realizado o ensaio. Observa-
se que, quanto menor o tempo de exposicdo maior é a
temperatura oOtima da enzima, portanto a curva de atividade-
temperatura é o resultado liquido da elevacdo da temperatura
(aceleragdo da reacdo) e o aumento da inativagdo (destruicdo da

atividade).

A desnaturagdo da enzima pelo efeito da temperatura
normalmente ¢é obtida incubando-se a enzima em &gua, solucdo
tampdo ou presenga de substrato por um certo periodo de tempo
e, em seguida, determinando-se a atividade. Os graficos séao
construidos relacionando-se a atividade relativa em funcdo do

tempo, como representado na Figura 2.6.
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FIGURA 2.5 - Atividade Relativa em Funcdo da Temperatura Para a
Invertase (IMAI et alii, 1983).

Dados apresentados por BERGAMASCO (1989), mostram que a
temperatura oOtima da enzima invertase depende das condicgdes
usadas. A presenca de substrato tem o efeito de aumentar a
estabilidade térmica da enzima, pois acredita-se que este,
ligando-se ao centro ativo ou parte dele, provoque uma mudanca
conformacional da estrutura enzimatica, conferindo-~lhe maior

resisténcia & temperatura (WISEMAN & WOODWARD, 1975).
2.3.4.1 - Energia de Ativagdo da Reacgdo de Hidrélise
Antes que uma molécula de reagente ou substrato venha a

se tornar uma molécula de produto, ela deve possuir uma certa

energia minima, para passar por um estado de transicdo. A
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quantidade de energia necessédria para que isto ocorra é chamada

energia de ativacgéao.

A
T 100 - 300C
| —

v “ ~ TTTTe—
| . 350C
D \ T
A
b ™~ 40 oC
E
: _ \ \
E 45 oC
S
{
D
U
A
L 50 0oC
(%) N
j N
4 8

TEMPO (HORAS)

FIGURA 2.6 - Atividade Relativa em Funcdc do Tempo - Enzima
Invertase Adsorvida em Resina IRA 93, Tampdo
Fosfato (0,01 M), pH 4,0 (BOUNDRANT & CHEFTEL,
1975).

H& duas maneiras de aumentar a velocidade de uma reacio:
uma delas consiste em aumentar a temperatura, a outra em
abaixar a energia de ativacdo. As células vivas existem a
temperaturas relativamente baixas entre 0 e 100 °C. A
temperatura da célula, poucas reacdes de metabolismo
intermedidrio ocorreriam a uma velocidade suficiente para
permitir o crescimento e manutencdo da célula. As células vivas
podem existir sob condigdes relativamente suaves porque elas
possuem as enzimas, que abaixam seletivamente as energias de

ativacdo das reagdes quimicas vitais.

Os dados de atividade em funcdo da temperatura, como
mostra a Figura 2.5, sdo uteis para se estudar o efeito da
temperatura sobre a reagao enzimdtica. Estes podem ser
analisados com auxilio da relacdo de Arrhenius, onde o
logaritmo da atividade ou da velocidade da reacgdo é plotado em
fungcdo do inverso da temperatura absoluta (CHEETHAM, 1985;
BAILEY & OLLIS, 1986; HARTMEIER, 1988):
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V =Ar-exp(-E, /R-T) (2.1)
onde:

Ar - Constante de Arrhenius;

E. - Energia de ativacdo da reacdo;

R - Constante da lei dos gases (1,987 cal/gmol.K);
T - Temperatura absoluta (K):

V - Velocidade inicial da reacdo.

Em reacgbles com alta energia de ativacdo, o acréscimo da
temperatura aumenta a velocidade da reacdo mais do que nas
reagbes com baixa energia de ativagdo. Normalmente as energias
de ativagdo para as reagdes enzimaticas estdo na faixa de
4 - 20 kcal/mol, de tal modo que a taxa de reacdo aumenta por
um fator entre 1,2 e 2,9 a cada elevacido de 10 °C (DIXON &
WEBB, 1979; CHEETHAM, 1985; HARTMEIER, 1988).

2.3.4.2 - Energia de Desativag¢io Térmica da Enzima

A energia de desativagdo (desnaturagdo da proteina) pode
ser obtida por um raciocinio andlogo ao da obtencdo da energia
de ativagdo, a partir dos dados de estabilidade térmica obtidos
incubando-se a enzima por um certo periodo de tempo, em
condigBes pré-determinadas, e dosando-se sua atividade apéds
cada intervalo de incubacéao. Na maioria dos trabalhos
realizados nesta &rea supbe-se que a velocidade de desnaturacao
¢ de primeira ordem em relagdo & concentracdo da enzima ativa e
segue a lei de Arrhenius (MARC, 1985). A partir desta hipétese,
a velocidade de desativagdo da invertase pode ser representada

pela equacéao:
r, = -K, -[E] (2.2)

K, =K;-exp(-E,/R-T) (2.3)
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onde:

[E] - Concentracgédo de enzima ativa;

Eq - Energia de desativacdo térmica da enzima;

K4 - Constante de desnaturacgdo da enzima em uma determinada
temperatura (h™?);

K°y - Fator exponencial (h™);

T4 - Velocidade de desnaturacdo térmica da enzima.

Fazendo-se um balango material em relagdo a enzima, para

um determinado reator, tem-se:
(d[E]/dt) =K, - [E] (2.4)
que integrando conduz a:

[E]=[E], -exp(K, - 1) ( 2.5 )
onde:

[E], - Concentracdo inicial da enzima ativa;

t - tempo de reacédo.

Considerando-se que as atividades enzimdticas iniciais sé&o
diretamente proporcionais a quantidade de enzima ativa (DIXON &
WEBB, 1979), tem~-se:

E A.
[ ]:_% (2.6 )
[E]o Ain
onde:
A;, - Atividade enzimatica residual observada no reator, apds

um certo periodo de incubacédo;
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A°, - Atividade enzimatica inicial observada no reator, sem

incubacdo da enzima.

A relagdo entre a atividade inicial e a residual num

determinado tempo é, portanto, do tipo exponencial:
A, =Aj exp (K, -t) (2.7 )

A partir das curvas de 1n(A;,/A%,) em funcdo do tempo,
pode-se obter o valor da constante de desnaturacido (Ky) para

uma determinada temperatura.

Outra caracteristica importante da estabilidade da enzima,
¢ o tempo de meia-vida (ti,2), que representa o tempo necessario
para que a atividade seja reduzida & metade do seu valor
inicial num determinado conjunto de condicdes. Se a atividade
decresce de acordo com a Equagdo (2.7), ha& uma relacgéo
inversamente proporcional entre o tempo de meia-vida e o

coeficiente de inativacéao:
t,, =(n0,5)/(-K,) = 0,693/K, (2.8)

A energia de desativagdo da maioria das enzimas
normalmente encontra-se entre 47 e 96 kcal/mol, sensivelmente
maior do que a energia de ativacdo que geralmente é inferior a
25 kcal/mol. Esta diferenga de grandeza entre a energia de
ativagdo e desativagdo deve-se ao fato que as enzimas sdo muito
mais ativas em baixas temperaturas e desnaturadas a
temperaturas mais elevadas. No diagrama de Arrhenius isto &
percebido pela diferenga nos coeficientes angulares das curvas,
onde, a baixa temperatura predomina o fendémeno da ativacdo e
quanto menor a temperatura, menor é o efeito da inativacéo

(Figura 2.7).
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Na Tabela 2.4 s&do apresentados valores para a energia de
ativagdo (E.), energia de desativagido (E4) e tempo de meia-vida
(ti/2) para a enzima invertase, onde se observa que a enzima

apresenta uma alta estabilidade a baixas temperaturas.

LNA

LNK K PREDOMINIO DA
AN ATIVAGAO (A)

=\

IS
A
PREDOMINIO DA \
DESATIVA QA O (K

INVERSO DA TEMPERATURA ABSOLUTA (1/T)

‘

FIGURA 2.7 - Coeficiente de Ativacdo (A) e Desativacdo (K) em
Funcao do Inverso da Temperatura Absoluta
(HARTMEIER, 1988) .

2.3.5 - Estabilidade Operacional

Para wuso industrial um dos fatores preponderantes é a
estabilidade operacional da enzima. Os fatores que estabilizam

e ilnativam as enzimas nd3oc sdao bem conhecidos.

Na auséncia de restricgdes difusionais a atividade decresce
exponencialmente com o tempo, porém, quando as limitagdes por
difusao estdo presentes, a atividade decresce linearmente com o
tempo (CHEETHAM, 1985), como se observa na Figura 2.8 - curvas

3 e 2, respectivamente.

De um modo geral, o processo de imobilizagdoc aumenta a
estabilidade operacional da enzima em relacdc & enzima livre,
(Figura 2.8 - curva 1). Isto pode ser um artificio provocado

pelas limitagdes difusionais, que faz com que somente uma
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fragao da enzima imobilizada seja ativa no inicio do processo,
permanecendo © restante como reserva que somente comecara a

atuar quando a atividade inicial estiver desnaturada.

TABELA 2.4 - Energia de Ativagdo (E,), Energia de Desativacédo
(E4) e Tempo de Meia-Vida (t;,») Para a Enzima

Invertase Comercial - NOVO.

ENERGIA DE| ENERGIA DE TEMPERA- TEMPO DE REFERENCIA
ATIVACAO DESATIVACAO | TURA (°C) | MEIA-VIDA
(kcal/mol) (kcal/mol) (dias)
7,32 - - - DICKENSHEETS et
alii (1977)
7,69 - - - MANSFELD,
SCHELLERBERGER
(1987)
7,85 141,17 60 0,02 CABRAL (1989)
54 1,1
50 15,5
45 475"
40 17410"

(*) Estimado a partir dos dados de estabilidade térmica da
enzima incubada em tampdo pH 4,7; durante 80 min a 60 °C, 27

horas a 54 °C, e 240 horas a 50 °C.

2.4 - CINETICA ENZIMATICA

A cinética enzimdtica é o ramo da enzimologia que lida com
os fatores que afetam a velocidade das reagdes catalisadas por
enzimas, avaliada através do aumento ou reducgdo da velocidade
da reagdo catalisada. A atividade da enzima e, portanto, a
cinética enzimatica, & determinada pela concentracdo da enzima,
concentragdo de substrato e sua disponibilidade, concentracio

de cofatores, concentragdo e tipo de inibidores (quando
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presentes), e ainda pH e temperatura. A influéncia da
concentragcao de enzima, temperatura e pH foram abordados no
item 2.3; neste item serdo analisados, principalmente, os

efeitos da concentragédo de substrato e produto na reacéo.

1
ATIVIDADE
ENZIMATICA
RESIDUAL
PERIODO DE USO
FIGURA 2.8 - Representacéao Esqueméatica da Estabilidade

Operacional de wuma Enzima Livre e Imobilizada
(CHEETHAM, 1985).

Convencionalmente, em cinética enziméatica, o conceito de
velocidade de reagdo estd associado & velocidade inicial, onde

a influéncia de muitos fatores é desprezivel.

2.4.1 - Hipb6tese do Equilibrio Rapido

Durante o final do século XIX, muitos pesquisadores se
dedicaram ao estudo das reacdes enzimaticas, e tentaram
explicar o comportamento destas reagdes em termos dos
principios de equilibrio das reagdes quimicas. A primeira
equagao geral para reagdes enzimdticas foi formulada por Brown
(1902) e Henri (1903), citados por SEGEL (1975), fundamentados
na hipdétese que a transformacgdo enzimdtica de Substrato (9)
em Produto (P), sO é possivel através de uma reacdo reversivel
que origina a formagdo de um Complexo Enzima (E) - Substrato
(ES), que se decompde formando os produtos da reacgdo. As outras

hipéteses formuladas foram:
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(1) a reagdo de formacdo do complexo enzima - substrato &
rapida;
(1i) enzima, substrato e complexo enzima - substrato estdo em

equilibrio, isto é, a velocidade de formacdo de ES e de sua
decomposicdo em E + S é muito maior que a velocidade de quebra

do complexo para formar E + P;

(1ii) a concentragdo de substrato é muito maior que a de
enzima, de modo que a formacdo do complexo ES nao altera a

concentracdao de substrato;

(iv) a velocidade global da reagdo é limitada pela decomposicao

do complexo ES, originando E + P;

(v) a velocidade é medida no inicio da reagdo, tal que a reacdo

reversa seja desprezivel.

Estas hipdteses foram verificadas experimentalmente por

Michaelis e Menten, e a reacgdo pode ser representada por:

K
E+S-——~"-?1—— ES —XP» E + p
-1

A hipdtese de equilibrio réapido ou de Michaelis-Menten
estabelece que a reagdo entre a enzima e o substrato estdo em

equilibrio.

A equagdo da velocidade da reagdo (V) pela hipdtese do

equilibrio rapido é obtida a partir do seguinte procedimento:

1. Escrever as reag¢des que envolvem a conversdo global de S em
P:

K
E+S—EL-‘ES—KP—>E+P
-1
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2. Escrever a equacgdo do balanco de massa para a enzima:
[E], =[E]+[ES] (2.9
onde: [E]: = Enzima Total

3. Escrever a equacgdo de velocidade global:

d|ES
__L_J:\h:KP{Es] ( 2.10 )
dt

4. Dividir o lado esquerdo da equacdo (2.10) por [E]l. e o lado
direito por ([E] + [ES]):

vV K, [ES]

_ (2.11 )
[E]l  ([E]+[ES)
5. Como a constante de equilibrio (Keq) é igual a
Km:&:[E]'[s] (2.12 )

K, [ES]
substituir [Es]=HLSJ (2.13 )

Keq

na Equacao (2.11):

K, -|E|'|S|/K
v _ K [E][S)K, N
[El [E]-(+[S)K.)
Cancelando-se [E] e chamando V;“::KP{EL ( 2.15 )

de velocidade de formacdo do produto a partir da equacéo:

K
ES ——> E+ P
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obtém-se:
v _ 8]
Vo K +[9] t2.16)

A Equacgdo (2.16) ¢é a expressao cinética (equacdo de
velocidade) para a conversdo de S em P e sb6 é valida quando Ky
¢ muito menor que K.;, pois quando estas constantes si3o da
mesma ordem de grandeza, a concentracdo do complexo ES nao é
fixada apenas pelas concentragdes de S, E e pela constante de
equilibrio K.;. Quando isso ocorrer, a equacdo de velocidade

deve ser obtida a partir da hipdtese do estado estacionario.

As principails razdes para O uso extensivo do tratamento do
equilibrio réapido sao: (1) este tipo de analise permite
encontrar a equag¢do de velocidade na auséncia de um
conhecimento prévio da ordem de grandeza relativa das
constantes de reag¢do, uma vez que as equacgdes da velocidade séao
obtidas apbds a analise das constantes de equilibrio entre as
varias espécies envolvidas na reagdo. Se os dados experimentais
puderem ser ajustados pela equacdo encontrada, tem-se um
mecanismo cinético simples para o sistema; caso contréario,
deve-se procurar modelos mais complexos; e (ii) em muitos casos
O tratamento do equilibrio réapido e do estado estacionéario
conduzem a uma equagdo final da velocidade da mesma forma,

porém as constantes ndo sdo as mesmas.

2.4.2 - Hipétese do Estado Estacionario

Em 1925, Briggs e Haldane (citados por SEGEL, 1975)
deduziram uma equagdo de velocidade que n3o necessitava da
restrigdo de equilibrio réapido requerido pelo método de Henri,
Michaelis e Menten. Esses pesquisadores assumiram que apds um
curto periodo de tempo do inicio da reacdo (da ordem de
microsegundos, desprezivel para a maioria dos efeitos

praticos), atinge-se um estado estacionario, onde a variacdo da
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concentragdo do complexo ES com o tempo é desprezivel quando
comparada com a concentragdo de S e P, isto é, a velocidade de
formagdo de ES é igual a sua velocidade de decomposicdo. O
nivel de estado estaciondrio é igual ao nivel de estado de
equilibrio se K, é muito pequeno em relacdo a K.;. Por outro
lado, se K, é comparavel a K.; ou maior, o nivel de estado
estacionario deve ser bem menor que o nivel de equilibrio, isto
€, a decomposicdo de ES em E + P é tdo rapida que nunca se

atingiria um nivel em que E e S estariam em equilibrio.

A equagao da velocidade por este procedimento é obtida da

sequinte forma:

1. ES é formado a partir de:

Kj
E + § === ES

K

sendo que a reagdo reversa:

E+P——»ES

¢ desprezada porque no inicio a concentracdo do produto é

pequena

2. ES decompbe-se por dois processos:
K Kp
ES E+ S € ES ———> E+ P

3. Velocidade de formacao de ES:

@:Kl-[E]-[S] (2.17 )

4. Velocidade de decomposigdo de ES:
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d[ES]

—~C—lt—:(K_,+KP)-[ES] (2.18 )
L (d[ES]j ( d[ES]]
5. No estado estacionario |—+4—3|=|-—L-—43/=0 ( 2.19 )
dt dt
portanto, K,-[E]-[S]=(K, +K,) -[ES] (2.20 )

e [Es]{KI—’[SL}.[E] (2.21 )

(K, +K,)

6. Substituindo-se as Equag¢des (2.9) e (2.10) em (2.21), tem-se

que:

V K, -[ES]

[EL  ([E]+[Es)

(2.22)

7. Substituindo-se os valores de [ES] (etapa 5), V. (Equacao

2.15) e rearranjando, obtém-se:

S
vV _ [8] (2.23)
Voo (Ka +[S)
(K, +K,;)
onde K =-——7—= (2.24)
Kl
K. = constante de Michaelis-Menten, que expressa a relacdo

entre as concentracgdes no estado estacionéario.

A Equagdo (2.23) é idéntica a obtida por Henri, Michaelis
e Menten (Equagdo 2.16), mas as constantes tém significado
diferente, uma vez que as suposigdes restritas feitas por estes

pesquisadores sdo um caso especial do tratamento do estado

estacionario. Quando K, << K.y, szK_l/K‘:Ke‘I , de modo que K, é
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a constante de dissociagdo do complexo ES. Por outro lado se

K << Ky, K_,=K,/K, = constante cinética.

A equagdo da velocidade pode ser escrita como:
(Vaur = V)-(K,, +[S]) =K, - V., ( 2.25)

que é uma segdo retangular de uma hipérbole com limites V,.. e
{(=Kn) . Portanto, a representagcdao grafica da equacgdo da
velocidade é uma curva do tipo mostrado na Figura 2.9, onde se
representa a velocidade inicial (V) em fungdo da concentracdo
de substrato ([S]).

2.4.3 - Modelo Generalizado Para Reag¢des Com Um Substrato

A maioria das reacgdes enzimadticas de interesse comercial
envolvem um unico substrato, que é degradado em produtos mais
simples (hidrdlise), ou alterado na sua configuracdo quimica
(isomerizagdo) . Uma situagédo freqtiente é a inibicgéao
(reversivel) pelos produtos da reagdo ou pela alta concentracao
de substrato, cujo efeito é reduzir a velocidade da reacédo

catalisada.

Qualquer substéncia que reduza a velocidade de uma reacdo
enzimdtica pode ser considerada como um inibidor. Estudos de
inibicgéao, freqiientemente indicam algo com relacéao a
especificidade de uma enzima, a arquitetura quimica e fisica do

sitio ativo e o mecanismo cinético da reacdo.

Os principais tipos de inibicdo sdo (SEGEL, 1975; DIXON &
WEBB, 1979):

2.4.3.1 - Inibig¢ao Competitiva
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O inibidor (I) se liga com a enzima de forma mutuamente
exclusiva ao substrato, formando o complexo (EI). Este tipo de
inibidor compete com o substrato pelo mesmo sitio catalitico e,
neste caso, ha alteragdo da afinidade da enzima pelo substrato
(Kn), porém a reatividade do complexo ativo (ES) permanece

inalterada (Viax) .

vV E P
E M g R /—\
L o
R
. ° /
p -
? g M E[ /
© o rls \ //
A A
E g
b s
T
E o
, °
E
NS
i
P
c g R
'
o
M
Ao o
Loy
T
™ o 2

CONCENTRAGAO DE SUBSTRATO, [S]

FIGURA 2.9 - Velocidade 1Inicial em Funcdo da Concentracdo de
Substrato (SEGEL, 1975).

A reacdo enzimética na presenca de inibidor competitivo é

representada por:

K
E+S-?1—-ES**KP—* E+P
-1

EI

A expressdo cinética a partir da hipdtese do equilibrio

rapido ou do estado estacionério, €& dada por:
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v=v,,- L
- [Km ~(1+[I]/Ki)+[s]]

( 2.26 )

2.4.3.2 - Inibic¢ao Nao Competitiva

Um inibidor ndo competitivo c¢léssico nd3o tem efeito na
ligagdo do substrato e vice-versa. (S) e (I) se ligam
reversivel, aleatdria e independentemente, em sitios
diferentes. Esta inibigdoc é caracterizada pela existéncia de um
complexo inativo (ESI), formado pela ligacdo de (I) com (ES) ou
pela ligagdo de (S) com (EI), onde o complexo (EI) tem a mesma
afinidade que (E) pelo substrato (K,), porém a reatividade ¢é
alterada (Vipax) .

A reagdo enzimatica na presengca de um inibidor néao

-competitivo é representada por:

K
E+S l. g X, pg+p
1
+ +
I I
J
K; Kj
Kj
El + S ESI

Sua expressdao cinética, seguindo raciocinio andlogo ao

anterior, é dada por:

o [S] :
V=V Km_[1+([I]/Ki)]+[s].[1+([I]/Ki)]

(2.27 )

2.4.3.3 - Inibig¢do do Tipo Mista
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E a mais fregliente na pratica, sendo gque um caso
particular deste tipo é a inibicéo acompetitiva, caracterizada
pela auséncia na molécula enzimatica de um sitio para se ligar
ao inibidor (I), o qual sé é formado depois que a enzima se
uniu ao substrato (ES). Portanto, o inibidor sé pode formar
complexos tercidrios EIS ou ESI inativos. O sistema pode ser

considerado como uma mistura de inibigdo competitiva parcial e

inibigdo néo competitiva pura, quando o' (fator que multiplica
Ks quando o inibidor se liga & enzima) é& maior gque 1 (SEGEL,
1975) .

O equilibrio é mostrado por:

K
E+8§ .._E‘_ ES - X . g+p

K
El + § =~—S= ESI

A expressdo cinética que representa o fendmeno, obtida por

raciocinio andlogo aos anteriores, é dado por:

o [s]
V=V... Km'[1+([I]/Ki)]+[sl'[l+([I]/Ki5)]

(2.28 )

Na maioria das reacdes enzimadticas a formagdo de ndo mais
que dois produtos é tipica. Freqgiientemente a transformacido de
substrato pode ser formalmente tratada como uma rea¢ao em duas

etapas, com uma constante catalitica (K,) (SIIMER, 1978).

K
E+S—--—~K.1 ES —K2 » E+ P + Py
1
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ZANIN (1989) e BERGAMASCO (1989) descrevem O caso en que a
reagdo anterior é inibida pelo substrato (S) e produto (P; e
P;), obtendo uma expressdo geral de velocidade para esta
situagdo, além dos valores dos parametros cinéticos, obtidos a
partir deste esquema de reagdo generalizado, para diferentes
tipos de modelos cinéticos. A partir dai, é possivel obter-se
as equaglbes para os modelos cinéticos de reagdes irreversiveis

que envolvem um Unico substrato.

2.4.4 - Efeito da Concentracio de Substrato

A equagao de Michaelis-Menten (Equacdo 2.23) normalmente é
obedecida a baixas concentragdes de substrato, porém é bastante
freqliente encontrar-se situagdes em que, & medida que se
aumenta a concentragdo de substrato, a velocidade inicial da

reacdo diminui.

Os estudos sobre 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.
Também ¢é possivel imaginar-se a formagdo de um complexo
inativo, no qual alguns dos grupos ligantes combinam-se com uma
molécula de substrato. Na presenca de altas concentracdes de
substrato, onde estas moléculas comprimem a enzima, as chances
de formag¢do do complexo inativo, com duas ou mais moléculas de

substrato combinando-se com um sitio ativo, aumentam.

Este sistema foi analisado por Haldane (citado por DIXON &
WEBB, 1979) pela hipétese do equilibrio rapido; porém, o
tratamento pelo método do estado estaciondrio também se aplica,

conduzindo a uma equagdo idéntica.

Esta possibilidade pode ser representada pelo seguinte

esquema de reacgdo:
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E+S ES P » g 4p

K’?

SES ou ESZ

Partindo da expressdo generalizada apresentada por ZANIN
(1989) e BERGAMASCO (1989) obtém-se a seguinte equacdo de
velocidade inicial para reagdes enzimaticas em presenca de alta

concentracdo de substrato:

__ K, [E][s]
Vv ( 2.29 )
[S]-(1+[s)/K~)+Ke
Na equacdo anterior, definindo:
K"=K; - constante de inibicdo pelo substrato ( 2.30 )
K® =K, - constante de Michaelis-Menten (2.31)
e utilizando Vys definido pela Equacdo (2.15) tem-se:
V
( 2.32 )

V = max
1+(K,./[s)+([s]/x:)
2.4.5 - Efeito da Concentrag¢do de Produto
De maneira analoga ao substrato, também o produto formado

pode alterar a velocidade de reagdo, quando presente em

concentracdes relativamente elevadas.
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Partindo-se novamente da expressdo generalizada citada no

item anterior, obtém-se a seguinte equacdo de velocidade

inicial:
K, -|E]| IS
= OP[!,’[] ( 2.33 )
[S]+K° +K ([P]/Kl)
Na equag¢do anterior, fazendo:
K, =K;, - constante de inibigdo pelo produto (2.34 )
[P]=[ﬂ - concentracdo do produto inibidor ( 2.35)

e definindo K’ e V.. respectivamente pelas Equacdes (2.31) e
(2.15) tem-se:

Vs []

NSRS

( 2.36 )

2.4.6 - Determinagaoc Experimental dos Parametros Cinéticos

Para que as expressdes cinéticas desenvolvidas nas secdes
anteriores possam ser utilizadas em projetos de reatores
enzimdticos, é necessario avaliar-se os pardmetros cinéticos
(Kny K't, K'y, Viax) . A forma usual de obté-los é a partir de
medidas de velocidade 1inicial da reacéo, em diferentes
concentragdes das substéncias que afetam a velocidade da reacdo

(substrato, produto, etc.).

A eguagdao de Michaelis-Menten (Equacgdo 2.23) pode ser
representada graficamente de diversos modos, a fim de se
determinar Vm.x € K, a partir de um conjunto de medidas de
velocidade e concentragdes de substrato (Figura 2.10). Estes
métodos sdo discutidos a seguir, de forma resumida (DIXON &
WEBB, 1979):
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a) Grafico de V em funcdo de [S]

Substituindo-se V=V_ /2 (2.37)
a Equacdo (2.23) transforma-se em:
[S]=K., ( 2.38 )

sendo que K, pode ser determinado a partir do ponto

intermediario da curva experimental.

b) Grafico de V em fungdo de pS=-log[S] ( 2.39 )

que corresponde a forma logaritmica da equacdo de Michaelis -
Menten:

pS=pK,, +log[(V,.. - V)/V] ( 2.40 )

Neste caso a forma da curva ndo depende do valor de K,.
Substituindo-se V como definido na Equag¢do (2.37) na Equacdo

(2.40), no ponto intermediédrio da curva tem-se o valor de pK,.

¢) Método de Lineweaver-Burk - Grafico dos inversos (1/V em
funcdo de 1/[S])

Neste caso, toma-se o inverso da Equacdo (2.23), e tem-se uma

reta:

YV =1V + (Ko /Va)-(V]S)) ( 2.41 )
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d) Gréafico de Hanes

Também obtém-se uma reta ([S]/V em funcdo de [S])
[S)/V =K/ Vae +(1/ Vo) [S] ( 2.42 )

e) Grafico de Woolf - Hofstee

Obtém-se uma reta, plotando V em funcdo de V/[S]

V=V, -K,.-(V/[s) ( 2.43 )

Uma comparagdo entre os métodos de Lineweaver-Burk, Hanes
e Wolf-Hofstee, conduziu ao seguinte: o método de Lineweaver-
Burk foi o menos seguro dos trés, nao prevendo estimativas
precisas, mesmo quando o erro experimental era pequeno. A
escolha entre os métodos de Hanes e Wolf-Hofstee depende, até
certo ponto, da confiabilidade da medida de V. Embora o método
de Wolf-Hofstee seja ligeiramente superior, é o mais sensivel
aos desvios da linearidade. Naturalmente, nenhum destes métodos
fornece resultados tdo precisos quanto aqueles obtidos a partir
do ajuste dos dados experimentais, através de métodos
estatisticos, como o método dos minimos quadrados (DIXON &
WEBB, 1979).

Além dos cinco métodos apresentados, ainda hd o de Dixon,
que normalmente é utilizado para a determinacido da constante de
inibicéao pelo produto (K',) (DIXON & WEBB, 1979) - Figura
2.10 - f.
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(a) (b)
\'; v S
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FIGURA 2.10 - Representacgdo dos Métodos de Calculo de K, e Vi
(DIXON & WEBB, 1979).

Os métodos anteriores s&o bastante apropriados para a
determinagao das constantes cinéticas (K. e Vi) quando a
equagdo de Michaelis-Menten é obedecida. Porém, nos casos mais
complexos onde héa, por exemplo, inibigcdo pelo substrato, a

obtencdo deste parédmetros ¢é mais complexa. A curva de
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velocidade em fungdo da concentracdo de substrato tem a forma
caracteristica apresentada na Figura 2.11, onde a velocidade
inicial diminui & medida que a concentracdo de substrato
aumenta. Para o calculo das constantes K, K'., e Vux pode-se
utilizar um grafico de (1/V) em funcdo de [S] onde obtém - se:
(1) uma porcgdo linear, que representa a regido na qual K./ [S] é
desprezivel, e, (ii) uma parte que se alinha ao longoc do eixo
vertical, que corresponde & regido em que o termo [S]/K'. é

desprezivel (Figura 2.11).

Um rearranjo adequado da Equagé&o (2.32), como o feito por
Haldane {citado por VAN DER HEUVEL & BEEFTINK, 1988), permite o
calculo mais preciso das constantes cinéticas a partir do

ajuste de uma parédbola, como mostrado na Equacdo (2.44)

(ISVV) = (€. / Vi) + (Vo) [S]+ [ (K- Vo) ST (2.44 )
2.5 - CINETICA DA HIDROLISE DA SACAROSE PELA ENZIMA INVERTASE

Vérios modelos cinéticos foram propostos para descrever a
hidrélise da sacarose na presenca da invertase. Todos os
modelos sdo derivados do modelo de Michaelis-Menten, sendo
entdo modificados pela incorporacdo dos efeitos individuais,
tais como: concentragdo da &agua, viscosidade do meio ou

inibigdo pelo substrato.

Ingerssol (1926) citado por SILVER & KAREL (1981), mostrou
que, quando a concentragdo da sacarose aumentava, a de &gua
diminuia, mas nado conseqguiu determinar se este era o fator

responsavel pela redugdo da velocidade da reacgdo.

NELSON & SCHUBERT (1928) afirmaram, com base nos estudos
de Ingerssol (1926), que o decréscimo da concentragdo de &gua

era o fator predominante na velocidade da reacédo.
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FIGURA 2.11 - Cinética de Inibigdoc pelo Substrato Segundo
Haldane (BAILEY & OLLIS, 1986).

Achalme & Bresson (1911); Colin & Chaudin (1922/23)
citados por SILVER & KAREL (1981), propuseram que a velocidade

da reagdo poderia ser proporcional a fluidez.

Mc LAREN (1963) e RUCHTI & Mc LAREN (1964), reexaminaram
estes modelos e concluiram que a concentragdo da &gua e a
viscosidade n&o explicavam, adequadamente, a cinética da
invertase em altas concentracdes de sacarose. Portanto,

propuseram que O fator limitante era a inibicdo pelo substrato.

Em 1966, Romney citado por SILVER & KAREL (1981), afastou
a hipdtese da inibigdo pelo substrato, favorecendo a teoria de
que o fator limitante da reacdo era a dificuldade de difusao
intramolecular, devido a um invdélucro de dificil acesso ao

substrato.

BOWSKI et alii (1971) partindo do modelo béasico de
Michaelis-Menten e testando, alternativamente, varias

hipdteses, que incluiram, por exemplo: o efeito da viscosidade,
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o efeito de redugdo da concentracido da agua no meio reacional e
o efeito da 1inibigdo pelo substrato, concluiram que a
velocidade da hidrélise sé pode ser bem representada quando se
leva em conta, no modelo de Michaelis-Mentem: (i) inibigdo pelo
substrato, (i1) reducdo da concentragdo da 4&gqua e (1iii)

agregagdo de moléculas de substrato.

O modelo cinético sugerido por BOWSKI et alii (1971) pode

ser representado por:

K
E+S =~—==ES+W X » g ,p
K1
+ +
S S
K-31 K3 K-51 Ks
SE + § =~———> SES

Utilizando o método do equilibrio rapido, tem-se:

Ky
E+ S ==—=ES
K,

K,=—1= [ES] (2.45 )

. [ELI8]

~| =

ES+W —P o E+p

K .
E+S % SE (complexo inativo)

( 2.46 )
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ES + S % SES (complexo inativo)
K, [SES
K; = K = []E,S][]S] (2.47 )
SE + S i‘# SES (complexo inativo)
K, [SES
K el e
d[P]/d K, -[ES]-[W
[[E]]t t:[E]+[ES][+[S]E[]+][SES] L2490
d[PYdt _ K, Ky <[E][5] [W] s s0 )
[El  [E]+K,-[E][s]+K,-[E]-[S]+ K, -K;-[E}-[S]
_dr]_ K, K, -[E]-[S]-[W] (251 )

dt  1+K-[S]+K,[S]+K; -K;[S]’

onde:

K. = constante de dissociacgdo de ES;

K, = constante de velocidade de dissociacédo de ES;
K: = constante de formacdo de SE;

K't = constante de formacdo de SES;

[S] = concentragdo de substrato (mol/L);

[W] = concentracgado total de agua (mol/L);

[E] = concentracdo de enzima (mol/L);

v = velocidade da reacdo (mol/L.min).
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CUNHA E VITOLO (1984) verificaram que: (i) o decréscimo da
atividade especifica da invertase em solugdes de sacarose
(0,255 M a 1 M) pode ser devido ao decréscimo de moléculas de
dgua livre e/ou a um aumento da viscosidade na solucdo de
sacarose e (ii) a agua livre ndc é o fator limitante para a
reagao de hidrdlise, com concentracdes de sacarose na faixa de
30 - 50 & (p/v).

BERGAMASCO (1989) partindo do modelo de BOWSKI et alii
(1971), incluiu um termo relativo a desativacdo térmica da
enzima, além de um outro termo relativo a inibicdo pelos
produtos da reacgdo (glicose e frutose), obtendo as seguintes

expressodes:

K
E+S &1 ES+W X2 s g 4p

+ + +
S S P
K3l K3 K5/ Ks Ke| Kg

4
SE + § =<—=—=> SES EP
K4

Utilizando-se o método de equilibrio répido, tem-se:

K
E + S ~—L> ES
K.

o Ku_ [ES]

S
K, [E][s]

( 2.45 )

ES+W —P o E4p

K .
E+S %E SE (complexo inativo)
3



_K, _ [SE]
- K, [E][8]

K.
ES + S ?KLJ_- SES
-5

. [SES
Ki=ies- [éS]-[]S]
SE + S i? SES

K, [SES
TR [S[E]-[]S]
I(6
E+P EP
K

. [EP
St

d[P]/dt K, -[ES]-[W]

(complexo inativo)

(complexo mnativo)

(complexo inativo)

[E]l,  [E]+[ES]+[SE]+[SES]+[EP]

d[pat _

K, K, -[E][s]-[W]

[El.  [E]+K [E}[S]+K,-[E]-[S]+ K, -K; -[E] [S] +K; -[E] [P]

dP] _ K Ky -[E]-[S]-[W]

dt  1+K-[S]+K,[S]+K -K;-[S] +K; -[P]

onde:

(

(

{

(

(

2.46

2.47

2.48

2.53

2.54

2.55

2.56

48

)

)

)

)
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[P]=[S], - [5] ( 2.57 )

uma vez dque se admite que o0 meio reacional tem densidade
constante, e que cada molécula de substrato convertida produz
uma molécula de produto. Observe-se que na hidrélise da
sacarose formam-se duas moléculas, uma de glicose e outra de
frutose, porém, freqlientemente, a concentracdo dos produtos é

medida conjuntamente. Dai:

[P] = (massa de glicose + frutose em g/L)/360.

Sejam:

a=K, K ( 2.58 )
b=K +K, (2.59)
c=K;K; ( 2.60 )
d=K, ( 2.61 )
logo:

dfP] _ _d[s]_ a:[E]-[s]-[W]
dt dt  1+(b-d)-[S]+c[S]" +d[S],

onde [E] é definida pela Equacdo (2.5).



IIT - METODOLOGIA DE MODELAGEM, RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 - MODELAGEM DA CINETICA EM REATOR BATELADA

Nesta segdo serdo apresentadas as deducgdes das equacgdes de
conversdo de substrato em funcdo do tempo obtidas a partir do
modelo de BOWSKI et alii (1971), incorporando-se também as
hipboteses de desativacido térmica da enzima e o efeito da
inibigdo pelos produtos, sendo que em cada caso serdo abordadas
as hipbdteses de concentracdo da agua considerada como um fator

constante num caso e no outro variavel, no meio reacional.

3.1.1 - Modelo de Bowski

A equacgao basica deste modelo pode ser representada por:

oodPl K [ELK, [s]{w] D3
dt  1+(K, +K,)[S]+K; -K; [ST
obtida a partir de um rearranjo da Equacdo (2.51).

Fazendo: a=K, K ( 2.58 )
b=K, +K, (2.59 )
c=K, K, ( 2.60 )

na Equacdo (3.1) tem-se:
_dp]__aEWl{s] __dfs] A

dt 1+b-[S]+c-[S]2 dt

3.1.1.1 - Concentracdo de Agua Constante
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Considerando [E] e [VV]:[VVL constantes, e fazendo

p=a-[E]-[W] (3.3)

Na Equagdo (3.2) tem—-se:

48] . p-[S] (3.4

dt 1+b-[S]+c[ST
Integrando e fazendo  [S]=[S],-(1-X,) (3.5
obtém-se a equagdo representativa deste modelo:
t=a,-X, -8,-In(1-X,)-r,-X2 ( 3.6)

_b[S] +e 8],

onde: a, ( 3.7
p
1
Bi=— ( 3.8 )
p
c-[ST
¥, = []° ( 3.9 )
2p

3.1.1.2 - Concentracio de Agua Variavel

Representando a hidrdélise da sacarose pela equacdo abaixo:

S+W-—> P+ Py

e efetuando um balanco de massa, tem-se:
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[W]=A+B-[S] (3.10 )

onde: A =[W],-B-[S], (3.11 )
. 18 .

B=1 em unidades molares ou :SZE em unidades de

massa { 3.12 )

Considerando [E] constante e [W] definido pela Equacao

(3.10), na Equacgdo (3.2) tem-se:

d[s]_a-[E][S](A+B-[s]
dt  1+b-[S]+c-[S]

( 3.13 )

Integrando e substituindo [S] pela Equacdo (3.5), obtém-se
a equacgao representativa do modelo com concentracido de &gua

variavel:

t=a2-XA—-ﬁz»ln(l-XA)+y2-ln{A+l3A'£_S]]3"‘.[(SI];XA)] ( 3.14 )
onde: al:acﬁ[.sg;g] ( 3.15)
ﬂz:w—A}Tﬂ ( 3.16 )
72:c-A2+B2~b-A-B (317 )

a-[E]-A-B’

3.1.2 - Modelo de Bowski Adicionado da Desativagido Térmica da

Enzima

Partindo da Equagdo (3.2) e considerando a desativacao

térmica representada pela Equacdo (2.5) tem-se:
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_d[s]_ a-[E], -[W]-[S]-exp(K, 1) ( 3.18 )
dt 1+b-[S]+c-[S] '

3.1.2.1 - Concentracgdo de Agua Constante

Considerando [W] = [W]0 constante na Equacdo (3.18),

integrando e substituindo [S] como definido na Equacgao (3.5),

tem-se:

t=-El;—-ln{—Kd-[a3-XA—,83-1n(1-XA)—y3-X§]+1} ( 3.19 )

onde: a, b [S], e[S}, (3.20 )
a-[E], -[W]

A e

SRy o

3.1.2.2 - Concentracdo de Agua Variavel

Considerando [W] definido pela Equagdo (3.10), integrando
a Equagao (3.18) e substituindo [S] como definido na Equacio

(3.5), tem-se:

1 A+B-[S} -(1-X,
t=-*I(—d'ln{‘Kd'l:a4'XA—ﬂ4‘ln(1-XA)+7/4'ln{ AE']B[(S]O ):H-}-l} ( 3.23 )

e8], ( 3.24 )

onde: a, = a-B-[E]
0
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1

SREWNT]

( 3.25)

1 [A-B-b—Bz-c-Azj
( 3.26 )

7T TAE], A-B’

3.1.3 - Modelo de Bowski Adicionado da Desativacio Térmica

da Enzima e Inibigdo pelos Produtos da Reacdo

Como visto no final da Secdo 2.5, a equacido béasica deste

modelo pode ser representada por:

d[P] a-[E]-[W][$]

_ . ( 2.62 )
dt  1+(b-d)-[S]+c-[S] +d[s],
Considerando [E] definido pela Equacdo (2.5), tem-se:
d[P]: a-[E], -[W]-[S] exp(K, -t) (3.27 )
dt  1+(b-d)-[S]+c-[S] +d-[S],
3.1.3.1 - Concentracdo de Agua Constante

Considerando [VV]:[VVL constante na Equacdo (3.27),
integrando e substituindo [S] como definido na Equacdo (3.5),
tem-se:

1
t=-i:-ln{-Kd-[a5-XA—,Bs-ln(l-XA)—75-X§]+l} ( 3.28 )

b-d)- ISP

onde: asz( 9)-[Sk +e-[s], ( 3.29 )

a’[E]o [W]
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B _ rdfs] ( 3.30 )
" a[E], (W]

e [s],
SEERNCRTY o

3.1.3.2 - Concentracdo de Agua Variavel

Considerando [W] definido pela Equacao (3.10), integrando
a Equacao (3.27) e substituindo [S] como definido na Equacao

(3.5), tem-se:

t=-~é—~ln{-Kd-[a6~XA—ﬁs-ln(l-XA)+7’6-ln{AjLB'[S]"'(I_XA)HJrI} ( 3.32)

a A+B-[§],
onde: aG:iE-]"— (3.33)
a'[E]O'B
1 .
- +d-[§], ( 3.34 )
a'[E]O'A
y o 1 [ (bod) oA 1+d 5], ( 3.35 )
° [E],| aB a-B* a-A '
3.2 - OBTENGCAO DOS PARAMETROS CINETICOS
Na Equagdo (3.2), fazendo y=[E][W][S]% ( 3.36 )

e rearranjando, tem-se:

1 b C 2
=_— 4. =. 3.37
y a+a[S]+a[S] ( )



que representa uma funcdo polinomial de 2°

[S].

A partir de

dados

de

velocidade

inicial
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grau na variavel

obtidos em
BERGAMASCO (1989), que sdo apresentados na Tabela 7.1.1 do
Anexo I, efetuou-se o ajuste da Equacdo (3.37) pelo método dos

polindémios ortogonais

(programa FITPOR, Anexo II).

Na Tabela 3.1 e na Figura 3.1 s3o apresentados os dados

utilizados para o ajuste:

TABELA 3.1 - Obtencao dos Pardmetros Cinéticos
[E] = 0,00099 g/L; pH = 5,0; 55 °C.
[S] (mol/L) | [W]o (mol/L) |V (mol/L.h) v
0,01461 55,3950 0,001281 0,6255
0,02921 55,2192 0,002565 0,6225
0,04382 55,0433 0,003727 0,6407
0,1461 53,8126 0,005830 1,3351
0,2629 52,4061 0,006120 2,2287
0,2921 52,0544 0,006515 2,3105
0,3506 51,3511 0,006669 2,6726
0,5259 49,2413 0,006513 3,9363
0,5843 48,5380 0,006131 4,5795
0,87064 45,0217 0,005758 6,7840
1,1686 41,5053 0,004729 10,1540
1,7528 34,4725 0,003433 17,4247
2,3371 27,4397 0,002401 26,4423
A fungdo obtida pode ser expressa por:
y=0,5182+5,2576-[S]+2,4973-[S] , R*=09998 , 0=0,1116 (3.38
Assim, os valores dos parametros cinéticos obtidos
partir da Equacdo (3.38), foram:

)

a
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25
[S] - (moliL)
FIGURA 3.1 - Obtencéao dos Parametros Cinéticos -
[E] = 0,00099 g/L; pH = 5,0; 55 °C.

a=1,9297 1°/g.mol.h

o
]

10,1456 L/mol

c = 4,8190 L°/mol?
3.3 - CALCULO DO PARAMETRO DE INIBICAO

O valor do parémetro de inibigdo pelos produtos da reacdo
(glicose e frutose) foi obtido a partir da equacéao
representativa dos modelos (Equacdes 3.28 e 3.32) e de dados de
conversdao em funcdo do tempo obtidos por BERGAMASCO {(1989),
apresentados na Tabela 7.6.1 do Anexo VI, aplicando-se o método
dos minimos quadrados.

3.3.1 - Concentragao de Agua Constante

Rearranjando a Equacdo (3.28), obtém-se:
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exp(-K, -t)-1
Kd

=-a, X, +fB-In(1-X,)+y,- X5 ( 3.39)

onde a: e P:; sdo fungdes lineares do parametro d, conforme

representado nas Equagdes (3.29) e (3.30) e serdo expressos por

Ol (d) e B5 (d)

Seja: 1::2[[8’“’('1("'ti)"ljJrozs(d)-xAi — By(d) In(1-X,) -7, - X2, T ( 3.40 )

Aplicando o principio do método dos minimos quadrados

(éﬁéd:(g, tem-se:

z{ﬂ%ﬂ_—l}fﬁa,(d) FI%, 5)- 40 Tt K S £)=0 (341

onde: fi=——2t2% [SL X [ L ‘In(1-X,;) ( 3.42 )

- a[WlE], a-[W]-[E],

Rearranjando as Equacgdes (3.29) e (3.30) tem-se:
a,(d)=a,-b,-d ( 3.43)
Bs(d)=a, +b,-d ( 3.44 )

b-[S], +e-[S],
a-[W]-[E],

onde: a, = (3.45 )
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al:;'[TiTE—]—o ( 3.46 )
bﬁ*)ﬁ;% ( 3.47 )

Substituindo as Equacgdes (3.43) e (3.44) em (3.41) e

isolando d, tem-se:

qotiH-a3, T+E-K

(3.48 )
b,-H+b,-J
|:exp(-Kd )~ 1]
onde: E=)" -f; (3.49 )
i Kd
H=>(X,f) ( 3.50 )
1=3[in(1-X,;) ] ( 3.51 )
K=y, (X% f) ( 3.52 )

i

A partir dos dados experimentais apresentados na Tabela
7.6.1 do Anexo VI, obtidos para [S]o = 2,4832 mol/L,
(W] = 25,6815 mol/L, [E]l, = 0,1698 mg/mL, Ky = 0,0468,
pH = 5,0 e T = 55 °C, e utilizando o programa DCTE apresentado
no Anexo III, obtém-se:

d = 7,5844 L/mol
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3.3.2 - Concentragio de Agua Variavel

Rearranjando a Equacdo (3.32), obtém-se:

exp(-K,-t)—1 A+B-[S], -(1-X,)
3 ———a6.XA+ﬂ6-ln(1-XA)—y6-ln[ ATB S, ( 3.53)

onde B¢ e V¢ s&o fungdes lineares do parametro d, conforme

representado nas Equag¢des (3.34) e (3.35) e serdo expressos por

Bs(d) e ve(d).
Seja:
G= Z{[ 1)}‘*“6 X = Bi(d)-In(1-X )+76(d)'ln[A+B[,;[f]l;:[(;];XAi)}} ( 3.54 )

Aplicando o principio do método dos minimos quadrados,

(ﬁ%d) =0 tem-se:

K Al e 'Z(XAi'gi)—ﬁ6(d)'zi:{ln(l'XAi)]'gi}

A+B-[s], (1-x ..
HO( A‘) g b= (3.55)

+y6(d)-z In
1

onde g = B, n(1-X) + ( 1 +[S]°)ln[AJrB'[S]"'(I—XA‘)} ( 3.56 )

[E],-a-A [E], \a-B a-A A+B[§],

Rearranjando as Equacdes (3.34) e (3.35), tem-se:



ﬂs(d):a3+b3'd ( 3.57
ye(d)=a,+b,-d ( 3.58
onde: a, = ! { 3.59

S [E]o'aA .

__[s],

b3‘[E]O-a-A ( 3.60
g, =— L b . cA ( 3.61

) [E]o'a'A [E]O'a'B [E]o'a'Bz .

S

! 51, ( 3.62

0. = [E]o-a-B+[E]O-a-A

Substituindo as Equac¢des (3.57) e (3.58) em (3.55)

isolando d, tem-se:

_a,-P-a, N+M+L

d 5N b, P ( 3.63
onde: L:Z{{ex"('i"d'ti)_l]gi} ( 3.64
M=a6-Zi:(XAi-gi) ( 3.65
N=Zi:{[ln(1-XAi)]-gi} ( 3.66

r-poress) o

61
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A partir dos dados experimentais representados na Tabela
7.6.1 do Anexo VI, obtidos para [S]o = 2,4832 mol/L,
[Wlo = 25,6815 mol/L, [E]lo = 0,1698 mg/mL, Kg = 0,0468 h’',
A= 23,1983 mol/L, B=1, pH= 5,0 e T = 55 °C, e utilizando o

programa DVAR apresentado no Anexo IV, obtém-se:

d = 6,687l L/mol

3.4 - AJUSTE DOS MODELOS CINETICOS AOS DADOS EXPERIMENTAIS

Nesta secgé&o, serao apresentados e discutidos os ajustes
dos modelos cinéticos com relagdo aos dados experimentais de
conversao de substrato em fungdo do tempo obtidos por
BERGAMASCO (1989), que s&o apresentados na Tabela 7.5.1 do

Anexo V e podem ser visualizados na Figura 3.2.

100 — e 5o —
. 04 00000000y e ¢
..l

)
70 1 e

8 8

50 | .
40 1 o
30{ ¢

oy
0 t + - - - :

0 5 10 15 20 25 30 35
Tempo (h)

X, (%)

FIGURA 3.2 - Dados Experimentais de Conversdo de Substrato em

Fungao do Tempo (BERGAMASCO, 1989).
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Os coeficientes das expressdes de conversdo de substrato
enm funcdo do tempo que descrevem os modelos sdo obtidos para as
mesmas condi¢des dos dados experimentais, ou seja:

[S]o = 850 mg/mL = 2,4832 mol/L = 85% p/v

[W]lo = 25,6815 ml/L

[Elo = 0,1698 mg/mL
Ky = 0,0468 h™

A = 23,1983 mol/L
B =1

pH = 5,0

T = 55 °C

3.4.1 - Modelo de Bowski

3.4.1.1 - Concentragdo de Agua Constante

A Equagdo (3.6) para as condicgdes descritas no item 3.4

pode ser expressa por:
t=6,5252-X, - 0,1188-1n(1-X, ) - 1,7656- X2 ( 3.68 )

Na Tabela 3.2 e na Figura 3.3 apresentam-se os valores de

Xp em fungdo de t, ajustados pela Equacdo (3.68).



TABELA 3.2 - Resultados da Modelagem com a Equacdo (3.68).

Xa (%) | t (horas)
5 0,33
10 0,65
15 0,96
20 1,26
25 1,56
30 1,84
35 2,12
40 2,39
45 2,65
50 2,90
55 3,15
60 3,39
65 3,62
70 3,85
75 4,07
80 4,28
85 4,50
90 4,72
95 4,96
99 5,28
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FIGURA 3.3 - Ajuste do Modelo Cinético Expresso Pela Equacéao

(3.68) aos Dados Experimentais.

A aplicagdo deste modelo cinético, para a reacdo de
hidrdélise da sacarose, nas condic¢des descritas por BERGAMASCO
(1989), conseguiu ajustar os dados experimentais somente na
regido de baixas conversdes (até 25 % aproximadamente), como

pode ser visto na Figura 3.3.
3.4.1.2 - Concentracdo de Agua Variavel

A Equagao (3.14) para as condicgdes descritas no item 3.4

pode ser expressa por:

t=36,5209-X, - 0,1316-In(1~ X, )+ 310,3496-1n[0,9033+ 0,0967-(1-X, )]  ( 3.69 )

Na Tabela 3.3 e na Figura 3.4 apresentam-se os valores de

Xa em fungdo de t, ajustados pela Equacdo (3.69).
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A aplicagdo deste modelo cinético, para a reacdo da
hidr6lise da sacarose, nas condig¢des descritas por BERGAMASCO
(1989), conseguiu um ajuste de qualidade semelhante ao que
propunha o modelo com a concentragdo de &gua constante. Porém,
a exemplo do anterior, conseguiu ajustar os dados experimentais
somente na regiao de baixas conversdes (até 25 %

aproximadamente) como pode ser visto na Figura 3.4.

TABELA 3.3 - Resultados da Modelagem com a Equacdo (3.69).

Xa (%) | t {(horas)
5 0,33
10 0,65
15 0,96
20 1,27
25 1,57
30 1,87
35 2,15
40 2,43
45 2,71
50 2,97
55 3,23
60 3,48
65 3,73
70 3,97
75 4,21
80 4,44
85 4,67
90 4,91
95 5,18
99 5,53
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FIGURA 3.4- Ajuste do Modelo Cinético Expresso pela Equacao

(3.09) aos Dados Experimentais.

3.4.2 - Modelo de Bowski Adicionado da Desativacdo Térmica da

Enzima
3.4.2.1 - Concentracdo de Agua Constante

A Equacgdo (3.19) para as condicgdes descritas no item 3.4

pode ser expressa por:

t= -21,3675-1n[-0,3054- X, +0,005560-In(1- X, )+0,08263- X2 + 1] ( 3.70 )

Na Tabela 3.4 e na Figura 3.5 apresentam-se os valores de

Xa» em fungdo de t, ajustados pela Equacdo (3.70).



TABELA 3.4 - Resultados da Modelagem com a Equacdo

Xp (%) |t (horas)
5 0,33
10 0,66
15 0,98
20 1,30
25 1,61
30 1,93
35 2,23
40 2,53
45 2,83
50 3,12
55 3,41
60 3,69
65 3,97
70 4,24
75 4,51
80 4,78
85 5,05
90 5,33
95 5,65
99 6,06

(3.70).

68
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FIGURA 3.5 - Ajuste do Modelo Cinético Expresso pela Equacao

(3.70) aos Dados Experimentais.

A inclusdao da desativacdo térmica no modelo cinético de
Bowski, para a reacdo de hidrdlise da sacarose, nas condicdes
descritas por BERGAMASCO (1989), ndo é suficiente para ajustar
o modelo aos dados experimentais, ajustando razoavelmente bem
os dados para conversdes até a faixa de 35%, o gue, no entanto,
ja representou um avango com relacdo ao modelo de Bowski,

independentemente da hipétese para a concentracdo de agua.
3.4.2.2 - Concentracgdo de Agua Variavel

A Equagao (3.23) para as condig¢des descritas no item 3.4,

pode ser expressa por:

t=-213675Inf-1,7092- X, +0006159-In(1-X, ) ~14,5244-1n[0,0033+0,0967-(1-X, )] +1} ( 3.71 )
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Na Tabela 3.5 e na Figura 3.6 apresentam—-se os valores de

Xa em fungdo de t, ajustados pela Equacgédo

TABELA 3.5 - Resultados da Modelagem com a Equacdo (3.71).

Xa (%) (horas)
5 0,33
10 0,66
15 0,99
20 1,31
25 1,63
30 1,95
35 2,27
40 2,58
45 2,89
50 3,20
55 3,50
60 3,80
65 4,10
70 4,39
75 4,69
80 4,98
85 5,27
90 5,58
95 5,94
99 0,40

(3.71).
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FIGURA 3.6 - Ajuste do Modelo Cinético Expresso pela Equacao

(3.71) aos Dados Experimentais.
A aplicacao deste modelo cinético para a reacgdo de
hidrbélise da sacarose, nas condig¢des descritas por BERGAMASCO
(1989), a exemplo do modelo do item 3.4.2, conseguiu ajustar os

dados experimentais somente até a faixa de 35%.

3.4.3 - Modelo de Bowski Adicionado da Desativacdo Térmica da

Enzima e Inibigdo pelos Produtos da Reacdo
3.4.3.1 - Concentracdo de Agua Constante

A Equacgao (3.28) para as condig¢des descritas no item 3.4

pode ser exXpressa por:
t=-21,3675-1n[-0,2007- X, +0,1103-In(1-X,, ) +0,08263- X +1] (3.72 )

Na Tabela 3.6 e na Figura 3.7 apresentam-se os valores de

Xp em fungdo de t, ajustados pela Equagido (3.72).
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TABELA 3.6 - Resultados da Modelagem com a Equacdo (3.72).

Xa (%) [t (horas)
5 0,33
10 0,067
15 1,01
20 1,36
25 1,71
30 2,06
35 2,43
40 2,81
45 3,21
50 3,63
55 4,07
60 4,55
65 5,07
70 5,66
75 6,35
80 7,17
85 8,25
90 9,79
95 12,64
99 21,00

Observa-se da Figura 3.7 que, para as condic¢des descritas
por BERGAMASCO (1989), um modelo cinético simples (BOWSKI et
alii, 1971), «que leva em consideragdo a 1inibicdo pelo
substrato, bem como a desativagdo térmica da enzima e inibicdo
pela concentracgdo de produtos formados, descreve razoavelmente
bem os dados experimentais, apresentando um pequeno desvio na

reglido de conversdo de 50 a 920 % .
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FIGURA 3.7 - Ajuste do Modelo Cinético Expresso pela Equacdo

(3.72) aos Dados Experimentais.

3.4.3.2 - Concentracdo de Agua Variavel

A Equacdo (3.32) para as condigdes descritas no item 3.4

pode ser expressa por:
t=-21,3675-In{-1,7092- X, +01084-In(1-X,) ~155816-1n[0,9033+0,0967-(1-X, )] +1} ( 3.73 )

Na Tabela 3.7 e na Figura 3.8 apresentam-se os valores de

Xp em fungdo de t, ajustados pela Equacdo (3.73).
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TABELA 3.7 - Resultados da Modelagem com a Equacgdo (3.73).

Xa (%) |t (horas)
5 0,33
10 0,67
15 1,01
20 1,36
25 1,72
30 2,08
35 2,45
40 2,84
45 3,24
50 3,66
55 4,11
60 4,60
65 5,13
70 5,72
75 6,41
80 7,24
85 8,30
90 9,84
95 12,66
99 20,86

A exemplo do modelo anterior, observa-se da Figura 3.8, um
bom ajuste aos dados experimentais, apresentando um desvio de
ajuste na mesma regido de conversdo do caso anterior. Na Figura
3.9 pode-se observar conjuntamente o ajuste dos modelos
descritos pela Equacdes (3.72) e (3.73) aos dados
experimentais. Considerando a boa concordancia dos ajustes,
pode-se concluir que, nas condigdes apresentadas por BERGAMASCO
(1989), ambos 0s modelos representam bem 0s dados

experimentais.
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FIGURA 3.8 - Ajuste do Modelo

(3.73) aos Dados Experimentais.
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FIGURA 3.9 - Influéncia da Concentracao

75

Cinético Expresso pela Equacdo

da Agua no Ajuste do
Modelo aos Dados Experimentais.
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3.5 - SIMULAGAO DAS CONDIGOES DE TEMPERATURA E CONCENTRAGAO
INICIAL DE SUBSTRATO PARA A HIDROLISE DA SACAROSE

Nesta segao serdo estudados os efeitos da temperatura e
concentragao inicial de substrato na conversdo de sacarose em
glicose e frutose. A andlise sera feita a partir do modelo de
Bowskl incorporando-se os efeitos de desativacdo térmica da
enzima e 1inibigdo pelos produtos, ja& que foi o que melhor
descreveu os dados experimentais apresentados por BERGAMASCO
(1989) . Ainda considerar-se-& a concentracdo de Aagua num caso
constante e no outro variavel, visando estudar este efeito em
condigdes distintas da que foi utilizada na obtencdo dos dados

experimentais.

3.5.1 - OBTENCAO DOS PARAMETROS CINETICOS
3.5.1.1 - Calculo da Constante "a"

Na Tabela 3.8 apresentam-se dados de atividade especifica

em fungdo da temperatura, obtidos por BERGAMASCO (1989).

TABELA 3.8 - Atividade Especifica (A - U/mg) em Funcdo da

Temperatura (°C) - (BERGAMASCO, 1989).
T (°C) |A. (U/mg)
35 207,2
40 244,2
50 310, 6
55 391,7
Ajustando estes dados a uma exXpressao do tipo

lei de Arrhenius:

A=A, -exp(-E,/R-T) ( 3.74 )
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na forma logaritmica, tem-se:

lnAe=15,2510-3055,93-% ( 3.75 )

com coeficiente de correlacdo igual a 0,9912, donde obtém-se
E. = 6072,14 cal/mol.

Serd adotada a hipdtese de trabalho que, das constantes
cinéticas do modelo de hidrélise enzimatica da sacarose
proposto por BERGAMASCO (1989) (Secdo 2.5), apenas a constante
K, varia significativamente com a temperatura, de forma que a
“constante” a=KkK, .K; ( 2.58 ), obedece a uma expressdao do

tipo lei de Arrhenius:
a=a, exp(-E, /R-T) ( 3.76 )

enquanto os paradmetros "b" e "¢" serdo admitidos constantes.
q p

A simulagdo serd executada para as temperaturas de 50, 55
e 60 °C. Na Tabela 3.9 pode-se observar os valores da
constante "a" para 50 e 60 °C, calculados a partir da Equacao

(3.76) e dos valores de a = 1,9297 L°/g.mol.h a 55 °C (Secéo
3.2) e E, = 6072,14 cal/mol.

TABELA 3.9 - Valores do parametro “a” em Funcdo da Temperatura

(°C) .

T (°C) | a (L/g.mol.h)
50 1,7576
60 2,3352

3.5.1.2 - Calculo da Constante de Desativagdo Térmica da Enzima
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Na Tabela 3.10 sdoc apresentados dados de constante de
desativacdo térmica em fungdo da temperatura, obtidos por
BERGAMASCO (1989).

TABELA 3.10 - Constante de Desativagdo Térmica em Funcdo da

Temperatura (°C) (BERGAMASCO, 1989).

T (°C) |[Kq (h™)
55 0,0499
60 0,3849
65 1,3082
Ajustando estes dados a uma exXpressao do

tipo lei de Arrhenius:
K, =K{ -exp(-E,/R-T) ( 3.77 )
na forma logaritmica, obtém-se:

and:107,6629—36255,215-% ( 3.78 )

com coeficiente de correlagdo igual a 0,99009.

Partindo da Equag¢do (3.77) obtém-se Ky = 0,01023 h™* para
T = 50 °C.

3.5.2 - Obteng¢ao dos Modelos a Partir da Simulacdo
Apresentam-se a segulir as equagdes obtidas a partir da
variagao da concentragdo inicial de substrato e temperatura do

meio reacional.

As concentracgdes iniciais de substrato foram 550, 650, 750

e 850 mg/mL, que s&o valores altos, os quais apresentam
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por

BERGAMASCO (1989). O pH para todos os casos é igual a 5,0.

3.5.2.1 - Concentracdo de Agua Constante

Os valores das constantes Ky ,

(3.28)

observados na Tabela 3.11.

Oy

Bs

TABELA 3.11 - Coeficientes da Equacdo (3.28).

e ¥s

para as diferentes condigées de simulacdo podem ser

da Equacéo

[STo - mg/mL | 1/Ks | Ky . s | Ko . Bs | Ke . s | T (C)

850 0,05066 | 0,02785 | 0,02087

750 0,03551 | 0,02176 | 0,01429

650 97,7517 | 0,02452 | 0,01698 | 0,009578 50
550 0,01648 | 0,01313 | 0,006192

850 0,2007 0,1103 0,08263

750 0,1406 | 0,08618 | 0,05658

650 21,3675} 0,09709 | 0,06724 | 0,03793 55
550 0,06527 | 0,05198 | 0,02452

850 1,4347 0,7888 0,5909

750 1,0055 0,6162 0,4046

650 2,5981 0,6943 0,4808 0,2712 60
550 0,4667 0,3717 0,1754

3.5.2.2 - Concentragio de Agua Variavel
Os valores das constantes Ky , o , Bs € V¢ da Equacgao

(3.32)

para as diferentes

observados na Tabela 3.12.

condigdes de simulagdo podem ser
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TABELA 3.12 - Coeficientes da Equacdo (3.32).

[Slo = 1/K4 Ki . O | Ko . Bs | Ka . 7e A B T
mg/ml (°C)
850 0,4316 | 0,02731 3,9345 0,9033 10,0967
750 0,3808 | 0,02090 4,5903 0,9250(0,0750
650 97,7517 | 0,3300 } 0,01603 5,2473 0,9420{0,0580 50
550 0,2793 {10,01223 5,9054 0,9557 {0,0443
850 1,7092 00,1084 15,5816 | 0,9033|0,0967
750 1,5081 [0,08277 | 18,1789 | 0,9250 {0,0750
650 21,36754) 1,3070 | 0,06349 | 20,7809 | 0,9420]|0,0580 55
550 1,1060 | 0,04845| 23,3870 | 0,9557 {0, 0443
850 12,2220 | 0,7751 [111,42211} 0,9033 10,0967
750 10,7843 | 0,5919 |129,9942{ 0,9250 {0,0750
650 2,5981 9,3462 0,4540 |148,6004{ 0,9420 10,0580 60
550 77,9085 0,3464 |1167,2363}1 0,9557 10,0443

3.5.3 - Influéncia da Concentracdo Inicial de Substrato

Apresenta-se a seguir a influéncia da concentracdo inicial
de substrato no desempenho da reacdo, nas condigdes de

temperaturas que foram simuladas.
3.5.3.1 - Concentracdo de Agua Constante
Nas Figuras 3.10, 3.11 e 3.12 pode-se observar o

comportamento da conversdo da reagdo com relagdo ao tempo e

concentragdao inicial de substrato.
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100
90 i
80 |
;g —(2)-850 mg/ml
2 —bB)- 750 mg/ml
v S0 1 —fe)-650 mg/ml
407 —(el)-550 mg/mi
30 + [
20 |
10
0

0 5 10 15 20 25 30 35

Tempo (horas)

FIGURA 3.10 - Converséao em Fungao da Concentracdo Inicial

de Substrato para T = 50 °C - Concentracdo de

Agua Constante.

100

~(8)— 850 mg/ml
~{b)- 750 mg/mi
~46)- 650 mg/mi
—{d)- 550 mg/mi

X, (%)
coB 8838833 88

0 5 10 15 20 25 30 35

Tempo (horas)

FIGURA 3.11 - Converséo em Funcao da Concentracdo Inicial

de Substrato para T = 55 °C - Concentracdo de

Agua Constante.
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©

(b)

—(@)-850 mg/mi
g (@) —{B)- 750 mg/mi
< —6)-650 mg/mi
—{d) 550 mg/mi

15 20 25 30 35

Tempo (horas)

FIGURA 3.12 - Conversao em Fung¢do da Concentracdo Inicial

de Substrato para T = 60 °C - Concentracdo de

Agua Constante.

Da anadlise destas situacodes observa-se que,
independentemente da temperatura, a medida que aumenta a
concentrag¢do inicial do substrato, s3oc necessarios maiores

tempos de reag¢do para se atingir uma dada conversédo.

3.5.3.2 - Concentracido de Agua Variavel

Nas Figuras 3.13, 3.14 e 3.15 pode-se observar o
comportamento da conversdao da reacdo com relagdo ao tempo e

concentragdo inicial de substrato.
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—a)- 850 mg/ml
s —@B)- 750 mg/mi
> —(&)- 650 mg/mi
—d) 550 mg/mi

0 5 10 15 20 25 30 35

Tempo (horas)

FIGURA 3.13 - Conversdo em Fungdo da Concentracdo Inicial

de Substrato para T = 50 °C - Concentracdo de

Agua Variavel.

100

—{(2)- 850 mg/mi
—{B)- 750 mg/ml
—6)-650 mg/mi
~{d)- 550 mg/ml

X, (%)
©c38883838388

0 5 10 15 20 25 30 35

Tempo {horas)

FIGURA 3.14 - Converséo em Fungdo da Concentracdo Inicial

de Substrato para T = 55 °C - Concentracdo de

Agua Variavel.
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©

(b)

—@)-850 mg/mi
g @ - 750mgm
< —(e)- 650 mg/mi
—~{el)- 550 mg/ml

0 5 10 15 20 25 30 35

Tempo (horas)

FIGURA 3.15 - Converséao em Fun¢do da Concentracdo Inicial

de Substrato para T = 60 °C - Concentracdoc de

Agua Variavel.

Da andlise destas situagdes observa-se que, a exemplo do
item anterior, a conversdo méxima ¢é atingida para tempos

menores, quanto menor for a concentracdo inicial de substrato.
3.5.4 - Influéncia da Temperatura
Apresenta-se a seguir a influéncia da temperatura no
desempenho da reacgdo, para as condig¢des de concentracdo inicial
de substrato que foram simuladas.
3.5.4.1 - Concentracdo de Agua Constante
Nas Figuras 3.16, 3.17, 3.18 e 3.19 pode-se observar o

comportamento da conversao de reagdao com relagdo ao tempo e a

temperatura.
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100

0 (©

80 4

70 +
e —@)-500C
a:’; 50 | —k)-550C
3

40 —&)-600C

30 4

20 4

10 -

0 ; + t ; t t
0 5 10 15 20 25 30 35
Tempo (horas)

FIGURA 3.16 - Conversdo em Funcgéao da Temperatura Para
[Slo = 550 mg/mL = 55 & p/v - Concentracido de

Agua Constante.

()
—@)-500C
g b} 550C
> —6)-600C
15 20 25 30 35
Tempo (horas)
FIGURA 3.17 - Converséo em Funcgao da Temperatura Para
[S]o = 650 mg/mL = 65 % p/v - Concentracido de

Agua Constante.
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100

90 4

80 1

70 4
_ 60} (©) —@)-500C
% 50 | —{b)-550C
* w0l —~6)-600C

30 1

20 1

10 4

0 t + + t + t
0 5 10 15 20 25 30 35
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FIGURA 3.18 - Converséo em Funcéo da Temperatura Para
[S]l¢ = 750 mg/mL = 75 % p/v - Concentracido de

Agua Constante.

100

80
70 4 -
0} ® —~a)-500C
@ © —B)-550C

40 1 —6)-600C
30 4

X, (%)
3]

10 4

0 5 10 15 20 25 30 35

Tempo (horas)

FIGURA 3.18 - Converséao em Funcéo da Temperatura Para
[Slo = 850 mg/mL = 85 % p/v - Concentracido de

Agua Constante.

Da anédlise destas situacgdes observa-se que,

independentemente da concentragdo inicial de substrato, para o
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mesmo tempo decorrido, a reagdo apresenta maiores conversdes
para a temperatura de 55 °C até uma determinada converséo,
dependendo da concentragdo inicial de substrato, sendo que a
partir deste ponto predomina a desativacdo térmica sobre a

ativagdo, apresentando maiores conversdes para uma temperatura

de 50 °C. Ja& para a temperatura de 60 °C h&d uma influéncia
muito grande da desativacgdo térmica, chegando até a reduzir a

conversdo maxima.

3.5.4.2 - Concentracdo de Agua Variavel

Nas Figuras 3.20, 3.21, 3.22 e 3.23 pode-se observar o

comportamento da conversdo da reagdo com relagdo ao tempo e a

temperatura.
100
90 1 (c)
80 4
70 +
. 604 —@)-500C
S 50 4 —b)-550C
x
40 —e)}-600C
30 _
20 {
10 1
0 + - + + + }
0 5 10 15 20 25 30 35
Tempo (horas)
FIGURA 3.20 - Converséo em Funcao da Temperatura Para
[S]lo = 550 mg/mL = 55 % p/v - Concentracdo de

Agua Variavel.
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100

(©

—@&)-500C

—{b)-550C
—e)-600C

X, (%)
co8888838 8

0 5 10 15 20 25 30 35

Tempo (horas)

FIGURA 3.21 - Converséao em Funcao da Temperatura Para
[S]lo = 650 mg/ml. = 65 % p/v - Concentracdo de
Agua Variavel.

100

() —a)-500C
—b)-550C
—C)-600C

X, (%)
88883388

10 ¢

0 5 10 15 20 25 30 35

Tempo (horas)

FIGURA 3.22 - Conversédo em Funcg¢ao da Temperatura Para
[S]lo = 750 mg/mL = 75 % p/v - Concentracdo de

Agua Variavel.
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100

90 |

80 |

70 4

ol ® ~@)-500C
% 50 | @ © —b)-550C
* 404 ~e)»-600C

304

20 4

10 {

Y , + - + + +
0 5 10 15 20 2 30 35
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FIGURA 3.23 - Conversdo em Funcgao da Temperatura Para
[S]lo = 850 mg/mL = 85 % p/v - Concentracdo de

Agua Variavel.

Da andlise destas situag¢des observa-se que, a exemplo do

item anterior, existe um predominio no desempenho da reacdo

para a temperatura de 55 °C até uma determinada conversédo,
dependendo da concentragado inicial de substrato, sendo que a
partir deste ponto predomina a desativacdo térmica sobre a

ativacgéo, apresentando maiores conversdes para uma temperatura

de 50 °C. J& para a temperatura de 60 °C nota-se novamente uma
influéncia muito grande da desativacdo térmica, chegando até a

reduzir a conversdo maxima.

3.5.5 - Influéncia da Concentracdo da Agua

No item 3.4.3.2, através da Figura 3.9, pode-se observar
que o modelo de Bowski adicionado dos fendmenos de desativacgédo
térmica da enzima e inibi¢do pelos produtos, representa
razoavelmente bem os dados experimentais apresentados por
BERGAMASCO (1989), tanto para a hipdtese de concentracdo de

adgua variédvel quanto constante.
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Nas Figuras 3.24, 3.25 e 3.26 podemos observar a influéncia da
hipbétese da concentragdo de 4gua nas diversas condicgdes de

simulagdo deste trabalho.

—{@)— 850 mg/mi - [W] cte.
b} 750 mg/mi - (W] cte.
—{&)- 650 mg/mi - [W] cte.
—{e)— 550 mg/mi - [W} cte.
—{&)-850 mg/ml - [W] var.
—- 750 mg/mi - [W] var.
—(8)- 650 mg/m - (W} var.
—(h) 550 mg/ml - [W} var.

X (%)

0 5 10 15 20 25 30 35

tempo (horas)

FIGURA 3.24 - Influéncia da Concentracéao de Agua no

Desempenho da Reacdo - T = 50 °C.

100 -

—@)- 850 mg/mi - [Wj] cte.
—b) 750 mg/mi - (W] cte.
-{c)— 650 mg/mi - (W] cte.
—{d) 550 mg/mi - (W} cte.
—{&)-850 mg/mi - (W] var.
—{H— 750 mg/mi - W] var.
—g)~ 650 mg/mi - [W} var.
—{h}- 550 mg/mi - (W} var.

X, (%)
58888388

0 5 10 15 20 25 30 35

tem po (horas)

FIGURA 3.25 - Influéncia da Concentragao de Agua no

Desempenho da Reacdo - T = 55 °C.
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% L)

—a)-850 mg/mi - w cte
(c)(g) —b}- 750 mg/mi - [W] cte.
® —{&}-650 mg/mi - [W] cte.
(e) —{eh)- 550 mg/mi - [W} cte.
(@) —(e} 850 mg/mi - [W] var.
—8- 750 mg/mi - (W] var.
—{(8)- 650 mg/mi - [W} var.
—(h} 550 mg/mi - W} var.

X; (%)

15 20 25 30 35

tem po (horas)

FIGURA 3.26 - Influéncia da Concentracao de Agua no

Desempenho da Reagdo - T = 60 °C.

Da andlise destas situagdes observa-se que as curvas
representativas dos modelos estdo bastante préximas, a exemplo
da situagao que ocorreu para o ajuste com relacdo aos dados
experimentais, apresentando igual probalidade de descrever o
fendmeno. No entanto, no decorrer desta secdo sera adotada a
hipétese de concentracdo de agua varidvel, uma vez que a mesma

€ mais realista, pois a agua é consumida na reacio.

3.6 - INFLUENCIA DA FORMA DE ADIGCAO DA ENZIMA AO MEIO REACIONAL

Uma alternativa de obter melhores desempenhos de reaciao
foi simulada neste trabalho. Esta alternativa consiste em
adicionar inicialmente apenas uma fracdo da quantidade total de
enzima e a quantidade restante ao longo do tempo, visando
minimizar os efeitos de desativacdao térmica da enzima. Para
efeito de analise, a adigdo da segunda parte da enzima seré
executada linearmente com tempo, a partir do tempo zero até uma
determinada fracdo do tempo necessdrio para se atingir a

conversdo de 95 %. Este tempo serd chamado tiin..
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O modelo wutilizado para este estudo serd o modelo de
Bowski adicionando-se os efeitos de desativacdo térmica da
enzima e inibig¢do pelos produtos, j& que este melhor descreveu
os dados experimentais de BERGAMASCO (1989), utilizando-se
também da hipétese da concentragdo de agua variavel, por razdes
ja descritas anteriormente. As condicdes para este estudo s&o:
[S]o, = 850 g/L, T = 55 °C, e pH = 5,0.

3.6.1 - Modelagem da Cinética em Reator Batelada

O modelo béasico pode ser representado pela Equacido (3.13),

obtida com aplicagdo da Equacgdo (3.10) na Equacdo (2.62):

d[s]___ a[E][S]-(A+B[s]

dt  1+(b-d)-[S]+c-[S]" +d-[$],

( 3.13 )

onde [E] é uma fun¢do do tempo.
3.6.1.1 - Obtengdo do Perfil da Adicdo da Enzima

Considerando um reator batelada de volume util V, , com
uma quantidade inicial de enzima [E]o, e a adicdo de uma
solugdo de enzima de concentragao [E]; a uma vazdo Q, e
efetuando um balan¢go de massa para a quantidade de enzima, tem-

se:
(Entra) = {Sai) + (Reage) + (Acumula) ( 3.79 )

Representando em quantidades mensuraveis, tem-se:

Q-[E], =0+K, -[E]-V, +3£—f-]-vu

' dz]

3.80
m ( )

v-[E}, =0+K, -[E]+
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onde: v=

Q ( 3.81 )
vV

e assumiu-se que Q é tdo pequeno tal que V, nido se altera.

Rearranjando a Equacdo (3.80) tem-se:

d|E

[ ]+K [E]=v-[E], (3.82)

dt
Integrando a Equagdo (3.82) para a condigdo de contorno

[E] = [E]o para t = 0, tem-se:

181151, - L) e, 9+ L 1 e

d

A Equacgado (3.83) é valida desde o tempo igual a zero até o

instante final de adigdo da enzima, que serad denominado tiin.

A partir de tii, ndo hd mais adigdo de enzima e o perfil de
concentragao ativa obedece ao modelo de decaimento descrito

pela Equagdc (2.5), podendo ser expresso por:

[E]=[E]... -exp[ K. - (t-ti,)] = £:(1) ( 3.84 )
[E [E
onde: [E], =([E]0—i]—'—)-exp(-Kd-tﬁm)+M ( 3.85 )
- Kd Kd
_|Oset<ty,
Lembrando que uh-hm)_{lset>thn ( 3.86 )

onde u(t - tiin) € a funcdo degrau ou funcdo de Heaviside

tem-se que: E=3ﬂ@)+Lﬂ(O-3ﬂ@ﬂ-uﬁ—gn) ( 3.87 )
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3.6.1.2 - Obtengdo do Modelo Integrado

Substituindo a Equag&o (3.87) em (3.13) e rearranjando,

tem-se:

.(‘:.I:[[E]o - Lf([—}dﬂl—) cexp (K, 1)+~ 'K[flll

j {[[E] -ﬂj exp(-K, - t)+

ELK[—TL - [E]hm -exp[—Kd (t- tﬁm)]} ~ut ~tpg)-dt = if([g,]) . d[s] ( 3.88 )

b-9 . ofy . 4fs)

1 €T
onde: f([sl):{a-[s]-(A+B-[S])Ta-(A+B-[S])7a-(A+B-[S])Ta-[S]-(A+B-[S])}( 3-89

Integrando a Equacdo (3.88), tem-se:

([E] v[E ]‘j [ep(Ky-t)-1]-v-[E] - t=-a,-X, - B,-In(1-X,) -

77.IH{A+B-[S]O-(1-XA)

ara0<t<t, ( 3.90 )
A+B-[5], } P tim

A+B’{S]o '(I_XA)
A+B-[§),

t=-Ki-ln{—oz8 X, + B I(1-X,) -7, -ln{

d

:l—é'}«{—t,.m parat >t ( 3.91 )
onde: a,=——1t70 ( 3.92 )

( 3.93 )
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, =K, .{(b-d)_ c-A 1+d~[S]o}

a-B a-B> aA R

o =% ( 3.95)
‘[l '

ﬂ“:[1§7 ( 3.96 )

ys:[éy ( 3.97 )

S= L . ([E] _XﬂJ.[exp(_K tim) =1 - v-[E], -ty ~[E],} ( 3.98 )
. W b S

3.6.2 - Comparagao Entre os Modelos de Adigdo Total e Parcial

de Enzima

Uma comparag¢do entre a condicgdo de adicdo total de enzima
no inicio da reagdo, desenvolvida por BERGAMASCO (1989) e o
modelo obtido nas Equagdes (3.90) a (3.98) foi realizada,

visando avaliar as novas condic¢des de reacio.

O modelo foli aplicado as condigdes descritas no item 3.4,
alterando a quantidade inicial de enzima para 0,0849 g, isto &,
metade da quantidade total e adicionando-se o restante em 8
horas. Este tempo que corresponde ao tii,, €& aproximadamente a
metade do tempo necessdrio para se atingir a conversdo de 95 %.
A adig¢do da segunda parte da enzima, foi realizada através de
uma solucdo de concentracdo 169,8 g/L a uma vazdo de 2,5 . 107°
L/h num reator de 400 mL.

O resultado desta simulagdo pode ser expresso por:
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0,01841-In(1-X, ) - 0,2902- X, —2,6458-1n[0,9033+0,0967 - (1- X, )] =
~0,1419-[exp(-0,0468-1) ~ 1] - 0,01061-t para 0<t<8 ( 3.99 )
e

t=-21,3675-In {0,1425- In(1-X,)~2,2463- X, —20,4781-1n[0,9033+0,0967-(1- X, )] + 1,3142}

+ 8 parat>8 ( 3.100 )

Na Figura 3.27 pode-se observar a comparacgio entre os

modelos descritos pelas Equacgdes (3.73), (3.99) e (3.100).

100

80 }
70+ (@

60 (b)
50 |
40 {
30 |

—(@)-Adigao Total
—b)-Adicao Parcial

X, (%)

10 1

0 5 10 15 20 25 30 35

Tempo (horas)

FIGURA 3.27 - Comparagdao Entre os Modelos de Adigdo Total e

Parcial de Enzima ao Meio Reacional.

A anédlise da Figura 3.27 mostra que n&o houve ganho no
desempenho da reagdo pelo fato de haver adicgdo distribuida da
enzima ao longo do tempo, nas condigdes anteriores de

simulacéo.
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3.7 - SIMULAGAO DE CONDIGCES DE ADICAO DE ENZIMA AO MEIO
REACIONAL

Apresenta-se nesta segdo a simulacdo do modelo obtido no
item 3.6, com o objetivo de investigar a possibilidade de
obtengdo de uma situagdo oposta aquela obtida no item 3.6.2,
através das Equagdes (3.99) e (3.100), ou seja, um melhor
desempenho de reagdo do que ao correspondente a adicdo total da

enzima no inicio da reacgéao.

As condigdes de simulacdo foram as mesmas descritas no
item 3.4, variando-se a quantidade inicial de enzima no meio
reacional, e o tempo de adigdo para o restante de enzima (tiin),
que ¢é definido como uma fragdo de tempo necessario para se

atingir a convers&o de 95 %, com adicdo total de enzima.

Considerando o volume total de solucdo de enzima a ser
adicionado igual a 0,4 mnL num reator de 400 mL, com

concentragdo inicial de enzima e t,;, dados por:

E], =0,1698- & (3.101 )
[E],

e t, =168 ( 3.102 )

onde a e B tém valor entre zero e um. Dezesseis (16) horas é
aproximadamente o tempo necessario para se atingir a
conversdo de 95 %, com adicdo total de enzima no inicio da
reagao. Escolhendo [E]; = 169,8 mg de Enzima/mL, resulta para a

segunda parte da enzima a ser adicionada

(01698-(1-a)-V, =E,-Q-ty,) :

= _ (-9 ( 3.103 )
V, 160003
169.8-v 169.8-v
[E]ﬁm:([E]O«W)-exp(-0,0468-tﬁm)+m ( 3.104 )
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[E] {([ lo - 153;;) -[exp (-0,0468-th.m)—-1]—Vo169,8-tﬁm~[E]h.m} ( 3.105 )

onde a é fragdo inicial de enzima no meio reacional (0 a 1) e B
a fracdo de tempo necessadrio para se atingir a conversao de

95 % com adigdo total de enzima (0 a 1).

As Equagbes (3.90) e (3.91) podem ser expressas por:

0,01841-In(1-X, )~ 0,2902- X, ~2,64581n[0,9033 +0,0967-(1- X, )] =

169.8-v
UEL—-QW%SJ{QWQQW%8¢)—H—VJ62&t para0<t<t,, ( 3.106 )
e
001841 0,2902 2,6458
t=-21,3675:1n n(1-X ) X, % -In]0,9033 +0,0967-(1-X ) —5}
(T o) xR (o)

+ t,  parat>t, (13.107 )

Para fins de apresentacgdo dos resultados de simulacdo, as

Equagdes (3.106) e (3.107) podem ser expressas por:

0,01841-In(1-X, ) - 0,2902- X, —2,6458-1n[0,9033+0,0967-(1- X, )| =

-A, -[exp(-0,0468-1)-1]-B,-t  paraO<t<t,, ( 3.108 )

e

t=-21,3675-1In {A2 In(1-X,)~-B, - X, - C, -In[0,9033 +0,0967-(1- X, )] - 5}

+ para t> t, ( 3.109 )
1698.v
de: - 3.110
onde [ ] 0.0468 ( )

B, =1698-v (3.111 )
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[El..
_ 02902
" [El
_ 2,6458
© Bl

~0,01841
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( 3.112 )

( 3.113 )

( 3.114 )

Na Tabela 3.13 sdo apresentados os valores obtidos para os

parametros A;, By, A;, B, C;, & e t;;, para alguns valores de a e

B.

TABELA 3.13 - Valores dos Coeficientes das Equagdes (3.108) e
(3.109).

a B A, B, A, B. C: S Ciim
0,25(0,25|0,6378 | 0,03184 |{0,1216| 11,9175 (17,4821|1,2220{ 4
0,25]0,501}0,2977 { 0,01592 {0,1359(2,1430|19,5378(1,2539| 8
0,25|0,60|0,2410 | 0,01397 {0,1420( 2,2380 |20,4038(1,3095}9,6
0,501 0,25]|0,3686 | 0,02123 {0,1245(1,9630|17,8973|1,1486| 4
0,501 0,50}0,1419 | 0,01061 |0,1425(2,2463 |20,4781(1,3142] 8
0,50 0,60 | 0,1041 |0,008844(0,1502(2,3677 |21,5871(1,3854}9,6
0,604} 0,25]0,2609 | 0,01698 [0,1257(1,9819|18,0689(1,1596| 4
0,60} 0,5010,07953(0,008490{0,1453( 2,2901 |20,8796(1,3400] 8
0,600,060 0,04930|0,007055]0,1538(2,4240|22,0998(1,4183}9,6

3.7.1 - Influéncia da Quantidade Inicial de Enzima
Nas Figuras 3.28, 3.29 e 3.30 pode-se observar a

influéncia da quantidade

inicial de enzima presente no meio

reacional para alguns valores de B, bem como a comparacdo com O

modelo obtido para a adigd&o total de enzima no meio reacional.
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FIGURA 3.28 - Influéncia da Quantidade Inicial de Enzima

para B = 0,25,
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FIGURA 3.29 - Influéncia da Quantidade Inicial de Enzima

para B = 0,50.
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—{@)- Adigao Total
9 —{b)- Afa =025
E —c)-Alfa=05
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Tempo (horas)

FIGURA 3.30 - Influéncia da Quantidade Inicial de Enzima
para B = 0,60.

Observa-se das Figuras 3.28, 3.29 e 3.30 que
independentemente do tempo de adigdo do restante da solucdo de
enzima, quanto maior a quantidade inicial de enzima, melhor o
desempenho da reagdo, sendo que o melhor desempenho ainda é

obtido pela adigdo total de enzima no inicio da reacio.

3.7.2 - Influéncia do Tempo de Adigdo da Solucgido de Enzima

Nas Figuras 3.31, 3.32 e 3.33 pode-se observar a
influéncia do tempo de adigdo da solugdo de enzima para alguns
valores de o , bem como a comparagdo com o modelo obtido para

adi¢do total de enzima no meio reacional.

Observa-se das Figuras 3.31, 3.32 e 3.33 que,
independentemente da quantidade inicial de enzima, quanto menor
0 tempo de adigdo do restante da solugdo de enzima, melhor o
desempenho da reagdo, sendo que o melhor desempenho ainda é

obtido pela adigdo total de enzima no inicio da reacdo.
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FIGURA 3.31 - Influéncia do Tempo de Adigdo da Solucdo de

Enzima para o = 0,25.
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FIGURA 3.32 - Influéncia do Tempo de Adigdo da Solucgdo de

Enzima para a = 0,50.
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IV - CONCLUSOES

Nesta segdo serao apresentadas as conclusdes decorrentes
do desenvolvimento dos modelos e simulacdo das condigdes de
hidrélise da sacarose pela enzima invertase, em reator

homogéneo do tipo batelada.

O ajuste dos modelos desenvolvidos neste trabalho aos
dados experimentais obtidos por BERGAMASCO (1989), mostrou que
o modelo de BOWSKI et alii (1971) quando s&o incorporados os
efeitos de desativagdo térmica da enzima e inibicdo pela
concentracgao dos produtos formados na reagdo €& o que melhor
representa os dados experimentais, independendo da hipétese da
concentragcao de agua ser considerada constante ou variavel no

meio reacional.

A simulagado das condigdes de desenvolvimento da reacdo
mostrou que, a medida que se tem um aumento na concentracao
inicial de substrato no meio reacional, s&o requeridos maiores
tempos de reagdo para se atingir wuma dada conversao,
independentemente da hipétese considerada para a concentracdo
de agua (constante ou varidvel). Observa-se também que, para as
diversas condigbdes de concentragdo inicial e hipéteses da
concentragaoc de agua, para as temperaturas de 50 e 55 °C niao ha
alteragdo na conversdo méxima obtida na reacdo, enquanto para
uma temperatura de 60 °C hd uma reduc3o na conversido maxima a
medida em que se tem um aumento na concentracdo inicial de
substrato, uma vez que, em fungdo da sensivel desativacao
térmica nesta temperatura, ndo h& tempo suficiente para

converter todo o substrato presente na reacdo.

O desempenho obtido na reagdo é bastante préximo para as
temperaturas de 50 e 55 °C, com predominio na conversio para a

temperatura de 55 °C para tempos de =zero até préximos do

necessario para a conversdo em torno de 95 a 99%, dependendo da
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predominio para a temperatura de 50 °C, pois a desativacao

térmica apresenta maior influéncia de desnaturacdo da enzima

para 55 °C e tempos longos de reacéo.

Em todas as condigdes de simulacdo, em condicdes idénticas
de reacdo, e para o mesmo tempo de reacdo, a hipdétese da
concentragdo de agua varidvel gera valores maiores de conversio
do que para o caso da hipotese de concentracdo de &gua

constante.

O ajuste dos modelos aos dados experimentais, mostra boa
qualidade em ambas as hipdteses de concentracdo de &agua. Em
fungado disto, e considerando que a agua é consumida na reacio,
por se tratar de um reagente, o modelo mais adequado deve

considerar a concentrac¢do de agua como variavel.

A hipbtese de adigdo parcial de enzima, com o restante
sendo adicionado ao longo do tempo, foi verificada para uma
condigao de interesse industrial, visando obter-se menores
tempos de reagdo em fungdo do melhor aproveitamento da enzima
através da redugdo do efeito de desativacdo térmica. Os
resultados de simulagdo mostraram que a vantagem ndo foi
suficiente para se obter melhor desempenho com relacdo a
situagdo 1idéntica com adicdo total de enzima no inicio da

reacao.

A variagdo da quantidade inicial da enzima presente no
meio reacional mostra que, quanto maior for esta quantidade,
mantendo-se fixo o tempo de adig&o do restante da solucdo de
enzima, menores tempos sdo necessirios para se atingir a
conversao maxima, sendo coerente portanto com a melhor condicao

de desempenho para toda a enzima presente no inicio da reacéo.
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A simulagdo mostra também que, na hipdétese de adicao
de enzima distribuida ao longo do tempo, a melhor situacio
€ obtida para adigao em menores intervalos de
tempo, caracterizando a redugdo do efeito de desativacao

térmica da enzima.



V - SUGESTOES

Visando a obtencao de melhores condigdes de

desenvolvimento da reacdo de hidrdlise da sacarose pela enzima

invertase, com o objetivo de sua utilizacdo industrial face a

grande potencialidade econdémica deste processo, sugere-se a

exploragdo dos segquintes aspectos:

Estudar o processo com outros tipos de reatores;

Imobilizagdo da enzima invertase e sua aplicacdo em diversos

tipos de reatores.

Estudar a estabilidade térmica da enzima em diferentes

concentragdes de substrato.

Estudar a cinética considerando-se a formagdao de dois
produtos (glicose e frutose), produzidos simultaneamente ou

seqliencialmente.

Determinar independentemente as constantes de inibic&do da

glicose e frutose.

Estudar problemas de micromistura, tendo em vista a
dissolugdo de uma pequena quantidade de solucdo enzimatica
num grande volume de solucdo de sacarose com viscosidade

relativamente elevada.
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VII - ANEXOS

7.1 - ANEXO I - Velocidade Inicial em Fungdao da Concentragdo de
Substrato

Serdo apresentados a seguir os dados de velocidade inicial
em fungdo da concentracdo de substrato, obtidos por BERGAMASCO
(1289).

TABELA 7.1.1 - Velocidade Inicial em Fungdo da Concentracgdo de
Substrato (BERGAMASCO, 1989).

[S] - (g/L) V - (g/L.h)
5 0,40613
10 0,9234
15 1,3416
50 2,0988
90 2,2032
120 2,4009
180 2,3448
200 2,2070
300 2,0730
400 1,7024
500 1,5820
600 1,2357
800 0,8642
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7.2 - ANEXO II - Programa FITPOR

Este programa ajusta, pelo método dos polindmios

ortogonais, polindmios de grau n na forma vy = ap + a; x + a, x°.

10 REM Ajuste Polinomios Ortogonais FITPOR

20 DIM X (20), Y(20), VvV(20), A(20), B(20), C(20), D(20), C2(20),
E(20), F(20), VE(20)

30 IF PG > 0 THEN PRINT CHRS$ (12)

45 INPUT "Ajuste S/V "; C$

50 INPUT "GRAU DO POLINOMIOQ:"; M: MF = M

60 INPUT "FATOR DE REDUCAO DE ERRO:"; E

70 INPUT "NUMERO DE PONTOS:"; N

80 FOR I =1 TO N

90 PRINT "X("; I; "™),Y("; I, ")="; : INPUT " "; X(I), Y(I): IF
C$ = "N" THEN 100

95 VE(I) = Y(I): Y(I) = X(I) / Y(I)

100 NEXT I

120 FOR I = 1 TO N: PRINT TAB(6); I; TAB(9); X(I); : IF CS =
"N" GOTO 127

125 PRINT TAB(22); VE(I): GOTO 135

127 PRINT TAB(22); Y (I)

135 NEXT I

140 INPUT "Correcao Dados"; BS

150 IF B$ = "N" THEN 180

160 INPUT "I="; I: PRINT "X("; I; "),Y("; I, ")="; : INPUT " ";
X(I), Y(I): IF C$ = "N" THEN 170
165 VE(I) = Y(I): Y(I) = X(I) / Y(I)

170 GOTO 140

180 M = MF: GOSUB 1000

190 PRINT "COEFICIENTES AJUSTADOS:"

200 FOR I = 0 TO L

210 PRINT "A("; I; ")="; : PRINT USING "##H#H###.H4H#H#4HH#";

C(I): NEXT I

220 PRINT "DESVIO PADRAO="; : PRINT USING "####. #H#H#HE4H#4H4H#"; D

230 PRINT "COEFICIENTE DE CORRELACAO="; : PRINT USING
THEH CHEHHHET, R

235 IF C$ = "N" THEN 300

240 FOR I = 1 TO N

250 V(I) = X(I) / V(I): NEXT I

260 PRINT " I S A% vC s/v"

270 FOR I = 1 TO N: PRINT USING "##"; I;

280 PRINT USING "##### . ###"; X(I); VE(I); V(I); Y(I): NEXT I

290 PRINT : GOTO 600

300 PRINT " I X Y Yc"

310 FOR I = 1 TO N: PRINT USING "##"; I;

320 PRINT USING "#####. . ###"; X(I); Y(I); V(I): NEXT I: PRINT

600 K= 0: KA =0

610 INPUT "Adicao pto"; A$: IF A$ = "N" GOTO 630

620 N = N + 1: PRINT "X("; N; ")=,Y("; N; ")="; : INPUT " ";
X(N), Y(N): IF C$ = "N" THEN 625

622 VE(N) = Y(N): Y(N) = X(N) / Y(N)
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K= 1: GOTO 610

INPUT "Retirar pto"; BS

IF (BS = "N" AND K 1) OR (BS = "N" AND KA = 1) GOTO 180
IF BS = "N" AND AS = "N" GOTO 700

INPUT "I="; I: FOR J = I TO N: X(J) = X(J + 1): Y(J) = Y(J
+ 1): VE(J) = VE(J + 1): NEXT J

KA =1: N=N - 1: GOTO 630

INPUT "DESEJA REPETIR O PROGRAMA? S QU N"; AS

IF AS = "S" GOTO 720 ELSE 800
PG = PG + 1: GOTO 30
END

REM SUBROTINA (LSQRPOLY)

PRINT "CALCULANDO - PACIENCIA!"
N1 =M+ 1

V1l = 10000000#

FOR I = 1 TO N1

A(I) = 0!: B(I) = O!: F(I) = 0!: NEXT I
SY = 0!': FOR I = 1 TO N: SY = SY + Y(I)
V(I) = 0!v D(I) = 0!: NEXT I: YM = SY / N
Dl = SQR(N): W= Dl: F1 = D1l: Al = 0!

FOR I = 1 TO N: E(I) = 1! / W: NEXT I

DY = 0!: FOR I = 1 TO N: DY = DY + (Y(I) - YM) ~ 2
Al = Al + X(I) * E(I) ~ 2: NEXT I

Cl 0

FOR I = 1 TO N

Cl =Cl + Y(I) * E(I): NEXT I

B(l1) = 1! / Fl: F{(1) = B(1l) * C1

FOR I =1 TO N

V(I) = V(I) + E(I) * Cl: NEXT I

M =1

FOR I = 1 TO L: C2(I) = C(I): NEXT I

L2 =L: V2 =V: F2 = Fl: A2 = Al: F1 = 0!

) — A2) * E(I) - F2 * D(I)
F1 = F1 + E(I) ~ 2: NEXT I
)
0

) E(I) / Fl: NEXT I
0

I) ~ 2: NEXT I

0

I): NEXT I

(L): D1 = 0!
IF L > 1 THEN D1 = B(L - 1)
D1 = D1 - A2 * B(L) - F2 * A(L)
B(L) = D1 / Fl: A(L) = B2
I =1+ 1
IF I <> M THEN GOTO 1620
FOR I =1 TON
V(I) = V(I) + E(I) * Cl: NEXT I
FOR I = 1 TO N1
F(I) = F(I) + B(I)
V=20: FORI =1 TO
V=V+ (V(I) - Y(I

* Cl: C(I) = F(I): NEXT I
N
)) ©~ 2: NEXT I



1800
1810
1820
1830
1840
1850
1860
1870
1890
1920
1960
1970
1980
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VI = DY - V: R = SQR(VT / DY): V= SQR(V / (N - L - 1))
L=M

IF E = 0 THEN GOTO 1860

IF ABS(VI - V) / V < E THEN GOTO 1960
IF E *V > K * V1 THEN GOTO 1960

Vi =V

IF M = N1 THEN GOTO 1890

GOTO 1380

FOR I =1 TO L: C(I - 1) = C(I): NEXT I
C(L) =0!': L =L - 1: D= V: RETURN

L =1L2: V=V2

FOR I =1 TO L

C(I) = C2(I): NEXT I: GOTO 1890
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7.3 - ANEXO III - Programa DCTE

Este programa calcula, pelo método dos minimos quadrados,
o0 valor do paradmetro de inibigdo pelos produtos, para o modelo

que considera a concentracdo de agua constante.

5 CLEAR

10 REM CALCULO DO VALOR DE D - W cte

15 DIM X (65), T(65), F(65), E(65), H(65), J(65), K(65)

20 INPUT "NUMERO DE PONTOS:"; N

30 FOR I =1 TO N

40 PRINT "X ("; I; "),T("; I; ")="; : INPUT " "; X(I), T(I)
50 NEXT I

5 P=0: Q=0: R=0: S =20

60 FOR I = 1 TO N

70 F(I) = (-.2951) * (LOG(1l - X(I)) + X(I))

80 E(I) = (EXP(-.0468 * T(I)) - 1) * F(I) / .0468
90 P = P + E(I)

100 H(I) = X(I) * F(I)

110 Q = Q + H(I)

120 J(I) = LOG(1 - X(I)) * F(I)

130 R = R + J(I)

140 K(I) = 1.7654 * X(I) ~ 2 * F(I)

150 S = S + K(I)

160 NEXT I

170 D = (6.5252 * Q - .1188 * R+ P - S) / (.2951 * (Q + R))
180 PRINT "D="; D
190 END
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7.4 - ANEXO IV - Programa DVAR

Este programa calcula, pelo método dos minimos quadrados,
o valor do pardmetro de inibicdo pelos produtos para o modelo

que considera a concentracdo de agua variavel.

5 CLEAR

10 REM CALCULO DO VALOR DE D - W var

15 DIM X (65), T(65), G(65), L(65), M(65), N(65), P(65)

20 INPUT "NUMERO DE PONTOS:"; N

30 FOR I =1 TO N

40 PRINT "X ("; I; ™),T("; I, ™)="; : INPUT " "; X(I), T(I)
50 NEXT I

50 E=0: H=0: J=0: K=20

60 FOR I = 1 TO N

70 G(I) = (-.3267) * LOG(1 - X(I)) + 3.3786 * LOG(.9033 +
.09669 * (1 - X(I)))

80 L(I) = (EXP(-.0468 * T(I)) - 1) * G(I) / .0468

90 E = E + L(I)

100 M(I) = 36.5209 * X(I) * G(I)

110 H = H + M(I)

120 N(I) = LOG(1 - X(I)) * G(I)

130 J = J + N(I)

140 P(I) = LOG(.9033 + .09669 * (1 - X(I))) * G(I)

150 K = K + P(I)

160 NEXT I

170 D = (310.0974 * K - .1316 * J + H + E) / (.3267 * J -
3.3786 * K)

180 PRINT "D="; D
190 END
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7.5 - ANEXO V - Dados de Conversdo em Fungdo do Tempo

Serao apresentados a seguir os dados de conversao em
funcdo do tempo, no reator batelada, apresentados em BERGAMASCO
(1989).

TABELA 7.5.1 - Dados de Conversdo em Funcdo do Tempo no Reator
Batelada (BERGAMASCO, 1989).

Tempo (h)| Xa (%)
0,08333 3,94

0,1667 4,19
0,25 5,48
00,3333 6,43
0,4167 7,26

0,5 9,37
0,5833 9,71
0,6667 10,71
0,75 11,21

0,8333 12,45
0,9167 13,85

1 15,14
1,5 21,85
2 26,9
2,5 33,33
3 36,79
3,5 39,14
4 43,12
4,5 50,51
5 55,13
5,5 56,34
6 59,22
6,5 60,88
7 62,48

7,5 67,44




8 70,86
8,5 72,22
9 69,21
9,5 73,6
10 76,78
10,5 77,15
11 80,51
11,5 82,2
12 84,2
12,5 85,11
13 86,63
13,5 87, 62
14 88,76
14,5 50,39
15 91,81
15,5 95,38
16 93,68
16,5 96,11
17 96, 1
17,5 95,96
18 95,96
18,5 97,18
19 96,44
19,5 96,96
20 96,77
20,5 96, 6
21 95,79
25 98,47
26 97,38
26,5 99,26
27 97,28
27,5 99, 33
28 99,99
29 99, 74
30 98,47
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31 97,28
32 98,47
33 93,99
34 99,99
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7.6 - ANEXO VI - Dados de Conversdo em Funcdo do Tempo

Serdao apresentados a seguir os dados de conversio em
fung&o do tempo, no reator batelada, utilizados para o céalculo
do parametro de inibigdc pelos produtos da reacdo, obtidos a
partir da selegdo dos dados do Anexo V, que representam uma

curva crescente de conversdo em funcdo do tempo.

TABELA 7.6.1 - Dados de Conversao em Funcido do Tempo no Reator
Batelada, Utilizados no Célculo do Parametro de

Inibicdo Pelos Produtos da Reacdo.

Tempo (h)| Xa (%)
0,08333 3,94

0,1667 4,19
0,25 5,48
0,3333 6,43
0,4167 7,26

0,5 9,37
0, 5833 9,77
0,6667 10,71
0,75 11,21

0,8333 12,45
0,9167 13,85

1 15,14
1,5 21,85
2 26,9
2,5 33,33
3 36,79
3,5 39,14
4 43,12
4,5 50,51
5 55,13
5,5 56,34




6,5 60,88
7 62,48
7,5 67,44
8 70,86
8, 72,22
9,5 73,6
10 76,78
10,5 77,15
11 80,51
11,5 82,2
12 84,2
12,5 85,11
13 86,83
13,5 87,62
14 88,76
14,5 90, 39
15 91,81
15,5 95,38
16,5 96,11
18,5 97,18
25 98,47
26,5 99,26
27,5 99, 33
29 99,74
34 99,99
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