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Nothing tends to imprint chemical facts upon the mind so much as the exhibition of interesting
experiments
— Samuel Parkes, 1816
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Resumo

As aulas laboratoriais sdo uma parte muito importante do ensino de Engenharia Quimica. Nestas
aulas deverdo existir trabalhos complexos com relevancia industrial. Foi objectivo deste projecto
desenvolver um novo trabalho laboratorial baseado num catalisador biol6gico para o estudo
didactico da inversdo da sacarose. Este trabalho foi desenvolvido em oposicdo a um trabalho
semelhante, ja& disponivel nos laboratdrios da FEUP-DEQ, mas baseado num catalisador

inorganico.

Foi estudada a cinética da inversdo da sacarose em fase homogénea com dois métodos de
deteccdo diferentes, nomeadamente um sistema FIA com um espectrofotdmetro e um
polarimetro. Os dados resultantes foram ajustados ao modelo de Michaelis-Menten. O ajuste dos
dados do sistema FIA foi bom e as suas constantes aparentam estar de acordo com dados obtidos
na literatura. Os dados obtidos com o polarimetro demonstram um forte desvio do modelo de
Michaelis-Menten para concentracGes altas de sacarose. Utilizou-se um novo método [10] que
ajusta bem aos dados experimentais, porem as constantes cinéticas dai retiradas ndo se

aproximam das constates obtidos na mesma fonte.

Foram realizados uma serie de ensaios simples que permitiram estimar a composicéo, e a
quantidade, das esferas de enzima imobilizada para se conseguir conversdes significativas no
tempo disponivel numa aula laboratorial. Estes dados permitem terminar a construgdo da

instalacéo.

Por fim foi testada a inversdo em fase heterogénea na instalacdo finalizada. Vemos que uma
coluna com cerca de 70 ml de esferas com uma composi¢cdo na propor¢do 1 para 2 enzima —
alginato, consegue conversdes superiores a 50 % com concentragdes de sacarose de 100 a 200
gramas por litro num tempo de 10 a 15 minutos.

Palavras-Chave (Tema): Sacarose Inversdo Enzimas Laboratério Ensino
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Abstract

Laboratory classes are an important component in the teaching of Chemical Engineering. These
classes should contain complex, and industrially relevant, experiments. This body of work
consists of the development of a new laboratory experiment based on a biological catalyst for the
study of sucrose inversion. This experiment is developed as a counterpoint on a similar

experiment already used in the laboratories of FEUP-DEQ, which uses a non-organic catalyst.

The kinetics of sucrose inversion was studied in a homogenous phase reactor using two methods
of glucose detection, i.e. a FIA system with a spectrophotometer and a polarimeter. Resulting
data was adjusted to the Michaelis-Menten model. The data collected via the FIA setup adjusted
well and its constants appear to be in agreement with those found in literature. The data collected
from the polarimeter however demonstrates a strong deviation from the Michaelis-Menten model
for high sucrose concentration. Another method was used [10] which adjusts well to the data
however the constants there from obtained are not similar to those obtained from the same
article.

A series of isolated reaction were performed in a closed heterogeneous reactor which allowed a
good estimate of the composition and quantity of spheres with immobilized enzymes so as to
manage significant conversion of a sucrose solution in the class timeframe. This information

allowed the experimental installation to be completed.

Finally, the inversion reaction was tested in the completed installation. With approximately 70
ml of spheres with a composition with a 1 to 2 enzyme-alginate proportion a 50% conversion

was possible for sucrose solutions of 100 to 200 grams per litre in 10 to 15 minutes.
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Notacao e Glossario

Abs Absorvéncia
Abscorr  Absorvéncia corrigida
Abse,s  Absorvéncia observada

n Numero de injeccOes efectuadas anteriores a Gltima reposicdo de God-Pap

Vmax  Velocidade méxima observada glts?t
Km Concentracao que se observa para metade da velocidade méaxima glt
[C] Concentracdo massica de glicose gl

v Velocidade observada gltst
X Converséo %

Ci Concentrag&o inicial glt

Letras gregas

o Angulo de rotagéo lido no polarimetro 0

S Factor de correcgdo de concentracdo de God-Pap

Lista de Siglas

FIA Flow Injection Analysis
UV-VIS Ultavioleta-Visivel

Vii
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1 Introducéo

1.1 Enquadramento e Apresentacdo do Projecto

O método cientifico requer observacao, experimentacdo e deducdo. Nao surpreende que Varios
autores consideram as aulas laboratoriais como componentes chave no ensino [1] [2]. J& foi
estudado o decréscimo acentuado de matéria retida na memaria ao longo duma palestra [3]. Apds
quinze minutos € retida 40 % da informacdo. Apos trinta minutos apenas 25 % e aos quarenta e
cinco minutos ja sO se retém 20 %. Desta forma uma palestra é equivalente a leitura ndo

acompanhada.

As aulas laboratoriais ndo sdo de forma alguma isentas de defeitos. Pelo facto de existirem ndo €
suficiente. Um protocolo fechado, do tipo duma receita de bolos, e a falta de interesse dos alunos
podem tornar uma aula laboratorial numa sequéncia de tarefas com um impacto minimo na
aprendizagem [2]. Nestas aulas um aluno procede com as tarefas que Ihe estdo estipuladas mas
ndo compreende a razdo por detras de cada passo nem aprende.

Tanto no caso das palestras como nas aulas laboratoriais, mencionadas anteriormente, séo
obviamente casos limite. A medida que mudam as mentalidades, o conhecimento e a tecnologia,
também observamos uma mudanca na forma das aulas. A construcdo das aulas estéa
tradicionalmente centrada no ensino — “dar uma aula”, enquanto o objectivo sera normalmente
de aprendizagem — construir uma aula com os alunos. A convergéncia da forma de construcao
das aulas com os objectivos estabelecidos resulta num aumento da eficicia da aprendizagem. O
recurso a exercicios praticos durante uma aula teérica, ou a aulas laboratoriais com uma forte

componente de discusséo, sdo exemplos de metodologias mais centradas na aprendizagem.

Os avancos tecnolégicos trazem mais um elemento de incerteza para as aulas laboratoriais. E
sugerido [3] que em vez de discutir muitos equipamentos de complexidade moderada, sera
favoravel o aluno compreender bem um equipamento complexo. Desta forma o aluno ganha a
coragem que necessita para enfrentar equipamentos desconhecidos com a mente virada para a

experimentacédo e aprendizagem em vez da hesitacdo e o receio.

Por fim existe ainda outro factor importante que se pode considerar na tentativa de melhorar o
ensino nas aulas laboratoriais. Se um aluno ndo compreender a importancia da realizacdo duma

experiéncia, e.g. por ndo compreender a sua relevancia em termos industriais, este aluno ira

Introducgao 8
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perder a motivacdo para entender o seu funcionamento [3]. Um trabalho laboratorial préximo

dum processo industrial é normalmente percepcionado pelos alunos como mais motivador.

E neste enquadramento que surge a presente dissertacdo. A inversio da sacarose € um processo
ja muito estudado. E de grande valor para muitas industrias alimentares; na producio de
refrigerantes reduz drasticamente o custo do agucar e na desidratacdo de frutos permite uma
perda menor de massa no fruto seco [4]. O processo de inversdo da sacarose é cada vez mais
relevante para conseguir acompanhar o aumento constante de derivados sucroquimicos [5]. Esta
reaccdo pode ocorrer em meio acido, enzimatico, em fase homogénea ou por catalise
heterogénea [6]. A anélise da glicose a saida do reactor pode ser efectuada atraves de variados
métodos: FIA — flow injection analysis [11], polarimetria, cromatografia, entre outros.

O objectivo desta tese é de construir uma nova instalacdo experimental para o laboratério das
aulas de Préaticas de Engenharia Quimica V no Departamento de Engenharia Quimica da
Universidade do Porto. Esta sera constituida a partir de um reactor de leito fixo com enzima
imobilizada com detec¢do por polarimetria. Esta instalacdo similar existird como contrapartida a
uma instalacdo ja existente no local que utiliza um catalisador inorgénico e um sistema de

deteccdo de FIA com espectrofotdometro.

1.2 Contributos do Trabalho

A nova instalacdo permite aos alunos contactarem com um reactor com biocatalisador e, por
consequéncia, um mecanismo reaccional muito mais complexo. Os alunos também irdo utilizar

um polarimetro, sistema anteriormente ausente das aulas laboratoriais.

A instalacdo experimental permite atingir conversdes significativas, para concentracGes

facilmente detectaveis no polarimetro, no tempo Gtil de uma aula

Introducgao 9
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1.3 Organizacéo da Tese

No capitulo 2 sera tragado uma breve analise sobre o estado da ate do ensino, da inversdo da

sacarose e a sua ligacéo a esta dissertacéo.

O capitulo 3 ird apresentar a maneira que se analisou a cinética da reaccdo de inversdao e 0s
resultados ai obtidos. Comecara com a cinética em meio homogéneo com concentracdes baixas e
a utilizacdo do sistema FIA. Passara para concentracbes mais altas e a utilizacdo do polarimetro.
Terminara com o teste da instalagdo experimental concluida em meio heterogéneo num reactor

de leito fixo.

O capitulo 4 junta as conclusdes essenciais tiradas do capitulo anterior.

Introducgao 10



Construgdo duma Instalagdo Experimental para o Estudo Didactico da Inversdo Enzimatica da Sacarose

2 Estado da Arte

Existem inlmeras teorias sobre o ensino e a aprendizagem, desenvolvidas ao longo das décadas.
As teorias vao alterando e evoluindo e os estabelecimentos de ensino devem seguir em certa

medida estas teorias de forma a conseguir transmitir melhor a informagao aos alunos.

Estudos [2] [3] sugerem que o ensino pode melhor significativamente ao incluir aulas
laboratoriais com experiencias cuja aplicabilidade seja clara para os alunos. Existe uma
tendéncia geral para estas aulas serem integradas no processo de ensino e para as aulas existentes

incluirem experiencias com maior relevancia industrial.

A inversdo da sacarose ja € um processo estudado de forma exaustiva. Ja se estudou a sua
variagdo com a temperatura, com o pH, com catalisadores, e suportes de catalisadores,
diferentes, envenenamento com metais pesados, e muitas outras variaveis. Este processo ja é
estudado de forma didactica em alguns laboratorios de ensino como na Universidade de
Maryland [7] e na Faculdade de Engenharia da Universidade do Porto.

A instalagdo existente no FEUP-DEQ ¢ de um reactor catalitico aberto, tubular, heterogéneo, de
leito fixo. Esta instalacdo permite o estudo da inversdo da sacarose com uma cinética da reaccao
de primeira ordem. O reactor esta ligado a um sistema FIA para permitir a analise da corrente de

saida com um espectrofotdmetro.

Instalacfes baseadas na instalagdo ja existente sdo comercializadas pela empresa Armfield sob o
nome de CEU Catalytic Reactors

Estado da Arte 11
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3 Descricdo Tecnica e Discussao dos Resultados

3.1 Meio Homogéneo

3.1.1 Instalacéo Inicial

O projecto iniciou-se com a determinagéo das constantes de Michaelis-Menten para um reactor

enziméatico homogéneo fechado. Para este fim recorreu-se a seguinte instalagdo experimental:

O reactor tem agitagdo magnética e ira funcionar de forma semi-aberta; s6 é alimentado antes do
inicio da reaccdo mas é removida uma corrente continuamente. Tem ainda uma manga ligada a

um banho termostatico.

O sistema FIA recebe trés correntes liquidas com o auxilio de uma bomba peristaltica. A
primeira corrente é de God-Pap que esta num frasco proprio e é alimentado a um dos loops do
FIA. A segunda corrente vem do reactor perfeitamente agitado e alimenta o outro loop. A Gltima
corrente é a agua que serve de liquido de arraste. Quando o FIA muda da posi¢do de recarga para
a posicdo de injeccdo, a agua invade os dois loops forcando a amostra a contactar o God-Pap ao
longo de um percurso longo num banho termicamente isolado. Esta corrente € alimentada ao
espectrofotbmetro e de seguida rejeitada para um recipiente de residuos. O espectrofotdmetro
estd ligado a um sistema de aquisicdo de dados. Todo o God-Pap que é rejeitado do loop é

recuperado no fim para reutilizacéo.

Descrigcdo Técnica e Discussdo dos Resultados 12
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Figura 1: Representacdo simbdlica da instalacdo experimental inicial. A.) Banho termoestatico; B.)
Reactor Homogéneo; C.) Bomba peristaltica; D.) Sistema FIA; E.) Reactor God-Pap; F.)
Espectofotémetro; G.) Recolha de God-Pap néo reagido.

&
g 'S

Figura 2: Na posicdo A, a de Recarga, a corrente vermelha representa a alimentagdo de meio reaccional, a
verde a corrente de God-Pap e azul a corrente de agua. Na posicdo B, a de Injeccdo, a corrente de agua
liga aos depositos de meio reaccional e de God-Pap encaminhando tudo para o reactor de God-Pap.

Descrigcdo Técnica e Discussdo dos Resultados 13
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3.1.2 Calibracao do Espectofotémetro

Como a absorvéncia da sacarose ndo apresenta diferencia significativa da absorvéncia da glicose
nem da frutose em parte alguma do espectro UV — Vis (Ultravioleta -visivel) recorreu-se a um
meio de deteccdo indirecto. Utilizando a preparacdo God-Pap é possivel criar um composto
possivel de detectar num espectrofotbmetro em quantidade proporcional & concentracdo de
glicose.

Foi feita a calibracdo do espectrofotdmetro recorrendo a concentracGes conhecidas de glicose
que sdo introduzidas na instalacdo da mesma forma que serdo retiradas as amostras durante a

fase experimental. Desta calibragdo resultou a seguinte recta:

[G] /g1

Abs
Figura 3: Calibracao do espectrofotdmetro representando a concentracdo massica de glicose versus a
absorvéncia medida

A recta tracada permite obter a seguinte relacdo entre a concentracdo massica de glicose e a
absorvéncia medida:

[G]=7,6186x Abs —0,187 (1)

Descrigcdo Técnica e Discussdo dos Resultados 14
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O reagente God-Pap ndo consumido é recolhido para poder ser reutilizado. Isto levou a uma
ligeira diluicdo do reagente e, por sua vez, uma absorvéncia menos intensa para a mesma
concentracdo de glicose. Esta diluicdo deve-se ao fluido de arraste ocupar o loop do God-Pap
quando o sistema FIA esta na posi¢cdo de injec¢cdo. Quando se volta a colocar o FIA na posicao
de recarga este fluido é descarregado para a recolha do God-Pap.

Para se conseguir medir, e corrigir, o efeito da diluicdo foram efectuadas reaccGes com solugdes
de concentragéo inicial conhecida com God-Pap novo, e novamente com God-Pap com uma
diluigdo conhecida.

0.7 -
0.6 | M
0.0““
oo’
0.5 |
o".
o.. Apaad
0.4 K aaananstis
%) AAA
g .. AAAAAAAAA
0.3 ° aasst
[ ] A‘A
[ ] e
0.2 - ° AAA
) o
.. AA
0.1 1 ° 4t
.AA
o2
0 ; ; ‘ ; ; ‘
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000
tempo /s

Figura 4: Ensaios com concentracdo inicial idéntica. Tridngulos verdes indicam a progresséo da

absorvéncia para 0 God-Pap diluido e circulos azuis indicam um ensaio idéntico com God-Pap novo.

Deduzindo a forma que a diluicdo afectara a absorvéncia e com as experiencias acima indicadas
foi possivel determinar a seguinte equacdo para a correc¢do da absorvéncia em funcdo da
quantidade de injeccdes anteriores a ultima reposicdo. Esta equacdo é valida para todas as

experiencias anteriores a determinacdo das constantes envolvidas.

Abs = Abs. x100+nxf

2
corr obs 100 ( )

Descrigcdo Técnica e Discussdo dos Resultados 15



Construgdo duma Instalagdo Experimental para o Estudo Didactico da Inversdo Enzimatica da Sacarose

Apb6s a determinacdo das constantes o God-Pap novo foi aproveitado para a experiencia

alterando a equacéo para a seguinte.

Abs = Abs. x120+Nnxf

3
corr obs 150 ( )

Em ambos os casos n indica o namero de injec¢cOes efectuadas anteriores a Ultima reposicéo de
God-Pap e S é a constante de correccdo relacionada a diluicdo. Esta constante tem o valor de
0,129.

0.8 -
07
06 - :?...-c:“"'““.
05 ==.:.’--"

0.4

Abs

0.3 - f AAAAA
0.2 - B

0.1 - [

0 1000 2000 3000 4000 5000 6000

tempo /s

Figura 5: verifica-se que a equacao que corrige a diluicdo nos da uma boa aproximacéo a absorvéncia

esperada se fosse utilizado sempre God-Pap novo.

Todas as medicGes de absorvéncia seguintes foram tratadas com esta equacdo para que a

calibracéo inicial mantenha a sua validade.

Descrigcdo Técnica e Discussdo dos Resultados 16
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3.1.3 Cinética com Espectofotdmetro

As constantes de Michaelis-Menten sdo obtidas da velocidade de reaccdo para varias
concentragdes de sacarose. Para se obter estes dados foi seguido o seguinte procedimento

experimental.

Liga-se o espectrofotbmetro para que este possa aquecer e estabilizar o sinal do branco. No
reactor agitado sdo colocados 200 ml de uma conhecida solugdo de sacarose. Coloca-se acido
acético suficiente para conseguir atingir o pH Optimo de 4.5 [8], a concentracdo do meio
reaccional calculado com base no volume final reaccional. No banho termostatico é inserido o
set-point de 55°C [8] e é permitido que a temperatura no reactor estabilize. A bomba é preparada
para 30 rpm de forma a reduzir o atraso nas leituras, garantindo assim uma amostragem mais
correcta do meio reaccional, sem causar grande gasto do reagente God-Pap, visto que a

quantidade inicial tem de servir para 0 ensaio completo para a calibracéo ser valida.

Uma vez tudo preparado € passado agua destilada pelo sistema todo inclusive o
espectrofotdbmetro que é acertado no zero. Inicia-se o programa de aquisi¢do de dados ligado ao
espectrofotémetro e liga-se a bomba. Injecta-se 10 ml da solugdo com a enzima e da-se a reac¢ao
como iniciada. A solucdo enzimatica contém 0.0648 gramas de invertase de 114 U/mg por litro
[7]. Prossegue-se as injec¢des periddicas do sistema FIA sempre que o sinal volte ao zero, cerca
de 2 minutos. Da-se a reaccdo como terminada quando o maximo do pico da injeccdo for

constante deixar de apresentar variag&o.

Tratando os dados recolhidos pode-se retirar as constantes da equacdo de Michaelis-Menten por

dois métodos distintos.

O método tradicional para o calculo das constantes é o seguinte. Construi-se o grafico da
velocidade media contra a concentragdo de substrato. A velocidade méaxima observada é igual a
Vmax- A concentracdo que se observa para metade dessa velocidade méaxima é Ky, Para auxiliar a
compreensdo é apresentado um grafico tipo para esta equacdo.

Descrigcdo Técnica e Discussdo dos Resultados 17
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Reaction rate

0.00 & T T T 1
0 1000 2000 3000 4000

Concentration of substrate

Figura 6: grafico tipo para a equacdo de Michaelis-Menten para uma enzima genérica. [Public Domain]

O procedimento foi repetido para varias concentracdes e foi necessario ultrapassar os limites da
calibragcdo. Esta foi assumida como constante na zona utilizada e extrapolada para esse efeito.
Foram corridas no minimo dois ensaios para cada concentracdao. Os dados foram apresentados na

figura seguinte.

0.01 -
0.009 +
0.008 +
0.007 +
0.006 - *
0.005 +
0.004
0.003 +
0.002 +
0.001 +

0 \ \ \ ‘ ‘ ‘ ‘
0 10 20 30 40 50 60 70

[S]/g.I?

Vmax

Figura 7: Velocidade maxima versus concentracgao inicial de Sacarose
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Como se pode ver na figura os primeiros dois pontos, juntamente com a origem, criam uma
recta. Nesta zona observa-se uma cinética de primeira ordem. Esta é uma caracteristica
conhecida da equagdo de Michaelis-Menten mas no caso presente ndo se observa o patamar de
velocidades para concentragdes altas. Esta observacdo levou a varios ensaios com concentragdes
cada vez mais alta porém, ndo foi possivel “encontrar” este patamar devido as limitacGes de
operacao do espectrofotbmetro. Desta forma tentou-se aproximar a velocidade calculada a

velocidade observada variando as constantes numa folha de céalculo.
Tabela 1: Constantes Michaelis-Menten

Vmax = 0.0137
Km = 30.51

Em alternativa pode-se seguir o0 método de Weaver-Burk. Para seguir este método apresenta-se 0
inverso da velocidade maxima da reaccdo contra o inverso da concentracdo de substrato. A recta

resultante segue a equacéo seguinte.

l: X+ — 4
vV V. [s]V

max

O valor da abcissa quando a recta corta o eixo da ordenada é igual ao inverso de V. € 0 valor da
ordenada quando a recta corta 0 eixo das abcissas é igual ao simétrico do inverso de K., Desta forma

podemos obter facilmente os valores das constantes de Michaelis-Menten.
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Figura 8: inverso da velocidade maxima versus o inverso da concentracdo de substrato

Da forma acima descrito foi possivel obter as constantes cinéticas. Estas estdo apresentadas na

seguinte tabela.
Tabela 2: Constantes de Michaelis-Menten obtidos pelo método de Weaver-Burk.

Vmax = 0.0112
Km = 20.52

Parametros experimentais similares na bibliografia [9] sugerem as seguintes constantes:
Tabela 3: Constantes Michaelis-Menten da referencia [9]

Vmax = 0.0389
Km = 29.16

E de esperar que os valores das constantes variem drasticamente entre protocolos experimentais
diferentes. Desta forma unicamente podemos comparar ordens de grandeza e vemos que 0S
dados experimentais e os obtidos na referéncia [9] estdo concordantes.
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3.1.4 Calibracao do Polarimetro

De seguida a combinacdo do sistema FIA com o espectrofotometro foi substituido por um
polarimetro com célula de fluxo. A sacarose é fortemente dextro gira [7] e a medida que se
verifica a inversdo para glicose e frutose a solugéo ira tender para um sinal levo gira. Desta
forma pode ser medido directamente o avanco da reac¢do de forma continua sem ser necessarias
as injeccOes periodicas. Foi aumentada consideravelmente a concentracdo inicial de sacarose

para que a concentragao possa ser detectavel no polarimetro.

Figura 9: Nesta instalacdo o espectrofotdmetro € substituido por um polarimetro. A.) Tanque

termoestatico; B.) Reactor perfeitamente agitado; C.) Bomba peristaltica; D.) Polarimetro.

Existe no entanto uma ligeira complicacdo. O sinal medido ndo sera unicamente afectado pela
proporcdo dos agucares mas também a sua concentracdo total. Conclui-se entdo que € necessario
construir uma calibragdo tridimensional. Comegando com concentragdes iniciais variadas de
sacarose e utilizando solucdes que representam diversas fases da conversdo a partir de cada

concentracéo inicial.

Desta forma obteve-se a seguinte calibracéo
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Figura 10: A variagdo do angulo de rotacdo com a conversdo para soluces padrdo com concentragdes de
0, 300 e 100 gramas por litro em azul, vermelho e verde respectivamente.

Com estes dados tiramos a seguinte relacdo entre concentracdo inicial, angulo de rotacéo e
conversao do meio reaccional.

(“ —0.609]
G

p—l 5
—0.00077 ®)

3.15 Cinética com Polarimetro em Meio Homogéneo

Com o aumento da sacarose em cerca de vinte vezes foi também aumentada a concentragdo da

enzima pela mesma proporcao levando a uma solugdo enzimatica de 1,412 gramas por litro

Com a calibragdo feita foram corridos varios ensaios com concentracfes iniciais diferentes de
forma similar a fase anterior quando se usava o espectrofotdmetro. Uma vez feitos os célculos

para a velocidade media para cada reac¢do foi construido o seguinte gréafico
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Figura 11: Velocidade média contra Concentracao inicial de sacarose

Na figura anterior vemos um claro desvio da tendéncia iniciada pela equacdo de Michaelis-
Menten. Este efeito ja foi observado antes [10].

3.1.6 Inibicdo da Reaccéo

O modelo de Michaelis-Menten apresenta algumas limitagdes para concentragdes altas de
sacarose [10]. Este efeito ja foi estudado anteriormente e foi concluido que a prépria sacarose
pode inibir a reac¢do. Foi também concluido que a quantidade de agua influencia a reaccéo e o
aumento de concentracdo da sacarose reduz a quantidade de agua disponivel na solucdo. Estes
efeitos passam a ser significantes para concentracfes superiores a 0,29 molar, cerca de 105

gramas por litro, mas que anterior a este ponto continua a ser valida a equagdo de Michaelis-
Menten.
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Figura 12: A reaccéo proposta pelo modelo de inibigdo. Aonde ES representa o complexo activo aonde a
enzima de juntou de forma correcta a sacarose e SE e SES sdo complexos inactivos aonde a enzima se

juntou de forma incorrecta. [Adaptado de F]

O seguinte grafico apresenta estes conceitos de forma condensada.
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Figura 13: Os pontos a azul (idéntico ao grafico da reac¢do anteriormente apresentado) apresentam os
dados experimentais. Os pontos a vermelho indicam a queda de velocidade de reaccao prevista para
concentracdes superiores. Os pontos a rosa indicam os pontos calculados ao aproximar os pontos
experimentais, de concentragdo baixa, a equacao de Michaelis-Menten, e por fim os pontos verdes

indicam a tendéncia prevista do modelo de Michaelis-Menten na auséncia de inibig&o.
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Usando os dados da extrapolagdo vé-se que a velocidade s se estabiliza perto dos 5 kg por litro,

muito para alem da sua solubilidade a temperatura ambiente.
Tabela 4: constantes da reac¢do com inibigdo

k2ks[EO]  80.3864
ks+kt 261.1123
kskt 0.275506

Tabela 5: constantes da reac¢do com inibigéo retirados da literatura

k2ks[EO] ~ 0.014981811
ks+kt 0.017416667
kskt' 5.60185E-05

3.1.7 Efeitos da Variacdo da Enzima

Ainda em meio homogéneo foi estudado brevemente o efeito da concentracdo da enzima sobre a
velocidade de reaccdo. A figura seguinte mostra a velocidade de reaccdo em funcdo a
concentracdo de sacarose para trés concentragdes de enzima.
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Figura 14: A curva a azul apresenta a velocidade média de reaccao para cada ensaio. A curva a vermelho

tem metade da concentracédo de enzima e a curva verde tem o dobro da concentracdo de enzima.
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Ao aumentar a concentracdo de enzima ndo s6 aumentamos a velocidade mas também atrasamos
a inibicdo pela concentracdo de dgua e sacarose. A reducdo da concentracdo tem claramente o
efeito contrario. Recorrendo unicamente a estes ensaios nao € claro se o aumento da velocidade é

consequéncia apenas do atraso da inibicéo.

3.1.8 Meio Heterogéneo em Batch

De forma a reduzir as despesas associadas ao gasto de enzima esta mesma foi imobilizada de
forma a ser possivel ser recuperado no fim de cada ensaio. Para este fim foi dissolvida a massa
de enzima pretendida num volume de 300 ml de dgua destilada juntamente com 3 gramas de
alginato. Esta solucdo é gotejada com auxilio de uma bomba peristaltica para um recipiente com
500ml de uma solucdo de cloreto de céalcio. O diametro da tubagem final e a velocidade da

bomba ambos influenciam o tamanho das esferas produzidas.

Foram feitos varios ensaios Unicos em meio heterogéneo para estimar a propor¢do

esferas/sacarose adequada para a aula.

Foi determinado que uma altura Gtil de coluna de 19 cm com esferas pequenas com uma razao de
1:2 enzima —alginato, terdo uma conversao no intervalo de 50-80 % no espa¢o de tempo de 10-

15 minutos com concentracdes altas o suficientes para ser facilmente detectavel no polarimetro.
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3.1.9 Meio Heterogéneo em Coluna

Nesta fase montou-se a instalacdo ja na sua forma final. O reactor perfeitamente agitado da
primeira instalacdo é substituido por uma coluna de leito fixo, o sistema FIA e o
espectrofotdbmetro sdo substituidos por um polarimetro com célula de fluxo termostatica. A
corrente de God-Pap é completamente removida.

Figura 15: A instalacdo final substitui o reactor agitado por uma coluna. A.) Tanque termoestatico; B.)

Coluna com enzima imobilizada; C.) Bomba peristaltica; D.) Polarimetro.

Variando a velocidade da bomba peristaltica variou-se o caudal, e por consequéncia o tempo de
passagem, do meio reaccional. Para cada caudal foi permitido ao reactor atingir o estado
estacionario. O sinal resultante no polarimetro indica a conversdo de estado estacionario. O

grafico resultante segue o seguinte formato.
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Figura 16: Sinal de saida de um ensaio com a nova instalacdo. Esta apresentada a cores os patamares

estaveis para cada caudal.

Na figura anterior vemos o atraso que se obtém em cada alteracdo de caudal. Este atraso é de

grande relevancia visto que a duragdo da aula impGe certos limites de tempo sobre a duracdo de
cada experiencia.

Corridos varios ensaios utilizando o método acima descrito foi possivel determinar conversdes

para diferentes atrasos com concentrac6es iniciais diferentes. Estes dados foram resumidos no
seguinte grafico.
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Figura 17: Esté4 apresentado o atraso entre a alimentacéo e o sinal estavel contra a conversdo do patamar.

Os dados a vermelho representam os dados para a concentracéo inicial de 400 gramas por litro, os dados a

Descrigcdo Técnica e Discussdo dos Resultados 28



Construgdo duma Instalagdo Experimental para o Estudo Didactico da Inversdo Enzimatica da Sacarose

azul 200 gramas por litro e os dados a verde 100 gramas por litro. As linhas verticais indicam os limites

de 10 e 15 minutos.

Na figura anterior vé-se que menores concentracdes tém maior conversdo para 0 mesmo atraso.
Vé-se também que concentracGes entre 100 e 200 gramas por litro conseguem conversdes perto
dos 50% dentro dos limites de tempo estabelecidos para uma experiencia de aula laboratorial. E
ainda importante comentar o ponto verde que se encontra afastado da recta. Este ponto vem de
um ensaio separado que pretendia estudar a perda de eficiéncia da coluna ap6s varias utilizacoes.
Esta perda de poder de conversdo deve-se a degradacdo das esferas que retém a enzima. Uma
inspeccado visual mostra que as esferas deformam reduzindo drasticamente a area disponivel para
reaccdo. Este foi o primeiro ponto em que este efeito foi claramente visivel e todos os ensaios

seguintes sofram de uma conversdo muito baixa quase independente ao tempo de residéncia.
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4 Conclusoes

A equagdo de Michaelis-Menten foi ajustada aos resultados experimentais da conversdo da
sacarose em reactor fechado e em fase homogeénea, obtidos a temperatura de 55 °. Foi obtido o

valor de V_, =30 Jglicose s, parametro do modelo relativo & velocidade maxima, e de
K, =0,014 g I, parametro de Michaelis-Menten. Foi ainda ajustado o modelo de Weaver-
Burk, obtendo-se os valores de V., =20 Qgicose S'€ K, =0,011 g I'. Estes valores sfo
proximos dos valores reportados na literatura para o modelo de Michaelis-Menten, V,__, =29,16

Qglicose s'e Km =0,039 g I [L]

A cinética da reaccdo com concentracdes de sacarose superiores a 0,29 molar evidencia a
inibicdo causada pelo proprio substrato e pela diminuicdo da concentracdo da agua (um dos
reagentes) [F]. Foram determinados os parametros para este modelo que permitem um ajuste
muito bom, porém, os valores calculados demonstram uma grande variacdo face aos valores do
ajuste feito na literatura. A concentracao a partir da qual se comeca a verificar discrepancia com
o modelo de Michaelis-Menten, para concentracdes de sacarose superiores a 0,29 molar, €
préxima da indicada na literatura [F]. N&o se pode concluir aonde origina esta discrepancia visto
que ndo se encontrou mais literatura a suportar nem os valores obtidos nem os valores da

literatura.

Quando se variou a concentracdo da enzima foi observado que a concentracéo limite de sacarose
aonde se da o desvio de Michaelis-Menten aparenta variar com a concentragdo da enzima. A
tendéncia observada é da equacdo de Michaelis-Menten continuar valida para uma gama maior

de concentragdes de sacarose quando se aumenta a concentracao de enzima.

Ensaios simples em fase heterogénea em reactor fechado indicaram que a melhor proporcéo
enzima — alginato ronda os 1 para 2 m/m e o volume ideal de esferas de alginato ronda os 70 ml,
que equivale a cerca de 19 cm de altura na coluna. Estas indica¢6es foram seguidas na montagem
da instalagdo final. Esta instalacdo permite conversfes superiores a 50 % com tempos de
passagem de cerca 10 a 15 minutos quando alimentado com solucGes de sacarose com
concentragdes entre 100 e 200 gramas por litro. Abaixo da concentragdo de 100 gramas por litro

perde-se resolucdo na leitura no polarimetro.
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Foi ainda observado que as esferas de alginato perdem a sua forma a medida que sdo utilizadas
repetidamente. Prevé-se que as esferas tém uma vida Util de cerca de uma semana de utilizacdo

regular.

Por fim a verdadeira conclusdo do trabalho ndo podia ser outra sendo a propria instalacdo:

Conclusdes 27



Construgdo duma Instalagdo Experimental para o Estudo Didactico da Inversdo Enzimatica da Sacarose

5 Avaliacao do trabalho realizado

5.1 Objectivos Realizados

Foi desenvolvido uma instalacdo experimental, baseada numa instalacdo ja existente, que

contactara os alunos com um processo com grande relevancia industrial, com um método de

deteccdo mais complexo. Esta mesma instalagdo atinge uma conversdo muito superior &

instalagdo j& existente. O estudo do impacto desta instalacdo sobre o interesse e o grau de

aprendizagem do aluno esta fora do &mbito deste trabalho.

5.2 Limitacdes e Trabalho Futuro

A nova instalagéo traz algumas complicacdes novas.

A calibracdo tridimensional é mais complicada, e impde mais trabalho, que a calibracéo
da instalacdo ja existente.

O polarimetro muitas vezes ndo consegue a estabilidade que se conhece no
espectrofotémetro, causando uma oscilagcdo forte num sinal que devera ser estavel. Isto
pode ser corrigido com um ajuste dos resultados experimentais a uma curva de segunda
ordem.

O tempo util das esferas de alginato é de uma semana, forcando a reposigdo apds esse

tempo.

De forma a melhorar a instalacdo sdo sugeridos mais alguns topicos de estudo que poderdo

melhorar a compreensao dos fendmenos envolvidos e melhorar a propria instalacéo

Um estudo mais aprofundado sobre influéncia da quantidade de enzima sobre a reaccao
pode levar a um menos consumo de enzima que aumenta em contrapartida o consumo de
sacarose.

O estudo da influéncia do tamanho das esferas, e as maneiras de criacdo das esferas com
tamanho controlado pode aumentar significativamente a eficiéncia da coluna podendo
reduzir o consumo de enzima.

A utilizacdo de outros meios de imobilizacdo terad certamente influéncia sobre a reaccéo.

Uma vez conhecida a vantagem e desvantagem de cada meio de imobilizacdo podera ser

Conclusdes 28



Construgdo duma Instalagdo Experimental para o Estudo Didactico da Inversdo Enzimatica da Sacarose

possivel reduzir a quantidade de enzima na coluna ou a frequéncia com que se tem de
trocar o enchimento da coluna.

e Um estudo da degradacdo das esferas poderd levar a maneiras de combater este
fenémeno.

e A lixiviacdo da enzima das esferas na coluna pode impor outro limite temporal na vida
atil das esferas. Esta possibilidade tem de ser estudada para eventualmente poder ser
combatida.

5.3 Apreciagio final

Este trabalho, e trabalhos deste género deverdo ter um impacto positivo nas aulas laboratoriais. O
processo é interessante mas sem deixar de ser complicado. Espera-se que os alunos gostem do
trabalho, aprendam muito com ele, mas acima de tudo é importante que desperte a curiosidade de
forma a que todo o processo de aprendizagem, seja no laboratério nas aulas ou mesmo a vida

privada, ganhe um novo sabor.
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Anexo 1

Sdo apresentados alguns graficos tipo para cada bloco de experiencias. Primeiro para o reactor

agitado em meio homogéneo com o sistema FIA, seguindo a resposta do polarimetro e por fim a

coluna heterogénea.
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Figura A.1: Exemplo de dados obtidos do espectrofotdmetro da experiencia em meio homogéneo. Neste caso

concreto a concentracdo inicial é de 60 gramas por litro de sacarose.
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Figura A.2: Exemplo de dados obtidos do polarimetro da experiencia em meio homogéneo. E juntamente
apresentado o ajuste feito aos dos dados experimentais a um polindmio de segundo grau. Neste caso concreto a

concentracdo inicial é de 250 gramas por litro de sacarose
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Figura A.3: Exemplo de dados obtidos do polarimetro da experiencia em meio heterogéneo com reactor de leito
fixo. Sdo visiveis os patamares correspondentes a caudais diferentes. Neste caso concreto a concentracéo inicial é de
250 gramas por litro de sacarose. O primeiro patamar tem um caudal de 7ml por minuto, o segundo patamar 3,5 ml

por minuto e o ultimo é 1,5 ml por minuto
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