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1. INTRODUGAO

1.1 GENERALIDADES

A sacarose @ um dissacarideo nao redutor,
que por hidrolise libera uma molécula de glicose e uma de
frutose. A solugdo original de sacarose & dextrdgira. Contu

do ao ser hidrolisada passa a ser levdgira devido a libe-
ragao da frutose. A este fendmeno da-se o nome de inversao

da sacarose.

2 hidrdlise da sacarose pode ser catali-
sada por duas enzimas diferentes: a alfa-D-glicosidase (EC
3.2.1.20) e a beta-fructofuranosideofrutohidrolase (EC.3.2.
1.26). Fmbora em ambos oS casos ocorra inversao, apenas
a segunda delas recebeu o nome de invertase, sacarase ou in-

vertina.

A invertase e a alfa-D-glicosidase sao
distinguidas pelo diferente mecanismo de catdlise que apre-
sentam, pois esta rompe a ligagac osidica pelo lado da unida
de de glicose, engquantce que aquela rompe-a pelo lado da

frutose.

A principal fonte de invertase & uma es-

pécie de levedura o Saccharomyces cerevisiae (76). Contudo

esta enzima poderd também, ser encontrada em: invertebrados,

principalmente nas abelhas (62),(63), (74); vertebrados
(68); algas verdes (68); bactérias das espécies E. coli e

Thermobacterium mobile (38), assim como em bactérias patogé-



nicas (92); fungos (79) e alqgumas espécies vegetais

1.2 ALGUMAS INFORMACGES SOBRE LEVEDURAS

1.2.1 Classificacao sistematica

A4 levedura de panificagao pertence ac

grupo das leveduras ascosporogenicas da classe Ascomycetes,
drup P g

sub-classe Hemyascomycetes, ordem Endomycetales, familia

Saccharomycetaceae, sub-familia Saccharomyccidae, génerc

Saccharomyces Meyen emend. Reess e & espécie  Saccharomy-—

ces cerevisiae Hansen 1883 (91).

1.2.2 Dadcs gerais

As leveduras foram observadas pela pri-
meira vez por van Leeuwenhoek, sendo, contudo, mais tarde
descritas por Cagnard de la Tour, como seres de forma
arredondada e gque se reproduzem por brotamento. Esta des-
cricdo simples, no entanto, engloba varias leveduras.Obser
vagoes mais apuradas mostram que as formas e os tipos Cde

reproducao sao variados.

As leveduras apresentam a reprodugac ve-
getativa, que pode ser de trés tipos: a)gemulagao, b) sep

tagao, <¢) gémula-septacao. No caso do S.cerevisiae veri

Muitas vezes as leveduras podem esporu-

lar, dependendc das condi¢oes ambientais em que se encon -



3
As leveduras formam esporos tanto sexua-
dos como assexuados (blastosporos, artrosporos e clamidos-

pPoOros).

Quando a levedura forma esporos sexua -
dos, apresenta uma metagénese nitida, com as fases dipléé
de e hapldide alternando-se. Disto resulta a possibilida
de de se dividir as leveduras em dois grandes grupos, con
forme o caribdtipo da fase vegetativa: hapldides e dipldi-

des.

Para a espécie S. cerevisiae, que & uma

levedura de fase vegetativa dipldide, a metagenese ocorre
do seguinte modo: os cromossomos hombélogos da célula di-
ploide pareiam e ficam intimamente unidos. A seguir divi-
dem-se longitudinalmente, formando a tétrade, que por sua
vez se divide em duas diades. Neste ponto termina a pri-
meira fase da meiose. Na segunda os centrOmeros respecti-
vos dividem-se, dando quatro cromossomos, constituindo ca-
da um deles um niicleo hapldide. Por Gltimo o citoplasma
se distribui ao redor de cada cromatideo, comegando a se
formar a parede do esporo, que logo depols se consolida. O
asco se rompe e um dos ascosperes divide~-se vegetativa-
.
mente algumas vezes. A seguir ocorre a cariogamia, resta

belecendo-se a fase dipldide.

A célula de levedura & constituida pelas
seqguintes estruturas: parede celular, membrana dit0plasmé—
tica, nucleo, um ou mais vacloles,mitocdndrias, gldbulos

de gordura, granulos de volutina e citoplasma (76).
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A parede celular, que € responsavel pela

forma da célula de levedura, & constituida pelas seguin -
tes substancias: glucana (30 a 35%), manana (30%), protei-
nas (6 a 8%), lipides (8,5 a 13,5%), material inorganico (1
a 7%) e quitina (1 a 2%) (76). As guantidades percentu-

ais sao expressas em relagao ao peso seco da parede.

Na superficie da parede encontram-se uma
ou mais "cicatrizes", gque resultaram da separagao do bro-
to. Numa célula de S. cerevisiae podem ser encontrados
de 9 a 43 pontos de brotamento, sendo em média 24. Na
maioria das leveduras comuns, tais como ds do género Sac-

charomyces, nac se formam dois ou mais brotos no mesmo pon

to.

Sob condigOes ideais uma célula de leve
dura pode duplicar-se num periodo compreendido entre 1 e 2
horas. Mas apOs a formagao de muitos brotos, o tempo de

geracao aumenta, podendo chegar até 6 horas.

No género Saccharomyces nao existe capsu

la. Esta estrutura, porém, & encontrada em outros gene-—

ros como Hansenula, Cryptococcus. Nas celulas em gue apa

rece, a capsula & constituida basicamente por fosfomana

nas, heteropolissacarideos e substancias analogas a esfin

golipideos.

A membrana c¢itoplasmatica localiza-se
sob a parede celular desempenhando importante papel ha pex
meabilidade seletiva da célula e no transporte de nutrien

tes. E composta de proteina, lipides e acido ribonucleico.
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O nucleo apresenta uma carioteca dupla com

muitos poros, provavelmente para facilitar a troca de subs-
tancias intra e extranucleares. No seu interior encontram-

s€ 0S5 Cromossonos.

Durante a gemulagao o nucleo divide-se a-
través de um processo de constricgao. A cromatina divide-
se ro interior do nlicleo e se distribui entre os nucleos re-

sultantes,

Existe um ou mais vactuolos de tamanhos va-

riaveis, possulndo, ocasionalmente, granulos de volutina.

A célula de levedura possui as mitocOndri
as, cujo numero varia entre 4 a 20. No caso do §. cerevi-
siae estas organelas respiratorias dispoem-se na perife-

ria da celula.

Os globulos lipidicos nada mais sao do gque
gorduras espalhadas no interior do citoplasma. Nas células

do género Saccharomyces existem em pequeno numero.

No citoplasma encontramos material granu-
lar, constituido por glicogénio, além de proteinas e acido
ribonucleico. A existencia de reticulo endoplasmatico ainda

nao foi confirmada.



1.3 INVERTASE DE LEVEDURA DE PANIFICACAOQ

1.3.1 Breve histdrico

A invertase pode ser tida como a primei

ra das carboidrases a ser estudada.

Sua histdria se inicia por volta de 1828,
quando DUMAS & BOULLAY (68) demonstraram que a fermenta-
¢ao da sacarose por leveduras ocorria, apenas, guando a
agua estava presente. Em 1833 PERSOZ'descobriu a agao in-
vertasica da levedura (68). Alguns anos apos BERTHELOT (18)

precipitou-a com etanol a partir de extratos de levedura

Desde entao a invertase motivou 1numeros
pesguisadores. Cremos gque o estabelecimento de varios
conceitos basicos de biogquimica, provieram direta ou indire
tamente dos estudos realizados sobre.esta enzima. Como
exemplo, pode-se citar o trabalho de MICHAELIS & MENTEN
(58), no qual realizaram estudos sobre a agao da inverta
se, resultando a proposicao de um modelo matematico gue
forneceu as grandezas K eV _ . Estes parametros mos-—

5 max

traram-se extremamente Uteis para a caracterizagao cineti-

ca das enzimas.

1.3.2 Localizagao

Em geral a invertase produzida pela leve-
dura nao & liberada para o meio, mas fica retida na célula.
Contudo WICKERHAM (93) cita algumas espécies de leveduras

nas guals a invertase e extracelular.
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DEMIS (30) baseado na similaridade entre

os perfis das curvas de atividade x pH das invertases so-
lavel e insollvel, bem como na distribuigao da sacarcse,
glicose = frutose entre os meios intra e extracelular, con
cluiu gue a invertase se localiza na superficie da celu

la.

PREISS (77) determinou a atividade inver
tasica de levedura apOs as ceélulas terem sido irradiadas
com eletrons de baixa voltagem., Concluiu que a maior par
te da invertase se estende radialmente a partir da face

externa da parede numa faixa entre 500 e 1000 2.

Uma prova direta da localizagaoc externa
da invertase foi c¢btida por varios autores, através da
observagao de que protoplastos de levedura nao possuiam a-
tividade invertasica. A parede celular foi removida por
meic da digestao das células com extrato de visceras de
caracol ou com preparados enzimicos microbianos (22), (34),

(71), (85).

HOSHINO (47) e GASCON (39) lograram exi-
to em isolar e purificar uma forma de invertase, a qual
se lecaliza no interior do citoplasma. O seu peso molecu
lar & de 135000 e naoc esta associada a carboidrato. A in-
vertase extracitoplasmidtica, contudo, tem peso molecular
proximo de 270000 e esta unida a manana. As evidéencias
indicam gque a invertase intracelular se localiza nos va-

ciolos (53).

A invertase externa pode ser liberada

de células de S. fragilis e S. mellis (mas n3o de S. ce-
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revisiae) com compostos tiolicos (51). Isto sugere que
nestas espécies de levedura a enzima esta retida junto a
parede de tal maneira que as ligacdes dissulfidicas de-
sempenham relevante papel (51). Certamente no caso do S.

cerevisiae a natureza da ligagao que une a invertase a

parede nao envolve ligagdes sulfeto.

RODRIGUEZ (78), valendo-se de um meto-
do de fracionamento celular, o qual permitiu-lhe obter
sub-fragoes celulares com alto grau de pureza, corroborou
os resultados acima. Além disso discute a possibilidade

\

de ambas as formas de invertase serem interdependentes,

isto e, uma forma ser precursora da outra.

De tudo isto conclui-se que a inverta
se externa esta ou dentro da parede celular ou entre esta
e a membrana citoplasmatica. E a natureza da ligag¢ao in-
vertase-parede & diferente entre as varias espécies de

leveduras.

1.3.3 Biossintese

A formagao de invertase pelas leveduras
€ controlada por hexoses atraves do mecanismo da repres-
sao catabdlica. Os efeitos dos varios niveis e tipos de
agucares, que exercem regulagao foram extensivamente estu

dados (29), (31),(84).

Um fato interessante € que o nivel de
invertase interna varia muito pouco com as alteragoes dos

niveis de glicose no meio (39), (78).
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Contudo a relagao bilossintetica entre

a invertase interna e a externa permanece obscura.

1.3.4 Extracac e purificacgao

Desde 1860, quando Berthelot obteve in-
vertase através da precipitagdo etandlica, diversos méto
dos analogos foram empregados na obtencao de invertase a
partir de leveduras. NELSON (64) fez uma excelente e com-

pleta revisao deste item até 1932.

Nos anos subsequentes os trabalhos rela
cionados ao tema utilizam técnicas bioquimicas bem mais
refinadas: filtracac em gel, cromatografia de troca ioni-
ca, eletroforese em gel e ‘"electrofocusing" (5), (7), (13},

(36),(39),(88),(90).

A tendencia atual para a extragao de in
vertase consiste na utilizagdo de processos mecdnicos pa-
ra a ruptura‘das células. 0 objetivo & minimizar a de-
gradagao e o tempo de extragdo da enzima. Segundo NEUMANWN
(69) outra razao seria a de evitar a liberacgac de isoenzi-

mas, que dificultariam a purificagao da enzima.

FOLLOWS et al (37) conseguiu romper ceé-
lulas de levedura em %0 min. pelo uso de um homogeneiza-
dor (Manton-Gaulin, Mod. 15 M- 8 BA), perdendo pouco da
atividade enzimatica inicial. As condicoes operacionais

2

usadas foram: 460 Kgf/cmz, 270 Kgf/cm™ e BOOC.

Apesar de todos os esforgos, ainda, nao

se consaguiu preparar invertase cristalina e pura.
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1.3.5 Determinacao da atividade

A atividade invertasica tem sido avalia
da através da medida dos produtos de hidrOlise da sacaro

se.

Utilizam-se tanto métodos fisicos, den
tre os quais a polarimetria, como quimicos, que consis—

tem na determinacao de agucares redutores (45).

Recentemente tem-se usado o metodo da
glicose oxidase para estimar a glicose formada (39), (27).
Este método tem as vantagens de ser simples, automatiza-
vel e minimizar os érros devido a ligeira atividade sinte

tasica que a invertase possui.

DARBYSHIRE (28) em recente trabalho pre
coniza o uso da cromatografia a g&s para avaliar a ativi

dade glicosiltransferasica de preparados enzimaticos.

1.3.6 Propriedades

NEUMANN et al (69)(70) e BERGGREN (12)
concluiram que o peso molecular da invertase externa e de
270000511000 daltons e com constante de sedimentaggo igual
a 10,45. Segundo os mesmos autores existem aproximadamen-—
te trinta cadeias de manana ligadas a proteina atraves

de ligacdes glicosamil-asparagina.

As invertases interna e externa alem de
diferirem quanto a localirzacao celular, também diferem na
estrutura primaria. Possuem quantidades distintas de gli-

cin&, tirosina, cics<eina e histidina (S), (39).
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A invertase extracitoplasmatica € muito

estavel, guando deixada em contato com os produtos da au-
tblise. Ressalta-se que a estabilidade decresce a medida

que a pureza da enzima aumenta (66), (67).

Conforme DRAETTA (33) a faixa otima de
pH esta entre 4 e 5. Contudo em pH igual a 3 a invertase

possui 80% da atividade caindo a metade em pH 8.

A temperaturas abaixo de 40°C a perda de
atividade da invertase em solugao & inferior a 5%. Porém
para valores acima de 40°%¢ a queda de atividade se acen
tua, até perder-se 80% da mesma a 60°¢C (33). Quando seca,
contudo, a invertase @ muito resistente ao calor, confor-

me se pode depreender dos dados de EYRING (35) e SIZER(81)

H& varias substancias que inibem a inver
tase. Dentre as inorganicas citam-se os ions: prata, mer-
clGrio, zinco, cobre e iodeto; entre as organicas temos:
anilina, o,m,p-toluidina, tri-cloro e tri-bromo anilinas,
acido aminobenzdico, acido sulfanilico (68) e acido iodo-

acético (33).

Com relagac aos tipos de inibig¢ao que ca
da uma delas apresenta, ainda existem controvérsias. Con
tudo para os casos dos lons mercirio e zinco, ja foi bem
estabelecido que aquele inibé reversivel e competitivamen-
te a invertase (33),(49), enguanto este reversivel e nao
competitivamente (60). BERGGREN (13) postula que ¢ Ion mer
cirie une duas moléculas de proteina enzimdtica, formando

um dimero.
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Para as substdncias organicas e conclu
sivo o trabalho de TRACEY (87) sobre a inibigao ndao com-
petitiva e reversivel da anilina. DRAETTA (33) realga o
efeito inibitdério do acido iodo acético, sem contudo identi

ficar o tipo de inibigdo.

Além dos inibidores acima devem ser lem
brados agueles que ocorrem naturaimente, inclusive coexis -
tindo com a enzima na fonte. Embora se conhega muito pou-
co sobre tais substancias, vale a pena citar o recente tra-
balho de ANDERSON (9), que logrou exito parcial na purifica
cao de um composto, aparentemente de natureza protéica, a

partir de tuber de batata.

O substrato para a invertase deve ne-
cessariamente pessuir um residuo beta-D-fructofuranosil nao
substituido (41). GOTTSCHALK (41) concluiu gque a enzima
combina-se, primdriamente, com este grupo através do oxigé
nio osidico e dos grupos hidroxila dos carbonos 6 e 3. Ain-
da segundo este autor, talvez haja alguma interagao com
a hidroxila do-carﬁono 2 da glicose, visto ser a sacarose

o substrato de preferéncia.

No momento @ perfeitamente aceito o fato
de gue a ruptura da ligagao osidica se da pelo lado do gru-

po beta-fructofuranosil (52).

0 mecanismo da catdlise invertasica pode

ser assim esquematizado (6), (8):

EH + GOF <« EF + GOH (1)
EF + HOH < EH + FOH (2)
EF + XOH <« EH + XOF (3)



onde:
E = enzima
GOF = sacarose
GOH = glicose
FOH = frutose
XOH = qualquer receptor de grupo osidico

BERGGREN (15), (16), (17) demonstrou con-
clusivamente a existéncia de isoenzimas da invertase, apre
sentando, além disto,evidéncias de que sao interconversi -

veis.

1.4 USOS

Dentre as varias aplicagOes preconiza-

das para a invertase destacam-se:

a) em produtos para higiene da cavi-
dade oral, a fim de evitar a formagéo de placas dentais

ou a remogao das mesmas (11), (50).

b) Na fabricacao de melago invertido
(73), (10).

c) Na fabricagao de xarope glicose-
frutose (43), (44).

d) Em confeitaria para a fabricagao

de bombons com o miclo liquefeito (48), (56).

A fabricagao de xarope glicose-frutose
ou de agucar invertido reveste-se de grande importancia
industrial, apresentando as vantagens de possuir um Indi-

ce de dulcgor superior ao de uma solugéo de sacarose e dos
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seus constituintes nao cristalizarem, quando usado em con

centragao elevada.

A inversao da sacarose pode ser feita

quer por via acida quer enzimatica pelo uso da invertase.

Atualmente o método de hidrdlise acida
é muito usado nos Estados Unidos enquanto que o enzima-
tico € utilizado por alguns fabricantes europeus e japone

ses (40).

Cada um dos métodos referidos possui
vantagens e desvantagens. Assim para a hidrélise enzima-
tica temos as vantagens: custo baixoc do catalizador, alta
percentagem de conversao, tempo de residéncia menor no rea
tor em relagdo ao método qulmico, a solugao do aglicar in-—
vertido se apresenta incolor e a temperatura do processo
@ mais baixa. Como desvantagens temos: ao se empregar a
enzima na forma livre deve-se necessariamente usar o pro -
cesso de batelada, a enzima usada num lote nao pode ser
aproveitada no seguinte, alta sensibilidade & presencga de

inibidores.

A hidrdlise acida por sua vez tem as
vantagens: custo baixo do catalisador, facilidade em se
usar reator tubular em processo continuo. As desvantagens
sao: percentagem de conversao mais baixa exigindo por isso
um tratamento prévio da matéria prima, o tempo de residén
cia no reator é elevado, a solugao de aglcar invertido
apresenta-se colorida e a temperatura do processo & mais

alta.
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Comparando-se ambos 0S processos, vVemos

gue para o futuro a utilizacao de inveftase tenderd a
substituir o acido, pois aquele s apresenta duas desvan-
tagens. Acreditamos gue o fator limitante, ainda seja a
possibilidade de tornar o processo continuo, visto que a
presenga de inibidores pode ser eliminada,se ao mosto for
adicionado agente guelante (EDTA, por exemplo), pois os

inibidores mais sérios seriam os Ions de metais pesados

Para contornar o problema do tipo de
processo (batelada ou continue) o desenvolvimento da tec-
nologia de enzimas imobilizadas, provavelmente possibili~-
tard tornar o processo continuo. Alids, ja existem estu-
dos sobre a preparagac de aglcar invertido por este méto

do (40),(61).

1.5 OBJETIVOS

1 - Determinagao de fatpres de escala.

2 - Aprimorar o processo autolitico de ex
tragao da invertase a partir de células de levedura (8.

cerevisiae), consideérando Os aspectos:

- tipo de agitagdo;

- regime de fluxo do fluido autolisan
te;

-~ temperatura de autdlise;

- natureza do agente autolisante;

- efeito da pressao osmotica;
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- efeito da presenca de tensoativos

nao ionicos.

3 - Estudar a possibilidade do uso da con-

dutometria como parametro de controle do processo.

4 - Aumentar o rendimento em invertase do
pO acetdonico obtidec a partir do sobrenadante picrico, va-

riande o EHL do sistema.

5 - Comparar quatro métodos graficos entre

1, para a determinaca -
s1, par rminagao de Km e Vmax

6 - Verificar o efeito da viscosidade da

solugac substrato sobre a catalise da invertase.



2. MATERIAIS E METODOS

2.1 MATERIAIS

Equipamentos de laboratdrio

Vidraria e materiais comuns de laboratorio.
Potenciometro (Mod. E 520, Metrohm Herisau).
Banho-maria com agitagdo e temperatura contro-
ladas (tipo rotatdrio; marca: Design, Co. Mod.

OswW. 21).

Banho-maria com agitagao e temperatura contro-
ladas (tipo reciproco; marca: Fanem, Mod.144).
Viscosimetro de Ostwald.

Centrifuga refrigerada (Sorvall, Mod.RC2-B).

Agitador helicoidal (Janke-Runkel,Mod. RM-14).

‘Espectrofotdometro (Coleman, Jr.).

Condutimetro (Mod. E 518, Metrohm, A.G.).

Tamis (abertura: 0,84 mm; ABNT 20; Granutest.).

Matéria prima

Levedura de panificagao marca Fleischman.

Reageéntes anallticos

-~ Carboximetilcelulose 7L1, baixa viscosidade

(Hércules do Brasil).

- Tensoativos (Atlas): TweensR: 20,40,60 e 80;

SpansR: 40, 60 e 80.
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- Albumina bovina, fragao V (Sigma).
- Dextrose pA (Reagen).
- Sacarose pA (Reagen).
- Bicarbonato de sddio, bicarbonato de potéassio,
cloreto de sddio, cloreto de potassio, aceta-
to de sbdioc e fosfato de sodio (Merck e Ba-

ker).

2.1.4 Solucoes reagentes

I. Solucao alcalina

Carbonato de sodio anidro .......... 20 g
Hidroxido de s0dio .eeceans ceceeeee.. 4 g
Egua destilada ..... cecsenrasana «e..1000 ml

II. Solucao de sulfato cuprico

Sulfato clprico anidro ...... tecscas 2 g
Agua destilada .....eeeeeeesenseeess 100 ml
III. Solucao de tartarato de sddio e
potassio
Tartarato de sodio e potassio ...... 4 g
Bgua destilada ....cceccecenns ceeses 100 ml

Iv. Mistura reativa

As solugdes I, II e III sao, respectivamen-

te, misturadas na proporgao: 100:1:1.

V. Reativo de Folin—-Ciocalteau

A solucao estoque (marca:QEEL) deve ser

diluida com agua na proporgdo 1l:2.
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VI - Soluc¢ac alcalina

Bicarbonato de sdédio S N
Sal de Seignette A

Carbonato de sodio ..... Creseesesessnaass 24

Qo1 a o’

Sulfato de sodio checeresrracescessaves 144

Agua destilada “ s A semessecsaseas Rt ae oo as 800 ml

VII - Solugao clprica

SU.lfatO de Sadio I I I I N N R R e R R LN 46 g
Solugcdo de sulfato cliprico (40 g/l)...... 100 ml

Agua destilada g.S.P. eccecencenanseases 200 ml

VIII -~ Solucao arsenc-molibdica

Molibdato de aménio ............ ceeeiesen 25 g
Acido sulfirico ....... Gt et eerssceres e 21 ml
Arseniato de 80di0 ...iiiiieniennn Ceeeaean 3 g
Egua destilada ..iveeevercvecnnaosnaasaas 475 ml

IX - Solucao tampac acetato 1 M (pH= 3,7)
a) Dissolver 60 ml de acido acetico em 1000 ml de
agua.
b) Dissolver 82 g de acetato de sodio em 1000 ml
de agua.

Misturar 46,3 ml de A e 3,7 ml de B,Diluir para
100 ml.

X - Solucdo tampao acetato 0,05 M (pH= 4,6)

a) Dissolver 2,9 ml de acido acético em 1000 ml
de agua.

b) Dissolver 4,1 g de acetato de sddio em 1000 ml

de agua.
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Misturar 25 ml de A com 25 ml de B. Diluir pa-

ra 100 ml.

XI - Solucdo de picrato de sddio

Acido picrico .... e T 1
Hidrdxido de s0dio 1 N . treeenvneioees 13 ml
Tampao acetato IM (pH= 3,7) ..eveevue... . 2 ml

Agua destilada g.S.P. .cescecccnccacsces 100 ml

2.2 METODOS

2.2.1 Dosagem de proteina

(Determinagao pelo reagente de Folin-Ciocalteau

segundo LOWRY (55)

A uma aliguota de 0,5 ml de extrato pro
téico adicionou-se 5 ml da solugdo IV. Homogeneizou-se a
mistura e deixou-se em repousc por 10 minutos. A seguir a-
dicionou-se 0,5 ml do reativo de Folin-Ciocalteau. Apds 30
minutos leu-se a intensidade da cor desenvolvida num com-
primento de onda igual a 660 nm.

Compararam—-se as absorbancias frente a
uma curva-padrao. Para fazer a curva, utilizou-se uma solu

¢ao de albumina bovina na concentracac de 0,4 mg/ml.

Montou~se 0 esguema gque se segue:
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Tubo Sol.de prot. Agua Mist.Reativa Reat.Folin  Absorb,

(NQ) (ml) (m1) (ml) (ml) (1)

B - 0,5 5,0 0,5

1 0,1 0,4 5,0 0,5 0,085
2 0,2 0,3 5,0 0,5 0,170
3 0,3 0,2 5,0 0,5 0,270
4 0,4 0,1 5,0 0,5 6,330
5 0,5 - 5,0 0,5 0,440

(2)

0,085
0,170
0,260
0,330

0,430

As eguagoes de minimo quadrado respecti

vas sao:

y = 0,002175 x - 0,002 (I) r= 0,994

0,002138 x - 0,002 (II) «r= 0,996

il

onde ,
v= absorbancia

x= microgramas de proteina

2.2.2 Dosagen de agicares redutores

(Método de SOMOGYI e NELSON (65) (82)

Em tubos de Folin-Wu colocaram-se: ali-

quota da amostra, agua g.s.p. 1 ml e 1 ml de uma mistura

das solugdes VI e VII (na razdo volumétrica de 4:1). Colo

caram~se os tubos em banho fervente por 10 min. Resfriaram-—

se, imediatamente, em banho de gelo. A seguir acrescentou—

se 2 ml da solugaoc VIII, completando-se o volume para 25 ml

com agua. Leu-se a intensidade da cor desenvolvida num com

primento de onda igual a 540 nm.



22

Compararam-se as absorbancias frente a

uma curva-padrao.

Para fazer a curva utilizou-se

na concentracao de 0,

2 mg/ml.

Montou-gse © sistema:

glicose

Tubo Agua Sal. de Reativo Solugao VIIT Absorbancias
glicose (VI+VII)
(ne) (ml) (ml) (m1) (ml) (3) (4) (5)
B 1,0 - 1,0 2,0 - - -
1 0,8 0,2 1,0 2,0 0,090 0,090 0,085
2 0,6 9,4 1,0 2,0 0,188 0,180 0,185
3 0,4 9,6 1,0 2,0 ¢,255 0,265 0,260
4 0,2 0.8 1,0 2,0 0,325 0,345 0,330
5 - 1,0 1,0 2,0 0,420 0,420 0,420
As retas de minimo quadrado corresponden
tes sao:
y= 2,0385 x + 0,01098 (TII) r= 0,998
y= 2,1154 x + 0,006152 (1IV) r= 1,000
y= 2,0962 % + G,004456 (V) r= 1,000
onde

y= abscrbancia

X= mg de glicose

2.2.3 Medida da

atividade enzimatica

A

crescentaram—-se 1 ml

de extrato enzimatico.

1 ml de solugdo de sacarose 0,3 M a-

da solugao X, 0,5 ml de agua e 0,5 ml

Misturou-se e deixou-se em repouso



23
durante 10 min. a 25°C, Interrompeu-se a reagao com uma
mistura equi-volumétrica de sulfato de zinco 0,17M e hidro
xido de sodio 0,3 M. Filtrou-se e diluiu-se conveniente-

mente.

Determinou-se 1o filtrado o teor de

aglicares redutores pelo método de Somogyi e Nelson.

2.2.4 Ppreparacao dos extratos enzimaticos

2.2.4.1 Secagem da levedura (conforme VILLELA

et al (89))

Tamisou-se a levedura, espalhando-se
os granulos em camadas finas sObre fOlhas de papel mantei-
ga. A seguir deixou-se a temperatura ambiente durante dez
dias. Ao final deste periodo acondicionou-se a levedura

H O
seca em frascos de vidro bem vedados e conservou-se a 4 C.

2.2.4.2 Obtencido do autolisado (conforme VILLE

LA et al (89))

Em erlenmayer de 500 ml colocou-se le-
vedura seca e solugdo salina na propor¢ao de 1:10. A se-
guir deixou-se agitando por 24 hs e a 45°C. Centrifugou-se
o conteido do frasco a 10000 rpm/20 min. Recolheu-se o

sobrenadante.
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2.2.4.3 Obtengao do pd acetodnico (conforme

HESTRIN et al (45))

Ao autolisado adicionou-se solugao de
picrato de soédio na proporgao volumétrica de 1:0,35. Mis-
turou-se e deixou-se em repouso por 3 hs. A seguir centri-

fugou-se a 10000 rpm/30 min.

Adicionou-se acetona ao sobrenadante
na proporgao volumetrica de 3:1. Centrifugou-se e reco-

lheu-se o precipitado.

2.2.5 Efeito da agitacao s6bre a liberacao Ga

invertase

Fez~se a autdlise das células em agi-
tador rotatdrio conforme Item 2.2.4.2. Variou-se a frequen

cia de agitagao desde 150 até 350 ciclos/min.

Determinou-se a atividade enzimatica

do autolisado de acordo com o item 2.2.3.

2.2.6 Influéncia da temperatura de autdlise sdbre o

teor de atividade invertasica do autolisado

Procedeu-se a autdlise das células con
forme item 2.2.4.2. Variou-se a temperatura de 10 em 10°¢

num intervalo compreendido entre 25 e 55°C.

Determinou-se a atividade invertasica

conforme item 2.2.3.
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2.2.7 Efeito da presgsao osmdtica sObre o teor de

atividade invertasica do autolisado

Prepararam-se solugoes de bicarbonato
de sddic, cloreto de sbddio e cloreto de potdssio com valo-
res de pressao osmotica entre 0,5 e 14 atm.

Calcularam-se as guantidades corres -

pondentes dos sais para cada valor de pressdo osmdotica me-

diante a equagao (23):

P = (n/V)RTi (VI)

P= pressao osmotica (atm)

(n/V)= concentracac molar do sal
R= constante dos gases perfeitos = 0,082 atm. l/OK;mol
T= temperatura absoluta (°K)

i= fator de Van't Hoff

Para o calculo de "i" utilizou-se a

relagao (23):
i=nh(g-1) +1 (VII)

onde

=~
I

grau de ionizagac (admitiu-se h=1 para todos
os sais)

g = nimero de particulas liberadas por uma molécula

Realizou-se a autdlise e a determina

¢ao da atividade enzim3tica conforme 2.2.4.2 e 2.2.3,
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2.2.8 Efeito de tensoativos sObre a liberacao da

invertase na autolise

Prepararam-se os autolisados conforme
2.2.4.2 em presenca de tensoativos nao ionicos na concen-

tracac de 0,1% (P/V).

Trabalhou-se com tensocativos deriva-
dos do sorbitol polimerizado com grupos polioxietilénicos,

obtendo-se valores de EHL compreendidos entre 14,9 e 16,7.

A atividade invertasica foi determina

da conforme Item 2.2.3.

2.2.9 Efeito do EHL soObre a eficiéncia da precipi-

tacao da invertase com acetona

0 sistema emulsificante, usado nas
concentracgoes de 0,1 e 1% (P/V), consistiu de uma mistura
adequada de tensocativos nao ionicos de cardter lipofilico
(ésteres de acidos graxos do sorbitol) e hidrofilico (deri

vados polioxietilénicos do sorbitol).

Trabalhou-se numa faixa de EHL compre

endida entre 4,7 e 15,6 (75).

2.2.10 Influencia do agente autolisante sGbre a ati-

vidade invertasica do autolisado

Prepararam-se autolisados conforme

2.2.4.2, usando-se varios sais como agentes autolisantes.

Selecionaram-se os seguintes sais:

bicarbonato de sédio, cloreto de sddio, cloreto de po-
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tassio, bicarbonato de potassio, citrato de sddio e fosfa-

to de sodio.

Determinou-se a atividade invertasi-

ca conforme 2.2.3.

2.2.11 Medida da viscosidade

Determinaram-se as viscosidades das
solugoes com um viscosimetro de Ostwald, estando a tempera

tura numa faixa entre 20 e 23OC.

Cronometrou-se o tempo de escoamento,
tomando-se para cada solugao a média de vinte  determina-

coes.

Utilizou-se a agua como liguido de re

ferencia.

Para o calculo da viscosidade  empre

gou-se a seguinte relagdo (26):

ny

(VIII)

onde n, = viscosidade da amostra (em cp).
n, = viscosidade da agua destilada (em cp).
t; = tempo médio de escoamento da amostra (SEG)

t, = tempo médio de escoamento da agua destilada
(SEG)

dl = densidade da amostra

d, = densidade da agua destilada
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2.2.12 Influencia da viscosidade da solugao substra-

to sobre a atividade da invertase

Avaliou~-se a influéncia da viscosida-
de, substituindo-se a solugao de sacarose 0,3 M, confor-
me descrito em 2.2.3, pela sclugdo com a viscosidade deseja

da.

2.2.12.1 solucoes com diferentes concentracoes

de sacarose

Prepararam-se solugoes de sacarose, cu
jas concentragoes estavam compreendidas entre 5 e 50%(P/V),

com valores de viscosidade entre 1,15 e 6,90 cp.

2.2.12.2 solucces com diferentes viscosidades e

teor de sacarose constante

Variou-se a viscosidade de uma solu -
¢ao de sacarose 10% (P/V) pela adigao de carboximetilcelulo
se de modo a se obter viscosidades compreendidas entre 1,15

e 16,8 cp.

2.2.13 Determinacao do Numero de Reynolds

Para a determinacao deste parametro
fez-se a autdolise com bicarbonato de sddio 0,154M, a 450C,
por 24 hs e a 200 ciclos/min., retirando-se amostras de 4

em 4 hs e medindo-se a densidade e a viscosidade.

Mediram-se as dimensoes do recipiente

com paquimetro (did@metro do frasco: 10,7 cm).



Basicamente usou-se a equagdo seguinte para

o cadlculo do nimero de Reynolds:

D.v.d ,
N = (IX)
Re n
onde: D = didmetro do recipiente
v = velocidade do fluido
d = densidade do fluido
n = viscosidade do fluido

2.2.14 Medida do ntmero de Froude

Para a avaliagao deste fator de esca

la utilizou-se a relagao:

Npp = — (X)

onde: | - velocidade do fiuido

()
I

= aceleragao da gravidade

o
I

didmetro do recipiente

2.2.15 Medida da condutividade

Colocou-se a solugac numa cela condu-
timétrica de constante igual a 0,805,cm—l e capacidade pa-
ra 50 ml. Mergulhou-se a cela num banho-maria a 20%.
Apds o equilibrio da temperatura fez-se a medida.

Usou-se como unidade condutimétrica
-1

© milisiemen (mS). 1 mS equivale a l0—3 ohm
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2.2.16 Medida da densidade

Mediu-se a densidade das solugoes pelo

- - , 3
metodo do picnometro (86), sendo expressa em g/cm .

Usou-se a expressao seguinte:

a= (X1)

<13

onde a

i

densidade

5
l

massa do fluido

V = volume do fluido

2.2.17 Determinacao grafica de Kn© Vmax.

Para a avaliagdo dos parimetros cinéti
cos utilizaram-se os seguintes métodos graficos:Lineweaver-
Burk (54), Woolf (4), HOFSTEE (46) e Cornish-Eisenthal

(24).

Utilizou-se solugao de sacarose na
concentragac de 22,8 mg/ml.
Montou~se 0 seguinte esquema:

Tubo Tampao-acetato (pH=4,6) Sol. Sacarose Agua Ext.Enz.

(nQ) {ml) (ml) ml) ~ (ml)
1 1,0 0,22 0,78 0,5
2 1,0 0,44 0,56 0,5
3 1,0 0,65 0,35 0,5
4 1,0 0,88 0,12 0,5
5 1,0 0,92 0,08 0,5
6 1,0 1,00 - 0,5

B 1,0 - 1,00 0,5



31

Parou-se a reagao com 0,5 ml de
NaOH 0,3 M e 0,5 ml de Zns0, 5% (P/V) e determinou-se

o teor de agiicares redutores conforme 2.2.2.



3. RESULTADOS

3.1 TABELAS

A tabela 1 mostra comparativamente a e-
ficiencia entre os agitadores reciproco e rotatdéric na ex-
tragao de invertase até a obtengao do pd acetdnico. Para
o calculo do teor de proteina usou-se a equagao I e para a

atividade a equaé&o'III,OS dados representam a média de

dois experimentos.

A tabela 2 mostra a variagao da densida
de, viscosidade e NRe de um sistema em autdlise durante
24 horas. A densidade foi calculada pela equagao XI e a
viscosidade pela VIII, sendo o valor de t a media de dez

medigoes. O Reynolds foi calculado pela equagao LI.

O desvio-padrao e o coeficiente de va-

riagao foram calculados a partir das expressoes (83):

/Z(-x-i)z
s =\ (XIT)

VN

Coeficiente de variagao = (XIII)

»in

A tabela 3 mostra o efeito da  frequén
cia de agitagaoc sdbre a liheracao de invertase. O teor de
proteina e a atividade enzimatica foram calculados pelas
expressoes I e III. O Froude e o Reynolds, respectivamen-—

te, LII e LI.
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A tabela 4 mostra o efeito da tempera
tura sdbre a atividade enzimatica do autolisado. Os da-

dos foram determinados através das equagoes II e V.

As tabelas 5-11 mostram o efeito da
pressao osmotica e da natureza do agente autolisante s&bre
a atividade invertasica obtida no autolisado. Os dados
de proteina, atividade invertd@sica e pressdo osmdotica fo-
ram obtidos a partir das equagbes II, V, VI e VII. Os da-

dos representam a média de dois ensaios.

A tabela 12 mostra a anadlise estatis-
tica das diferengas dos dados de atividade invertasica

total constantésnas tabelas 5 e 6.

O teste estatistico aplicado & o chama

do teste "t" bilateral (83), gque @ baseado nas seguintes

expressoes:
i 2
_ 2 D
de = i di H (XIV)
¥Y.S
() AT
s
S(a) . (d) (XVI)
vno
_ d -d
cale = — (XVII)

n = numero de dados
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2 tabela 13 mostra a analise estatisti

ca (teste "t" bilateral) dos valores das tabelas 7 e 8. As
equagoes utilizadas para o calculo dos parametros neces-

sirios ao teste foram (83):

2 2

g = : (XVIITI)
/Nl + N, = 2
X, - X
ik
1 2

onde N, eN correspondem aos numeros de dados de cada a-

2
mostra;

0 €& o desvio-padrao do universo;

_ 2 - Py ) ‘ ,
e s, sao as variancias das amostras, sendo calcu-

s2 :
1 2

ladas pela equagao (XII).

A tabela 14 contém os valores das ativi
dades invertdsicas totais correspondentes aos sais:NaHCO5,
NaCl e KCl para cada um dos valores da pressdc osmotica
compreendida entre 2 e 12 atm. Os dados correspondentes
ao NaHCO4 sao os mesmos da tabela 5, enquanto que os da-

dos do NaCl sao os da tabela 7.

A tabela 15 mostra os dados utilizados
para a analise de varidncia. O teste estatistico utiliza
do foi o teste "F" (57). Para o cdlculo da soma dos qua-

drados meédios (S‘Qm), de cada um dos quadrados médios(Qm)

e da variancia F, foram usadas as relagoes:
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, 3 p 2
S.0 = (=5 c° - -2 (XX)
L S o
L6 2 o 2
S. = (5 L L.) - —— (XXI)
sz 3 j=1 J n
$S.Q =5 _- (S.0. + S.0_) (XXTII)
oe XX my sz
18 , T 2
S.Q (total) =s__ = (£ x ) - < (XXIII)
m XX K_=1 R n
5.0 S.Q S.Q
Q_ = ml = 52 Q = mz = 52 Q = InR = 5_2
m 2 1 my, 5 2 TR 10 R
(XXIV)
82 52
= —__..-l = _..._.2 $'¢
F, = —5 F, 5 (XXV)
S S
R R

A tabela 16 mostra os valores das ati-
vidades invertasicas totais relacionadas aos sais: KHCO3,
citrato de sodio e fosfato de sddio frente a dois valores

de pressao osmotica (6 e 8 atm).

A tabela 17 mostra os dados utiliza -
dos para a analise de varidncia dos dados acima. O tes~
te estatistico usado foi o teste "F". Para o calculo dos
guadrados médios (Qm), da soma dos mesmos (S.Q ) e da va-

riancia F foram usadas as relagoes:
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S le 2 S'sz 2 S QmR 2
= Sl = 52 = SR (XXVI)
2 1 2
1 3 2 T ? ,
s.q =(z 1 ¢ -—% (XXVII)
1 “ i=1 n
2
2 T
s = (31 1d - L
2 j=1 3 n (XXVITI)
6 , r°?
S = 85.Q (total) = (I X, 7)) - . (XXIX)
xx i k=1 K n
| 0 S.QmR, F, e F, foram calculados con-
forme as relagoes  XXII e XXV.

A tabela 18 mostra os valores da condu-
tividade especifica determinadas para as solugoes de NaHCO4
e NaCl (pH= 7,0 e 8,9). Como a pressac osmdotica &€ uma pro-
priedade coligativa, entao as concentraq&es de ambos 05
sais encontram-se na coluna: concentragao salina. Nesta
tabela estao locadas, também, as condutividades dos autoli-
sados obtidos. Para o calculo dos valores da pressao osmd

tica foram usadas as equagoes VI e VII.

As tabelas 19 e 20 mostram o efeito de
tensoativos nao ionicos da classe dos derivados polioxieti-
18nicos do sorbitol (Tweens') sdbre a liberagao da enzima

a partir de células de levedura. O teor de proteina e a
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atividade invertdsica foram calculadas mediante as relagoes
I e V. Os tensoativos foram utilizados na concentragao de

0,13 (pP/V).

A tabela 21 mostra a analise estatisti-
ca (teste "t") dos dados das tabelas 19 e 20. Os parame-
tros S foram determinados, respectiva

aa’ Sa’ s(a) e taale

mente, através das formulas XIV a XVII.

Para a elaboragao da tabela 22, atri-
buiu-se o valor 100 as atividades totais dos brancos das
tabelas 19 e 20. Os demais valores foram referidos em rela
¢do aos brancos. Os parametros necessarios para o teste

“"t" foram calculados como na tabela anterior.

As tabelas 23-26 mostram o efeito do
EHL sobre a eficiéncia de precipitacao da invertase com
acetona. Para as tabelas 23,24 e 25 usou-se uma concentra
¢ao de sistema emulsificante igual a 0,1% (P/V). Para a
tabela 26,contudo, a concentragao foi de 1% (P/V). Além
disto, nesta locou-se o efeito do laurilsulfato de so-
dio nas concentragdes de 0,1 e 1% (P/V). As equagoes II e
V foram usadas para calcular o teor de proteina e a ativida

de invertasica.

A tabela 27 foi composta com os valores
da atividade total das tabelas 23-25 e com o valor médio

dos EHL respectivos.,

A tabela 28 mostra a analise de vari-
ancia (teste F) dos dados da tabela 27. Para o calculo

dos parametros usou-se as relagoes:
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13 , T 2
s.Q. = (rcH - (XXX)
oy 1+ n
5 . ng
S.Q. = (% z L?) - — (XXXT)
My 1 3 n
| 15 , T |
s.Q_(total) = ( I xg) - . A (XXXTT)
S.0 5.0
_ M L2 _ My 2
Q = = 5 Qm = = s,
my 2 2 4
(XXXIII)
S.
e
_Q _SR
8 R

Para o s.QmR, F, e F, valem as relagoes (XXII) e (XXV).

A tabela 29, que mostra a analise esta-
tistica (teste "t"), foi composta pelos dados de atividade
total da tabela 27 (corresponde ao lote 1) e as atividades
totais da tabela 26. Os valores das atividades pa-
ra cada EHL (lote 1) sao a média dos respectivos valores
das tabelas 23 a 25. Para o calculo dos parémetros neces-

sarios ao teste usou-se as equacoes XIV, XV, XVI e XVII.

A tabela 30 mostra os valores da velo-
cidade de reagdo (v), expressa em mgAR/ml.min, em fungaoc da

concentragdo de substrato (|S|).
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A tabela 31 mostra os valores de K e

m
Vméx calculados por meic de quatro métoédos diferentes. As
equagées para cada um dos métodos, exceto o de Cornish-

Eisenthal, foram determinadas através do método dos mini-

mos guadrados.

A tabela 32 mostra os coeficientes de
variacao (em percentagem) dos parametros cinéticos, obtidos

pelo pareamento dos métodos usados.

A tabela 33 mostra os dados obtidos
com relacao ao efeito da viscosidade da solugdo substrato
sObre a atividade invertasica do autolisado. Os dados fo

ram calculados usando-se as equagoes I e III.

A tabela 34 mostra o efeito da viscosi-
dade da solugdo substrato sObre a atividade invertasica
do autolisado e do pd acetdnico. Neste caso, manteve-se
constante a quantidade de sacarcse (10% P/V) e variou-se a
viscosidade com carboximetilcelulose. As equagoes utiliza

das nesta tabela foram I, III e IV.
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3.2 FIGURAS

A figura 1 mostra a relagao entre a con
dutividade especifica (mS/cm) versus concentragac salina.
A reta a refere-se ao bicarbonato de sddio e a reta b

ao cloreto de sddio.

A figura 2 mostra a relag3o linear en-

tre a percentagem de rendimento e © EHL do meio.

Nas figuras 3-6 langaram-se OsS dados
da tabela 30, conforme os metodos graficos propostos, res-
pectivamente, por: Lineweaver—Burk; Woolf; Hofstee e Cor-

nish~Eisénthal.

A figura 7 mostra a relagao entre a
atividade enzimitica (mgAR/ml.min) e a viscosidade (cp).Os
dados estac na tabela 33.

A figura 8 mostra a relagac entre a ati
vidade enzim3tica (mgAR/ml.min) e a concentragao percentual

de sacarose. 0Os dados estaoc na tabela 33.

As figuras 9 e 10 mostram a relag¢do en
tre a atividade enzimiatica e a viscosidade (variada com
CMC) , usando-se, respectivamente, o autolisado e o pd ace-

tonico. Os dados estdo na tabela 34.



TABELRAS
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TABELA 2. Variagdo da densidade, viscosidade e do numero

de Reynolds durante a autdlise

Tenpo ‘ Densidade Viscosidade NRe
(h) (g/cm3) (cp)
0 1,022 2,104 582,1
8 1,022 2,216 552,7
12 1,017 2,289 532,4
16 1,019 2,189 557,8
24 1,015 2,034 598.0
Média 1,020 2,171 563,7
desvio-padrio 0,002944 0,08162 21,09
coef .variagao 0,28% 3,8% 3,7%

limites de va 4 430%0,007570 2,171%0,2090 563,7%54,22

riagao (tge,)

* Usou-se a distribuigao de Student (teste t) para
5 graus de liberdade.
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TABELA 5. Efeito da pressdo osmdtica de solugdes de bicar
bonato de sodio sébre o teor de atividade in-

vertasica no autolisado

- * *% * %k
P Volume Protelna AE AT AR

P -
(atm) (ml) (mg/ml) (mgAR/ml.min) (mgAR/min) (mgAR/mgProt)minl

2,00 41,0 1,92 1,26 51,8 0,658

4,00 38,0 1,92 1,26 48,0 0,658

6,00 38,0 2,39 1,23 46,7 0,514

8,00 40,0 3,09 1,30 51,9 0,420
10,00 41,0 3,09 0,645 26,4 0,209
12,00 41,0 3,55 0,542 22,2 0,153
14,00 38,0 4,72 0,362 13,7 0,0770

AE = atividade enzimatica

* % . .
AT = atividade total

*x k%
AEP= atividade especifica
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TABELA 6. Efeito da pressao osmdtica de solugoes de bicar
bonato de sddio sdbre o teor de atividade in-

vertasica no autolisado

—% w% )
P Volume Proteina AE AT AE_ **%

P -
(atm) (ml) (mg/ml}) (mgAR/ml.min) (mgAR/min) (mgAR/mgProt)minl

0,500 41,0 6,36 1,14 46,7 0,179
1,00 41,0 4,02 1,44 59,0 0,358
2,00 39,0 2,39 1,91 74,6 0,800
6,00 40,0 2,39 1,57 62,8 0,656
8,00 40,0 2,85 2,04 81,7 0,716
10,0 41,0 3,79 0,818 33,5 0,216
12,0 40,0 3,67 0,668 26,7 0,182
*

AE = atividade enzimatica
* % X
AT = atividade total
*hKk ‘ -
AEp = atividade especifica



48

TABELA 7. Efeito da pressao osmotica de solugoes de cloreto
de sddio (pH= 7,0) sdbre o teor de atividade in-

vertasica no autolisado

, - % %% —
P Volume Proteina AE AT AE ***

' b -
(atm) {ml) (mg/m1l) (mgAR/ml.min) (mgAR/min) (mgAR/mgProt)min;

2,00 39,0 4,96 1,48 57,9 0,299
4,00 42,0 7,30 1,31 55,1 0,180
6,00 42,0 8,47 1,31 55,1 0,155
8,00 43,0 7,53 1,23 52,7 0,163
10,0 42,0 7,53 1,27 53,3 0,169
14,0 42,0 9,40 1,18 49,7 0,126
* .
AE = atividade enzimatica
*%
AT = atividade total
***AE = atividade especifica
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TABELA 9. Efeito da pressao osmdotica de solugdes de cloreto
de potassio sbbre o teor de atividade invertasica

no autolisado

* EE 3 ' EX X3

P Volume Proteina AE AT AEP 1
(atm) (ml) {mg/ml) (mgAR/ml.min) (mgAR/min) (mgAR/mgProt)min

0,500 40,0 6,83 1,41 56,4 0,206
1,00 40,0 6,13 1,48 59,2 0,242
2,00 40,0 7,06 1,51 60,2 0,213
4,00 40,0 6,59 1,31 52;6 0,199
6,00 40,0 7,76 1,29 51,6 0,166
8,00 41,0 7,76 1,15 47,1 0,148
10,0 41,0 8,93 1,12 46,1 0,126
12,0 41,0 9,17 1,10 45,1 0,120
* AE = atividade enzimdtica
** AT = atividade total
***AE = atividade especifica
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TABELA 10. Efeito da pressdao osmdtica de solugoes de bi-
carbonato de sodio, cloreto de sdédio (pH= 7,0
e 8,9) e cloreto de potassio expressa como re-
lag3ao percentual das atividades totais
P NaHCO,, NaCl KC1
(atm) pB=7 pH=8,9
0,500 57,2 - 91,3 93,7
1,00 72,2 - 98,1 98,4
2,00 95,5 100 100 160
4,00 92,4 95,2 - 87,3
6,00 83,4 95,2 95,5 85,8
8,00 100 91,1 90,6 76,3
10,0 46,0 92,1 91,3 74,7
12,0 37,8 85,9 87,2 73,1
14,0 26,5 85,9 86,4 -
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TABELA 11. Efeito da natureza do agente autolisante stbre

o0 teor de atividade invertasica no autolisade
T —— - % *x " KK
Sal Volume Proteina AE AT AEp
(nome)  (ml) (mg/ml) (mgAR/ml.min) (mgAR/min) (mgAR/mgProt)min
I
"KHCO, 40,0 3,44 1,87 74,8 0,544
'‘Cit.Na 40,0 2,97 1,18 47,3 0,398
"cit.Na 42,0 2,74 1,23 53,3 0,463
‘¥Yosf.Na 39,0 3,32 1,36 52,8 0,408
"Fosf.Na 39,0 2,97 1,33 52,0 0,449
* AE = atividade enzimatica
*
’* AT = atividade total
***AEP = atividade especifica
' Bicarbonato de potassio, citrato de sb6dio e fosfato de

sodio em quantidades adequadas para fornecerem solu-
goes com pressao osmdotica igual a 6 atm.

Idem, para fornecerem solugdes com pressao

igual a 8 atm.

osmotica

-1
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TABELA 12. Analise das diferengas entre os dados das Tabelas

5 e 6 mediante o usoc do teste "t" bilateral

P Lotes d

i d2
k%
2,00 51,8 74,6 22,8 520
6,00 46,7 62,8 16,1 259
8,00 51,9 81,7 29,8 888
10,0 26,4 33,5 7,10 50,4
12,0 22,2 26,7 4,50 20,3
= 2_
.D— 80,3 Dl* 1737'7
d= 16,1 ad- 448,11
84~ 10,58

* %

* k%

Os valores representam as
ticas totais expressas em (mgAR/min).

atividades enzima-
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TABELA 13. Comparagao dos valores das atividades enzimaticas

totais mostradas nas tabelas 7 e 8

H (x - %)% (x - %.)2
P P 1,i 1 Xy,i ~ %2
(atm) 7,0 8,9 (%, 4 - 53,7)2 X, ;- 55,4)2
%* %
2,00 57,9 59,6 17,6 17,6
8,00 52,7 54,0 1,00 1,96
10,0 53,3 54,4 0,160 1,00
12,0 49,7 52,0 16,0 11,6
%.=53,7 %.=55,4 (X, .-%.)%=36,7 (X. .-%.)2% =34,4
1723y 2723 1,175 ' 2,17%2 '
Sl= 2,71 52= 2,62

* Os dados correspondentes ao pH= 7,0 foram chamados de
lote 1 e ao pH= 8,9 de lote 2.

** Atividade enzimatica total (mgAR/min).
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Valores da atividade enzimatica total (mgAR/min)
para os sais: NaHCO,, NaCl e KCl em funcdo da

pressdao osmotica

S
\\\\\\\\ NaHCO., NaCl KC1
P 3
%
2,00 51,8 57,9 60,2 L= 170
4,00 48,0 55,1 52,6 L,= 156
6,00 46,7 55,1 51,6 L= 153
8,00 51,9 52,7 47,1 L,= 152
10,0 26,4 53,3 46,1 Lg= 126
12,0 22,2 49,7 45,1 L6= 117
*x _ A * % ;
*
L. & a soma dos valores de cada linha
%
* C & a soma dos valores de cada coluna
* &k %k
T & a soma geral, englobando todos os dados
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TABELA 15. Analise de variancia para os valores da Tabela 14

. . : * * *
Origem da Graus de S’Qm Qm F
Variagao Liberdade

" ,
Entre subs. 2 528 264 6,42

%* % %

Entre pres. 5 667 133 3,24
Resto 10 411 41,1 -
Total 17 1606 - -

§.Q = Soma dos quadrados médios.

Qq = Quadrado médio
* . .
F = Variancia (Valores tabelados:.F5%(2:lO) =
= 4,10 e FS%(S;lO) = 3,33)
* & .
Subs.= Substancias
% % %

pres.= Pressoes
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TABELA 16. Valores da atividade enzimatica total (mgAR/min)
para os sais: bicarbonato de potassio, citrato
de sddio e fosfato de sddio frente a dois va

lores de pressdo osmdtica

b KHCO,, Cit. Na  Fosf. Na

%k
6,00 67,9 47,3 52,8 Li =168,0
8,00 74,8 53,3 52,0 L, =180,1

*x
c,= 142,7  C,= 100,6  C,= 104,8 Tg*= 348,1

c e a soma dos valores de cada coluna
* % - .
Tg e a soma geral, englobando todos os dados
* % %
L € a soma dos valores de cada linha
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TABELA 17. Andlise de varidncia para os valores da Tabela 16

Origem da Graus de . C* *

-9, % g

Variacao Liberdade

* %

Entre subs. 2 537,7 268,9 30,21
* % , )
Entre pres. 1 24,40 24,40 2,742

Resto 2 17,80 8,900 -

Total 5 579,9 - -

]
O
il

Soma dos quadrados médios

o
i

Quadrado médio

]
i

Variincia (Valores tabelados: Fig (2:2)=
= 19,00 e Fro(l;2)= 18,51)

Subistancias

%
1]
£
o
)

]

pres.= Pressoes
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TABELA 18. Medidas condutimétricas de solugOes de NaHCO,,

NaCl (pH= 7,0) e NaCl (pH= 8,9), numa faixa

de pressao osmotica compreendida entre 0,500

e 14,0 atm. Também sao mostrados valores
de autolisados obtidos usando-se NaHCO3 e
NaCl.
Concen- | Condutividade (mS/cm)
P tragdo SolugSés Autolisados
(atm) s-alina* %% * % % ,
NaHCO3 NaCl NaCl NaH003 NaCl
2,00 0,038 4,20 5,50 5,60 - 12,0
4,00 0,077 7,80 10,7 - - -
6,00 0,115 11,2 15,5 16,0 - -
8,00 0,154 14,4 20,5 20,5 11,5 -
10,0 0,192 17,5 25,0 25,0 - -
12,0 0,230 20,5 29,0 30,0 - -

A concentragdo & expressa em moles/4%
% % >
Corresponde a uma solugao de NaCl com pH=7,0
* k% ~
Corresponde a uma solugao de NaCl com pH=8,9
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TABELA 21. Analise das diferengas dos dados das tabelas 19

e 20 mediante o uso do teste "t

, Lotes A =ty v 12
EHL _ 4= (X,7X;) ay
(1) (2)
* —— - - .

B 16,8 © 23,8 7,00 49,0
16,7 15,9 23,6 7,70 59,3
15,6 18,9 27,1 8,20 67,2
15,0 15,1 22,8 7,70 59,3

* k% D
D=39,2 DZ=309
- = 1
a= 7,84 Sqa= 1+67
55 = 0,646
* 5
D = vi,di
| 5
k4 ’ .
Di,= > di
1
¥k

Os valores representam as atividades enzimaticas
totais expressas em (mgAR/min)
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TABELA 22. Efeito de tensoativos nao idonicos e a respectiva

analise das diferencas dos resultados (teste
"£"), As atividades enzimaticas totais das ta-
belas foram expressas em termos percentuais em
relagdao aos brancos respectivos.
Tensoativo EL Lotes 4. = (X=X ) a2
R i 2 1 i
(Tween ™) (1) (2)
20 16,7 94,6 92,2 4,60 21,16
‘49 15,6 113 114 1,00 1,00
60 14,9 82,1 94,1 12,0 144
80 15,0 89,9 95,8 5,90 34,81
_ - - * *% 2
FHL= 15,6 X=94,9 X2=100,78‘ D=23,5 Dl=200,97
s =0,829 X = 97,8 d =5,875 Sgy = 62,91
Coef.var.= s = 9,56 Sq4 = 4,58
= 5,3% coef.var.= 9,8%
* 4
D = Z d.
1 i
4
k% _D
Di = I di
1
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TABELA 23. Efeito do EHL sdbre a eficiéncia da precipitagao
de invertase com acetona, Sistema emulsificante

formado por Tween 40R e Span 40R.

Etapa ~ Volu- Proteina * | ** xxx Rend.
EHL me AE AT AE
(nome) (ml) (mg/ml) P (%)
Autolisado - 170 4,26 0,775 132 0,182 100
- 73,3 2,85 0,711 52,1 0,249 -
6,70 73,3 3,09 0,711 52,1 0,230 -~
Sobrenadan g 54 73,3 2,97 0,711 52,1 0,239 -
te picrico
10,2 73,3 2,97 0,711 52,1 0,239 -
12,0 73,3 3,09 0,711 52,1 0,230 -
13,8 43,3 3,09 0,689 50,5 0,223 -
15,6 73,3 3,09 0,711 52,1 0,230 -
- 20,0 1,11 2,09 41,8 1,88 31,7
6,7 20,0 1,23 1,38 27,¢ 1,12 21,0
Ressuspen— 8,50 20,0 1,18 1,45 29,0 1,23 22,0
sao 10,2 20,0 1,16 1,71 34,2 1,47 26,0
aquosa 12,0 20,0 1,16 1,78 35,6 1,53 27,0
13,8 20,0 1,11 1,91 38,2 1,72 29,0
15,6 20,0 1,09 2,04 40,8 1,87 31,0
*
AE = atividade enzimdtica (mgAR/ml.min)
* %
AT = atividade total (mgAR/min)
XKk

AE = atividade especifica (mgAR/mgPer.)min-l
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TABELA 24, Efeito do EHL sdbre a eficiéncia da precipitagao

de invertase com acetona.

. , R
formado por Tween 6OR e Span 60 .

Sistema emulsificante

Etapa Volu- PrOteinar * o - Rend.
(home ) BHL - me o g/myy  RE AT o (%)
(ml)
Autolisado - 170 4,26 0,775 132 0,182 100
- 73,3 2,85 0,711 52,1 0,249 -
4,70 73,3 3,09 0,690 50,6 U,223 -
sobrenadall ¢ 79 73,3 2,97 0,711 52,1 0,23y -
te picrico
8,30 73,3 3,09 0,711 52,1 0,230 -
10,3 73,3 3,09 0,690 50,6 0,223 -
L2,9 73,3 2,97 0,690 50,6 0,223 ~
14,9 73,3 3,09 0,711 52,1 0,230 -
- 20,0 1,11 2,09 41,8 L,88 31,7
4,70 20,0 1,25 1,38 27,6 1,10 20,9
Re ] 1— v ,
CESHUSPERT 6,70 20,0 1,20 1,38 27,6 1,15 20,9
saoc N o »
aqpos-a 8r30 20;0 1, 18 1152 30r4- -L‘l,'&g 4’-310
19,3 20,0 1,18 1,65 33,0 1,4v 25,0
12,9 20,0 1,16 1,85 37,0 1,59 28,0
14,9 20,90 1,13 1,91 38,2 1,69 28,9
*
AE = atividade enzimatica (mgAR/ml.min)
* 'k
AT = atividade total (mgAR/min)
xRk A

AE =
P

atividade especifica (mgAR/mgProt.)min ~
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TABELA 25. Efeito do EHL sObre a eficiencia da precipitacao

de invertase com acetona.

formado por Tween BOR e Span 80R

Sistema emulsificante

Etapa Volu- Proteina Rend.
me * * & * % %
(nome) EBL (ml) (mg/ml) AE AT AE (%)
Autolisado ~ 170 4,26 0,775 132 0,182 100
- 73,3 2,85 0,711 52,1 0,249 -
4,30 73,3 3,09 0,689 50,5 0,223 -
Sobrenadan o 4o 73,3 3,09 0,689 50,5 0,223 -
te plerico
8,50 73,3 3,09 0,711 52,1 0,230 -
10,7 73,3 2,97 0,711 52,1 0,239 -
12,8 73,3 3,20 0,711 52,1 0,222 -
15,0 73,3 2,97 0,711 52,1 0,239 -
- 20,0 1,11 2,09 41,8 1,88 31,7
4,30 20,0 1,27 1,32 26,4 1,04 20,0
Ressuspen ‘
3o 6,40 20,0 1,25 1,38 27,6 1,10 20,9
aquosa 8,50 20,0 1,23 1,58 31,6 1,28 24,0
10,7 20,0 1,18 1,65 33,0 1,40 25,0
12,8 20,0 1,13 1,85 37,0 1,64 28,0
15,0 20,0 1,13 1,98 39,6 1,75 30,0
* .
AE = atividade enzimatica (mgAR/ml.min)
x %
AT = atividade total (mgAR/min)
* k k P
AE_= atividade especifica (mgAR/mgProt.)min 1
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TABELA 26. Efeito do EHL sbhre a eficiéncia da precipita¢ao
de invertase com acetona. Sistema emulsificante
formado por Tween 4OR e Span 4OR. Usou-se, tam-
bém, laurilsulfato de s&dio nas concentragoes de
0,1% (LSS') e 1% (LSS")

Etapa Volu- Proteina Rend.
me , * - * % » k% k (%)

{nome) EHL (ml) (mg/ml) AE AT AEp

Autolisado - 170 4,02 0,754 128 0,187 100
- 73,3 3,09 0,732 53,7 0,237 -
6,70 73,3 3,09 0,711 52,1 0,230 -
8,50 73,3 2,97 0,689 50,5 0,232 -
Sobrenadan
te picrico 10,2 73,3 3,08 0,711 52,1 0,230 -
12,0 73,3 3,09 0,732 53,7 0,237 -
13,8 73,3 3,09 0,711 52,1 0,230 -
15,6 73,3 2,97 0,711 52,1 0,239 -
LSS 73,3 2,97 0,711 52,1 0,239 -
LSs" 73,3 3,09 0,711 52,1 0,230 -
- 20,0 1,11 2,09 41,8 1,88 32,6
6,70 20,0 1,23 1,42 28,4 1,15 22,2
8,50 20,0 1,20 1,44 28,8 1,20 22,5
Ressuspen
sdo 10,2 20,0 1,16 1,70 34,0 1,47 26,5
aguosa 12,0 20,0 1,13 1,78 35,6 1,58 27,8
13,8 20,0 1,11 1,91 38,2 1,72 29,8
15,6 20,0 1,18 2,06 41,2 1,75 32,2
LSS! 20,0 1,23 2,09 41,8 1,70 32,6
Lss" 20,0 1,01 2,04 40,8 2,02 31,9

*AE= atividade enzimatica (mgAR/ml.min);**AT= atividade total

***AEp=atividade especifica (mgAR/mgProt)min

(mgAR/min)



68

TABELA 27. Efeito do EHL e da natureza do tensoativo sdbre

a atividade enzimdtica total obtida nc pd acetd

nico (mgAR/min)
EHL '"T/S/40 'Y'17/s/60  /s/80'"!
. . * Kk x
6,60 27,6 27,6 27,6 L= 82,8
8,40 29,0 30,4 31,6 L2= 91,0
10,4 34,2 33,0 33,0 Ly= 100,2
12,6 35,6 37,0 37,0 L4= 109,6
15,2 40,8 38,2 39,6 Lg= 118,6
**
l=167,2 C2=l66,2 L3; 168,8 Tg= 502,2
*
C = soma dos valores de cada coluna
* %k
Tg: soma geral
* kK
L. = soma dos valores de cada linha
'T/S/40 = sistema emulsificante formado por: Tween 40 e
Span 40
''T/8§/60 = idem: Tween 60 e Span 60
'"'T/s5/80 = idem: Tween 80 e Span 80
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TABELA 28. Analise de variancia dos dados da Tabela 27

Origem da Graus de S'Qm* Qm* F*
variacgao liberdade :
* % o ,
Entre subs. 2 0,688 0,344 0,330
% % % .
Entre pres. 4 271,344 67,836 64,98
Resto 8 8,352 1,044 -
Total 14 280, 384 - -
* % .
Subs. = substancias
% ok ~
Pres. = pressoes
*
S.Q = soma dos quadrados médios
*
Qn = gquadrado medio
* : . ..
F = variancia. Valores tabelados:.FS%(8;2)= 19,4

e F5%(4;8)= 3,84
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TABELA 29. Andlise das diferencgas dos grupos de dados

de ativicdades totais das tabelas 26 e 27

(teste "t")

. Lotes - _ 2
EHL d;= (X, X,) di
(1) (2)
* %%
6,60 27,6 28,4 0,8 0,64
8,40 30,3 28,8 -1,5 2,25
10,4 33,4 34,0 0,6 0,36
12,6 3¢,5 35,6 -0,9 0,81
15,2 38,5 41,2 1,7 2,89
* **V 2
D= 0,7 Dl=6,95
d= 0,14 de=6,852
sd=l,31
- 5
D = Id.
Ii
5
*k :
Di =z d?
1 1
* Kk

Os valores representam as atividades inverta-
sicas totais expressas em (mgAR/min)
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TABELA 30. Variagioc da velocidade da reagdo enzimatica em

fungao da concentragao de substrato

v 1/v Is|™ 1/|s| Isi/v v7]s]

0,122 78,20 | 5;&0 0,170 47,5 0,0210
0,208 4,80 11,7 0,0850 56, 3 0,0180
0,269 3,70 17,5 0,0570 65,1 0,0150
0,312 3,20 23,4 0,0430 75,0 0,0140
0,322 3,11 24,6 0,0410 75,9 0,0130

0,326 3,07 26,7 0,0370 81,9 00,0120

<
n

velocidade da reagao (mgAR/ml.min)

m‘
n

concentragcao de sacarose (mM)
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TABELA 31. Valores de Km e Vméx calculados por diferentes

métodos graficos

K v

Método m max Equacgoes F
(mM) (mgAR/ml .min) '

Lineweaver—-Burk 29,4 0,714 v= 1,52 +39,1x 0,999
Hofstee 24,7 0,647 y= 0,648-25,0x -0,989
Woolf 24,3 0,633 y=37,7 + 1,60x 0,998
Cornish—Eisenthal* 23,6 0,620 - -
Media 25,5 0,654
Desvio-padrao 2,29 0,0362
Zaioé'gigio para  35,5%7,30 0,654%0,120
Coef.variagao 8,98% 5,54%

Neste método consideram-se um grupo de retas. As equagoes

5a0:
y= 0,021x + 0,122 ; y= 0,018x + 0,208 ;
y= 0,0133x + 0,312 ; y= 0,0130x + 0,322 ;

y= 0,015x + 0,269.
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TABELA 32. Variabilidade percentual de K eV . entre

quatro métodos graficeos tomados dois a dois

Coeficiente de variagao

Pares de Métodos. (%)

K V_
m _ max

Lineweaver-Burk 8,70 4,90

Hofstee

Lineweaver-Burk 9,50 6,00

Woolf

Lineweaver-Burk 10,9 7,00

Cornish-Eisenthal

Hofstee 0,800 1,10

Woelf

Hofstee 2,30 2,10

Cornish-Eisenthal

Woolf 1,50 1,00

Cornish-Eisenthal
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TABELA 33. Efeito da viscosidade da Felugéo‘substrato sobre

a atividade invertasica do autolisado

Qiscﬁsidaée AE* AEP** . VConé. de

(cp) (mgAR/ml.min) (mgAR/mgProt)min sacarose
($P/V)

1,15 0,923 0,181 5
1,32 0,731 0,143 10
1,55 0,569 0,112 15
1,82 0,550 0,0900 20
2,03 0,371 0,0730 25
2,43 0,358 0,0700 30
3,05 0,321 0,0630 35
4,11 0,293 0,0570 40
4,84 0,304 0,0590 45
6,90 0,255 0,0500 50

AE

AE
p

atividade enzimatica

- atividade especifica
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TABELA 34. Efeito da viscosidade sclugao substrato
sobre as atividades invertasicas do autolisa-
do e do pd acetdnico

E 3 * %
Viscosidade AE AEP Conc.de
{cp) {mgAR/ml.min) (mgﬂR/mgProt)min'l sacarose
Aut. po Aut. po (3P/V)
1,30 1,23 1,48 0,265 1,88 10
3,00 0,782 1,18 0,169 1,50 10
4,00 0,645 1,05 0,139 1,33 10
6,20 0,456 0,925 0,0980 1,17 10
8,60 0,387 0,840 0,0830 1,06 10
13,2 0,447 0,882 0,0960 1,12 10
l6,8 0,576 1,05 0,124 1,33 10
* . -
~ AE = atividade enzimatica
*%&

AE
P

I

atividade especifica
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FIGURA 1. Relagac entre a condutividade especifica das

sclugoes salinas e a concentragao dos sais.
As retas a e b correspondem, respectivamen-
te, as sclugoes de NaHCO, e NaCl.
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25

20 i 1 H
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FIGURA 2. Relagdo entre o EHL (equilibrio hidré-
filo~-1lipofilo) e a percentagem de ren-
dimento em invertase no po acetonico.
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FIGURA 3. Determinacao de K,eV -  conforme
método de Lineweaver-BUPE:

-
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FIGURA B. Relagao entre a atividade enzimatica e a
concentragasc percentual da solugac de saca
rose.
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4. DISCUSSAQ

4.1 TIPO DE AGITAGAO

Pela analise da tabela 1 constata-se que
o tipo de agitacao influi no processo de extragao. O auto
lisado obtido num agitador rotatdrio possui uma atividade
invertasica especifica superior &aquela obtida com agitador
reciproco. Contudo em termos de percentagem de rendimento

ambos apresentam valores aproximados.

Isto sugere que, provavelmente, no re-
ciproco o grau de denaturacao & maior do que no rotatdrio.
Explica-se os rendimentos analogos pelo fato dos mesmos se-
rem calculados como fragoes percentuais da atividade enzima-
tica existente no autolisado. Para este calculo, portanto,
nao se considera a quantidade de proteina enzimatica denatu-

rada durante o processo (2).

Est3d claro que o padrao de fluxo do
fluido autolisante influi na atividade enzimica obtida. Embo
ra a frequéncia de agitagao (200 ciclos/min) fosse mantida
constante para ambos O35 casos, no reciproco o regime e
aparentemente turbulento, ao passo gque no rotatdorio e lami-
nar. Provavelmente o maior grau de denaturagao ocorrido no
reciproco, esteja relacionado ao fato de gque sob este regi
me, a proteina enzimatica sofre desarranjos estruturais que

se refletem sobre sua atividade catalitica.
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4.2 DETERMINAGAO DOS NUMERCS DE REYNOLDS E FROUDE

Pela tabela 2 depreende-se gue a densida
de e a viscosidade do fluido autelisante variam ligeiramente.
O coeficiente de varia¢do para a densidade foi de 0,28% e
para a viscosidade 3,8%.

Pelo teste "t" calculou—se gque ¢ valor

médio da densidade & 1,020 ¥

de & 2,171 ¥ 0,09381 cp. Estes resultados foram obtidos

0,003383 g/cm3 e da viscosida-

com um grau de confianca igual a 95% e com 5 graus de li-
berdade..

Admitindo~se o fluido autoclisante como
sendd newtohiano €. com a densidade e viscpsidade constan-

tes, a equagao do movimento & dada por (19):
a X =-9y_+ nv,° +ag (XXXIV)

onde:
— & a derivada substancial da velocidade em relag¢do
ao tempo.

<
()

5 o gradlente de pjr-essaﬁ.

(0]

o laplaciano da velocidade.

<+ Noo

o
o

& a densidade do fluido.

o3
o

o vetor aceleragac da gravidade.

Fixemos cono grandezas caracteristicas
do sistema o didmetro (D) do recipiente e a velocidade mé-

dia (V) do fluido.
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Por meio das grandezas acima definamos

as seguintes variaveis adimensionais:

5 .
4+ % v * (p - pO) * v
v av’— D
(XXXV)
V* = DV V*’z — DZVZ (XXXVI)
2 - &2 (XXXVII)
Dt V Dt

Substituindo-se as equagbes XXXV, XXXVI
@ XXXVII na XXXIV, temos:

* 2
' * * *
aly, 2V VL - o Ayt pt av?) + a5 7T V) +dg
D Dt D D

Multiplicando por D/d.vz, temos:

> 2
* * ok *
Ve = vt v, 9% (XXXVIII)
Dt Dvd v \'A
Na equacao adimensional acima surgem

dois grupcs de grandezas adimensionais, que reunem as pro

priedades fisicas do sistema.

Ao inverso do coeficiente do laplacia-

no da velocidade deu-se o nome de numero de Reynolds. Assim:

N - Dbvd

Re n (XXXIX)
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A grandeza Vz/gD deu-se o nome de nume-

ro de Proude. Assim:

Os nimeros de Reynolds e Froude por des
creverem o tamanho, a velocidade e as propriedades fisicas

do sistema receberam o nome de fatores de escala.

Ambos s@c de grande valia para se proce

der a variagao de escala de um sistema.

Se dois sistemas distintos tiverem os
mesmos nimeros de Froude e Reynolds, entdao ambos serao

descritos pelas mesmas equagoes diferenciais adimensionais.

Em nosso. sistema podemos considerar: re-
gime estacionario (densidade e ‘viscosidade constantes), velo
cidade angular do frascec igual a W, o raio do frasco igual
a R, fluido newtoniano, fluxo laminar tangencial, sistema isp
térmico, o sistema de referéncia em coordenadas cilindricas

e o fluido estd em movimento circular uniforme.

A equagdo da continuidade em coordena -

das ¢ilindricas (19) é:

gd , 1, —é(drvr) f L Sav) +Lavy) =o0 (XLI)

© 3z

dt r r r &9

De acordo com as consideragdes iniciais

a equagao (XLI) seé anula, pois:

sd
it

=0 (o fluido &€ incompressivel).
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v, =V, =0 (regime estacionario) e Vg = £(r)
5ve

— =0 (movimento circular uniforme).

1)

A componente © da equagdo do movimen-

to e (19):

Sv Sv. v Sv V_ .V Sv "
ar—0,, o,% Yo, "r’e *v,. —&)=- 1 8p + dgg+
St T s¢ r 89 r &z r 60 .
2 . 2
: § v v 8 v,
T T Rk (rve)i + % . 29 + %‘ =L ‘g}
sr 'r Sr [ x §o* r” &9 8z

(XLII)

Tendo em vista as considera¢des acima

e, ainda, gue:

. 0 (regime estacionidrio)
St
2, |
§ Yo/ = 0 (movimento circular uniforme)

52Ve/522 =0 (Ve nao varia ao longo do eixo z)

9g = 9, =0 (a aceleragao da gravidade s6 influi ao
longo do eixo z)

A equagdo XLII fica:

L Ervg =0 (XLIII)
&r r ér
Jogo: 1 . Mrve) =c
r 34 1
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Integrando e ajeitando, temos:

(@]

v, =C

©2
o~ “1

iR 2 (XLIV)
2 r

¢, = 0, pols vy tem um valor finito quando r = 0.

para r = R temos:
vg = RW (XLV)
igualando XLIV e XLV temos:

€y = 2W (XIVTI)
Substituindo XIVI em XLIV temos:

Vg = W (XLVII)

Tendo em vista as consideragdes feitas,
as eguagoes XXXIX e XL podem ser €scritas:

Bygd

(XLVIII)

N, = ;f; (XLIX)

Define~se em fisida que
W= 2wf
onde f & a freguéncia.

Eftao, Substituindd na XLVII témos:

v, = 21 fr (L)

[2]

Substituindo (L) ém (XLVIII) e (XLIX) temos:
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2 . 2
NRe = _4m fr d (LI) e N -2 v fr (LII)

n g9

Através das equagdes LI e LII  calcu-

lou-se os fatores de escala, lancados nas tabelas 2 e 3.

Pela tabela 2 vemos que o coeficiente
de variagdo para o nimero de Reynolds & de 3,74%. O valor
médio, calculado pelo teste "t" com 95% de certeza , e
563,7 ¥ 54,2. Considerando esta variagao desprezivel, bem
como as da densidade e viscosidade, podemos tomar como va-—

lores destas grandezas, respectivamente, 1,020 g/cm3,2,l7l

cp e 563,7.

Os fatores de escala constantes na
tabela 3 foram calculados com base nos valores médios aci

ma.

Da tabela 3 infere-se que a atividade
enzimadtica do autolisado obtido varia com os fatores de es
cala. A atividade invertasica atinge um maximo para nume-
ro de Reynolds e Froude iguais, respectivamente, a 563 e

1,20, decrescendo a seguir.

Experimentalmente observou-se que para
Reynolds de 985 o fluido apresentava varios pontos de
turbilhonamento. Isto nos leva a crer que para este caso
particular de sistema, atinge-se o regime turbulento para

Reynolds superior ou igual a 1000.

O fato de que a atividade invertasica

decai a partir de um certo valor de Reynolds, nos leva a
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admitir gue a autdlise das células nao deve ser realizada
em regime turbulento. Inclusive o fato de termos obtido
em agitador reciproco um rendimento cerca de 45% inferior
ao do agitador rotatdrio, corrobora a afirmagac anterior.
Lembremos que no reciproco o regime de fluxo numa fre-
guencia de 200 ciclos/min visualmente se apresenta turbu-

lento.

4.3 EFEITO DA TEMPERATURA

Da tabela 4 infere-se que a tempera-
tura de autdlise influi no teor de atividade invertasica
do autolisado. Pelos resultados observa-se que a faixa

de temperatura mais adequada situa-se entre 35 e 45°%C.

Este resultado concorda com VILLELA,
BACILA & TASTALDI (89) gue preconizam uma temperatura de
45°¢ para a autdlise de cé&lulas de levedura em solugao

salina (bicarbonato de sddio 0,154M),.

4.4 EFEITO DA PRESSAO OSMOTICA E NATUREZA DO SAL SOBRE

O TEOR DE ATIVIDADE INVERTASICA DO AUTOLISADO

O método de ruptura das células de le
vedura consistiu de uma autdlise salina durante perio-
do e temperatura determinados. Conforme VILLELA et al

(89) wutilizou-se uma solugao de bicarbonato de sodio

0,154 M.
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Uma solugao & constituida de espécies

guimicas dissolvidas num solvente. Este sistema possui al-
gumas propriedades devidas a presenca destas espé@cles. Den-~
tre elas salienta-se a pressao osmotica, que & uma proprie-
dade relacionada apenas <com o niumero de particulas disper-

sas e nao com a natureza das mesmas.

Pelas equagdes (VI) e (VII) calcula-se
que a pressdo osmdtica de uma solugdo de bicarbonato de sd
dio .0,154 M & de 8 atm. Este dado corresponde ao valor mé-

dio atribuideo 3 pressdao osmotica intracelular (59).

Baseados nisto resolveu-se estudar o)
efeito que a pressdac osmdtica da solugdo autolisante  teria
sobre a atividade invertasica total do auteolisado obtido. Pa
ra tal preparou-se solugoes de bicarbonato de sodio, clore-
to de sddio e cloreto de potassio, nas concentragoes adequa-
das, para que se obtivessem valores de pressac compreendidos

entre 0,500 e 14,0 atm.

Em paralelo estudou-se, também, a  in-

fluénecia da natureza do sal.

0s resultados obtidos encontram-se nas
tabelas 5 a 1ll. Observando—as vemos que os valores da ati
vidade enzimatica total (mgAR/min) sdo diferentes para ambos

os fatores.

Na tabela 10 notam-se valores nao coin-
cidentes, sendo gque a atividade total maxima foi obtida
em 8 atm para o bicarbonato de sddic e em 2 atm para os clo-

retos.
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Alén disso para o caso do bicarbonato
de sodic, a medida gue a pressao osmOotica aumenta a ativi
dade cresce até atingir um maximo, decaindo a seguir. Ja
para os cloretes a atividade total e decrescente com © au-

mento da pressao osmotica.

Comparando—se as tabelas 5 e 6 nota-
mos ligeira variacgao entre os dois grupos de valores das
atividades totais, embora tenham sido obtidos nas mesmas
condig¢oes. Dal surge a questdao: os lotes representam o©u

nao amostras de uma mesma populagao?

Para verificar, analisou-se estatisti
camente as diferengas entre ambos os lotes, usando—-se o
teste "t" bilateral (83). Os resultados estao na tabela

12.

Admitindo-se como hipoOtese nula a
igualdade dos lotes e com um grau de confianga igual a
99% e 4 graus de liberdade, concluiu-se que as flutuagoes
das diferengas observadas sao devidas ao acase. O valor
calculado para "t" foi de 3,40 e o tabelado entre -4,60 e

4,60.

Comparando-se as tabelas 7 e 8 nota-
se gue ha diferencas entre os valores da atividade total,
para o autolisado obtido com NaCl em pH 7,0 e em pH 8,9.
Neste caso os lotes diferem apenas num parametro. Surge
entao, o problema de saber se os dois lotes sao ou nao
amostras de populagaes diferentes. Em outros termos, o pH

influi eu nao na atividade enzimatica total do autolisado?
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Aplicando~se o teste "t", cujos dados
estao na tabela 13 calculou-se para as amostras o valor
1,47. O valor tabelado com 8 graus de liberdade e 99%
de confianca esta entre -3,36 e 3,36. Tendo sido tomada
como hipotese nula a nao existéncia de diferenga entre os
valores obtidos em pH 7,0 e 8,9, conclui-se que ela niao

pode ser rejeitada. Dal o pH n3o influir.

Para analisar-se os efeitos da pres
sao osmotica e da natureza do sal utilizou-se a analise

de variancia (57). Os dados estao nas tabelas 14 e 15.

Os valores de F calculados para a va-
riancia dos dados devido a natureza do sal e a pressao
osmotica sao, respectivamente, 6,42 e 3,24, Os correspon-
dentes valores de F tabelados sao: FS%(2;10) = 4,10 e

Feq (5:10) = 3,33,

Assim para o caso da natureza do sal
F calculado & maior do que F tabelado e para a pressao
osmotica ocorre o inverso. Disto infere-se que aquele,
com 95% de seguranga, apresenta efeito, enguanto que para

este os dados disponiveis sao insuficientes para uma

conclusao segura.

Em adigao, das tabelas 16 e 17, onde
foram usados outros tipos de sais, vemos gue o valor de

Fcalc. = 30,21 & maior do que o tabelado: FS%(2;2)=19,00.

Isto corrobora a conclusao acima. Com relagao 4 pressao
osmotica, ainda, nd3o se pode concluir com seguranca sobre

seu efeito, apesar de F = 2,742 e F = 18.5].

calc. tab.
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A conclusao de que o tipo de agente au
tolisante influi no rendimento em invertase no autolisado,
vem de encontro ao fato da enzima estar presa a parede
celular. £ evidente que o tipo de sal usado, cedera ao sis
tema lons que, provévelmente, interagirao em graus diferen
tes com as ligagdes envolvidas na unido entre a proteina
enzimdtica e a parede celular. Dal resultando a liberagao

de invertase em quantidades distintas.

Embora nac se possa afirmar com segu-
ranca sobre o efeito da pressao osmbtica, parece razodvel
admitir que ela nac deveria realmente influir, dade a
lccalizagac externa da invertase. Certamente a parede celu
lar n3o apresenta permeabilidade seletiva, sendo livremente
atravessada pelos lons. Dal nac surgir um gradiente de

pressao osmdtica através da parede celular.

Além do mais, salienta-se que a faixa
de pressaoc osmotica utilizada incluiu situagdes em que ©
meio extracelular era hipo e hipertonico em relagao ao
intracelular. Dal, caso a invertase fosse intracitoplasma

tica, o efeito da pressao deveria ser ponderavel.

Baseados nestes fatos, pode-se admitir
o nao efeito da pressdo osmdtica, como sendo uma evidén-
cia indireta da localiZaggo extracitoplasmatica da inver-

tase.

BURGER (22) estudou a influéncia da
pressac osmdtica sobre a liberaqéo de invertase. Este au-

tor usou glicerol em concentragoes percentuais (v/v), que



99

lhe permitiram obter uma gama de pressao osmdotica  entre
3,4 e 34 atm. Concluiu gue a pressdo osmdtica nao influia

na liberacdo de invertase a partir de ceélulas de levedura.

Este autor nao conseguiu liberar a

invertase de §. cerevisiae, usando glicerol como agente au

tolisante, ao passo que nds © conseguimos, porém utilizan-
do solugao salina. Certamente a diferenca reside na natu-

reza do agente autolisante,

Uma explicacdo plausivel estaria rela-
cionada com o fato do polissacarideo manana poder ser ex-
traido da parede celular por meio de solugSes salinas. So-=
bretudo por uma solugao de alcali diluido (76), caso em
gue se enquadra a solucao de bicarbonato de sddio. Por con
seguinte, desde que a invertase estid associada & manana

(12),(69), (70), & de se esperar sua liberagao para o meio.

4.5 POSSIVEL USO DE MEDIDAS CONDUTIMETRICAS PARA CONTROLE

DO PROCESSO

As solugbes de eletrdlitos conduzem a
corrente elétrica por meioc da migracao de ions, obedecendo

a lei de Ohm, tal como os condutores metalicos.

Assim ao aplicar-se uma F.E.M. cons-
tante entre dois eletrodos mergulhados numa solugao eletro-

"

litica, a intensidade de corrente "i" que flui € inversamen
te proporcional a resist@ncia (R) da solugio. Chama-se de
condutancia (G) a reciproca da resisténcia. A condutancia

depende da concentragao e da natureza do eletrdlito (72).
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A relag¢ao ba@sica da condutometria é&:

(LIIT)

onde: _ - .
‘ G = condutancia

k = condutancia especifica (mS/cm)

a = area da secgao da solugao compreendida entre

os eletrodos

L = distancia entre os eletrodos

Da tabela 18 infere-se gue a condutivi
dade especifica das solugoes varia com o nimero de moles

do eletrolito e por conseguinte com a pressao osmotica.

A figura 1 mostra uma solugad linear
entre a condutividade especifica e a concentragao dos ele-

trolitos.

As equagoes das retas a e b com os

coeficientes de correlacao, sao respectivamente:

~
J

= 84,7c + 1,25 r= 1,00 (LIV)

=
I

123¢ + 1,20 r= 1,00 (LV)

ende | _ condutividade especifica (mS/cm)

c = concentragao molar do eletrdlito.

Pela tabela 18 obtem—-se os valores de
k para o autolisado feito com NaHCO4 (8 atm) e NaCl (2 atm),

0s quais éﬁo, respectivamente, iguais a 11,5 e 12,0 mS/cm.
Substituindo-se k= 11,5 na (LIV) e X=
12,0 na (LV) obtém-se c¢= 0,121 M e c= 0,0877 M, respectiva

mente.
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Como se cobserva, para ohicarbonato ha

uma gqueda da condutividade, cujo valor corresponderia ao de
uma solucdo 0,121 M. Para o cloreto de sddic hd um aumen-
to da condutividade, a qual corresponderia a uma solugao

de concentracao igual a 0,0877 M.

Para o casc do bicarbonato pode-se aven
tar duas hipdteses para explicar a queda da condutividade:
a) as macromoléculas dJdepositam—se sobre a superficie dos
eletrodos de platina, aumentando a capacitdncia do sistema;
b) come as macromoléculas geralmente em solugdo possuem ca-
rater anfotérico, o pH alcalino do autolisade poderia favo
recer o aparecimento de grupos carregados, 0s quais diminui
riam sua mobilidade. Ou entao tais grupos interagiriam com

os ions, diminuindo-lhes a mobilidade.

No caso do cloreto de sddic pode-se a-—
ventar, essencialmente as mesmas hipéteses. Ressalvando-se,
apenas, dgue o pH neutro favoreceria o© aparecimento de
grupos carregados nas macromoléculas, conferindo-lhes maior

mobilidade, ou uma gqueda no grau de interagao com os ions.

Os resultados disponiveis, infelizmen-
te, nao nos permitem fugir do campo das hipdteses. Contudo,
desde gue foi constatada uma diferenca de condutividade an-
tes e apds a autblise, fica aberta a possibilidade de se
usar a condutometria como parametro de contrdole do proces

s0.
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4.6 EFEITO DE TENSOATIVOS SOBRE A LIBERAGAO DE INVERTASE

ALMEIDA CUNHA et al (3) salientaram a
importancia que o equilibrio hidrdfilo-1ipofilo (EHL) tem
sGbre as interagoes hidrofdbicas de um sistema. Neste tra-
balho o autor demonstrou que variando o EHL, a atividade da
renina era afetada. Aventou a hipotese de que o EHL influ-
indo na hidrofobicidade do meio afetaria a interagac enzima-

substrato.

Partindo de um raciocinio analogo, pro-
curou-se averiguar a possibilidade de aumentar a liberagado
de invertase através de modificagoes das interagoes hidrofd
bicas do sistema. Portanto a finalidade precipua da varia
cao do EHL & interferir nas ligagdes entre a proteina enzima
tica e os constituintes da parede celular. Secundariamente
pcder-se-ia esperar alguma influeéncia sobre a atividade cata
litica da invertase, pois os tensoativos utilizados estari-

am dissolvidos no autolisado.

Em relagao a esta segunda parte SA-
RASWAT (80) evidenciou uma queda da atividade invertasica de
vido ao efeito de tensoativos idnicos. Constatou,outrossim,
que os cationicos causavam a maior inibigﬁo, No entanto,
os dados obtidos por este autor nao podem ser comparados aos
nossos, devido ao fato de termos usado tensoatives nao iani
cos. Saliente-se, inclusive, que os tensoativos idnicos
apresentam EHL muito alto (superior a 20), nao se enguadran-—

do dentro da faixa de EHL obtida com os agentes nao ionicos.
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Comparando-se as tabelas 19 e 20 vemos
gue as atividades totais s3o diferentes. Para saber se es-
ta diferenca € ou nao significativa usou-se o teste "t",cu-
jos dados estao na tabela 21. Os valores de "t" encontra-
dos sao: tcalc. = 27,1 e tS%(4) = 2,78. Disto conclui-se

gue ha diferenga significativa entre os dois lotes de resul

tados.

Uma explicacgdo possivel seria a nao ho
mogeneidade do teor de invertase da levedura utilizada, des
de que os experimentos, embora realizados sob as mesmas con

digcoes, foram feitos em épocas diferentes.

Para tornar os dados comparéveis, cons
truiu-se a tabela 22 onde os resultados representam as per
centagens das atividades totais frente aos brancos respecti

vVOSs.

Aplicando o teste "t" a tabela 22 en-

contram-se os valores: = 2,56 et 3) = 3,18. Como

53 (

€ menor que tia.p. conclui-se que nio ha diferen-

tcalc.
tcalc.
¢a significativa entre os dois lotes.

Esta conclus3ao, por outro lado, permi-
te-nos inferir que o EHL influi deé maheira anidloga em am-—
bos os casos.

Pela tabela 22 observamos que os coefi

cientes de variag&o,das percentagens e do EHL valem, res -

pectivamente, 9,8 e 5,3%.

Depreende-se, portanto, que a varia—

¢ao do EHL promove variagao, embora pouco acentuada, so
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bre o© teor de invertase total liberada.
Examinando-se a percentagem da ativi-
dade total em fungao de cada valor de EHL, nota-se Que,
apenas, para EHL de 15,6 houve um aumento da atividade

invertasica total no autolisado.

Desde que a faixa de EHL considerada
foi muito estreita, surge a questao: este aumento na ativi
dade total seria, efetivamente, devido ao valor do EHL ou

3 natureza quimica do tensoativo?

E claro que para responder satisfato-
riamente a esta guestao, seriam necessarios mais resulta-

dos, sobretudo ampliando-se & faixa de EHL.

4.7 EFEITO DO EHL SOBRE A EFICIENCIA DA PRECIPITAGAO

DA INVERTASE COM ACETONA

O EHL (equilibrio hidrdfilo-lipdofilo
€ um sistema de classificagéo de tensoativos introduzido

por GRIFFIN (42).

O EHL & a expressdo da atragdo simul-
I
tanea de um tensoativo pela dgua e pelo dlec ou pelas duas

faseg dée um sistema emulsionado.

Todos os tensoativos para poderem ser
classificados como tais, devem possuir na molécula uma por

cao hidrofilica e outra lipofilica.

Griffin introduziu este sistema, admi

tindo a sequinte definigdao para o EHL:



PM da porcac hidrofilica
PM total

EHL =

X 1 {LVI)
5

De acordo com esta definigao o EHL na
da mais &€ do que um numero adimensional, cujo valor va-
ria entre 0 e 20. Deve-se ressaltar que a relagio acima
sO0 @ valida para os tensoativos ndc idnicos, tais como ¢

TweenR e SpanR.

Para outros tipos de tensocativos de-

‘vem ser usadas outras relagoes.

Desde que as diversas forgas intera-
gentes num sistema sac das mais variadas naturezas, inclu-
sive hidrofdbicas, pode-se correlacionar o EHL com forgas
desta classe. Aliads esta idé&ia ja foi aplicada no item an

terior.

Baseados neste ponto de vista, tenta-
mos melhorar o rendimentc da precipitacao da invertase com
acetona a partir do sobrenadante picrico, pela interferén-
cia sObre as eventuais forgas hidrofobicas existentes.Fez-
se isto pelo uso de misturas de tensoativos nao ionicos,

que forneceram valores de EHL bem determinados.

As tabelas 23-26 mostram os resulta-
dos obtidos. Combinando-se as tabelas 23-25 resultou a
tabela 27, na qual estao correlacionados os efeitos do EHL

e a natureza do tenscativo.

| -
Fazendo-se uma analise de variancia

dos dados da tabela 27 obtém-se: a) natureza do tensoativo:
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Foale, = 0,330 e F

e F

(8;2) = 19,4; b) EHL: Fc = 64,98

5%
(4;8) = 3,84.

alc.
5%
Pela analise de variancia (tabela 28)
infere-se que a natureza do sistema de tensoativos ndo
influi na eficiéncia da precipitag@o acetdnica da inverta

se.

Com relagao ao EHL nota-se que sua in-

fludncia & ponderavel sdbre a eficiéncia da precipitagao.

Uma explicacao provavel reside no fato
de gque ao se adicionar acetona ao sobrenadante picrico, o
sistema tem sua polaridade global diminuida, dal ficar mais
susceptivel as influéncias desempenhadas pelo sistema de

tenscativos.

Pela tabela 27 observa-~se que a ativi-
dade total do pd acetdnico cresce a medida que o EHL aumen-
ta. Este fato seria o reflexo de um contrabalanceamento
das modificagoes das forcas hidrofobicas do sistema, devi-

do a adigao de acetona.

A figura 2 mostra que a percentagem de
rendimento obtida na precipitacao com acetona & uma fun-

¢3o linear do EHL, cuja equagdo ér
y= 1,064x + 14,08 r= 0,998 (LVII)

onde y corresponde ao rendimento {em percentagem) e

X corresponde ao EHL.
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Pela tabela 26 vemos que a percentagem
de rendimento do pd& acetdnico, obtido na presenca de lau-

-

rilsulfato de sodio (0,1% p/V), & 32,6%.

Substituindo-se este valor na eguagao
(LVII) obtém-se um valor de X= 17,4. Como este tensoati-
vo & ionico, certamente seu EHL & superior a 20. Dal o
valor encontrado mediante a equagac (LVII) nao ser corre

to.

Este resultado, contudo, nao invalida
o que foi dito, pois deve-se levar em conta a natureza
do laurilsulfato. Inclusive o método de calcular o EHL
desta substancia & diferente daquele usado para substanci-

as nao ionicas (75).

Desde que a natureza do sistema emulsi
ficante ndo influi na precipitacgao, selecionou-se o siste-

ma Tween/Span 40 para estudar se o aumento da concentra-

gao teria alguma influéncia.

Na tabela 26 foram langados os valores
das atividades totais, utilizando-se o© sistema emulsifi -

cante na concentracao de 1% (p/v).

Estamos diante da seguinte questao: os
dados da tabela 27 e os da tabela 26 s3ao ou nao amostras

de uma mesma populagac ?

Aplicando-se o teste "t", cujos dados

estao na tabela 29, para as diferengas temos: tCalc =
0,239 e ts%(4) = 2,78, Conclui-se que os dois lotes sao
amostras de uma mesma populagao e que a concentragao do

sistema emulsificante nao influi.
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4.8 CONSIDERAGOES SOBRE 0S PARAMETROS CINETICOS DA

INVERTASE

MICHAELIS E MENTEN (58) deduziram um
modelo matematico, que correlaciona a velocidade de uma

reagac enzimadtica com a concentragao do substrato.
Supuseram que uma reagac catalisada
por uma enzima seria esquematicamente representada por:

K,
> E§ ——mm—>P + E I

onde E representa a enzima, S o substrato, ES o complexo
enzima-substrato, P o produto formado e K,, K_;, K, a0

constantes de velocidade.

Admitiram a hipo6tese de que o com-
plexo (ES) estaria em equilibrio com E e 8, isto &, a de-
composi¢ao de ES seria muito lenta. Assim, pode-se es-

crever:

E+S —~> ES

Se v, e v, representarem, respectivamente, as velocidades

de formagao e decomposig¢ao de ES, podemos escrever:

v, = K;. [E

. |s] (LVIII)

<
|

= K_; |ES] (LIX)
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Pela hipdtese do equilibrio temos:

K, - [E].]s] = &_;.|ES]. (LX)
Considerando que
.| = [E| + |ES] (LXI)
onde ]Etl,lE[ e |ES|representam, respectivamente, as concen

tragoes: total da enzima, da enzima livre e da mesma no com
plexe enzima-substrato.

Substituindo (LXI) em (LX) e rearranjan-
do, temos:

K

1+ B ]s]

+ K, ||

(LXII)

K1

Reconsiderando a etapa "lenta" do pro

cesso, podemos escrever:
v = K, |Es] (LXIII)

Substituindo (LXIT) em (LXIII) temos:

v = KQ,’ lEt] - [S] (LXIV)

K_; + K .[8]

Dividindg.a.equagéo_acima por K;, obtém-se:

|E.| . |8
v o= — el - J51 (LxV)




Chamando K_,/K, de K_ e lembrando que: V o = |Et|.K2, te~
mos:
Vinax S|
v = —m—— (LXVI)
K.+ | S|

BRIGGS & HALDANE (21) generalizaram es-
te modelo considerando que a concentragao do complexo, enzi

ma-substrato permanecia constante durante a reagao, isto e,

EIEL_ =0 (LXVII)

dt

Assim, de I vemos que a velocidade de
formagao do produto (P) dependerd da concentragao de ES, is

-

to e,

v = K2.|£s| (LXIII)

Aplicando a lei da acao das massas, pa
ra descrever como a concentragao do complexo enzima-substra

to varia com o tempo, tem-se:

d|Es

” = K,-|E].|s| - K_; |BES| - K,|ES]| (LXVIIT)

Substituindo (LXI) ra (LXVIII) e levando em conta a (LXVII),

temos:

|Et| . ISI
K1¥%,

Ky

|ES| = (LXIX)

|s] +
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Substituindo (LXIX) na (LXIII), temos:

K, |E_|.|s]|
, 2 't
v = K_ +R—; (LXX)
Is| +
Ky

Observando a equagao (LXIII) vemos que,
quando a |S| & alta, & razoavel supor que toda a enzima
estard na forma de complexo: nesta situagdo o sistema atin

ge a maior velocidade possivel. Por isoo pode-se escrever

que:
mix. = K- Etl (LXXI)
K_1+K2
Substituindo (LXXI) na (LXX) e chamando K] de Km’
temos:
Vméx Kl
v = 2 (LXXII)
|s| + K
m

A primeira vista as equagoes (LXVI) e
(LXXII) sao idénticas. Porém, isto n3do & correto, ja  que
elas diferem no K, ,- Na LXVI o Km representa a razao de
duas constantes (K_1 e Kl) e na (LXXII) leva em conta tres

constantes de velocidade (Kl, K, e Kz).

Contudo & facil de ver que a equacao
(LXVI) & um caso particular da (LXXII), e o uso de uma ou
outra sé podera ser decidido diante do tipo particular de

catalise gue se pretende estudar.

Se na equagdo (LXXII) fizermos K_ =|s|,

obtém-se v =
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Dal surge o significado da constante de

Michaelis-Menten (Km): K_ & numéricamente igual d concentra

m
¢do de substrato para a qual a velocidade da reagao & a

metade da velocidade maxima.

Observando a equacao (LXXII) vemos que
existem dois parametros cinéticos Vosx. © K,) que devem
ser determinados. Praticamente o método consiste em se u-
sar varias ccncentragoes de substrato e medir as respecti-
vas velocidades de reagcao. Com estes pares de valores
constroi-se um grdfico do tipo v x |S| conforme (LXXII). Po
rém, v = £(|8]) conforme (LXXII) & hiperbdlica, o que difi-

culta sobremaneira a estimativa de Vméx. e Km.

Para contornar este problema,varics au-
tores procuraram linearizar a equagao (LXXII) através de

recursos algebricos.

Dal existirem na literatura os seguin-

tes métodos graficos:

a) Método de LINEWEAVER-BURK (54)

Este método consiste na inversao

de ambos os membros da equagao (LXXII). Com este artificio

obtém-se:
K
1 1 m 1
1 — ¢ I (LXXIIT)
v Vmax. Vnax [s]
0 grafico L X L € uma reta (Fig. 3)
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b) Método de HOFSTEE (46)

Multiplicando-se ambos os membros

da equagao (LXXIII) por V

- .V, obtém-se:
max” !

v =V . - — . K (LXXIV)

Como s2 pode observar v x v/|S| & uma reta (Fig. 5).

c) Método de WOOLF (4)

Multiplicando (LXXIII) por'!Sl a

rearranjando, temos:

K

ls| - _Is. m .

C2E A (LXXV)
max max

O grafico |[S§]|/v x |[S| & linear (Fig. 4).

d) Método de CORNISH-EISENTHAL (24,25)

Rearranjando a equagao (LXXII),

obtém-sge:
V. K
max m : :
- - LXXVI
v ST 1 (LXXVI)

A eguagao (LXXVI) representa uma fun-
cao linear: Vméxgz f(Km).

Para cada par de pontos (-s;0) e (0;v)
existe uma reta gue os contém. Por conseguinte, determinan

do-se alguns pares de pontos obtém-se uma série de retas.
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A intersecgao das mesmas num dado ponto tem as coordenadas
Kni Viax) - Dai, este método grafico permite a leitura
direta dos parametros cinéticos. A figura 6 mostra a apli-

cagao deste processo.

O simples fato de existirem varios me-
todos, j& & uma forte evidéncia de que nenhum deles & in-

teiramente satisfatorio.

ALMEIDA CUNHA & VITOLO (4) aplicando
estes varios métodos, notaram que os valores de Km e Vm*x
ca
obtidos, apresentavam uma variagao da ordem de 10%.
WILKINSON (94) e DOWD (32), entre ou-

tros, enumeraram varias obje¢oes estatisticas relacionadas

aos metodos acima.

A tabela 30 mostra os dados da varia
gac da velocidade da reagao enzimatica em fungao da concen-
tragdo do substrato. A partir desta tabela, construiram-se

os graficos das figuras 3-6.

Os valores de XK_ e V_. determinados

m max
graficamente foram tabulados na tabela 31. Como se pode de
preender a variacao dos valores de Km girou em tornoc de 9%,

enquanto gque a do Vméx girou em torno de 5,5%.

Fazendo—-se uma comparagao pareada dos
métodos estudados (tabela 32), observamos que o metodo
de Lineweaver-Burk apresenta maior percentagem de varia-
¢aoc guando comparado com os demais. Os métodos de Hofstee
e Woolf foram os métodos que, entre si, apresentaram menor

variagac nos valores de K e V_._.
m max
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£ interessante notar que a variabilida-

®1

de entre os métodos de Hofstee e Eisenthal-Cornish
maior do que se poderia esperar a primeira vista, dada &
similaridade matemdtica existente entre ambos. Observando-
se as equagBes LXXIV e LXXVI, vé-se que elas sdo facilmen-
te interconversiveis, ja que constituem duas maneiras de se
escrever uma mesma relacao. A difereﬁga dos métodos reside
no fato de que o de Hofstee considera o espago vs enquanto

que Eisenthal-Cornish o espacgo 'méx'xm'

Em outros termos,
nagquele v e s, sao variaveis ao passo que, neste, as Varié
veis sao Vméx e Km, A vantagem deste scbre aguele reside
no fato de que Vméx & funcao linear de K,» enquanto que v

ndao €& fungldo linear de |S§|

A maior variabilidade com relagao ao mé
todo de Lineweaver-Burk & um reflexo da grande influéncia
gque valores mais altos de 1/|S| exercem sobre a inclina
¢do da reta, enquanto que valores mais altos de |S|, os
quais possibilitam maior precisao de medida, tendem a se
aproximar muito do eixo das ordenadas e exercer maior in-

fluéncia (4).

Disto tudo infere-se que existem osci-
lagdes intermétodos, o gue implica numa escolha c¢riteriosa

do método gr3fice a ser usado.

Comparando o nosso valor médic de K
(25,5 mM) com os existentes na literatura, concluimos que
ele possui uma magnitude comparavel, aos demais, ja que
NELSON (64) apresenta valores compreendidos entre 16 e 40

mM e BERGGREN (14) (17), entre 18 e 32 mM.
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Em relagao a Vméx existem poucos dados

na literatura, dificultando sobremaneira a comparagao.
BERGGREN (17) determinou alguns valores de Vméx por polari-
metria. Sendo assim n3o da para compara-lo com G nosso,

j& que o obtivemos através da medida de agucares redutores.

A inexisténcia de valores concordantes
para os parametros cinéticos da invertase, pode ser atri

buida a varios fatores, entre os quais:

a) preparagoes enzimaticas com  graus

de pureza diferentes;

b) existéncia de isoenzimas com parame
tros cindticos distintos (17) em quantidades variaveis nos

preparados;

c) diferentes métodos analiticos para

a determinagao da velocidade de reagao;
d) méetodos gridficos diferentes;

e) uso de cepas diferentes de S. ce-

revisiae.

4.9 INFLUENCIA DA VISCOSIDADE DA SOLUGAO SUBSTRATO

Ha muito observa-se que a velocidade
da reagaoc catalisada pela invertase diminui apds certo va-
lor da concentragac de substrato. Em outros termos a equa-

cao de Michaelis-Menten &, apenas, parcialmente valida.

Conforme NELSON (64) e DRAETTA (33) o

decréscimo da velocidade se inicia apds o substrato atingir
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uma concentragao ao redor de 12%.

Para explicar este fato, os autores tém
sido quase qué unanimes em atribuir éste comportamento a

maior ou menor concentracac de agua no sistema.

Contudo BOWSKI et al (20) em recente
trabalho mostraram que o fator acima ndo & o Qnico a in-
fluir na cinética da invertase. Deve-se levar em conta, tam
bém, os efeitos inibitorios que o substrato exerce sobre o
catalisador. Assim, introduzindo na equagao de Michaelis-
Menten os fatores acima, conseguiram tornar os resultados ex

perimentais e os tedricos concordantes.

Todos os trabalhos encontrados e que
estao relacionados a este Item, estudaram a cinetica da in
vertase variando a concentragao de substrato dentro de uma
faixa compreendida entre 1 e 60%. Procedendo assim o even-

tual papel da viscosidade na catalise nao & realgado.

Para averigquar o efeito da viscosidade
sem a interferéncia de fatores inibitorios, planejou-se en-
salos, nos quais a viscosidade foi variada com carboxime-
tilcelulose (CMC), mantendo-se constante o teor de sacaro

se (10%.P/V).

Para efeito de comparagdo fizeram-se ex
perimentos onde se variou a concentragao de sacarose. As
concentragoes de substrato utilizadas estavam entre 5 e 50%

(Pp/V). Os dados obtidos encontram-se na tabela 34.

A figura 7mostra a relagaoc entre a ve-

locidade da reagao e a viscosidade da solugao substrato.
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Usou-se como extratos enzimaticos aliquotas do autolisa-
do.

Visualmente nota-se que o perfil da
curva da figura 7, assemelha-se a um trecho de parabola,
desde que se despreze o ultimo ponto. Entao ajustando-se
a pardbola de minimo quadrado aos pontos experimentais (83),

obtém-se a relagao:
y = 1,48 - 0,683x + 0,093 x> r= 0,940 (LXXVIT)

onde

velocidade da reagao (mgAR/ml.min)

b
Il

viscosidade da solugao (cp)

A figura 8 mostra a relagao entre a
velocidade da reagaoc € a concentragao percentual de saca-
rose. Analisando-se o perfil do grafico nota-se que  aos
pontecs experimentais podem ser ajustadas ou uma reta ou

uma parabola.

Se desprezarmos os pontos (5;0,923) e
(50; 0,255) e tentarmos ajustar uma reta de minimo gqua-

drado, obtém-se a relagao

y = 0,767 - 0,012x r= 0,924 (LXXVIII)

onde

N

velocidade da reacao

X
i

concentragao percentual de sacarose

Se desprezarmos o ponto (50;0,255) e
tentarmos ajustar uma parabola de minimo quadrado, obtém-se
a relacgao:

y = 0,00035 x> - 0,032x + 1,01  r= 0,940 (LXXIX)
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onde

velocidade da reagao

o
I

concentragao percentual de sacarose

A tabela 35 mostra os resultados obti-
dos, variando-se a viscosidade com €MC. Utilizaram-se du-
as fragoes de um mesme preparado enzimatico, sendo uma bru-

ta (autolisado) e outra mais pura (pd acetonico).

As figuras 9 e 10 mostram os perfis
das curvas obtidas com os dados da tabela 35, corresponden

do, respectivamente, ao autolisado e ao poO acetdnico.
Ajustou-se para ambas as figuras, as
correspondentes parabolas de minimo quadrado, cujas equa-

¢oes sao, respectivamente:

1,52 - 0,286x + 0,018 x°  r= 0,960 (LXXX)

<
i

y =1,72 - 0,211x + 0,013 x° r

i

0,972 (LXXXTI)

onde

velocidade da reagdo

X = viscosidade da solugao (cp).

Comparando-se os coeficientes de corre
lagao das equacgoes (LXXX) e (LXXXI) (83), conclui-se que ao
nivel de 95% a diferenca entre eles n3o & significativa.

Portanto a pureza do extrato enzimidtico nao interfere.

Comparando, agora, a (LXXX) ou (LXXXI)
com a (LXXVII) vemos que a diferencga dos coeficientes nao
€ significativa, também. Isto mostra que a viscosidade in-

flui de algum modo sobre a atividade invertasica.
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Como vimos, BOWSKI et al (20) alem do

fator inibitorio postularam a influéncia da concentragio
de agua sobre a atividade catalitica da invertase. Ora,
em Gltima analise a concentragao de agua reflete indireta
mente a viscosidade do meio, Dail, os nossos resultados po

dem ser considerados complementares.

Comparando-se as equagoes (LXXVIII) e
(LXXIX) vemos que o perfil parabdlico se ajusta um DOUCO
melhor aos dados experimentais do que o perfil linear, ja
que o coeficiente de correlagao da pardbola & superior ao
coeficiente de correlagao da reta. Além disto deve-se con
siderar que para a parabola despreza-se apenas um ponto,

ao passo gue para a reta desprezam-se dois.



5. CONCLUSOES

- O tipo de agitagao influi no rendimen
to em invertase do autolisado. Com agitador rotatdorio
obteve-se um rendimento cerca de 45% superior ao recipro-

CC.

- O regime turbulento, aparentemente,de
natura a proteina enzimatica em maior extensao do que o la-

minar.

- Existe uma correlagao entre os fato-
res de escala (nimero de Reynolds e Froude) e a atividade
invertasica obtida no autolisado. Para Reynolds igual a
563 e Froude 1,20, que correspondem a uma frequéncia de agi
tagcao de 200 ciclos/min, obteve-se o maximo de atividade

total no autolisado.

- A temperatura de autdlise deve estar

compreetidida na faika entre 35 e 45°C.

~ A pressao osmdtica da solugao autoli
sante aparentemente nao influi na liberagdo da invertase

a partir da parede celular.

- A natureza do agente autolisante in-—

flui na liberagéo da invertase.
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- As condutividades do autolisado e a da

solugao salina pura sdo diferentes. No caso do NaHCO; a con
dutividade do autolisado foi de 11,5 mS/cm, enquanto que a
da solucdo inicial (0,154M) foi de 14,4 mS/cm. No caso do
NaCl o autolisado apresentou uma condutividade de 12,0 mS/
cm, ao passo que a solugao inicial (0,038 M) apresentou o©

valor de 5,50 mS/cm.

- A natureza do agente autolisante pare-
ce influir na variagao global da condutividade entre a
solugao inicial e o autolisado. Para o NaHC03 houve uma
queda de 20%, engquanto que para o NaCl houve um aumento de
54%. Contudo, a diferenca das condutividades finais para

ambos ©s sais foi de 4,2%.

- A condutimetria possivelmente podera ser

usada como parametro de controle do processo de autdlise.

- A presencga de tensoativos pouco in-

flui na liberagao da invertase durante a autdlise.

- A natureza do sistema tensoativo nao
influi na eficiéncia da precipitacao da invertase com ace-

tona.

- O EHL influi sobre a eficiéncia de pre

cipitagao da enzima.
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- 2 percentagem de rendimento em inverta
se no po acetdnico & uma funcao linear do ENL, obedecendo

a relagdo: y= 1,064x + 14,08 com r= 0,998.

- 2 quantidade do sistema tensocativo nas

concentracoes de 0,1 e 1% nao influi no rendimento.

- Conforme o método grafico escolhido,
obtem-se valores diferentes para Km e Vméx' Pelos metodos
escolhidos a variagao de Kn © Viax giraram ao redor de 9 e

5,5%, respectivamente.

- 0 método grafico de  Lineweaver-Burk

foi o que mostrou maior variabilidade intermétodos.

- O método grafico de Cornish-Eisenthal
mostrou-se bastante pratico, porém nada se pode dizer so-

bre sua maior precisac estatisticas frente aos demais.

- varios fatores poderao, simultdneamen-
te ou nao, estar relacionados com a discordancia dos valo

res de Km e Vméx encontrados na literatura.

- A viscosidade da solugao substrato nao
& capaz de explicar por si sO0 o desvio da cinética da in-

vertase em relagao ao modelo de Michaelis-Menten.

- Existe uma relagao entre a velocidade
da reagao e a viscosidade. Uma curva possivel, que se ajus

ta aos dados experimentais, & a parabola.
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