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Efeitos derivados da Imobilizacao

Caracteristicas intrinsecas Imobilizacdo Caracteristicas intrinsecas
(enzima soluvel) Mudangas na mOIGC?l? da (enzima imobilizada)
enzima e efeitos estericos
Retencdo da Atividade Enzimética . . .. | Efeitos electoestaticos,
= Enzimas imobilizadas em uma Efeitos microambientals | idrofilicos ou

configuracao que impede hidrofébicos e de partigdo

completamente o acesso do
substrato ao centro ativo;
. . Caracteristicas nerentes
- Grupo reativo do centro ativo pode
estar envolvido a ligacao ao suporte
-> Protecédo do sitio ativo da enzima
através de um inibidor reversivel

(enzima 1mobilizada-suporte)

durante a ligacao pode resultar em Efeitos ambientais l Resisténcias difusionais
aumento naretencao da atividade;

- Aenzima pode ter se ligado em uma Caracteristicas efetivas
configuracéo que a torne inativa; observadas

- As condicOes de reagdo no processo experimentalmente
de imobilizacdo podem causar _ _
desnaturacdo ou inativacao. (derivado obtido)




Efeitos derivados da Imobilizacao

Caracteristicas intrinsecas Imobilizagdo Caracteristicas intrinsecas

(enzima soluvel) Mudancas na molécula ﬂ

. : - (enzima imobilizada)
enzima e efeitos estéricos

Efeitos electoestaticos,
hidrofilicos ou
hidrofobicos e de particdo

Efeitos microambientais
Efeitos Microambientais

A enzima ao ser imobilizada passa a
ser circundada por um ambiente

diferente do que quando estava livre, Caracteristicas merentes
especialmente se a matriz ou suporte - -

possui carga. (enzima 1mobilizada-suporte)

Os efeitos dependem da natureza Efeitos ambientais l Resisténcias difusionais
fisica e quimica do suporte 2

DlStflbUlgaO desigual do substrato, Caracteristicas efetivas

produtos e cofatores entre a regiao observadas
vizinha ao sistema imobilizado e o .
resto da solugao. experimentalmente

(derivado obtido)




Efeitos derivados da Imobilizacao

Caracteristicas intrinsecas Imobilizagdo Caracteristicas intrinsecas

(enzima soluvel) Mudangas na molecula ﬂ (enzima imobilizada)

enzima e efeitos estéricos

) . _ ) Efeitos electoestaticos,
Efeitos microambientais hidroGhca

Efeitos Estereoespecificos hidrofébicos e de partigdo

Existem situacdes onde a atividade da \
enzima frente a um substrato com
elevado MM é reduzida durante o
processo de imobilizac&do, de uma
forma mais extensa que frente a um

Caracteristicas mnerentes

(enzima 1mobilizada-suporte)

substrato com menor MM = resultado , , _ TR
de impedimento estéreo, formado pelo Efeitos ambientais Resisténcias difusionais

suporte, ao acesso de moléculas . :
grandes ao centro ativo da enzima Caracteristicas efetivas
(impedimento estérico). observadas

experimentalmente

(derivado obtido)




Efeitos derivados da Imobilizacao

Caracteristicas intrinsecas Imobilizagdo Caracteristicas intrinsecas

(enzima soluvel) Mudangas na molecula ﬂ (enzima imobilizada)

enzima e efeitos estéricos

) . _ ) Efeitos electoestaticos,
Efeitos microambientais hidroGhca

hidrofobicos e de particdo

Em condicoes homogeneas: a taxa de conversao
de S > atividade catalitica Caracteristicas inerentes

Frequencia de colisdao entre E e S >> limitagoes
transferencia de massa

(enzima 1mobilizada-suporte)

Efeitos ambientais l Resisténcias difusionais

e Em condigOes hetereogeneas (imobilizacao
de enzimas em suportes) = limitagdes de Caracteristicas efetivas
transferencia de massa observadas

experimentalmente

(derivado obtido)



Efeitos conformacionais - alteracOes estruturais na enzima decorridas da
imobilizacao, e também ao impedimento estérico devido a proximidade do sitio ativo
da enzima a superficie do suporte

Efeitos microambientais - efeitos de particao e limitagcdoes de transferencia de
massa

Cinética intrinseca > apenas na ausencia de dos efeitos microambientais
Cinética inerente - apenas na ausencia das limitacoes de trasnferencia de massa

. Bulk %S';ggfmi Biocatalyst -
E Ss

Figure 3.2 Schematic representation of external and internal diffusional restrictions.



Efeitos de Particao
Sao importantes se: propriedades fisicoquimicas do meio bulk e ambiente da enzima dentro
do suporte forem significantemente diferentes. Ex. Suportes carregados eletricamente.

X § —7Z- -V
= — = €X
P.S 50 P kT

K h™ (— - -‘I’)

Kp; = coeficiente de particdo do composto i
Z > valencia de espécies idnicas

€ -> carga electronica

Y - potencial eletrostatico do suporte

T - temperature, K
kg = constant de Boltzmann = 1,38064852 x 10-23 m2kg s2 K-*



Para o substrato, particao é favoravel se a carga for oposta ao suporte, e desfavoravel se
tiverem a mesma carga. A cinética se torna:

v ‘Frrl'l'lﬂ‘f.
-1
,_f,' = *P
S0 - CXP A
L%
) VARSI
Entdo: Kprap = Ky - eXp| ——;
AE&"J"r logqp€

No caso da particao dos protons: pH — pH,
R [

Se a rede de cargas no suporte for positive, pH>pHo; e se for negative, pH<pH..

Assim o perfil de pH da atividade enzimatica é deslocada para a esquerda (menores pHs)
para suportes cationicos ou para direita (maiores pHs) para suportes anionicos

A magnitude do deslocamento de pH é reduzida com o aumento da forca ionica do meio,
evitando os efeitos de particao e relevando o comportamento intrinseco da enzima



Restricoes Difusionais Externas

- Biocatalisadores Impermeaveis (Nao-porosos?)

Ocorrem na presenca de camadas liguidas estagnantes ao redor da
particula catalisadora solida

Em uma camada estagnante, em ausencia de conveccao, trasnporte
de solutos ocorre apenas por difusao molecular. O perfilde S e P na
camada limite sera regido por sua difusao, e isso limitara a atividade
enzimatica.

No estado estacionario, a taxa de transferencia de massa (J) € igual

a taxa de reacado na superficie do catalisador: EDR
7! . Yo
l’f ) max )
Kflri' —|_ ‘1;'1.‘]:1 _r'r F,r ‘!\
1flr1'ﬂ:.l‘-’. ’ };S
J = h(so —ss) =N - As(so — s5) h(so — ss) -
Ky + S5

Ss = [S] na superficie

S, = [S] no meio bulk

V' .. Ky = parametros intrinsecos (sem efeitos de partigdo)

h, h’ 2> coef|C|entes de transferéncia de massa do substrato (volumétrico, e por
filme)

A = drea superficial do catalisador



Em termos adimensionais

o - Py
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Fator de Efetividade (n) = razao da taxa de reacao aparente e intrinseca

f .
Vrna:{ - 5y

- Ky +ss Bs(1+ By)

V;nax*{fﬂ ﬁﬂ( I+ ﬁ‘m}
KM —+ So

y

Substituindo s na equagdo acima por valores mensuraveis como f3, € a

1 -

{ ﬂ%){l ot Py - \/(1 +”_ﬁ0)2‘|'4ﬁ{}]

0.8 N =
2fy0
0.6 la = insignificante EDR, comportamento
Michaelis-Menten
0.4
Independentemente da magnitude de a,
n se aproximara de 1, enquanto 1.
Ve Isto é limitado na pratica pela solubilidade do
substrato no meio reacional
0
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Bo



Restri¢coes Difusionais Internas

- Biocatalisadores Porosos

Matrizes em gel ou microporosas permitem altas cargas enzimaticas, mas sofrem altas
limitagbes de transferencia de massa (Sy =2 Sy, 2 Sporo)

Nesse caso, as condicdes ambientais em que a enzima estara exposta tera relacdao com

sua posicdo no interior do suporte e da sua geometria = esfera e slab (como uma
membrana)

Analise:
Equacdes diferenciais considerando cinética enzimatica e taxa de tranferencia de massa
- perfis de S e P no interior do suporte = Distribuicdo dos fatores de efetividade locais

no interior do suporte = Fator de efetividade global > Comportamento do
biocatalisador como todo

Catalyst Geometry Differential Equation Boundary Conditions
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e | i 'f\
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_:l
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Em termos adimensionais

Catalyst Geometry Differential Equation Boundary Conditions
Slab d*B _ 3 Zz=2{)
/, b~ . [ - = () (1) (1) dp
dz* 1 + B B = f = ()
dz
z=10.5
Sphere 1’8 2dB . B P I
(l /‘ . _(/ 9P~ I ¢ 0 (1) (llq/ﬁ
dp= pdp - p 3 — B 0
f Po dp
/) ()
Modulo de Thiele Comprimentos adimensionais
[y X r L., = comprimento
R P Z=7 P=% equivalente da particula
\/' K - E)ifff L Rp q > P
= Volume/Area
A condicdo de contorno | considera que restricdes Slab Leg = LR
P

difusionais externas sao negligenciaveis comparadas as
internas

T® 2> V' /Ky >> Dggs OU L, € grande >
efeitos de restricao internos altos

1® 2 V7 /Ky << Dgg OU L, € pequeno -
sem efeitos de restricao internos

Sphere L., = 3

Solugao das equacgoes sao por
resolu¢ao numeérica

Slab B = f(By,z,P)
Sphere B = f(By. p. P)



VH'

Imax

Ky + s | +
Fator de Efetividade local (n) > n = K";f TS5 _ Al Po)
max-0 ﬁ{}(l + JB)

Ky + 5o
Substituindo B na equagao acima Slab 1 = f(By,z, D)
obteremos por resolucao numérica a |
distribuicdao de n no interior do suporte Sphere 1 = f(By, p, P)

Fator de Efetividade Global (ng)

| ];: n-A-dz ]
Slab  ng =+ = | n-d:z
G | ?’._
r[{] A-d:z 0

| 9
n-p-dp ]
(

R
] n-p-dp
|y P2dp

Sphere 1n; =

)

NG _.f(ﬁ{lt (I))



Ng IS a strong
function of @;
however, the
magnitude of @ at
which such
dependence
occurs strongly
depends on the
magnitude of f,.
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Figure 3.5 Global effectiveness tactor (ng) of an immobilized enzyme with intrinsic Michae-
lis—Menten kinetics under internal diffusional restrictions as a function of bulk substrate
concentration (Bp) and Thiele modulus (®@). (a) Catalytic slab. (b) Catalytic sphere.



Quando s << KM = B <<1, podendo simplificar:

er

Y max -

-
Ky

Nesse caso, ha solucéo analitica
Slab
cosh|®(z — 0.5)]

B = Po cosh[0.5P]

B cosh[®(z — 0.5)]

Sphere

- Bo cosh|0.5D]
tanh%
G — @
2

d*B

Slab —=—d*. =0

] -2

dp*  pdp

Esfera

~ sinh[3® - p]

P =Po p - sinh[3®]
B sinh[3D - p|
By p-sinh[3®]

1 1 1
6" @ Lanh{_%@} 3@]

Obs: Em um reator essa condi¢cdo nunca acontece, S € geralmente da ordem de

grandeza do K,



Restricoes Externa e Interna

Para geometrias complexas ou indefinidas, uma solucao aproximada pode ser
obtida, introduzindo o real L, da particular e resolvendo as equacoes derivadas da
particular para as geometrias definidas (slab ou esfera), substituindo a condicao de
contorno | (agora a restricao diffusional externa é relevante) pela equacéao de
continuidade na interface solido (suporte)-liquido.

N2 de Biot
Particle geometry Boundary Condition (1) f
i - ;'? * L{.’f_’ij'
Slab ', _ ds B.I’ ——
h'(so — ss) = — Defr - T|x—(] Der
B et
. G
Bi-(Bo— PBs) = — - lz—0 Bi >> 1, Restricdes externas
‘ . despreziveis, pouco erro é
Sphere W (so — ss) = D %h_,e introduzido por esta consideracdo
) l{.ﬂ . e~
Bi - (By — Bg) — % - B-I <§ 1, restricoes e>~<ternas |
P signicantes, resolu¢ao numerica das
equacoes.
Quando s << KM - B <<1, ha solucédo analitica
l D B'( ] l
tanh — ! —
, | 2 P tanh(3®P) 3-P
Slab  ng D Sphere  ng I ( . 3D
b 0} Y P\ BIi— | +————
~|1+=-tanh2 tanh(3®)

2 2 Bi
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Determinacao de Parametros Instrinsecos
1) Plote um grafico de 1/v x 1/S, = Se linhas retas forem obtidas - limitagoes
de transferencia de massa despreziveis

—> Se curva monotonica de inclinacao progressivamente crescente - restricao
externa relevante
—> Curva com ponto de inflexao - restricdo interna tb é relevante

Restricoes Difusionais Externas

B Zone of sg Equation

[1)50 == Kp.,*. 1_: KM l | 1—
v/ V:nax 50 1"f:11a}<
(2) so < K 1 Knm L
© M VARV (¢ + 1) - o
max 20

V'm e Km sao obtidos por intercessao nos
eixos da reta da zona 1 (se>>Kw), enquanto o é
obtido:

Slope zone 2
o = — —
> Slope zone 1

1/sq



Coeficiente de transferencia de massa (h)

Sh = cRe®Sc?

hd
Sh=—=
Ds

d, = diametro da particula
D, = coeficiente de difusao
v - velocidade do liquido

p = densidade

u —> viscosidade dinamica

Re

_ vd,p
u

Sh = n° de Sherwood
Re - n° de Reynolds
Sc =2 n° de Schmidt



Obs. Método deve ser usado com cuidado.

- As faixas de valores de [S] sao suscitiveis a erros (baixo valores de [S] e de
[V], necessario baixissimo desvio padrao).

- [S] é limitada pela sua solubilidade no meio, o que pode dificultar a obtencéao
de dados

- O regime de escoamento deve ser controlado, especialmente a taxa de
agitacao

Restricoes Difusionais Internas
Intrinsic kinetic parameters (V’max, Km) and effective substrate diffusion
coefficients within the catalyst matrix (Deff).

- Se aproximar de uma condicao com | |® - parametros intrinsecos

« Cominuir a matriz para obter particulas de tamanho muito reduzido -
problema: pode alterar a configuracéo enzimatica

* Reduzir a carga enzimatica para se ter um ag, baixo

- Os experimentos devem ocorrer com agitacao baixa para que os efeitos de
restricdo externa sejam despreziveis

- Também pode-se utilizer mesmo procedimento da restricdo diffusional externa,
sendo que ng pode ser estimado pela intercesséo do eixo y com linha extrapolada
da zona 2, obtendo 1/(V"max. ng)



Coeficiente de difusao efetivo (Deff) 1

D, = coeficiente de difusdo em agua do substrato D e D &
- eff 0~

g = porosidade do suporte

Z -> tortuosidade

Do ~ 20 - 80% D,, = pode ser determinado quimicamente ou por substrato
marcado com isotopos radioativos

For spherical particles of radius Rp, the following simplified expression is

deduced:
R
S.. — 8 7 - D s
In|{ — "' — S AR + constant
S Ry

sco — Concentracao de substrato com saturacdo maxima no interior do suporte



Exercicio 1

Bovine trypsin (EC 3.4.21.4) is immobilized in the surface of magnetic particles.
The enzyme catalyzes the hydrolysis of benzoyl arginine ethyl ester (BAEE) into
benzoyl arginine (BA) and ethyl alcohol (A) and the following kinetic data are
gathered under conditions at which external diffusional restrictions are
negligible:

[BAEE] (mM) v(mmol-h™'.-cm™2)

[A] =0 mM [A] =30mM

15 27.78 24.19
k 35.71 32.61
45 39.47 36.89
60 41.67 39.47
90 44.12 42.45

Determine the intrinsic kinetic parameters of the enzyme and analyze the accuracy
of the results obtained. If under the conditions of use, the film transport coefficient of
BAEE is 10 cm - min~ "' and the concentration of BAEE in the bulk liguid medium is
120 mM, determine the effectiveness factor of the catalyst (assume that inhibition by
A is negligible).



Exercicio 2
The intrinsic kinetic parameters of an immobilized B-Dalacmf-;ida%e (EC 3.2.1.23)
from Aspergillus oryzae in polyacrylamide gel are: = 250 pmoles of hydro-

lyzed lactose - min~" - Dmlﬂl}m and Kyg =358 mM. The dlffl,mon coefficient of lactose
in the gel is 5.1 - 1072 cm? - min~". Determine the maximum size of catalyst particle
that can be used to obtain a global effectiveness factor greater than 90%. The density

. . 1 . .
of the polyacrylamide gel 1s 1.1 g-mL™". Assume first-order kinetics.



Exercicio 3

An enzyme electrode, designed for the determination of penicillin during fermenta-
tion, 1s constructed based on penicillinase (penicillin amido-p-lactamhydrolase, EC
3.5.2.6) from Bacillus cereus immobilized in a polypropylene membrane of dimen-
stons 1 x 05 x0.Icm coupled to a glass electrode (the enzyme catalyzes the
hydrolysis of penicillin to penicilloic acid). The V' and Ky obtained with this
enzyme are | pmol-mL™"-s™" and 50 mM, respectively. The diffusion coefficient
for penicillin in the membrane is 10" m*-s™". Determine the global effectiveness
factor, assuming first-order kinetics for penicillin hydrolysis. Make any other
assumptions explicit.



Exercicio 4

The enzyme succinate dehydrogenase (EC 1.3.99.1) catalyzes the reduction of
succinate into fumarate and is inhibited competitively by malonate. For the
production of fumarate, whole cells of Escherichia coli immobilized in the outer
layer of spherical polyacrylamide-coated ceramic particles are used. Determine
the expression of the effectiveness factor as a function of the Damkoehler number
for a system in which the concentrations of succinate and malonate in the bulk
liquid are equal to the respective dissociation constants of their enzyme secondary
complexes.



Exercicio 5

A B-galactosidase of Aspergillus oryzae is immobilized in glyoxyl agarose spherical
gel particles. In order to evaluate the immobilization process, catalysts are charac-
terized 1n terms of their hydrolytic activity on the artificial substrate o-nitrophenyl-
galactoside (0-NPG), measured at 15 mM 0-NPG, pH 4.5, and 40 °C. The catalyst has
30001U - ¢~ of support (where 1 IU is the amount of enzyme that hydrolyzes 1 wmole
of 0-NPG under these conditions), a density of 0.96 ¢ -cm ™, and an average particle
size of 150 wm. The soluble B-galactosidase has a Vipay of 196000 pmol - g~ - min™"
and a Ky of 1.5mM. It 1s suspected that the results are influenced by the presence of
IDR. Estimate the catalyst’s global effectiveness factor.



