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RESUMO

A produgéo brasileira de leite desempenha importante papel tanto na economia quanto na
nutricdo no Brasil. Entretanto, cerca de metade da populagdo mundial possui intolerancia a
lactose, uma das desordens genéticas mais comuns, sendo este o principal motivo para o ndo
consumo de leite. Neste sentido, a procura por processos viaveis, seguros, limpos e
econdémicos para a producdo de leite sem lactose se intensificaram, necessitando de
modelagens matematicas e de simulacfes desse processo. Assim, o presente trabalho possui
como objetivo a simulacdo e a modelagem matematica de uma rotina computacional para o
processo de hidrolise enzimatica da lactose, a fim de investigar a relacdo das variaveis
envolvidas no processo da rea¢do sem e com inibi¢do da enzima [-galactosidase e o
desempenho desse processo, com o desenvolvimento de diferentes cendrios simulados. Em
um primeiro momento, simulou-se, por meio do software Scilab, o tempo de batelada para a
obtencéo do leite sem lactose utilizando a enzima livre, com e sem inibig¢&o, para um reator
batelada. Logo apos, realizou-se o mesmo procedimento utilizando a enzima imobilizada. Os
parametros cinéticos da reacdo, necessarios para as simulacdes, foram obtidos de artigos da
literatura. Por fim, foi possivel observar que a variagdo de concentracdo de enzima [3-
galactosidase altera o tempo de batelada de producéo de leite sem lactose e de que diferentes
protocolos de imobilizacdo podem alterar a estrutura conformacional da enzima e
consequentemente sua atividade, porém proporcionando vantagens, como estabilidade e
capacidade de reutilizacdo das enzimas imobilizadas no processo, Viabilizando-o

economicamente.

Palavras-chave: enzima, simulacao, leite sem lactose.



ABSTRACT

Brazilian milk production performs an important role in the economy and nutrition in Brazil.
However, half of the world population has lactose intolerance, one of the most common
genetic disorders, which is the main reason to people do not consume milk. In this sense, the
search for viable, safe, clean and economical processes for the production of lactose-free
milk has intensified, requiring mathematical modeling and simulations of this process. Thus,
the present work aims to simulate and mathematically model a computational routine for the
enzymatic hydrolysis process of lactose, in order to investigate the relation among the
variables involved in the reaction process without and with inhibition of the enzyme -
galactosidase and the performance of this process, with the development of different
simulated scenarios. At first, the batch time for obtaining lactose-free milk using the free
enzyme, with and without inhibition, for a batch reactor was simulated using the Scilab
Software. Afterwards, the same procedure was performed using the immobilized enzyme.
Kinetic parameters required for the simulations were obtained in papers in scientific
literature. Finally, it was possible to observe that the variation of B-galactosidase enzyme
concentration changes the batch time of lactose-free milk production and also that different
immobilization protocols can change the conformational structure of the enzyme and
consequently its activity, but providing advantages, as stability and reusability of the

enzymes immobilized in the process, making it economically viable.

Keywords: enzyme, simulation, lactose-free milk.
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1 INTRODUCAO

Segundo os dados da Pesquisa da Pecuéria Municipal, divulgada pelo Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2019), em 2019, a producdo brasileira de leite
atingiu 34,8 bilhGes de litros produzidos, desempenhando importante papel tanto para a
economia brasileira quanto para a nutrigéo.

O leite, segundo a definicdo fisico-quimica, & um sistema em equilibrio, constituindo-
se de uma emulsdo estavel e complexa de gordura, proteinas, lactose, vitaminas e outros
componentes suspensos na dgua (LEITE, 2009). Dentre os componentes citados, a lactose
corresponde de 40 a 50% do teor de sélidos do leite, sendo seu Unico carboidrato (PORTO,
2001). Quimicamente, a lactose € formada pela juncéo de dois monossacarideos, sendo uma
molécula de galactose e outra de glicose, possuindo a mesma massa molar da sacarose
diferindo na configuracdo molecular, solubilidade, e nos poderes edulcorante e redutor
(FAEDO et al., 2013).

Entretanto, o motivo para o ndo consumo do leite esta principalmente na intolerancia
a lactose, uma das desordens genéticas mais comuns, atingindo aproximadamente metade da
populacdo mundial (PROZYN, 2010). Isso ocorre devido a uma diminuic¢do da atividade
enzimatica da B-galactosidase, responsavel pela hidrolise da lactose na mucosa do intestino
delgado (FAEDO et al.,, 2013). Assim, diante desse cendrio, é imprescindivel o
desenvolvimento e estudo da producdo de leite de baixa lactose, a fim de beneficiar aqueles
gue ndo podem consumir a bebida lactea e expandir o mercado das industrias produtoras de
lacticinios.

O leite com baixo teor de lactose pode ser preparado por hidrélise enzimatica,
utilizando-se a enzima livre ou imobilizada, liberando-se 0os monossacarideos glicose e
galactose. Tal processo é considerado promissor para a industria de alimentos, pois oferece
vantagens econdmicas e tecnologicas, ja que reduz os riscos de cristaliza¢do nos derivados e
aumenta o poder adocante, além de empregar condicdes amenas de pH e temperatura,
produzindo-se diversos novos produtos com baixo teor de lactose em suas composi¢des
(FAEDO et al., 2013).

Nesse contexto, a procura por processos viaveis, seguros, limpos e econémicos,
procedida pela necessidade de sistematizar o projeto na Engenharia Quimica, passou a
demandar conhecimentos mais especificos sobre o0s Fenémenos de Transporte,
Termodindmica, Cinética e os diversos equipamentos e até mesmos métodos de célculos e
possibilidades de como conceber esses processos (PERLINGEIRO, 2005). Assim, pela

execucdo de procedimentos simples e as vezes até ludicos, simular um projeto tornou-se uma
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atividade complexa e sofisticada, porém de suma importancia nos dias atuais, pois resultam
em processos mais econdémicos, seguros e ambientalmente integrados (PERLINGEIRO,
2005).

Assim, o presente trabalho possui como objetivo a simulacdo e a modelagem
matematica de uma rotina computacional para o processo de hidrolise enzimatica da lactose,
a fim de investigar a relacdo das varidveis envolvidas no processo da reagdo sem e com
inibicdo da enzima B-galactosidase e o desempenho desse processo, com o desenvolvimento
de diferentes cenarios simulados.

Este trabalho esta dividido da seguinte forma: primeiramente, € apresentada uma
andlise superficial sobre a lactose, hidrélise da lactose, 0 método enzimatico, a enzima
- galactosidase e os métodos de imobilizacdo de enzima. Posteriormente, os modelos
utilizados para representar o processo. Apds, a ferramenta computacional utilizada para
realizar as simulaces e suas rotinas de execucao. Por Gltimo, os resultados destas simulacdes

e as implicacdes destes resultados sobre o processo.
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2 REVISAOBIBLIOGRAFICA

A lactose (C12H22011), ou ainda 4-O-B-D-galacto-piranosil-a-D-glucopiranose, esta
presente no leite dos mamiferos, definida como um dissacarideo formado pela reacdo de
desidratacdo entre um residuo B-D-galactose e outro radical a-D-glicose, ambos ligados por
uma ligacdo glicosidica B-1,4, liberando uma molécula de é&gua (FISHER, 2010;
CAMPBELL, 2000; SANTOS et. al, 2019). A Figura 1 ilustra essa reacao:

Figura 1: Reacdo de sintese por desidratacdo da lactose.

B-D-galactose a-D-glicose Lactose Agua
CH,0H CH,0H CH,OH CH,OH
HO, H 0 H H " 0 H e O_ OH
OH H L OH H Ll k™
H OH HO OH H
H OH H OH H OH l H OH

Ligacao
glicosidica pB-1,4

Fonte: Adaptado de UZUNIAN; BIRNER, 2004.

Como pode-se observar pela Figura 1, a lactose é um acucar redutor, pois o grupo do
residuo de a-D-glicose da porcdo glicose ndo esta envolvido na ligacdo glicosidica, reagindo
como agente oxidante quando livre, podendo reduzir metais divalente (CAMPBELL, 2000).
Ademais, é cerca de dez vezes menos sollvel em comparacdo com a sacorose, 0 que pode
gerar problemas nos processos industriais na industria de lacticinios, devido a probabilidade
de cristalizacdo; além disso, possui forte tendencia de a absorver odores e sabores e, por ser
higroscopica, pode causar o endurecimento de produtos lacteos em p6 (FISHER, 2010).
Outra caracteristica importante da lactose é seu baixo poder edulcorante em relacdo a
sacarose (indice 100), possuindo apenas indice 16 (LONGO, 2006; ZADOW, 1984).

Tais caracteristicas, como comentado, podem ser consideradas como desvantagens
da lactose no processo industrial, tendo sua utilizacdo bastante limitada. Aliado a isso, grande
parte da populagdo mundial possui intoleréncia a esse dissacarideo, devido a uma diminuigéo
da atividade enzimatica da B-galactosidase, responsavel pela hidrolise da lactose na mucosa
do intestino delgado (FAEDO et al., 2013). Assim, diante desse cenario, € imprescindivel o
desenvolvimento e estudo da producdo de leite de baixa lactose, a fim de beneficiar aqueles
que ndo podem consumir a bebida lactea, além de expandir o mercado das industrias
produtoras de lacticinios, diminuir a cristalizacdo desse carboidrato em derivados lacteos e
aumentar o poder adogante (FISHER, 2010).
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Portanto, para os lacticinios, a hidrolise da lactose mostra-se como alternativa para
ampliar as possibilidades de uso comercial de produtos lacteos, além de contribuir com a
reducdo dos impactos ambientais causados pelo soro do leite, também possivel de sofrer a
hidrélise (MUKHOPADHYAY et al., 2003).

2.1 Hidrdlise da lactose

Com o passar dos anos e o desenvolvimento de novas tecnologias, a hidrolise da
lactose passou a ser um processo promissor industrialmente, pois, como mencionado
previamente, possibilita o consumo de produtos lacteos daqueles intolerantes ao carboidrato,
além de oferecer vantagens ao processo como diminuicdo da cristalizacdo e 0 aumento do
poder adogante (FISHER, 2010).

Existem dois métodos principais na hidrolise da lactose: o &cido e o enzimético. No
primeiro, a reacdo ocorre de maneira rapida utilizando soluc@es diluidas de &cidos fortes
(sulfurico e cloridrico) em condiges severas de temperatura (entre 100 e 150°C) e pH (entre
1 e 2), motivo pelo qual possui pouca viabilidade para aplicagdo industrial, pois pode
ocasionar a desnaturacao de proteinas presentes no leite e alteracdo de sabor (FISHER, 2010).
Ja 0 método enzimatico oferece diversas vantagens, principalmente por poder ser utilizado
no leite ou soro sem tratamento prévio. Para isso, faz-se uso da enzima (-galactosidase em
condicdes amenas de temperatura (entre 30 e 40°C) e pH, reduzindo as possibilidades de
alteragBes dos compostos termo sensiveis, além de reduzir as necessidades energéticas e a
formacédo de produtos indesejaveis (GEKAS e LOPEZ-LEIVA, 1985; BAILEY e OLLIS,
1986).

2.1.1 Método enzimatico

Como dito anteriormente, a hidrélise enzimatica é a mais vantajosa industrialmente.
A enzima utilizada, B-galactosidase, hidrolisa a ligacdo B-(1,4) da molécula de lactose,
produzindo glicose e galactose, o que acarreta no aumento do valor agregado do processo,
pois tais produtos sdo de grande interesse para a industria de alimentos (GEKAS; LOPEZ-
LEIVA, 1985). Além disso, a lactose hidrolisada, por possuir aproximadamente 70% da
docura da sacarose, resulta em uma economia no processo, pois 0s produtos lacteos
fabricados com baixo teor de lactose ndo necessitam da adigéo do adogante (FISHER, 2010).

A Figura 2 ilustra a reacdo de hidrdlise da lactose.



Figura 2: Hidrdlise da lactose catalisada pela B-galactosidase.
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Fonte: FISHER, 2010.

Ademais, a lactose hidrolisada confere cremosidade para producéo de sorvetes, além
de diminuir o tempo de maturacdo de queijos, como o Cheddar, podendo aumentar
aproximadamente 10% a produgéo dos queijos Cottage e Quark, por exemplo (KARDEL,
FURTADO e NETO, 1995). Assim, para a compreensdo da hidrolise da lactose, é

imprescindivel o entendimento sobre as enzimas, sobretudo da beta-galactosidase.

2.2 Enzima B-galactosidase

As enzimas sdo biocatalisadores de natureza proteica ou glicoproteica, possuindo
atividade extracelular ou intracelular, além de propriedades como especificidade do substrato
e a dependéncia da temperatura e pH (CHIBATA, 1978; FABER, 2004). Elas atuam
diminuindo a energia de ativacdo necessaria para converter o substrato em produto em uma
reacdo bioquimica, sem alterar o equilibrio e aumentando a velocidade da reacdo
(CHIBATA, 1978; FABER, 2004).

Diferentemente de catalisadores quimicos, 0s quais possuem baixa especificidade e
sdo pouco versateis, além de exigirem elevadas temperaturas para atingir razoaveis
velocidades de reacdo, as enzimas realizam a catalise em condi¢des brandas de temperatura
e pressao, dependendo da fonte e organismo (KRAJEWSKA, 2004; MOFFAT et al., 1994).
Ainda, as enzimas possuem a vantagem de serem mais estereoespecificas em comparagao
aos catalisadores quimicos, aumentando o rendimento da reagéo e sintetizando um produto
mais limpo (MOFFAT et al., 1994). Portanto, as enzimas possuem diversas aplicacdes, como
indUstrias quimicas, farmacéuticas e de alimentos, como é o caso da producdo de produtos

de baixo teor de lactose.
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Entretanto, mesmo com as vantagens apresentadas em relacdo aos catalisadores
quimicos, a enzima pode ser imobilizada para sua utilizacdo, pois possibilita a sua
reutilizacdo, viabilizando o custo, além de promover significativo aumento em sua
estabilizacdo (LOPEZ-GALLEGO et al., 2005). Esta é de suma importancia para a enzima,
pois, durante a utilizacdo da mesma, alteracbes em temperatura, pressdo, pH e atrito podem
diminuir sua estabilidade (ALEKSANYAN e MARKOSY AN, 1986).

Especificamente, a enzima B-galactosidase, chamada comumente de lactase, é
classificada como uma hidrolase que catalisa a reacdo de hidrdélise entre B-D-galactose e a-
D-glicose (GEKAS; LOPEZ-LEIVA, 1985). Durante alguns anos, seu uso para a producao
de leite de baixo teor de lactose foi feito em clinicas médicas para pacientes com intolerancia
ao carboidrato (FISHER, 2010). Somente ap06s alguns anos que o interesse comercial no
produto foi estimulado, principalmente pela oportunidade de vender-se mais leite e das novas
aplicacdes para o soro do leite (MAHONEY, 1997).

As fontes de obtencao dessa enzima sdo diversas, desde a encontrada em plantas como
améndoas, péssegos e peras, até 6rgdos de animais ou produzidas por micro-organismos
(MAHONEY, 1997). Para aplicacGes biotecnoldgicas, a fonte mais utilizada é a microbiana,
principalmente dos fungos Aspergillus niger e Aspergillus oryzae ou Kluyveromyces lactis e
Kluyveromyces fragilis, por serem considerados seguros e ndo apresentarem toxicidade
(GEKAS; LOPEZ-LEIVA, 1985). Assim, essa enzima possui importancia comercial
relevante, pois, ao catalisar a hidrélise da lactose, acarreta a diminuicdo da cristalizacdo da
lactose em derivados lacteos e 0 aumento do poder adogante, além de melhorar a textura em
produtos como leite condensado (FISHER, 2010).

A enzima B-galactosidase pode ser utilizada em sua forma sollvel para processos
batelada e ainda em sua forma imobilizada, em operacGes continuas. Como dito
anteriormente, a forma imobilizada viabiliza o custo da enzima, pois possibilita sua
reutilizacdo no processo e conferem maior estabilidade para a mesma (LOPEZ-GALLEGO
et al., 2005).

2.3 Imobilizacdo de enzimas

A imobilizacdo de enzimas oferece diversas vantagens e essa pratica vem se
expandindo nos ultimos 30 anos, conforme seus beneficios sdo reconhecidos e empregados
nas inddstrias alimenticias, farmacéuticas ou para a producdo de outros produtos
biotecnologicos (MATEO et al., 2007).
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A enzima imobilizada pode ser compreendida como aquela fisica ou quimicamente
associada a uma matriz ou suporte ndo essencial para sua atividade, que pode ser insoltvel
ou inerte (CHIBATA, 1978). O principal interesse nessa pratica é obter um biocatalisador
gue mantenha sua atividade e estabilidade conforme seu uso no processo, sendo, portanto, de
grande valia para a industria, principalmente devido a propriedade de reutilizacdo das
enzimas ou uso continuo (FISHER, 2010; VIEIRA, 2009).

Apesar da imobilizagdo enzimatica possuir custo elevado, ela pode ser viével
economicamente, por ser possivel a sua reutilizacdo em reacbes batelada ou continuas
(UHLIG, 1991). Algumas vantagens da enzima imobilizada sdo descritas abaixo
(ALBAYRAK; YANG, 2002; GOMEZ et al., 2005; SZYMANSKA et al., 2007).

e Maior estabilidade para ser utilizada em processos continuos;

e Permite processar grandes quantidades de substrato;

e Possibilidade de reutilizacao;

e Reutilizagdo com pouco decréscimo da atividade;

e Maior controle no processo catalitico;

e Diminui o volume da reagéo, pois a enzima imobilizada pode ser utilizada em
alta concentracdo em um reator de menor volume;

e Melhora o controle operacional;

e Possibilita a flexibilizagdo no projeto do reator;

e N&o ha contaminacéo por parte da enzima nos produtos.

Porém, ap6s a imobilizacdo, a enzima pode sofrer alteracGes em suas propriedades
quimicas e fisicas, sendo que os efeitos desse processo sobre propriedades cinéticas,
especificidade e produtividade da enzima devem ser levados em consideracdo (FISHER,
2010). Alguns fatores que podem causar essas modificagdes sdo relatados abaixo
(KENNEDY; CABRAL, 1987; SHELDON, 2007).

e Efeitos conformacionais, ou seja, alteragdes na estrutura terciaria da proteina,
causando modificagdo conformacional no sitio ativo da molécula da enzima;

o Efeitos de particdo, ocasionados por interagdes eletrostaticas e hidrofobicas
entre a molécula da enzima e a matriz ou suporte;

e Efeitos estereoquimicos, ja que é possivel que uma parte da enzima é

imobilizada em uma posi¢do que torna o sitio ativo inacessivel,
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e Efeitos difusionais ou transferéncia de massa, devido a uma resisténcia de

difusdo de solucdo do substrato para os sitios cataliticos e difusao de produtos.

Todavia, os problemas citados acima podem ser diminuidos de acordo com a escolha
do método de imobilizacdo e suporte adequado (FISHER, 2010). Cada método possui
vantagens e desvantagens, devendo-se investigar a escolha para cada tipo de biocatalisador.
Em geral, € necessario escolher o método mais barato e simples, com uma boa retencéo da
atividade da enzima e alta estabilidade operacional (SCOUTEN, 1987).

Superficialmente, dentre os métodos de imobilizacdo de enzima estdo o de retencdo
fisica, imobilizando a enzima em uma matriz polimérica, membrana ou microcapsula; uso de
reagente multifuncional por ligacdes cruzadas e pelo método de imobilizacdo por ligacédo da
enzima a um material insoldvel (HAIDER; HUSAIN, 2008). A Figura 3 ilustra esses
métodos.

Figura 3: Métodos de imobilizacdo de enzimas.
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Fonte: Adaptado DALLA-VECCHIA et al., 2004.

Diferentes protocolos de imobilizacdo geram diferentes biocatalizadores com
distintos mecanismos de reacdo. O proximo topico descrevera os mecanismos de reagédo

enzimatica para a hidrolise da lactose, imobilizada ou néo.



2.4 Mecanismo da reagdo

Nas reagBes enziméticas ou cinética enzimatica, o estudo da velocidade envolve
informacdes indiretas sobre 0 mecanismo da reacdo e a especificidade das enzimas, além de
demais fatores que podem influenciar a velocidade das reacdes (MOTTA, 2011). Assim, para
a compreensdo dos mecanismos enzimaticos, uma vez que a abordagem mais utilizada é a
determinacdo da velocidade da reagéo, deve-se atentar que o estudo da concentragdo do
substrato, [S], ao longo do curso da reacdo é complicado e, portanto, mede-se a velocidade
inicial, Vo (NELSON; COX, 2014).

Quando a concentracdo de substrato € baixa, Vo aumenta quase linearmente com o
aumento de [S]; porém em altas concentracBes de substrato, Vo aumenta de maneira
hiperbolica até se aproximar de uma velocidade méxima, Vmax, na qual toda enzima esta na
forma de complexo com o substrato (NELSON; COX, 2014). A Figura 4 a seguir ilustra esse
comportamento.

Figura 4: Efeito da concentracdo do substrato sobre a velocidade
inicial de uma reacdo catalisada por enzima.

Velocidade inicial, Vi (em/min)

Km
Concentragio de substrato, [S] (mm)
Fonte: NELSON; COX, 2014, p. 201.

Leonor Michaelis e Maud Menten, em 1913, postularam que a enzima (E) combina-
se rapidamente com o substrato, formando o complexo enzima-substrato, ES, em etapa
reversivel (MOTTA, 2011). Logo apos, o complexo ES é rompido em uma segunda etapa
mais lenta, originando a enzima livre e o produto P, sendo que, no inicio da reacédo, a
concentracdo de produto P é minima, podendo-se desprezar a reacdo inversa P — S
(NELSON; COX, 2014).

Assim a reacdo total € mostrada na Equacdo 01 (NELSON; COX, 2014).
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kl kz Eq01
E+S = ES—E+P
ki

Assim, a velocidade da reacdo, sem inibicéo, é apresentada na Equacdo 02 (NELSON;
COX, 2014).

ka[EI[S] Eq. 02

Vo = ky[ES] = K. + 5]

Onde [E{] é a concentracdo total da enzima, ou seja, a somatoria da enzima livre com
a ligada ao substrato, Km é definido como a constante de Michaelis (descreve afinidade
enzima-substrato), [S] a concentragdo do substrato e k. a constante cinética da reacéo
apresentada na Equacéo 01.

De acordo com Zhou et al., a mesma Equacdo 02 provinda da cinética de Michaelis-
Menten pode ser usada para descrever a hidrélise da lactose sem inibicdo do produto. A
Equacéo 03 apresenta a reacdo total da hidrolise da lactose.

ki Kk, Eq. 03
E+S 2 ES—P+G
k_y

Onde E, S, P e G sdo, respectivamente, a enzima, lactose, galactose e glucose. J& ES
é 0 complexo enzima-lactose.

Entretanto, existem moléculas capazes de interferir nas reacGes enzimaticas,
chamadas de inibidores, que por sua vez reduzem a atividade das enzimas (MOTTA, 2011).
O estudo dos inibidores enzimaticos também fornece rica informac&o sobre os mecanismos
enzimaticos e tem ajudado a desvendar algumas vias metabolicas (NELSON; COX, 2014).

A inibicdo pode ser classificada em reversivel e irreversivel (NELSON; COX, 2014).
Na primeira, os inibidores podem ser competitivos, ou seja, irdo competir com o substrato
para realizarem uma ligacéo reversivel ao sitio ativo e possuem estruturas semelhantes ao
substrato; ndo competitivos, 0s quais ligam-se apenas ao complexo enzima-substrato em
outro sitio; mistos, que se ligam tanto a enzima guanto ao complexo em um sitio distinto ao
ativo (NELSON; COX, 2014; MOTTA, 2011). J& na inibicdo irreversivel, o inibidor liga-se
ininterruptamente ao sitio ativo por meio de uma ligacdo covalente ou interacdo nao
covalente estavel, ou seja, ocorrem modificacdes quimicas ne enzima, ocasionando a
inativacao definitiva (NELSON; COX, 2014; MOTTA 2011).
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Zhou et al. (2003) descreveram em seu trabalho o modelo utilizado para cinética
enzimética com inibicdo do produto pela galactose, no qual os produtos sdo formados
simultaneamente sob o efeito do complexo enzima-substrato. As Equacdes 04, 05 e 06

descrevem os passos da reacdo e a velocidade da mesma, onde EP é o complexo enzima-

galactose.
kl kz Eq 04
E+S = ES—EP+G
k_q
ks Eg. 05
EP 2 E+P
k_3
ds k,[Eol[S] Eq. 06

v:—:

dt [P]

K, (1+Ti>+[5]

Onde, na Equacéo 06, [Eo] é a concentragdo inicial de enzima e K; € a constante de
inibicdo dada por ka/k.3, Km é definido como a constante de Michaelis, [S] a concentracdo do
substrato, ko a constante cinética da reacdo apresentada na Equacdo 04 e [P] a concentracéo
de produto formada, neste caso, galactose.

Portanto, utilizando tais modelos apresentados, no proximo item serdo mostrados 0s
materiais e métodos utilizados para a posterior simulacao da hidrélise da lactose, com ou sem

inibicdo, em um reator batelada.
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3 MATERIAIS E METODOS

O estudo de caso serd um reator batelada no qual ocorre uma reacdo de hidrolise
catalisada por uma enzima, cujo mecanismo de reacédo foi descrito anteriormente. Para o caso
de ndo se considerarem efeitos inibitorios, resulta-se em uma Unica equacdo diferencial
ordinéria (EDO) de primeira ordem; por outro lado, quando eles sdo considerados, €
necessario incluir mais equagdes de balango em regime transiente, resultando em sistemas de
EDOs. Assim, o modelo fisico-matematico € baseado em um balanco de massa dos reagentes
e produtos da reacdo em um reator de mistura em batelada, assumindo as hipoteses de mistura
perfeita e de meio reacional com massa especifica constante.

Conhecidas as concentragdes iniciais de cada substancia envolvida na reacdo
bioguimica, tém-se as condices iniciais do sistema. Em ambas as situa¢des (com inibigédo
ou sem inibicdo), obtém-se um conjunto de EDOs de primeira ordem, com condic¢des iniciais
conhecidas, ou seja, um problema de valor inicial (PVI). A Tabela 1 a seguir apresenta 0s
pardmetros cinéticos, para a enzima livre, da hidrélise da lactose pelo microrganismo K.

fragilis, necessarios para a simulacao do problema, para os casos sem e com inibi¢&o:

Tabela 1: Pardmetros cinéticos utilizados na simulagdo, com e sem inibicdo, a 40°C.
Pardmetro cinéticos  Sem inibicdo Inibicdo pelo produto

k [mol/(mg enzima min)] 49 x 10+ 4,8 x 10+
Ky (mol/L) 7,7 x 10-2 5,6 x 10-3
K; (mol/L) - 4,2x 10-3

Fonte: SANTOS et al., 1998.
A Tabela 2 também apresenta os parametros cinéticos da hidrélise da lactose pelo

fungo K. fragilis, porém considerando a imobilizagdo da enzima, para ambos os casos sem e
com inibicéo:
Tabela 2: Parametros cinéticos utilizados na simulagdo considerando a enzima imobilizada, com e sem

inibicdo, a 37 °C.
Pardmetro cinéticos Sem inibicdo Inibicdo pelo produto

k X C.p, [mol/(Lmin)] 1,081 x 10-2 1,839 x 10-2
Ky (mol/L) 1,7297 x 10-1 1,7495 x 10-1
K; (mol/L) - 1,7329 x 10-1

Fonte: ZHOU et al., 2002.

Para execucgéo dessa simulagéo, optou-se pelo uso do Scilab para a resolugéo dos
problemas de valor inicial (PVIs). O uso do Scilab é motivado por ser um software livre com
varios métodos numeéricos realizados por fungées ja prontas no proprio pacote. Este trabalho
utilizou a fungdo “ode” do software para realizar a resolucdo numeérica do sistema de EDOs

gue serdo apresentadas a frente.






4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Seguindo as normas de boas praticas em programacao, as rotinas utilizadas foram
separadas em blocos, permitindo a melhor visualizacdo computacional e conceitual do
processo tratado.

Além disso, a vantagem em se utilizar essa separacdo é de torna mais facil a
modificagdo da rotina para simular situagGes distintas ou para corrigir erros. Os blocos de
utilizados podem ser encontrados no Apéndice deste trabalho. O processo simulado é o
descrito anteriormente, utilizando os modelos apresentados na Secéo 3.

O balango de massa de lactose (indicada pelo subscrito A) no reator batelada € dada
por: taxa de acumulo de lactose no reator igual a taxa de consumo, causado pela reacdo
bioquimica (FOGLER, 2018). Assumindo as hipoteses explicitadas na Se¢do 4, obtemos a

Equacdo 07, tipica para um reator de mistura em batelada:

dc, Eq. 07

a4
Nesta equacdo, Ca € a concentracdo de lactose, t € o tempo de batelada e ra é a
velocidade especifica de reacao.
Por se tratar de uma reacdo enzimatica, na qual os mecanismos da reacdo sao 0s
mesmos citados na Secdo 3, para 0 caso sem inibigéo, partindo-se da Equacao 02, pode-se

obter a Equacdo 08 a seguir, substituindo-se o balanco de massa do reator batelada:

kCenzCy Eq. 08
" Kot
Onde Cen; € a concentragdo de enzima B-galactosidase, Km € definido como a
constante de Michaelis, Ca € a concentragéo de lactose e k a constante cinética da reagéo.
Portanto, neste caso sem inibicdo, tem-se uma equacdo diferencial ordinaria de
primeira ordem. Conhecendo-se a concentragdo de lactose no inicio do processo, tem-se um

problema de valor inicial:

Gy kConsCa Eq. 09
dt K, +C4
Ca(t =0) = Cyo

Especificamente para a 3-galactosidase do microorganismo Kluyveromyces fragilis,
foi descrito na literatura que a galactose, um dos produtos da reacgdo, tem afinidade com o

sitio ativo da enzima, podendo ocupa-lo reversivelmente (SANTOS et al, 1998). Ou seja, a
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galactose compete com a lactose pelo sitio ativo da enzima, impedindo que a reacdo de
hidrélise da lactose ocorra enquanto a galactose ocupar o sitio ativo. Este mecanismo de
reacdo é conhecido como inibicdo competitiva pelo produto e foi apresentado nas Equacdes
04 e 05, na Secéo 3.

A taxa global de reacdo ¢ descrita pela Equacéo 09, apenas substituindo-se a taxa da

reacdo do reator em batelada na Equacéo 06:

kCenzCa Eq. 10

Km(1+%)+c,4

T'A=

Onde Cen; é a concentragdo de enzima P-galactosidase, Kn € definido como a
constante de Michaelis, Ca é a concentracdo de lactose e k a constante cinética da reagdo, Ki
é a constante de inibicdo e C, a concentracdo de produto formada, neste caso, galactose.

Portanto, considerando a inibicdo competitiva pela galactose, tem-se um PVI
composto de duas EDOs, uma para a taxa de reacdo referente ao consumo de lactose e outra

a producdo de galactose, sendo as concentrac@es iniciais de lactose e galactose conhecidas:

f% _ kCenzCA
dt Cp
K, (1 + E) +C,
) % = + kCenzCA
dt Cp Eq. 11
Ko (1+ E) +C,
Ca(t =0) = Cyo

\ Cp(t =0) = Cpg

As variaveis necessarias para as rotinas sdo: parametros de projeto, como volume do
reator (V), em m3, conversdo desejada (X), concentragdes de 3-galactosidase, lactose inicial,
lactose desejada e lactose (Cenz, Cao, Cq, C, respectivamente), sendo Cen, em mg/L e Cao, Cq
e C em mol/L, tempo (t), em minutos; pardmetros do meio reacional como fracdo méssica de
lactose (xao), massa especifica do leite (p), em g/L, massa molar da lactose (MMa), em g/mol;
e por fim, os parametros cineticos ja citados, k, em mol/(mg min), Km, em mol/L, e Kj, em
mol/L também.

Também foi utilizado o conceito de varidveis definidas e varidveis monitoradas do
modelo. Estas variaveis englobam as variaveis descritas acima. As variaveis definidas sdo
aquelas fixadas antes do inicio da simula¢do: Cenz, Cao, Cd, X, V, p, MMa, Kk, K € Kj; estas

varidveis constituem um cenario de operacao. As variaveis monitoradas sdo aquelas que tem
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o valor definido apos a simulacgdo: C e t; estas variaveis séo o resultado do cenario constituido

por um conjunto de variaveis definidas.
4.1 Hidrolise da lactose pela enzima livre e sem inibigdo

Para este caso, como explicitado anteriormente, igualaram-se as Equacdes 07 e 08 e
gerou-se uma equacdo diferencial ordinaria de primeira ordem. Conhecendo-se a
concentracdo de lactose no inicio do processo, tem-se um problema de valor inicial.

Portanto, para essa simulagéo, utilizou-se a rotina apresentada no Apéndice A.1l,
considerando-se tais valores para as variaveis: reator com volume (V) igual a 300 L;
conversdo desejada de lactose (X) de 97,6%, para que a concentracdo desejada de lactose
(Cd) seja igual a 0,003 mol/L, sendo assim o produto considerando isento de lactose
(BRASIL, 2020); concentragdes de B-galactosidase (Cenz) € lactose inicial (Cao) iguais a
7 mg/L (SANTOS et al., 1998) e 0,126 mol/L (VENTURINI et al, 2007) respectivamente;
fracdo massica de lactose (xao) igual a 0,042; massa especifica do leite (p) 1030 g/L
(VENTURINI et al, 2007); molar da lactose (MMa), 342,3 g/mol; e por fim, os parametros
cinéticos k igual a 4,9.10*mol/(mg min) (SANTOS et al., 1998) e Kn sendo 7,7.102 mol/L
(SANTOS et al., 1998).

A Figura 5 apresenta o resultado da simulacéo:

Figura 5: Concentracdo de lactose em funcéo do tempo ap6s simulagdo da hidrélise da lactose com enzima
livre e sem inibigdo, com concentracdo de enzima de 7,0 mg/L.
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Fonte: Proprio autor, 2021.
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Assim, pelo resultado apresentado anteriormente, o tempo de batelada para essa
concentracéo de enzima utilizada (7 mg/L) foi de aproximadamente 120 minutos. Portanto,
seriam necessarias aproximadamente 2 horas, dentro das hipoteses ja assumidas neste
trabalho, para que a conversdo de lactose seja 97,6%, obtendo-se a concentracdo desejada
final do aclcar em torno de 100 mg/mL ou 0,003 mol/L, sendo considerado um produto
isento de lactose, de acordo com a legislacdo vigente no pais (BRASIL, 2020). Observa-se
também que a concentragdo (C) de lactose diminui ao longo do tempo de maneira quase
linear até os 100 minutos, indicando a rapida conversao do substrato, em grande quantidade,
pela enzima do microorganismo Kluyveromyces fragilis.

Jé as Figuras 6 e 7 ilustram o novo tempo de batelada para a obtencdo do leite isento
de lactose alterando-se a concentragdo de enzima utilizada para 2,3 mg/L e 5,7 mg/L,
respectivamente (SANTOS et al, 1998).

Figura 6: Concentracao de lactose em funcéo do tempo apds a simulacéo da hidrolise da lactose com enzima
livre e sem inibi¢do, Cen, = 2,3 mg/L.
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Fonte: Préprio autor, 2021.
Diferentemente do resultado apresentado na Figura 5, as Figuras 6 e 7 apresentam
tempos de batelada diferentes para cada concentracdo, sendo que para a concentragdo de
enzima igual a 2,3 mg/L, esse tempo foi em torno de 365 minutos, e para concentracao de

enzima de 5,7 mg/L foi de aproximadamente 150 minutos.
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Figura 7: Concentracao de lactose em fungdo do tempo apds a simulagédo da hidrélise da lactose com enzima
livre e sem inibi¢do, Cen, = 5,7 mg/L.
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Fonte: Proprio autor, 2021.

Portanto, infere-se que a concentracdo de enzima utilizada no processo é de suma
importancia, devendo ser alvo de analises econdmicas para cada tipo de planta, considerando-
se paradas, manutencdo e programacao da producdo para que seja escolhida a concentracdo
mais adequada e vantajosa. Observa-se, novamente, que a concentracdo (C) de lactose
diminui ao longo do tempo de maneira quase linear nos minutos iniciais da reagéo,
relacionado a rapida conversao do substrato pela enzima do microorganismo Kluyveromyces

fragilis.

4.2 Hidrdlise da lactose pela enzima livre e com inibicéo

Considerando-se a inibigdo para a enzima livre, gerou-se um PVI composto de duas
EDOs, uma para a taxa de reacao referente ao consumo de lactose e outra a producdo de
galactose.

Portanto, para essa simulagdo, utilizou-se a rotina apresentada no Apéndice A.2,
considerando-se tais valores para as variaveis: reator com volume (V) igual a 300 L;
conversdo desejada de lactose (X) de 97,6%, para que a concentracdo desejada de lactose
(Cd) seja igual a 0,003 mol/L, sendo assim o produto considerando isento de lactose
(BRASIL, 2020); concentragdes de B-galactosidase (Cenz) € lactose inicial (Cao) iguais a
7 mg/L (SANTOS et al., 1998) e 0,126 mol/L (VENTURINI et al, 2007) respectivamente;



fracdo massica de lactose (xao) igual a 0,042; massa especifica do leite (p) 1030 g/L
(VENTURINI et al, 2007); molar da lactose (MMa), 342,3 g/mol; e por fim, os parametros
cinéticos k igual a 4,8.10* mol/(mg min) (SANTOS et al., 1998), K sendo 5,6.10° mol/L
(SANTOS et al., 1998) e K; igual a 4,2.10 mol/L (SANTOS et al., 1998).

A Figura 8 apresenta o resultado da simulacdo em comparacéo com a Figura 5:

Figura 8: Concentracao de lactose em funcgdo do tempo apds a simulagédo da hidrélise da lactose com enzima
livre, sem inibicdo e com inibicéo, Cen,= 7,0 mg/L.
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Fonte: Proprio autor, 2021.

Assim, pelo resultado apresentado anteriormente, percebe-se que o tempo de batelada
para essa concentracdo de enzima utilizada (7 mg/L) foi de aproximadamente 182 minutos
comparados aos 120 minutos sem inibicdo. Portanto, seriam necessarias aproximadamente
3 horas, dentro das hipdteses ja assumidas neste trabalho, para que a conversao de lactose
seja 97,6% com inibicdo pelo produto, obtendo-se a concentracdo desejada final do agUcar
em torno de 100 mg/mL ou 0,003 mol/L, sendo considerado um produto isento de lactose,
de acordo com a legislacdo vigente (BRASIL, 2020).

Jé as Figuras 9 e 10 ilustram o novo tempo de batelada para a obtencdo do leite isento
de lactose alterando-se a concentragdo de enzima utilizada para 2,3 mg/L e 5,7 mg/L,
respectivamente, com inibicdo (SANTOS et al, 1998).

Diferentemente do resultado apresentado na Figura 8, as Figuras 9 e 10 apresentam

tempos de batelada diferentes para cada concentragdo, sendo que para a concentragdo de
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enzima igual a 2,3 mg/L, esse tempo foi em torno de 550 minutos, e para concentracao de

enzima de 5,7 mg/L foi de aproximadamente 225 minutos.

Figura 9: Concentracao de lactose em funcdo do tempo apds a simulacdo da hidrolise da lactose com enzima

livre e com inibicdo, Cen; = 2,3 mg/L
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Fonte: Proprio autor, 2021.

Figura 10: Concentracgdo de lactose em fungéo do tempo ap6s a simulacgéo da hidrdlise da lactose com enzima

livre e com inibi¢do, Cen; = 5,7 mg/L.
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Portanto, infere-se mais uma vez que a concentracao de enzima utilizada no processo
é de suma importancia, devendo ser alvo de anélises econdmicas para cada tipo de planta,
considerando-se paradas, manutengéo e programacao da producédo para que seja escolhida a
concentracdo mais adequada e vantajosa. Observa-se que, em compara¢do com o0s resultados
obtidos para 0 caso sem inibicdo, os tempos de batelada considerando-se a inibicdo séo
maiores, 0 que era esperando teoricamente, ja que galactose e lactose disputam pelo menos
sitio ativo, tornando a conversdo mais lenta.

A Tabela 3 resume os resultados obtidos dos tempos de batelada para a enzima livre

sem inibicdo e com inibicdo.

Tabela 3: Tempo de batelada dos diferentes cendrios simulados para a enzima livre.

Concentracdo da Tempo de batelada enzima  Tempo de batelada enzima
enzima (mg/L) livre sem inibi¢do (min) livre com inibicdo (min)
2,3 365 550
5,7 150 225
7,0 120 182

Fonte: Préprio autor, 2021.

4.3 Hidrdlise da lactose pela enzima imobilizada e sem inibi¢ao

Para a enzima imobilizada sem inibicdo, o procedimento foi analogo ao feito para a
enzima livre sem inibicdo, porém com alteracGes nos pardmetros cinéticos.

Portanto, para essa simulagdo, utilizou-se a rotina apresentada no Apéndice A.3,
considerando-se tais valores para as variaveis: reator com volume (V) igual a 300 L;
conversdo desejada de lactose (X) de 97,6%, para que a concentracdo desejada de lactose
(Cd) seja igual a 0,003 mol/L, sendo assim o produto considerando isento de lactose
(BRASIL, 2020); concentracéo de lactose inicial (Cao) igual a 0,126 mol/L (VENTURINI et
al, 2007) respectivamente; fragdo massica de lactose (xao) igual a 0,042; massa especifica do
leite (p) 1030 g/L (VENTURINI et al, 2007); molar da lactose (MMa), 342,3 g/mol; e por
fim, os pardmetros cinéticos Kk.Cenz igual a 1,081.102 mol/(L min) (ZHOU et al., 2002), Kn
sendo 1,7297.10"  mol/L (ZHOU et al., 2002).

A Figura 11 apresenta o resultado da simulacéo, na qual, pelo resultado apresentado,
percebe-se que o tempo de batelada para esses parametros foi de aproximadamente 75
minutos. Portanto, seriam necessarias aproximadamente 1 hora e 15 minutos, dentro das
hipdteses ja assumidas neste trabalho, para que a conversdo de lactose seja 97,6% com
inibicdo pelo produto, obtendo-se a concentracdo desejada final do aglcar em torno de 100
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mg/mL ou 0,003 mol/L, sendo considerado um produto isento de lactose de acordo com a
legislacdo vigente (BRASIL, 2020).

Observa-se, novamente, que a concentragdo (C) de lactose diminui ao longo do tempo
de maneira quase linear nos minutos iniciais da reacdo, relacionado a rapida conversdo do
substrato pela enzima do microorganismo Kluyveromyces fragilis.

Figura 11: Concentragdo de lactose em fungdo do tempo apés a simulacdo da hidrolise da lactose com enzima
imobilizada e sem inibig&o.
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Fonte: Proprio autor, 2021.

4.4 Hidrolise da lactose pela enzima imobilizada e com inibicéo

Por fim, para a enzima imobilizada com inibicdo, o procedimento foi andlogo ao feito
para a enzima livre com inibicdo, porém com alterages nos parametros cinéticos.

Portanto, para essa simulagdo, utilizou-se a rotina apresentada no Apéndice A.4,
considerando-se tais valores para as varidveis: reator com volume (V) igual a 300 L;
conversao desejada de lactose (X) de 97,6%, para que a concentracdo desejada de lactose
(Cd) seja igual a 0,003 mol/L, sendo assim o produto considerando isento de lactose
(BRASIL, 2020); concentracdo de lactose inicial (Cao) igual a 0,126 mol/L (VENTURINI et
al, 2007) respectivamente; fracdo massica de lactose (Xao) igual a 0,042; massa especifica do
leite (p) 1030 g/L (VENTURINI et al, 2007); molar da lactose (MMa), 342,3 g/mol; e por
fim, os parametros cinéticos Kk.Cen; igual a 1,839.10 mol/(L min) (ZHOU et al., 2002), Km



sendo 1,7495.10" mol/L (ZHOU et al., 2002) e Ki. igual a 1,7329.10"* mol/L (ZHOU et al.,
2002).

A Figura 12 apresenta o resultado da simulacédo, na qual, pelo resultado apresentado,
percebe-se que o tempo de batelada para esses parametros foi de aproximadamente
60 minutos, comparados aos 75 minutos anteriormente. Portanto, seria necessaria
aproximadamente 1 hora, dentro das hipdteses ja assumidas neste trabalho, para que a
conversdo de lactose seja 97,6% com inibicdo pelo produto, obtendo-se a concentragcdo
desejada final do acucar em torno de 100 mg/mL ou 0,003 mol/L, sendo considerado um
produto isento de lactose (BRASIL, 2020).

Assim, observa-se também que, diferentemente da enzima livre, a inibi¢éo reduziu o
tempo de batelada do processo para a enzima imobilizada. Como comentado brevemente no
Capitulo 2 do presente trabalho, diferentes protocolos de imobilizacdo geram diferentes
biocatalisadores com diferentes mecanismos de reacdo. Neste caso, segundo Zhou et al.
(2002), o método utilizado para imobilizar a enzima foi o de ligacdo a suportes (tecido de
algodao).

Neste caso, as ligacbes covalentes formadas entre a enzima e a superficie do tecido
de algoddo no biocatalisador produzido pelos autores podem ter alterado a estrutura
conformacional da enzima e seu sitio ativo, acarretando uma possivel diminuicdo da
atividade ou a mudanca da especificidade em relagcdo ao substrato. No entanto, este protocolo
de imobilizagdo possui a vantagem de gerar uma enzima imobilizada estavel, visto que a
ligacdo covalente é forte (CHIBATA, 1978; KENNEDY; CABRAL, 1978).

A Tabela 4 resume os resultados obtidos dos tempos de batelada para a enzima

imobilizada sem inibi¢do e com inibicéo.

Tabela 4: Tempo de batelada dos diferentes cendrios simulados para a enzima imobilizada.
Tempo de batelada enzima imobilizada  Tempo de batelada enzima imobilizada

sem inibigdo (min) com inibigdo (min)

75 60

Fonte: Préprio autor, 2021.
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Figura 12: Concentragdo de lactose em fungdo do tempo ap6s a simulacao da hidrolise da lactose com enzima
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5 CONCLUSAO

Portanto, infere-se que a simulacdo de processos é de suma importancia nos dias
atuais, pois resultam em processos mais econdmicos, seguros e ambientalmente integrados.
Com as simulagdes, foi possivel observar que a variacdo de concentracdo de enzima
B - galactosidase altera o tempo de batelada de producéo de leite sem lactose, 0 que permite
a escolha da concentracdo mais adequada para o cronograma da planta industrial, aliado a
uma andlise econémica mais aprofundada.

Além disso, conclui-se que os diferentes protocolos de imobilizagdo podem alterar a
estrutura conformacional da enzima e consequentemente sua atividade, porém
proporcionando vantagens, como estabilidade e capacidade de reutilizacdo das enzimas

imobilizadas no processo, viabilizando-o economicamente.
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6 PERSPECTIVAPARATRABALHOS FUTUROS

Como perspectiva para trabalhos futuros, faz-se necessario realizar novamente a
metodologia empregada para a determinacdo dos parametros cinéticos utilizados nas
simulacdes, utilizando-se métodos mais recentes e precisos. Além disso, diferentes cenarios
podem ser simulados, utilizando outros protocolos de imobilizagdo de enzimas para avaliar
qual seria 0 mais vantajoso industrialmente, avaliando-se o tempo de batelada e outros

fatores, como economia.
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APENDICE A - ROTINAS DESENVOLVIDAS EM SCILAB

A.1 Rotina para simulacéo da hidrolise da lactose pela enzima livre e sem inibigdo

clear

clc

function df=bmreator (t,C)
df = -k*Cenz*C/ (Km+C) ; //BM de lactose sem inibicdo

endfunction
// Pardmetros cinéticos
k = 4.9e-4; // Constante cinética [mol/ (mg min) ]

Km = "7.7e-2; // Constante saturacdo sem inibicdo [mol/L]

// Propriedades do meio reacional

xA0 = 0.042; // Fracdo méssica lactose inicial [-]

ro = 1.03e3; // Massa especifica do leite [g/L]

MMlac = 342.3; // Massa molar lactose [g/mol]

CAO0 = xAO*ro/MMlac; // Concentracdo inicial lactose
[mol/L]

// Dados do reator

V = 300; // Volume do tanque [L]

X = 0.976; // Conversdo desejada

Cd = CAOQ*(1-X); //Concentracdo lactose desejada
[mol/L]lde acordo com “Isento de lactose” - RDC N° 460)

Cenz = 7; // Conc enzima [mg/L]

// Resolvendo o PVI

t = 0:20:700; // Tempo de batelada [min]

C ode (CAO0,0,t,bmreator):; // Resolve o PVI

//Plotar gréaficos
plot (t,C,'-k', [0 t($)],[Cd Cd],'--b")
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xlabel ('t (min)")
ylabel ('C (mol/L)")
legend ('Lactose (sem inibicéo) ', 'Concentracéo

desejada', 1)

A.2 Rotina para simulacédo da hidrolise da lactose pela enzima livre e com inibicéo

clear

clc

function df=bmreator (t, f)
CLs = £(1);
CLc = £(2);

CG = £(3);

dLs = -k*Cenz*CLs/ (Km+CLs) ; //BM de lactose sem
inibicéo

dLc = -k*Cenz*CLc/ (Kmi* (1+CG/Ki)+CLc) ; //BM de lactose

com inibicéo

dG = k*Cenz*CLc/ (Kmi* (1+CG/Ki)+CLc) ; //BM de galactose
com inibicédo

df = [dLs dLc dG];

endfunction

// Pardmetros cinéticos

k = 4.8e-4; // Constante cinética [mol/ (mg min) ]
Km = 7.7e-2; // Constante saturacdo sem inibicdo [mol/L]
Kmi = 5.6e-3; // Constante de M-M, considerando a

inibicdo [mol/L]
Ki = 4.2e-3; // Constante de inibicdo pela galactose

[mol/L]

// Propriedades do meio reacional
xA0 = 0.042; // Fracdo méssica lactose inicial [-]
ro = 1.03e3; // Massa especifica do leite [g/L]
MMlac = 342.2; // Massa molar lactoe [g/mol]
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CAQ0 = xAO0*ro/MMlac; // Conc inicial lactose [mol/L]

// Dados do reator

vV = 300; // Volume do tanque [L]

X =0.976 // Conversdo desejada (Isento de lactose
- RDC N° 460) [-])

Cenz = 7; // Concentracdo enzima [mg/L]

// Resolvendo o PVI

t = 0:20:700; // Tempo de batelada [min]

y0 = [CA0;CA0;0] // Vetor de condicdes iniciais, de
acordo com a function

y = ode (y0,0,t,bmreator) ; // Resolve o PVI

CLs = y(1,:); // Primeira linha: conc. de lactose para a
cinética sem inibicéo

CLc = y(2,:); // Segunda linha: conc. de lactose para a
cinética com inibicéo

CG = y(3,:); // Terceira linha: conc. de galactose para
a cinética com inibicéo

Xs = (CA0-CLs) /CAOQ; //Conversdo para o caso sem inibicéao

Xc = (CA0-CLc) /CAOQ; //Conversdo para o caso com inibicdo

//Plotar gréaficos
plot (t,CLs,'-r',t,CLc,'-b', [0 t($)], [0.003 0.003],'--k")
xlabel ('t (min)")
ylabel ('Concentracdo (mol/L)"'")
legend ('Sem inibicédo', 'Com inibicédo', 'Concentracéo

desejada’', 4)

A.3 Rotina para simulacédo da hidrdlise da lactose pela enzima imobilizada e sem

inibicéo

clear

clc
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function df=bmreator(t,C)

df = -kCenz*C/ (Km+C) ; // BM de lactose sem inibicdo

endfunction

// Par@metros cinéticos

kCenz = 1.081le-2; // Constante cinética [mol/ (L
min) ]

Km = 1.7297e-1; // Constante saturacdo sem inibicéao
[mol/L]

// Propriedades do meio reacional

xA0 = 0.042; // Fracdo méssica lactose inicial [-]
ro = 1.03e3; // Massa especifica do leite [g/L]
MMlac = 342.3; // Massa molar lactoe [g/mol]
CAQ0 = xAO*ro/MMlac; // Conc inicial lactose [mol/L]

// Dados do reator

vV = 300; // Volume do tanque [L]
X = 0.976; // Conversdo desejada
Cd = CAO0*(1-X); // Concentracdo lactose

desejada [mol/L] (Isento de lactose — RDC N° 460)

// Resolvendo o PVI
t = 0:20:700; // Tempo de batelada [min]

C = ode (CA0,0,t,bmreator); // Resolve o PVI

//Plotar gréaficos
plot (t,C,'-k', [0 t($)],[Cd Ccd],'--b")
xlabel ('t (min)")
ylabel ('C (mol/L)")

legend ('"Lactose (sem inibicédo) ', 'Concentracéo

desejada', 1)
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A.4  Rotina para simulacdo da hidrolise da lactose pela enzima imobilizada e com

inibicéo

clear

clc

function df=bmreator (t, f)

CLs = £(1);

CLc = £(2);

CG = £(3);

dLs = -kCenz*CLs/ (Km+CLs) ; // BM de lactose
sem inibicéo

dLc = -kCenzi*CLc/ (Kmi* (1+CG/Ki)+CLc) ; //BM de lactose
com inibicé&o

dG = kCenzi*CLc/ (Kmi* (1+CG/Ki)+CLc) ; // BM de galactose
com inibicé&o

df = [dLs dLc dG];

endfunction

// Pardmetros cinéticos

kCenz = 1.081le-2; // Constante cinética sem
inibicdo[mol/ (L min) ]

kCenzi = 1.839%e-2; // Constante cinética com
inibicdo[mol/ (L min) ]

Km = 1.7297e-1; // Constante saturacdo sem
inibicdo [mol/L]

Kmi = 1.7495e-1; // Constante de M-M, considerando
a inibicdo [mol/L]

Ki = 1.7329%e-1; // Constante de inibicdo pela

galactose [mol/L]

// Propriedades do meio reacional
xA0 = 0.042; // Fracdo massica lactose inicial [-]
ro = 1.03e3; // Massa especifica do leite [g/L]
MMlac = 342.2; // Massa molar lactoe [g/mol]



CAQ = xAO*ro/MMlac; // Conc inicial lactose [mol/L]

// Dados do reator
vV = 300; // Volume do tanque [L]
X = 0.976 // Conversdo desejada (Isento de
lactose — RDC N° 460) [-])

// Resolvendo o PVI

t = 0:20:700; // Tempo de batelada [min]

y0 = [CAO0;CA0;0] // Vetor de condicdes iniciais, de
acordo com a function

y = ode (y0,0,t,bmreator); // Resolve o PVI

CLs = y(1,:); // Primeira linha: conc. de
lactose para a cinética sem inibicdo

CLc = y(2,:); // Segunda linha: conc. de
lactose para a cinética com inibicédo

CG = v (3,:); // Terceira linha: conc. de

galactose para a cinética com inibicéo

Xs = (CAQO-CLs) /CAQ; //Conversdo para O caso sem
inibicéo

Xc = (CA0-CLc) /CAOQ; //Conversdo para O caso com
inibicéao

//Plotar gréaficos
plot (t,CLs,'-r',t,CLc,'-b', [0 t($)], [0.003 0.003],"'--k")

xlabel ('t (min) ')
ylabel ('Concentracdo (mol/L)"'")
legend ('Sem inibicédo', 'Com inibicédo', 'Concentracéo

desejada', 1)
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