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RESUMO

O presente trabalho avaliou, na etapa experimental, um processo simultaneo de catalise e
fermentacgdo lactica visando obter um iogurte com potenciais caracteristicas nutracéuticas e,
na sua etapa teorica, estabeleceu uma interlocucao entre a vivéncia experimentalista e a teoria
da cinética enzimatica, no que se refere a conversdo da lactose e a sintese de galacto-
oligossacarideos (GOS). Na abordagem experimental, para um substrato especifico, avaliou-
se biocatélise conduzida simultaneamente a fermentagdo, defasando a adi¢do da enzima em
relagdo ao inicio do processo fermentativo. A fermentacdo foi realizada a partir de cultura
lactica liofilizada comercial contendo dois micro-organismos probidticos, Bifidobacterium
animalis e Lactobacillus acidophilus, associados aos micro-organismos caracteristicos do
iogurte, Lactobacillus bulgaricus e Streptococcus thermophilus. Foi utilizado um preparado
enzimatico contendo p-galactosidases obtidas de duas origens distintas: Kluyveromyces lactis
e Aspergillus niger. Foram avaliados os efeitos da concentracdo da enzima e do tempo de
adicdo da enzima em um planejamento experimental 2. As respostas foram as concentragdes,
ao final do processo, de lactose, de GOS, de glicose e de galactose e a hidrélise dos galacto-
oligossacarideos ao longo do tempo. No que se refere a abordagem tedrica, o presente
trabalho considerou modelos matematicos de hidrélise de dissacarideos e conversdo da
lactose, em que a inibicdo foi representada a partir do incremento da concentragcdo dos
produtos da reacdo. No que se refere a conversdo da lactose e sintese de GOS, o presente
trabalho buscou estabelecer um modelo matematico em que a inibicdo ocorreu por efeito do
incremento das concentracdes de glicose e de galactose, comparando-o com 0s modelos
conhecidos na literatura. Verificou-se que o desempenho do modelo obtido no presente
trabalho foi robusto em relacdo as premissas estabelecidas. Na comparagdo com resultados
experimentais de conversdo enzimatica, 0 modelo mostrou-se capaz de minimizar o erro e de

ajustar-se aos dados experimentais.

Palavras-chave: galacto-oligossacarideos (GOS), prebidtico, probidtico, modelagem

matematica.
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ABSTRACT

Lactose conversion and galactooligosaccharides synthesis: an experimental and

theoretical approach

This study evaluated in the experimental stage, a simultaneous process of catalysis and lactic
fermentation in order to obtain a yogurt with potential nutraceutical characteristics and, in its
theoretical stage, established a dialogue between the living and the experimentalist theory of
enzyme Kinetics, regarding the conversion of the synthesis of lactose and
galactooligosaccharides (GOS). In the experimental approach to a specific substrate, it was
assessed bio-catalysis conducted simultaneously with the fermentation lagged the addition of
the enzyme relative to the beginning of the fermentation process. The fermentation was
performed wusing commercial lyophilized lactic culture containing two probiotic
microorganisms, Lactobacillus acidophilus and Bifidobacterium animalis, associated with
characteristic yogurt microorganisms, Lactobacillus bulgaricus and Streptococcus
thermophilus. It was used an enzyme preparation containing B-galactosidase obtained from
two different sources: Kluyveromyces lactis and Aspergillus niger. The effect of enzyme
concentration and the time of adding the enzyme to an experimental design of 2% were
evaluated. The responses were to the concentrations, at the end of the process, lactose, GOS,
glucose and galactose, and the hydrolysis of galactooligosaccharides over time. Regarding the
theoretical approach this study considered mathematical models of hydrolysis of
disaccharides, as well as conversion of lactose in the inhibition was represented in the
increase of the concentration of reaction products. With regard to the conversion of lactose
and GOS synthesis, this study aimed to establish a mathematical model in which the
inhibition occurred as a result of glucose and galactose increase, comparing it with models
from the literature. It was found that the performance of the model obtained in this study was
robust in relation to the premises established. In comparison with experimental results of
enzymatic conversion, the model proved to be able to minimize the error and to adjust to

experimental data.

Keywords: galactooligosaccharides (GOS), prebiotics, probiotics, mathematical modelling.
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1. INTRODUCAO

1.1. Premissas do trabalho

Esse trabalho de pesquisa, desenvolvido junto ao Programa de Pds-Graduagdo em
Engenharia e Ciéncia de Alimentos (PPGECA) da Universidade Federal do Rio Grande
(FURG), avaliou a conversdo da lactose e a formacdo de galacto-oligossacarideos (GOS),
tanto em abordagem experimental, realizada a partir de bioprocesso simultaneo de catélise e
fermentacdo lactica, com aplicacdo da enzima defasada em relacéo ao processo fermentativo,
guanto no aspecto tedrico, elaborando e aplicando novo modelo matematico para representar a

catalise enzimatica.

O apelo por produtos com caracteristicas de qualidade que aportem ganhos
fisiol6gicos aos consumidores, além das exigidas vantagens nutricionais, é a nova fronteira de
expansdo no mercado de alimentos processados. A crescente demanda por alimentos
funcionais tem impulsionado o mercado de produtos lacteos no Brasil, em especial no que diz
respeito a leites fermentados. A diversidade de bebidas lacteas e iogurtes, desde produtos
adicionados de fibras ou elaborados a partir de culturas probiéticas, tém aquecido o mercado
desse segmento e impulsionado importantes esforgos em pesquisa, desenvolvimento e
marketing, em especial junto as principais empresas deste segmento em nosso pais. A
variedade e as alternativas de iogurtes, leites fermentados e bebidas lacteas com
caracteristicas prebidticas e probidticas, presentes nas gondolas refrigeradas das redes de

varejo no Brasil, indica o potencial de crescimento deste mercado.

As pesquisas em processos para conversdo da lactose usando tecnologia enzimatica
sempre tiveram como objetivo o desenvolvimento de produtos com baixo teor deste
dissacarideo, seja para consumo de individuos intolerantes a lactose ou para evitar
caracteristicas tecnoldgicas indesejaveis, como a cristalizacdo deste carboidrato (JURADO et
al., 2002).

A intolerancia a lactose atinge cerca de 70% da populacdo adulta da América Latina,

com um impacto expressivo nas comunidades origindrias do continente e nos
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afrodescendentes, onde esses patamares podem ser superiores a 90% (PEREIRA FILHO e
FURLAN, 2004; SCHAAFSMA, 2008; SWALLOW, 2003).

A opcdo por desenvolver, na etapa experimental do presente trabalho, um processo
para elaboracdo de fermentado lacteo com reduzido teor de lactose e com eventuais
caracteristicas simbioticas, que propicie um consaércio entre prebidticos — no presente caso, 0S
GOS - e as culturas probioticas, estd associada a essa nova realidade no mercado de

alimentos, vinculada a obtencéo de biomoléculas de interesse nutracéutico.

Na etapa experimental do presente trabalho foi aplicado o conceito de Bioprocesso
Simultaneo Defasado (BSD), desenvolvido no Laboratério de Engenharia de Bioprocessos da
FURG, que procurou conjugar fermentacdo lactica e catélise enzimatica, defasando a
aplicacdo da enzima no tempo em relacdo ao inicio da fermentacdo (MARTINS et al., 2011;
MARTINS et al., 2012).

A etapa teorica do presente trabalho buscou desenvolver modelos matematicos de
cinética enzimética com énfase na identificacdo e representacdo do efeito de inibicdo, partindo

da proposta da cinética classica de Michaelis-Menten.

Um modelo matematico é uma representacao abstrata que usa a linguagem matematica
para descrever o comportamento de um sistema real. Os modelos matematicos sdo usados
especialmente nas ciéncias naturais e nas engenharias, mas também nas ciéncias sociais (tais
como economia, sociologia e ciéncia politica). Modelos matematicos podem assumir muitas
formas, incluindo sistemas dinamicos, modelos estatisticos, equacdes diferenciais, entre
outros (SEBORG, 1989).

Na modelagem matematica para conversdo da lactose, em um processo de hidrélise e
transgalactosilagdo conduzido a partir da enzima B-galactosidase, parte-se da cinética de
Michaelis-Menten que descreve a velocidade de reacdo enzimatica na condicdo em que a
concentracdo de substrato é superior a concentracdo da enzima e a soma das concentracGes da
enzima e dos complexos enziméticos formados se mantém constante ao longo do tempo de
processamento (CHEN et al., 2003; KIM et al., 2004; JURADO et al., 2004; NERI et al.,
2009).

Um traco comum entre a maioria dos trabalhos que apresentam modelos matematicos
para conversdo da lactose e sintese de galacto-oligossacarideos (GOS) € a omissao intencional
da etapa de inibicdo para a solu¢do do modelo. Alguns autores exibem uma etapa de inibicéo

em seus modelos, mas retiram esta etapa na hora de comparar o modelo com valores
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experimentais, argumentando que a etapa de inibicdo poderia ser negligenciada para a solugéo
do processo no estado estacionario (NERI et al., 2009; RODRIGUEZ-FERNANDEZ et al.,
2011).

As solucBes para o problema geral da cinética enzimatica no estado estacionario tém
sido limitadas na ajuda aos pesquisadores, tendo em vista que os modelos gerados ndo se
ajustam adequadamente as observacdes experimentais. Os inibidores sdo tradicionalmente
caracterizados a partir do pressuposto de equilibrio, no estado estacionario, entre 0 complexo
enzimatico de reacdo e o substrato. Segundo Fange e colaboradores (2011), o referido

pressuposto seria valido apenas para enzimas muito ineficientes.

As solugbes para o0s sistemas de equacOes diferenciais ordinarias (EDOS)
representativos dos modelos cinéticos, quando da abordagem teorica do presente trabalho,
serdo apresentadas a partir de um processo genérico — também denominado processo
pictorico.

O referido processo genérico, ou pictorico, objetiva comparar resultados de modelos
distintos, sob a perspectiva de um comportamento que permita uma adequada visualizacao
grafica das respostas. Para tanto, parte do pressuposto da construcdo de uma figura composta
por dois (2) graficos: um grafico superior, mostrando a variacdo da enzima livre e dos
complexos enzimaticos; um grafico inferior, mostrando a variacdo do substrato e do(s)

produto(s).

O processo genérico fixa o valor numérico da concentracdo inicial do substrato como
sendo superior em dez (10) vezes ao valor numérico da concentracdo da enzima, com a
intencdo de visualizar, na resposta ao final do tempo de processo, a existéncia de eventual
convergéncia da soma dos valores do substrato e do(s) produto(s) ao valor de referéncia, ou
seja, a concentracdo inicial do substrato. As constantes cinéticas assumem um valor unitario
(1) e o tempo de processamento serd o suficiente para uma adequada visualiza¢do de todo o

processo.

A solucdo dos modelos, tanto na condi¢do do processo genérico quanto na comparacao
com resultados experimentais, estad descrita em rotinas e sub-rotinas elaboradas para aplicacdo

no Matlab®, mostradas no Apéndice do presente trabalho.
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1.2. Objetivos

1.2.1. Objetivo geral

O presente trabalho tem por objetivo o estudo da conversdo da lactose e da sintese de
galacto-oligossacarideos usando bioprocesso simultaneo defasado, bem como a elaboracéao de
um novo modelo matematico, baseado na cinética de Michaelis-Menten, que possa ser

aplicado aos processos enziméticos de conversédo da lactose.

1.2.2. Objetivos especificos

v" Avaliar a conversao da lactose e a sintese de GOS em bioprocesso simultaneo defasado
(BSD), a partir de leite em pd reconstituido e usando uma mistura de duas enzimas

comerciais que atuam em diferentes faixas de pH.

v Propor um novo modelo matematico que descreva o processo de inibicdo reversivel,

baseado na cinética de Michaelis-Menten e aplicado a hidrdlise de dissacarideos.

v" Propor um novo modelo matematico que descreva a cinética de conversdo da lactose e

sintese de galacto-oligossacarideos em processo enzimatico.

v' Construir a solucdo numérica dos modelos a partir de uma rotina computacional que
estabeleca e apresente todos os parametros de avaliacdo do ajuste as respostas
experimentais e que prescinda do uso de rotinas ou mddulos computacionais que ndo

possam ser checados.

v" Aplicar o modelo elaborado as condic6es experimentais conhecidas, avaliando o ajuste do

modelo aos resultados experimentais obtidos.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Oligossacarideos

Os oligossacarideos sdo definidos estritamente como sendo carboidratos que contém
entre 02 (dois) e 10 (dez) monossacarideos, covalentemente ligados através de ligacGes
glicosidicas (MEHRA e KELLY, 2006).

Os oligossacarideos ndo digeriveis (NDO) ocorrem naturalmente em muitos alimentos
e em tecidos vegetais, bem como sdo sintetizados no metabolismo de animais e micro-
organismos. As propriedades bioldgicas e fisico-quimicas de seus componentes tém sido
relatadas como equivalentes as fibras dietéticas, associando sua acdo fisioldgica com
importantes aspectos da satde humana (TUNGLAND e MEYER, 2002). Os oligossacarideos
podem ser obtidos por extracdo de tecidos vegetais, por fermentacdo microbiana, por catalise
enzimatica ou por reacdo quimica (MUSSATO e MANCILHA, 2007).

Dentre os oligossacarideos destaca-se a inulina, cujo uso em alimentos e os efeitos
fisiolégicos associados aos seres humanos tém sido estudados nas Gltimas décadas. A inulina
é reserva de carboidrato em muitas plantas dicotileddneas. Atualmente é produzida via
extracdo em raizes de chicoria e de outros vegetais (RUPEREZ, 1998).

A oligofrutose é um oligossacarideo importante na industria de alimentos funcionais,
sendo formado por 2 a 4 unidades de frutose ligadas a um residuo terminal de glicose
(PASSOS e PARK, 2003). O termo fruto-oligossacarideos (FOS) descreve moléculas
formadas por adigdo enzimética de frutose a sacarose pela enzima B-frutosidase. S&o
formados compostos como 1-kestose, nistose e frutofuranosil nistose, entre outros, em que as
unidades de frutosil estdo adicionadas a sacarose por ligacdo glicosidica tipo [B-2,1
(TUNGLAND e MEYER, 2002).

Os galacto-oligossacarideos (GOS) séo formados pela transgalactosilacdo da galactose
por acdo da enzima [B-galactosidase, a partir de substratos ricos em lactose (MAHONEY,
1998). A rafinose (a-galacto-oligossacarideo) é obtida de extracdo vegetal, em especial a
partir da soja. Os xilo-oligossacarideos sdo obtidos pela hidrdlise parcial de polixilanos
realizada pela PB-xilanase. Os glico-oligossacarideos sé@o obtidos por transglicosilacdo da
glicose via a-glicosidase (TUNGLAND e MEYER, 2002).
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2.2. Oligossacarideos no leite

Entre os oligossacarideos presentes no leite destacam-se os que estdo contidos no leite
humano, chamados de HMO (da sigla em inglés, oligossacarideos do leite humano). Desde 0s
anos 50 do século passado os HMO tém sido estudados como fatores de promocgédo e
crescimento da flora Bifidus em criancas. Estudos recentes associam os oligossacarideos do
leite humano a reducdo da adesdo de leucocitos em paredes endoteliais, 0 que indicaria um
efeito imuno regulador desses carboidratos (KUNZ e RUDLOFF, 2006). Esse efeito ocorre
devido as semelhancas estruturais dos oligossacarideos do leite humano com as glicoproteinas
que formam a parede celular da mucosa (BENGMARK e ORTIZ DE URBINA, 2005).

O leite humano possui cerca de 7% de carboidratos em sua composicdo sendo a
lactose responsavel por aproximadamente 90% desse total. Uma variedade de 130 diferentes
tipos de oligossacarideos, derivados da lactose, forma uma complexa mistura de diferentes

combinagfes, com uma concentracao que varia entre 5 e 8 g/L.

Os trés principais oligossacarideos do leite humano séo: B-D-galactopiranosil-(1—3)-
B-D-galactopiranosil-(1—4)-p-D-glicopiranose (chamado de 3’-galactosil lactose); B-D-
galactopiranosil-(1—4)-p-D-galactopiranosil-(1—4)-B-D-glicopiranose (cujo nome usual é
4’-galactosil  lactose) e [B-D-galactopiranosil-(1—6)-B-D-galactopiranosil-(1—4)-p-D-
glicopiranose (chamado de 6’-galactosil lactose), cujas estruturas séo diferenciadas pelo tipo

de ligacdo glicosidica, respectivamente 3-1,3, B-1,4 e 3-1,6.

O efeito de barreira que os oligossacarideos propiciariam junto a superficie da mucosa
do intestino humano, contribuindo para minimizar a invasdo e colonizacdo de micro-
organismos indesejveis a esse 0rgdo vital, é citado como sua principal acdo benéfica para a
satde humana (FOOKS e GIBSON, 2002).

Estudos feitos especificamente com oligossacarideos do leite humano mostraram um
efeito sistémico de interacdo entre leucdcitos e parede endotelial, 0 que indica que esses
carboidratos contribuem para a reducdo de doencas inflamatérias em criangas que se
alimentam do leite materno (KUNZ e RUDLOFF, 2006).

Um importante estudo indicou que oligossacarideos associados a medicamentos

“antiadesivos” foram usados de forma experimental em coelhos e ratos para reduzir os efeitos
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da acdo de Streptococcus pneumoniae e Haemophilus influenzae na mucosa do trato
respiratorio (RIVERO-URGELL e SANTAMARIA ORLEANS, 2001).

Em um estudo recente numa avaliacdo randomizada e duplo cego controlado com
placebo, foi verificado que a aplicacdo de oligossacarideos ndo reduziu a incidéncia de S.
pneumoniae e H. influenzae em 500 criangas saudaveis, indicando ser necessario avangar nos
estudos sobre o efeito antiadesivo dos oligossacarideos no trato respiratorio humano (KUNZ e
RUDLOFF, 2006).

A Tabela 1 apresenta a relacdo entre a quantidade de lactose e de oligossacarideos em

leites de diferentes origens.

Tabela 1. Quantidade de lactose e oligossacarideos em leites de diferentes origens

Origem Lactose (g/L) Oligossacarideos (g/L)
Caprino 45 0,25-0,30
Bovino 48 0,03-0,06
Ovino 48 0,02 -0,04
Humano 68 5-8

Fonte: Martinez-Ferez et al. (2006)

2.3. Galacto-oligossacarideos (GOS)

Os GOS séo produzidos a partir da lactose por atividade de transgalactosilagéo da
enzima [-galactosidase. A enzima [-D-galactosidase galactohidrolase (E.C.3.2.1.23),
designada usualmente como [-galactosidase, é igualmente responsavel pela reagdo de
hidrélise da lactose, formando galactose e glicose. A -galactosidase possui afinidade similar

tanto para hidrolisar a lactose quanto para trangalactosilar a galactose (JURADO et al., 2002).

A formagdo de GOS ocorre a partir de um substrato rico em lactose, notadamente o
leite, 0 soro de leite ou uma mistura entre ambos. O acréscimo de soro de leite a uma base
lactea que serve de substrato a acdo da 3-galactosidase implica no aumento da disponibilidade
de lactose no meio, no incremento de proteina e na reducdo da atividade de dgua. A taxa de
conversdo da lactose aumenta com o incremento da concentracédo inicial do substrato, tendo

em vista o efeito de reducéo da atividade de 4gua na solucdo (PESSELA et al., 2003).
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A lactose (4-o-p-D-galactopiranosil-D-glicose) possui duas formas em equilibrio
mutarrotacional, em decorréncia do tipo de ligacdo glicosidica entre os seus monémeros de
galactose e glicose. A B-lactose possui ligacdo do tipo B-1,4 e a a-lactose possui ligacdo do
tipo a-1,4. As vantagens de obter um derivado lacteo com reduzido teor de lactose, segundo
Jurado et al. (2002), sédo:

v" Obtencdo de produtos aptos ao consumo para grupos populacionais intolerantes a

lactose;

v' Formacdo de substancias que favorecem o crescimento de microflora intestinal

desejaveis a salde humana, precisamente o0s galacto-oligossacarideos;

v Obtencdo de melhores caracteristicas tecnoldgicas em derivados lacteos, tais como
melhor solubilidade e reducdo de riscos de cristalizacdo em sorvetes, doce de leite e

leite condensado;

v Obtencdo de melhores caracteristicas reolégicas como a melhor textura e a maior
cremosidade, em especial na reducdo do ponto de congelamento de sorvetes;

v" Obtencdo de melhores caracteristicas sensoriais em derivados lacteos, tais como o

incremento no poder dulgor, via acdo dos monossacarideos glicose e galactose;

v Formacdo de monossacarideos que auxiliam no metabolismo do fermento em produtos

fermentados, como iogurtes e bebidas lacteas;

v" Reducdo da probabilidade de ocorréncia da reacdo de Maillard, pois os galacto-

oligossacarideos obtidos ndo atuam como agucares redutores;

v Maior biodegradabilidade dos efluentes da industria lactea.

A ligacdo entre unidades de galactose, ou seja, a eficiéncia da transgalactosilacéo e o0s
tipos de componentes gerados no produto final dependerdo da enzima e das condigdes de
reacao (GU, 1999).

A mistura de GOS seria formada desde dissacarideos até hexassacarideos. A baixa
efetividade da p-galactosidase em produzir oligossacarideos de maior peso molecular é
explicada pela competitividade da transgalactosilacdo da galactose com a hidrolise da lactose,

quando da catalise enzimatica em substratos ricos em lactose. A reagdo de transgalactosilacdo
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sera menos efetiva quanto maior o peso molecular do oligossacarideo aceptor, o que
explicaria a maior formacdo de di, tri e tetrassacarideos em compara¢do com oligbmeros
maiores (MAHONEY, 1998). A Figura 1 sugere as rotas de conversdo de lactose a partir da

enzima (-galactosidase.

Figura 1 — Rotas enzimaticas de conversao da lactose por -galactosidase

H
H H __-OH
HO \‘%/T .
HoO !
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Lactose Galactose Glicose

oy UH
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Fonte: Martins e Burkert (2009)

Preparados comerciais de galacto-oligossacarideos sao misturas de diferentes espécies
de oligossacarideos com aproximadamente 55% destes compostos em sua constituicdo, em
torno de 20% de lactose e de 20% de glicose e uma pequena quantidade de galactose. Os GOS
sdo muito estaveis a condicBes adversas de pH e temperatura. Resistem a 160°C por 10 min
em pH neutro ou a 120°C por igual tempo em pH 3. Em pH 2 chegam a resistir até a 100°C
por 10 min. Nesta condicdo a degradacdo da sacarose seria superior a 50% (SAKO et al.,
1999).

Para Goulas et al. (2007), o incremento da concentragdo de glicose e galactose no meio
reacional favoreceu a formacgdo dos GOS a partir de enzima obtida de Bifidobacterium
bifidum, desde o inicio da catalise até atingir-se um méaximo, a partir do qual ocorreu um
decréscimo na atividade de transgalactosilagdo. A Figura 2 representa a [-galactosidase

obtida de Kluyveromyces lactis.
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Figura 2 — Representacdo da estrutura da enzima p-galactosidase obtida de K. lactis

Fonte: Pereira-Rodriguez et al. (2010)

2.4. Intolerancia a lactose

A lactose € hidrolisada em seus monémeros galactose e glicose no organismo humano
por uma enzima chamada lactase. A lactase € uma enzima diretamente acoplada a mucosa
intestinal humana e é também denominada lactase florizina hidrolase (E.C.3.2.1.108). Trata-
se de uma molécula complexa que tém a habilidade de catalisar tanto as reacOes efetuadas
pela E.C.3.2.1.23 (B-galactosidase) quanto as reacdes efetuadas pela E.C.3.2.1.62
(glicosilceramidase) (SWALLOW, 2003).

A lactase esta ancorada na membrana intestinal por sua extremidade C-terminal, com a
maior parte da molécula projetada para o limen do tubo digestivo humano. E uma grande
glicoproteina com dois sitios ativos que podem catalisar a hidrdlise de uma variedade de -
glicosideos, incluindo florizina, glicosideos flavondides e -galactosideos, além da propria
lactose (SWALLOW, 2003).

A atividade de lactase ¢ maior e vital durante a primeira fase da infancia dos
mamiferos, quando o leite é a principal fonte nutricional do individuo. No homem, como em
muitos mamiferos, a atividade de lactase reduz apos a fase inicial da vida. Porem, em alguns
grupos populacionais humanos que possuem o habito alimentar continuado de consumo do
leite, surge o que se denomina de “lactase persistente”. Pessoas que possuem essa capacidade
podem usualmente digerir alto contetdo de lactose, ao contrario dos individuos que séo

denominados intolerantes a lactose. As caracteristicas que envolvem o declinio da atividade



26

da lactase nos humanos sdo estritamente genéticas (SWALLOW, 2003). A intolerancia a
lactose € pouco comum em criancas de origem caucasiana (brancos originarios da Europa),
ocorrendo em maior frequéncia em criancas de outras origens, como africanos, asiaticos,
aborigenes da Oceania e amerindios (ROBERFROID e DELZENNE, 1998).

Na populagédo adulta humana os indices de intolerancia a lactose séo elevados, sendo
estimados em 70% na América do Sul e Africa, podendo chegar a proximo de 100% em
alguns paises da Asia, como na China e na Tailandia. Na Europa a intolerancia a lactose é
menor nos paises escandinavos, em especial na Suécia e na Dinamarca, crescendo nas
direcdes sul e leste do continente. Entre os suecos é de cerca de 2%, chegando a 70% nos
italianos da Sicilia. Nos EUA a intolerdncia a lactose prevalece nas comunidades
afrodescendentes em cerca de 80% e chega a 53% em descendentes de latinos com origem
pré-hispanica. Nos norte-americanos descendentes de caucasianos a intolerancia atinge apenas
15% da populacgéo, enquanto que nos amerindios descendentes das comunidades originais da
Ameérica do Norte a incidéncia atinge quase 100% (SWALLOW, 2003).

N&o existem dados oficiais sobre o percentual de brasileiros que sofrem desse
problema, no entanto estima-se em mais de 58 milhdes a populacdo intolerante a lactose
(CUNHA et al., 2007).

Pereira Filho e Furlan (2004) avaliaram a distribuicdo de individuos com intolerancia
a lactose na populacdo de Joinville (SC), estudada a partir de distribuicdo de sexo e de faixa
etaria baseada no senso de 2000, a partir de um laboratério de referéncia do sistema de salde
do referido municipio. Os autores concluiram que 44,11% dos individuos avaliados eram
intolerantes, 18,29% eram limitrofes, ou seja, mal absorvedores de lactose, e apenas 37,60%
eram normais, ditos capazes de absorver 2 g de lactose por kg de massa corpérea ao dia, sem
ultrapassar o limite maximo diério de 50 g de ingestdo desse carboidrato. Considerando o
somatdrio entre individuos intolerantes e limitrofes, tém-se 62,4% de incidéncia desse

problema em uma cidade com indicadores sdcio econdmicos superiores a média do pais.

2.5. Processos de conversao da lactose

As enzimas comerciais disponiveis no mercado tém, em geral, seu intervalo de acdo
préximo ao pH neutro (7,0 — 6,5), sendo obtidas de leveduras Kluyveromyces spp., ou atuam

no pH acido (5,5 — 4,5), sendo obtidas de bolores Aspergillus spp. Sua aplicacdo na reducéo
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da concentracdo de lactose em derivados lacteos é amplamente conhecida (ABU-REESH,
2000; JURADO et al., 2004).

A adicdo de B-galactosidase na fabricacdo de fermentados lacteos ocorre, usualmente,
em diferentes estagios. A Figura 3 representa o processo convencional de elaboragdo de
fermentado lacteo com reduzido teor de lactose, ocorrendo em processamento em dois
estagios: em primeiro lugar, a catalise enzimatica e, na sequéncia, a fermentacdo. Uma
alternativa para reduzir o elevado tempo de contato da etapa enzimatica nesse processo é usar
sistemas que concentrem a lactose, em geral a partir de filtragdo em membranas (MARTINS
etal., 2011).

Figura 3 — Processo convencional de conversédo da lactose em fermentados lacteos
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(T, = tratamento prévio do substrato; T, = tratamento final do substrato)
Fonte: Martins et al. (2011)

A concentracdo do substrato propicia uma maior agilidade na comparacdo com o
processo tradicional, no entanto o investimento em imobilizado é uma importante restricéo.
Na prética, sistemas que operam por concentragdo previa do substrato acontecem em trés
estagios: concentracdo; biocatalise e fermentacdo (MARTINS et al., 2011; MARTINS et al.,
2012).

2.6. Bioprocesso Simultaneo Defasado (BSD)

O principal resultado que se busca em um bioprocesso simultaneo defasado (BSD),
onde biocatalise e fermentacéo se associam, é superar 0s inconvenientes do processo em dois
ou mais estagios (MARTINS et al., 2011; MARTINS et al., 2012).
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A técnica de BSD foi desenvolvida no Laboratorio de Engenharia de Bioprocessos da
FURG, com o objetivo de avaliar a possibilidade de associacdo da fermentacéo e da catalise

enziméatica em uma Unica etapa de processamento.

A Tabela 2 apresenta uma comparacao entre os métodos de elaboragdo de fermentados

lacticos com baixo teor de lactose.

Tabela 2. Processos para obtengédo de fermentado lacteo com baixo teor de lactose

Processo Estagios Equipamento Extra Tempo de Processo
Convencional 2 Nenhum Catalise (30 h) + Fermentacao
Substrato concentrado 3 Concentrador Catalise (3 h) + Fermentacéo
BSD 1 Nenhum Fermentagdo

Fonte: Martins et al. (2011)

Verifica-se na Tabela 2 que o limitante para o tempo de processo no BSD sera apenas
0 tempo de fermentacdo. No processo convencional, onde ocorre inicialmente uma catalise
enzimética tendo o leite fluido como substrato, o tempo de processamento tende a ser
significativamente elevado. No processo em que o leite € previamente concentrado, antes da

etapa de catalise, existe a necessidade de investimento em um concentrador.

A ideia do Bioprocesso Simultaneo Defasado (BSD), para aplicacdo na elaboracédo de
fermentados lacticos de baixo teor de lactose, foi desenvolver uma técnica de processamento
em etapa Unica, com reducdo no tempo de processo e sem necessidade de investimentos em
imobilizado (MARTINS et al., 2011; MARTINS et al., 2012).

2.7. Cinética da conversdo enzimatica da lactose e sintese de GOS

Para proceder a avaliacdo das diferentes perspectivas de inibicdo, faz-se necessario,
inicialmente, uma abordagem sobre a cinética classica de Michaelis-Menten aplicada a um

processo de catalise generico, conforme descrito no Esquema 1, onde as constantes k,, k , e

k, sdo as taxas de velocidade destas reacdes. Os demais componentes séo: a concentragéo de



29

enzima, E; a concentracdo de substrato, S ; a concentracdo do complexo enzima substrato,

ES ; a concentragéo do produto, P .

Esquema 1 — Modelo cinético classico de Michaelis-Menten

N

K k,
E+S<—k—>ES——>E+P

1
-

Na modelagem matemética das reacdes anteriores sdo obtidas as variagbes do

substrato, da enzima, do produto e do complexo enzimatico, conforme segue:

‘Z—'tz= k,ES —k (E-S) +k,ES (1)
dES

5 =Ki(E )~k ES —k.ES ()
ds

o KBS K (E9) (3)
dP

= KES 4
a7’ 4)

Para a solucdo das equacdes diferenciais ordinarias (EDOs) do sistema ndo linear
descrito acima, a principal exigéncia diz respeito a estrita observacdo a Lei de Conservacdo de

Massas para a enzima e o complexo, através da expressao abaixo:

&E LIS _d(EiEs)=0 ()
dt - dt ot

Na solucdo do modelo do Esquema 1, o complexo de reagdo ES € formado
imediatamente no inicio da reacdo e, apés, decresce desde um valor inicial muito préximo ao
valor nominal da enzima até zero.
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Numa parte expressiva do tempo de processo a variagdo da concentracdo desse
complexo é pequena, indicando a possibilidade de considerar-se, nesse segmento do tempo de

processo, 0 estado como estacionario ou ‘quase estacionario’, ou seja:

dES

t

11

0 (6)

Na Figura 4 é mostrada uma resposta esquematica do modelo cinético de Michaelis-
Menten com a representacdo do intervalo de processo onde se indica a existéncia do estado
estacionario, especificamente na variacdo da enzima livre e do complexo enzimatico de

reacao.

Figura 4 — Representacdo esquematica da resposta do modelo de Michaelis-Menten

|«— Estado Estacionirio —»

Concentracio

Tempo

Fonte: adaptado de Copeland (2000)

Os trabalhos disponiveis na literatura, via de regra, tratam a resolucdo da etapa de
inibicdo a partir desse pressuposto do estado estacionario ou ‘quase estacionario’, apontando
um presumido equilibrio entre a formagdo e a dissociacdo do complexo enzima substrato
(TZAFRIRI e EDELMAN, 2007; STOLERIU et al., 2004; RECHT et al., 2009; BAKALIS et
al., 2012).
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CAPITULO 1Il

DESENVOLVIMENTO DO TRABALHO



32

3. DESENVOLVIMENTO DO TRABALHO

O presente trabalho foi desenvolvido no formato de quatro (4) artigos, sendo o
primeiro uma abordagem experimental a partir da aplicacdo de Bioprocesso Simultaneo
Defasado e os demais referentes ao desenvolvimento e a aplicacdo de modelos matematicos.

Os titulos dos artigos sdo apresentados a seguir:

Artigo 1: APLICACAO DE BIOPROCESSO SIMULTANEO DEFASADO (BSD) NA
OBTENCAO DE GALACTO-OLIGOSSACARIDEOS (GOS) E SEUS EFEITOS NA
CONVERSAO DA LACTOSE.

Artigo 2: PROPOSTA DE INIBICAO PARA O MODELO CINETICO CLASSICO DE
MICHAELIS-MENTEN NO ESTADO TRANSIENTE E SUA APLICACAO AO
PROCESSO ENZIMATICO DE HIDROLISE DE DISSACARIDEOS.

Artigo 3: MODELO MATEMATICO PARA A CINETICA DE CONVERSAO DA
LACTOSE E SINTESE DE GALACTO-OLIGOSSACARIDEOS (GOS) COM INIBICAO
PELA GLICOSE E PELA GALACTOSE.

Artigo 4: MODELO MATEMATICO APLICADO A CONVERSAO DA LACTOSE E
SINTESE DE GALACTO-OLIGOSSACARIDEOS (GOS).
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Artigo 1

APLICACAO DE BIOPROCESSO SIMULTANEO DEFASADO (BSD) NA
OBTENCAO DE GALACTO-OLIGOSSACARIDEOS (GOS) E SEUS EFEITOS NA
CONVERSAO DA LACTOSE

Resumo: Em bioprocesso simultdneo conduzido a partir de micro-organismos probioticos e
através da adicdo de enzimas B-galactosidases, aplicadas com defasagem no tempo em relagéo
ao inicio da fermentacdo, avaliou-se a conversdo da lactose e a formacdo de galacto-
oligossacarideos (GOS). A fermentacdo foi conduzida a partir de cultura lactica contendo dois
micro-organismos probiéticos, Bifidobacterium animalis e Lactobacillus acidophilus,
associados aos micro-organismos caracteristicos de um iogurte, Lactobacillus bulgaricus e
Streptococcus thermophilus. Foi utilizado um preparado enziméatico contendo J3-
galactosidases de origens distintas, obtidas de Kluyveromyces lactis e de Aspergillus niger. O
bioprocesso simultaneo defasado (BSD) foi conduzido fixando a concentracdo inicial de
lactose e variando a concentracdo de enzima e o seu tempo de adicdo em relagdo ao inicio da
fermentacdo, caracterizando uma defasagem na aplicacdo da enzima com respeito a adi¢ao da
cultura latica. Os resultados indicaram um impacto positivo do BSD na obtencdo de GOS,
demonstrando que o aumento do tempo de defasagem na aplicacdo da enzima contribuiu para
maximizar essa resposta, atingindo 4,9 g.L™}, e para minimizar a tendéncia da -galactosidase
hidrolisar esses carboidratos ao longo do processo. Com respeito a concentracdo de lactose, o
efeito do BSD foi negativo e indicou que a reducdo no tempo de contato da enzima implicou

na menor reducdo do teor deste carboidrato (31,9%).
Palavras chave: catalise enzimatica, conversdo da lactose, fermentacéo lactica, GOS.

INTRODUCAO

As pesquisas em processos para conversdo da lactose usando tecnologia enzimatica
sempre tiveram como objetivo o desenvolvimento de produtos com baixo teor deste
dissacarideo, seja para consumo de individuos intolerantes ou para evitar caracteristicas

tecnoldgicas indesejaveis, como a cristalizacéo deste carboidrato (JURADO et al., 2002).
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A intolerancia a lactose atinge cerca de 70% da populagdo mundial adulta, com um
impacto expressivo nos povos originarios da Africa, Asia, América e Oceania, e seus
respectivos descendentes, onde esses patamares podem ser superiores a 90% (SCHAAFSMA,
2008; SWALLOW, 2003).

As enzimas comerciais disponiveis no mercado tém, em geral, seu intervalo de acdo
préximo ao pH neutro (6,5 — 7,0), sendo obtidas de leveduras Kluyveromyces spp., ou atuam
no pH acido (4,5 — 5,5), sendo obtidas de bolores Aspergillus spp., com sua aplicacdo na
reducdo do teor de lactose em derivados lacteos sendo amplamente conhecida (ABU-REESH,
2000; JURADO et al., 2004).

A adicdo de B-galactosidase na fabricacdo de fermentados lacticos de baixo teor de
lactose ocorre, usualmente, em diferentes estadgios. No processo convencional, ocorre
inicialmente a catalise enziméatica em um substrato mantido em pH entre 6,5 e 6,8. O
substrato com reduzido teor de lactose vai, entdo, para a segunda etapa do processamento
onde ocorre a aplicacdo da cultura lactica e o inicio da fermentacdo. Uma alternativa para
reduzir o elevado tempo de contato da etapa enziméatica nesse processo € usar sistemas que

concentrem a lactose, em geral a partir de filtragdo em membranas (MARTINS et al., 2011).

O principal resultado que se busca em um processo simultdneo, onde catalise e
fermentacdo se associam, é superar 0s inconvenientes do processamento em dois ou mais
estagios. No presente trabalho foi utilizada a técnica do Bioprocesso Simultaneo Defasado
(BSD), a partir de B-galactosidase de diferentes origens, associando a enzima obtida de
Kluyveromyces lactis, que atua preferencialmente em pH acima de 6, com a enzima obtida de
Aspergillus niger, que atua preferencialmente em pH abaixo de 5,5 (MARTINS et al., 2011).

Segundo Fooks e Gibson (2002), os oligossacarideos agem como fibras que
proporcionam efeito positivo na composi¢do da microbiota intestinal humana, potencializando
seus efeitos quando consumidos associados a micro-organismos probioticos, como
Lactobacillus spp. e Bifidobacteria spp. Para Roberfroid (2007), somente os fruto-
oligossacarideos (FOS) e os galacto-oligossacarideos (GOS), dentre os oligossacarideos,

possuem caracteristicas comprovadamente prebidticas.

A formagéo de GOS ocorre a partir de um substrato rico em lactose submetido a acéo
de B-galactosidase. A enzima tanto pode hidrolisar a lactose, formando galactose e glicose,
qguanto transgalactosilar a galactose, formando galacto-oligossacarideos (MARTINS e
BURKERT, 2009).
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O presente trabalho objetiva avaliar a formagdo de GOS e a conversdo da lactose em
Bioprocesso Simultdneo Defasado (BSD), onde a enzima € adicionada apds o inicio da
fermentacdo. Tal estratégia visou minimizar o efeito de hidrolise dos GOS ao longo do
processamento (MARTINS et al., 2011; MARTINS et al., 2012).

MATERIAL E METODOS

Substrato

O substrato foi composto por uma base lactea formada apenas por leite em pé integral
Danby® (Cosulati, Brasil) e agua destilada, com uma concentragdo inicial de lactose
aproximadamente igual a 90 g.L™". O substrato sofreu prévio tratamento térmico a 90 + 1°C

por 5 £ 1 min, para desnaturar a proteina e minimizar riscos de contaminacao microbiologica.
Enzima

Foi utilizada a enzima comercial Lactomax Flex® (Prozyn, EUA), trata-se de uma
formulacdo liquida composta por B-galactosidases obtidas de Kluyveromyces lactis e de

Aspergillus niger.
Cultura lactica

O fermento comercial utilizado foi o ABY-3® (Chr Hansen, Dinamarca). Esta cultura
lactica liofilizada é fornecida em uma embalagem Unica contendo 0s seguintes micro-
organismos: Lactobacillus bulgaricus, Streptococcus thermophilus, Bifidobacterium animalis
e Lactobacillus acidophilus. Por indicacdo do fabricante, a quantidade de fermento contida na
embalagem foi adicionada em 500 mL de leite desnatado UHT e acondicionada em frascos
esterilizados. O indculo foi guardado refrigerado, tendo sido dosado 4 mL em cada batelada
de 2 L de substrato.

Planejamento experimental

Foi realizado um delineamento composto central rotacional (DCCR) 2%, com uma
repeticdo no ponto central, onde as varidveis estudadas foram: concentracéo inicial de enzima
(E) e o tempo de defasagem na aplicacdo da enzima em relagdo ao inicio da fermentacéo (t).
As respostas avaliadas foram as concentracOes de lactose (L), de galacto-oligossacarideos
(GOS ), de glicose (Gu ) e de galactose (Ga). A matriz do planejamento experimental é

apresentada na Tabela 1. Um ensaio controle foi realizado sem a adicdo de enzima. Para
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avaliar a eventual hidrolise de galacto-oligossacarideos ao longo do tempo de processamento
foram coletadas amostras intermediarias nos diferentes ensaios. Os resultados experimentais

foram tratados através do programa Statistica® 5.0.
Bioprocessos

Os bioprocessos foram conduzidos em um fermentador de bancada Biostat® (B Braun,
Alemanha) com capacidade para 2 L. A temperatura foi mantida em 43°C até atingir-se o pH

4,70 quando, entdo, o processamento foi cortado via resfriamento rapido.
Determinacdes analiticas

A identificacdo e a quantificacdo de lactose, de galacto-oligossacarideos, de glicose e
de galactose, foi via cromatografia liquida de alta eficiéncia com pulso amperométrico de
deteccdo (HPLC-PAD). A cromatografia foi realizada empregando uma coluna Carbopac PA1
(4 x 250mm) com uma pré-coluna PAL (4 x 50 mm), na temperatura de 22 a 24°C, usando
uma bomba gradiente GP-50, um detector eletroquimico ED40 e o software Peaknet (Dionex,
EUA). A eluicdo ocorreu utilizando-se NaOH 20 mM, a uma taxa de 1,0 mL/min (MANERA
etal., 2012).

RESULTADOS E DISCUSSOES

A Tabela 1 apresenta os resultados de lactose, galacto-oligossacarideos, glicose e

galactose, avaliadas ao final dos ensaios do planejamento experimental.

O intervalo de variacdo da concentracdo enzimética e o tempo de defasagem da
aplicacdo da enzima em relacdo ao inicio da fermentacdo foram definidos a partir de

resultados que foram obtidos em trabalho anterior dos autores (MARTINS et al., 2011).

Foi calculada a converséo da lactose (C,) em todos os ensaios do presente trabalho,
segundo a equagdo 05, onde L, € o valor medido da lactose no inicio do processo e L. € 0

valor final da lactose. A Tabela 4 apresenta os valores de conversdo da lactose para 0s
ensaios.

C, =L'E—LF-100 (01)
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O melhor resultado de conversdo da lactose foi para a condicdo que associou
incremento na concentracdo de enzima (nivel +1) e redugdo na defasagem de seu tempo de
aplicacdo (nivel -1), resultando em mais de 63% de conversdo (ensaio 03). Na condicdo de
maior concentracdo final de GOS (ensaio 04), a conversédo da lactose foi um pouco superior a

54%. O resultado de conversdo da lactose (C,) para a amostra controle, onde ocorreu o

processo fermentativo sem a adicdo de enzima, foi de 13,5%.

Tabela 1. Matriz do planejamento experimental

Ensaio E (g.L'Y) t(min) L@@L"Y) Gu(gLY Ga(gL? GOS (gL C, (%)

01 ~1(0,16) -1 (60) 53,5 16,1 16,3 17 39,5
02 ~1(0,16)  +1(90) 58,6 12,4 15,5 2,3 36,8
03 +1(0,44) -1 (60) 33,1 26,1 24,6 35 63,1
04 +1(0,44)  +1(90) 40,5 22,7 21 4,9 54,6
05 0(03) -141(54) 36,9 24 23 3.2 58,5
06  -1,41(0,1)  0(75) 68,1 9,2 9,8 0,9 23,4
07 0(0,3)  +1,41(96) 49,2 17,3 18,2 4,7 45,4
08  +1,41(05)  0(75) 40,2 23,4 20,8 4,1 54,9
09 0(0,3) 0 (75) 44,8 20,3 20 3,5 49,7
10 0(0,3) 0 (75) 46,1 19,3 19,5 3,6 48,4

As concentracdes de lactose e de galacto-oligossacarideos foram avaliadas a partir de
analise de variancia (ANOVA) apresentada na Tabela 2. As variaveis que foram significativas
e preditivas em um intervalo de confianca de 95% (p < 0,05) sdo apresentadas nas equacdes
02 e 03. As variaveis que, no citado intervalo de confianga, ndo foram significativas e

preditivas foram agregadas ao erro da anélise de variancia.

Tabela 2. Analise de variancia para lactose e galacto-oligossacarideos

Fonte de Soma quadratica Graus de liberdade  Média quadratica F (calcutado)
Variagéo L GOS L GOS L GOS L GOs
Regressdo 987,05 14,29 3 3 329,02 4,76 67,8 79,3
Residuo 29,07 0,33 6 6 4,85 0,06
Total corrigido 1.631,13 12,26 9 9

L — F (abutado) 3. 6, 0.05 = 6,94; Coeficiente de correlagéo: R = 0,96

GOS — F (wabutado) 3, 6, 0.0 = 6,94; Coeficiente de correlagdo: R = 0,97
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A equacdo 02 apresenta o ajuste do modelo do DCCR aos dados experimentais para a

resposta galacto-oligossacarideos (GOS ).

GOS =3546+2,222-E—-1112-E* +1,065-t +0,367-t* +0,37-E - t (02)

A Figura 1 apresenta a superficie de resposta e a curva de contorno para a resposta

galacto-oligossacarideos (GOS ).

Os melhores resultados na formacdo de galacto-oligossacarideos a partir de
bioprocesso simultaneo defasado (BSD) indicaram que o aumento do tempo de defasagem (t)
contribui positivamente para 0 aumento da concentracdo de GOS. O aumento da concentragdo
de enzima (E) igualmente contribui para o incremento da concentracdo de GOS. Nesse
trabalho foi possivel obter valores entre 0,9 e 4,9 g.L™" de GOS através do bioprocesso

simultaneo defasado (BSD).

Figura 1 — Superficie de resposta e curva de contorno para GOS
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O trabalho de Toba et al. (1986) buscou obter GOS aplicando enzima obtida de
Aspergillus oryzae em um processo simultaneo a fermentacdo lactica com 8 h de duracdo. Os
autores encontraram até 15% de conversdo da lactose inicial em GOS até a 22 hora de
processamento. Esses valores cairam pela metade até o final da fermentacdo, indicando que a

propria enzima tende a hidrolisar os GOS formados.
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Martinez-Villaluenga et al. (2008) observaram formacdo de GOS em fermentados
l&cticos comerciais, com destaque para leite fermentado com bifidobactéria, indicando que as
enzimas exogenas das bactérias acido-lacticas (BAL) também podem formar e hidrolisar
oligossacarideos. Yadav et al. (2007) encontraram atividade de transgalactosilacdo em

fermentagdes conduzidas por diferentes lactobacilos.

A defasagem no tempo de adi¢do da enzima em relacdo a aplicagdo da cultura lactica
pode contribuir para minimizar o efeito de hidrolise de GOS, indicando a possibilidade de
estabelecimento de Bioprocesso Simultaneo Defasado (BSD) como técnica indicada para a
obtencédo de fermentados lacticos de baixa lactose e com concentracGes de GOS de interesse

comercial.

A equacdo 02 apresenta o ajuste do modelo do DCCR aos dados experimentais para a

resposta lactose (L ).

L =45463-19518-E +7,636-E2 +7,483 t (03)

A Figura 2 apresenta a superficie de resposta e a curva de contorno para a resposta

lactose (L ).

Figura 2 — Superficie de resposta e curva de contorno para lactose

Ligl™

Os melhores resultados na reducdo de lactose a partir de bioprocesso simultaneo
defasado (BSD) indicaram que o aumento da concentragdo de enzima (E) contribui
positivamente para a reducdo da concentracdo de lactose final. O aumento do tempo de

aplicacdo da enzima (t), ao contrario, contribuiu negativamente para a redugdo da
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concentracdo de lactose. A lactose ao final do processo variou entre 33,1 a 68,1 g.L*
(significando uma conversao entre 23,4 e 63,1%).

No trabalho de Toba et al. (1986), em que se obteve iogurte através de bioprocesso
simultaneo com [-galactosidase de Aspergillus oryzae, os autores obtiveram 64% de
conversdo da lactose em 8 h de processamento, adicionando a enzima junto com a cultura

latica.

Mais recentemente, Rodriguez et al. (2008) realizaram fermentacdo e catalise
simultanea utilizando leite de cabra como substrato e uma enzima obtida de Aspergillus
oryzae, aplicada juntamente com a cultura lactea, obtendo uma conversdo de até 82,6%

partindo de um substrato com concentracéo inicial de 44,2 g.L™ de lactose.

Na comparacdo com os resultados obtidos para galacto-oligossacarideos (GOS), é
possivel observar que o aumento da defasagem no tempo de aplicacdo da enzima, em relacéo
ao inicio da fermentacdo, é favoravel ao aumento da concentracdo de GOS e desfavoravel a

conversdo da lactose, ou seja, a reducdo da concentracao de lactose final.

As respostas concentracdo de glicose (Gu) e concentragdo de galactose (Ga),
medidas ao final dos ensaios, foram avaliadas a partir de analise de variancia (ANOVA)
apresentada na Tabela 3. As variaveis que foram significativas e preditivas em um intervalo
de confianca de 95% (p < 0,05) sdo apresentadas nas equacOes 04 e 05. As variaveis que, no
citado intervalo de confianca, ndo foram significativas e preditivas foram agregadas ao erro da

analise de variancia.

Tabela 3. Analise de variancia para glicose e galactose

Fonte de Soma quadratica Graus de liberdade  Média quadratica F (calculado)
Variagéo Gu Ga Gu Ga Gu Ga Gu Ga
Regressao 256,47 150,52 3 3 85,49 50,17 111 30,2
Residuo 4,60 9,98 6 6 0,77 1,66
Total corrigido 394,19 295,48 9 9

GU — F (abulado) 3, 6,005 = 6,94; Coeficiente de correlagéo: R = 0,97

Ga — F (tapulado) 3, 6, 005 = 6,94; Coeficiente de correlagdo: R = 0,91

A equacdo 03 apresenta o ajuste do modelo do DCCR aos dados experimentais para a

resposta galactose (Ga ) e a equacdo 04 para a resposta glicose (Gu ).
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Ga=19742+7,349-E—-3,759-E2 —28-t (04)
Gu=19795+10111- E —3,084-E? —4149-t (05)

A Figura 3 apresenta a superficie de resposta e a curva de contorno para a resposta

concentragéo de glicose e a Figura 4 para a resposta concentracdo de galactose.

Os resultados para glicose a partir de bioprocesso simultdneo defasado (BSD)
indicaram que o aumento da concentracdo de enzima (E) contribuiu positivamente para o
incremento na concentracdo de glicose. O aumento do tempo de aplicacdo da enzima (t)
contribuiu negativamente para o aumento da concentragdo de glicose, indicando um efeito
similar ao observado para a lactose. A concentragdo de glicose ao final dos ensaios variou
entre 9,2 e 26,1 g.L™

Figura 3 — Superficie de resposta e curva de contorno para glicose
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Os resultados para galactose (Ga ) a partir de bioprocesso simultaneo defasado (BSD)
indicaram um comportamento similar ao observado para glicose, como seria 0 esperado para
um processo de conversao enzimatica a partir da lactose. O aumento da concentracdo de
enzima (E) contribuiu positivamente para o incremento na concentracdo de galactose. O
aumento do tempo de aplicagdo da enzima (t) contribuiu negativamente para o aumento da
concentracéo de galactose. A concentragédo de galactose ao final dos ensaios variou entre 10,4
e251g.L™

O comportamento da glicose e galactose ao longo do bioprocesso simultaneo foi

similar aos observados em processos exclusivos de sintese enzimatica, como o do citado
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trabalho de Albayrak e Young (2002). Os referidos autores observaram a tendéncia de
incremento nas concentracdes de glicose e galactose ao longo do processamento.

Figura 4 — Superficie de resposta e curva de contorno para galactose
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A Figura 5 apresenta as cinéticas dos ensaios do planejamento experimental do
presente trabalho, onde foram tomadas cinco (5) amostras ao longo do processo, uma no
inicio e outra no final do processamento e mais trés (3) amostras intermediarias. Observa-se
na Figura 5 que ocorreu hidrolise de galacto-oligossacarideos em todos 0s ensaios, a excecao
do ensaio 04.

Pode-se observar no ensaio 03, correspondente a uma concentracao de enzima de 0,44
g.L" (nivel +1) e tempo de defasagem da enzima de 60 min (nivel -1), atingiu-se um valor
méximo de GOS de 4,6 g.L.™* em 3 h de processo, reduzindo sua concentragdo para 3,5 g.L™*
ao final do processo. A reducdo na concentracdo de GOS verificada no ensaio 03 significou
um recuo de aproximadamente 23,9% na quantidade de galacto-oligossacarideos produzidos
no citado ensaio. Tal fato pode estar associado a acéo hidrolitica da B-galactosidase sobre os
GOS, conforme relatado por outros autores (Martinez-Villaluenga et al., 2008; Lisboa et al.,
2012).

Entretanto, no ensaio 04, a concentracdo maxima de GOS (4,9 g.L™) foi observada ao
final do processo, ndo sendo verificado, portanto, hidrélise de GOS durante o processamento.
Comparando o ensaio 04 com o ensaio 03, a diferenca na condugéo do processo diz respeito a
maior defasagem no tempo de adicdo da enzima no primeiro, fato que pode ter contribuido

para minimizar os efeitos de hidrdlise de GOS.
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Figura 5 — Cinéticas dos ensaios experimentais
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O ensaio 04 foi 0 que associou a maior defasagem no tempo de adicdo da enzima
(nivel +1) com a maior concentracdo inicial deste catalisador (nivel +1). O resultado do
ensaio 04 indica que a aplicacdo de Bioprocesso Simultaneo Defasado (BSD) pode propiciar
uma condicdo que minimize os efeitos da hidrélise de GOS por acdo da propria B-

galactosidase.

CONCLUSOES

A adicdo de uma mistura de [-galactosidases de origens distintas e sua acéo
simultanea e defasada no tempo, ocorrida ao longo de fermentacdo conduzida por quatro

diferentes bactérias acido-l4cticas, tém seus resultados sumarizados como tendo propiciado:

v" Um impacto positivo sobre a conversao de lactose nos fermentados lacticos associada ao

incremento da concentracdo de enzima comercial utilizada;

v/ Um impacto negativo sobre a conversao da lactose nos fermentados laticos associada ao
incremento do tempo de defasagem na aplicacdo da enzima;

v' Uma tendéncia de maior obtencdo de GOS com a aplicacdo da enzima em um tempo
defasado em relacdo ao inicio da fermentacdo, indicando uma alternativa de obtencao

dessas biomoléculas em processos simultaneos de fermentacéo e catalise enzimatica;

v Uma formacdo de GOS que possui tendéncia em sofrer hidrolise ao longo do processo, por
acao da propria B-galactosidase adicionada, comportamento que tende a ser minimizado a

partir do aumento na defasagem da aplicacéo da enzima.
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Artigo 2

PROPOSTA DE INIBICAO PARA O MODELO CINETICO CLASSICO DE
MICHAELIS-MENTEN NO ESTADO TRANSIENTE E SUA APLICACAO AO
PROCESSO ENZIMATICO DE HIDROLISE DE DISSACARIDEOS

Resumo: Os processos enzimaticos que seguem o modelo cinético classico de Michaelis-
Menten foram estudados a partir de diferentes propostas para descrever a etapa de inibicao.
As propostas de inibicdo foram comparadas a partir de um processo genérico, onde as
constantes cinéticas receberam valores unitarios e o valor numérico da concentracdo de
substrato foi superior em dez (10) vezes ao valor numérico da concentracdo de enzima. Para
cada proposta de modelo de inibigdo foram obtidas solu¢cGes numéricas a partir de sistema ndo
linear de equacdes diferenciais ordinarias, gerando graficos que apresentaram a variacdo da
enzima e dos complexos enzimaticos e a variacdo do substrato e do produto da reacdo. Foi
desenvolvido um modelo com desempenho indicando comportamento similar ao verificado
no modelo classico de Michaelis-Menten, onde o complexo de reacdo € rapidamente formado
e, ao longo do processo, decai até tender a zero. Na nova proposta de modelo, o efeito de
inibicdo comeca em zero e, ao longo do processo, tende ao valor nominal da concentragédo
inicial da enzima. Tais respostas mostraram-se validas para valores distintos de concentracdo
de enzima e de tempo de processo, mostrando robustez. O modelo proposto foi aplicado para
a hidrolise de dissacarideos, propiciando um ajuste com conservacdo de massa do modelo ao

final do processo no que se refere as respostas de concentracdo dos carboidratos.

Palavras Chaves: Catalise enzimatica. Modelo cinético. Modelo de Michaelis-Menten.

1. INTRODUCAO

Passados mais de 100 anos da publicacdo do emblematico trabalho sobre cinética
enzimatica do processo de inversao do dissacarideo sacarose, de autoria do alemé&o Leonor
Michaelis e da canadense Muad Leonora Menten, 0 mecanismo de inibi¢cdo nos processos de
catélise enzimatica que seguem o modelo classico de Michaelis-Menten ainda ndo estdo

suficientemente esclarecidos. Na modelagem matematica para cinética aplicada a maioria das
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reagOes enzimaticas parte-se da hipdtese de Michaelis-Menten, que descreve a velocidade de
reacdo na condicdo em que a concentracdo de substrato é superior & concentracdo da enzima e
a soma das concentracdes da enzima e dos complexos enzimaticos formados se mantém
constante ao longo do tempo de processamento (JOHNSON e GOODY, 2011).

A grande duvida com respeito ao processo de catalise enzimatica se refere a condicao
em que a etapa de inibigdo se desenvolve. O modelo classico de Michaelis-Menten ndo
contempla a inibicdo, muito embora a ampla maioria dos processos enzimaticos ndo propicie
conversdo de 100% do substrato indicando que existe um ponto em que, para uma dada
condicdo, o processo é interrompido (CHAUDHURY e IGOSHIN, 2010).

A literatura na &rea de bioquimica aponta quatro (4) possiveis mecanismos de inibicdo
enzimatica para processos reversiveis, quais sejam: competitiva; ndo competitiva; mista e
incompetitiva (IUB, 1982).

As solucgdes para o problema geral da cinética enzimatica no estado estacionario tém
sido limitadas na ajuda aos experimentalistas, tendo em vista os modelos ndo ajustarem-se
adequadamente as observacdes experimentais. Os inibidores sdo tradicionalmente
caracterizados a partir do pressuposto de equilibrio, no estado estacionario, entre 0 complexo
enzimatico de reacdo e o substrato. Esse pressuposto seria valido apenas para enzimas muito
ineficientes (FANGE et al., 2011).

O presente trabalho se propfe a avaliar as diferentes possibilidades de inibi¢cdo do
processo representado pela cinética classica de Michaelis-Menten e sugerir novas
representacdes para a etapa de inibicdo da catalise em modelos matematicos adequados a
representacdo no estado transiente. Para tal, usa o recurso de definir um processo pictérico
onde o valor nominal da concentragdo do substrato é superior em dez (10) vezes ao valor
nominal da concentragcdo da enzima. Todas as constantes cinéticas, nesse modelo pictorico,

assumem o valor unitario.

A solucdo numérica dos sistemas ndo lineares de equacOes diferenciais ordinarias
(EDOs) foi obtida a partir de uma rotina elaborada no Matlab® com aplicacéo do método de

Runge-Kutta de 42 ordem.

As respostas sdo apresentadas em figuras com dois graficos, mostrando separadamente
a variacdo da enzima e dos complexos enzimaticos e, de outra parte, a variagdo do substrato e

do produto.
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1.1. Revisdo dos modelos da literatura

Para proceder a avaliacdo das diferentes perspectivas de inibicdo, faz-se necessario,
inicialmente, uma abordagem sobre a cinética classica de Michaelis-Menten aplicada a um

processo de catalise genérico, conforme descrito no Esquema 1.

Esquema 1 — Modelo cinético classico de Michaelis-Menten

N

K k,
E+S<—k—>ES——>E+P

1
-

Onde k,, k , e k, sdo as constantes cinéticas destas rea¢des. Os demais componentes

sdo: a concentracdo de enzima, E; a concentracdo de substrato, S; a concentragcdo do

complexo enzima substrato, ES ; a concentracdo do produto, P .

Na modelagem matemética das reacdes anteriores sdo obtidas as variacbes do

substrato, da enzima, do produto e do complexo enzimatico, conforme segue:

dE

& =KES —Ky(E ) +kES (1)
dditsz k (E-S)—k_,ES —k,ES @)
ds

o =KAES —Ki(E-9) 3)
dP

= _K,ES 4
il (4)

Para a solucdo das equacOes diferenciais ordinarias do sistema nédo linear descrito, a
principal exigéncia diz respeito & estrita observacdo a Lei de Conservagdo de Massas para a

enzima e o complexo, através da expressao abaixo:

d—E+dE:i(E+ES):O (5)
dt d dt
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A solucdo numeérica deste modelo € aplicada para o processo pictorico sugerido e é
mostrada na Figura 1, com concentracdo de substrato e de enzima com unidade hipotética (X),
que representa uma relacdo entre massa e volume, e com o tempo de processo com unidade
hipotética (t).

Figura 1 — Resposta para 0 modelo cinético classico de Michaelis-Menten

(A)

concentragdo (X)
tn =

0 2 4 B B 10 12 14 16 18 20
tempo (t)

Substrato Produto
100 S —

(B)

[y ]
Lo ]
T
1

concentragdo (X)

tempo (t)

O gréfico da Figura 1-A apresenta a variacdo da enzima e do complexo enzimatico e,
na linha pontilhada, a soma das contribui¢cbes destas varidveis. O grafico da Figura 1-B
apresenta a variacdo do substrato e do produto e, na linha pontilhada, a soma da contribuigéo

desses dois componentes.

Importante observar que a linha pontilhada na Figura 1-A se mantém sempre no valor
nominal da enzima adicionada, 0 que condiz com o atendimento da Lei de Conservacdo de

Massas.

Na linha pontilhada da Figural-B observa-se uma queda no inicio e uma convergéncia
posterior ao valor nominal do substrato adicionado. Esta queda inicial estd vinculada a relacdo
entre enzima e substrato e sera igual a fracdo entre esses componentes. No exemplo mostrado,

a fracéo € igual a 10/100, ou seja, representa uma queda inicial de 10% no somatério substrato



51

e produto, quando do inicio do processo, tendendo ao valor da concentracdo inicial do

substrato no decorrer do processo.

O complexo de reacdo ES € formado imediatamente no inicio da reacdo e, apos,
decresce desde um valor inicial muito proximo ao valor nominal da enzima até zero. Numa
parte expressiva do tempo de processo a variacdo da concentracdo deste complexo é pequena,
indicando a possibilidade de considerar-se, nesse segmento do tempo de processo, 0 estado

como ‘quase estacionario’, ou seja:

dES

;=0 (6)

14

Os trabalhos disponiveis na literatura, via de regra, tratam a resolugdo da etapa de
inibicdo a partir desse pressuposto do estado estacionario ou ‘quase estacionario’, apontando
um presumido equilibrio entre a formacdo e a dissociacdo do complexo enzima substrato
(TZAFRIRI e EDELMAN, 2007; STOLERIU et al., 2004; RECHT et al., 2009; BAKALIS et
al., 2012).

1.2. Revisdo dos modelos de inibi¢cdo

Uma representacdo genérica das diferentes possibilidades de inibicdo enzimaética
reversivel é mostrada no Esquema 2, conforme proposta modificada para 0 mecanismo de
Botts e Morales (1953).

Esquema 2 — Mecanismo para inibi¢cdo do modelo de Michaelis-Menten

E + ST ES —_— E + P

S

El + S __ ESI —» EI + P

Fonte: Schenker e Baici (2009)
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Nessa proposta aparecem dois novos complexos enzimaticos: El representa o
complexo de inibicdo e ESI ¢é o complexo intermediario de inibicdo. Nesse mecanismo geral

aparece, também, a representacdo de uma substancia | que seré responsavel pela inibigéo.

Em alguns trabalhos da literatura a substancia que propicia o efeito de inibicdo é
representada por R, sendo tratada como uma molécula modificada no processo enzimatico
(JIA et al., 2012).

No Esquema 2, o coeficiente « define a proporgéo entre as formas competitiva e

incompetitiva de inibicdo e S é um fator de multiplicacdo da constante cinética.

A representacdo para o sistema de EDOs referente ao mecanismo geral do Esquema 2

€ mostrada a seguir:

dE

E:kSES—kS(E-SHkaS+ki(EI~S)—ki(E-S-I) @)
dES

T:kS(E-S)—kSES—kaS+akiESI—aki(ES-I) (8)
dESI

T:aki(ES-l)—akiESI + ks (El - S) — ks ESI — K ESI (9)
dEl

i K (E-S-1)—k;(El -S)+ oks ESI — aks (El - S)+ Bk, ESI (10)
ds

P k ES — ks (E - S) + ak  ESI — ok, (El - S) (11)
dP

T k,ES + K, ESI (12)
3—1:ki(El-S)—ki(E-S-I)+akiESI—aki(ES-I) (13)

A Figura 2 apresenta a solucdo numerica do sistema de equacOes diferenciais
ordinérias anteriores, a partir do modelo pictorico e com valores unitarios para os fatores o e
b

O que se observa nessa resposta € que o comportamento da enzima e de seus
complexos é similar ao do modelo cinético classico de Michaelis-Menten sem inibi¢do. A
resposta do grafico da Figura 2-A indica que os complexos ESI e ElI permanecem iguais a
zero ao longo de todo o tempo de processamento. Por consequéncia, no grafico da Figura 2-B,
a concentracdo da substancia de inibicdo, | , também se manterd com valor numérico igual a

zero. A resposta observada nesse mecanismo genérico se repetird caso se estude,
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individualmente, as propostas de inibicdo competitiva, ndo competitiva, incompetitiva ou

mista.

Figura 2. Resposta ao mecanismo genérico do modelo de Schenker e Baici (2009)

concentragdo (X)

concentragdo (X)

—
=

(A ]

100

[y ]
Lo ]

f (A)

] 8 10 12 14 16 18 20
tempo (t)
Substrato Produto —— Inibidor

(B)

B B 10 12 14 16 18 20
tempo (t)

Outra forma de representar-se o processo de inibicdo é considerando que o inibidor é

um produto da propria reacdo, conforme mostra o Esquema 3.

Esquema 3 — Modelo classico de Michaelis-Menten com inibicdo pelo produto

— -

ke k, ks
E+S<k—>ES—>E+P<k—>EP

-1 3
« «

Fonte: Van Boekel (2009)

C(;—IfzklES—kl(E-S)+k2ES+k3EP—k3(E-P) (14)
dditszkl(E-S)—klEs —k,ES (15)
dEP

dt

=k (E-P)—k_,EP

(16)
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ds

o = KBS ~Ki(E-S) (17)
dP
o = KES +KEP —k,(E-P) (18)

A Figura 3 mostra o resultado numérico para 0 processo pictérico do modelo com

inibicdo pelo produto, onde se fez: k, =k, =3 e demais constantes unitarias.

Figura 3. Resposta do modelo de VVan Boekel (2009)
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No resultado do grafico da Figura 3-B é possivel observar que ndo ocorre
convergéncia do produto para o valor inicial do substrato, ao final do processamento. No
modelo com inibicdo pelo produto, tal como proposto, ocorre um erro equivalente ao

percentual da fragdo enzima substrato, ou seja:
E
Erro(%) = 3 *100 (19)

No grafico da Figura 3-A observa-se que ES forma-se instantaneamente e, ao longo

do processo, sofre reducdo tendendo a zero. O complexo EP , ao contrério, cresce desde zero
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e tende ao valor inicial da enzima. A enzima livre (E) cai instantaneamente até zero e
mantém-se proximo desse valor ao longo do processamento, resultando em:
dE ~ dEP _ dES

d—E+dE+dE—P=i(E+ES+EP)=0 — —=0 . ——=——
dt dt dt dt t dt dt

1

(20)

Especificamente para o processo de hidrélise da sacarose pela enzima invertase,
estudado originalmente em trabalho publicado em 1913 pelo alemdo Leonor Michaelis e pela
canadense Muad Leonora Menten, recentemente Johnson e Goody (2011) propuseram a
estrutura para a hipétese da inibi¢do pelo produto mostrada no Esquema 4, onde S representa
a sacarose, Gu é aglicose, F representa a frutose, EGu ¢é o complexo enzima glicose e EF
representa o complexo enzima frutose. Mais recentemente, Johnson (2013) prop0s uma nova

representacdo para o citado processo, mostrado no Esquema 5.

Esquema 4 — Modelo de inversdo da sacarose com inibicdo pelo produto

N

Ky ky
E+S<k—>ES—>E+Gu+F

1

E+S<k—>EGu

-4
«

Fonte: Johnson e Goody (2011)

Esquema 5 — Modelo de inversao da sacarose com inibicdo pelos produtos

EF + Gu

W \{i
£
k] k_; \{_.”J e
E+S > ES = EFGu E+F+Gu
TN
.14
£ 5
EGu + F b

Fonte: Johnson (2013)
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%'f:kflEs —K,(E - S) +ks (EF -Gu) —k_ (E - F - Gu) + k, (EGu - F) —k_, (E - F - Gu) (28)
dEd(tsu —K,EFGU —Kk_,(EGU - F) +k_ (E - F - Gu) — k, (EGu - F) (29)
dEF 30)
g = KaEFGU —k_; (EF -Gu) + k5 (E - F - Gu) — ks (EF - Gu) (
dditszkl(E-S)—kflES +k ,EFGU —k,ES (31)
dEZtGu =k,ES —k_,EFGuU +k_;(EF -Gu) —k,EFGu +k_,(EGu - F) —k,EFGu (32)
B\ ES—k(E-S) (33)
dt

dF 34
g = KeEFGU —k_,(EGU - F)+05(k 5 —k_s)(E - F - Gu) + 0.5k (EF - Gu) — 0,5k (EGU - F) (34)
EBU —,EFGU —K 4 (EF +Gu) + 05(K  —k )(E - F -Gu) + 0.5k, (EGU - F) — 0,5, (EF - Gu) (35)

A Figura 4 apresenta o resultado do processo pictorico para 0 modelo de Johnson

(2013), nas mesmas condi¢Oes anteriores.

Figura 4 — Resposta do modelo de Johnson (2013)
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Observa-se na resposta do gréafico da Figura 4-B que a varia¢do dos produtos indica a

tendéncia da obtencdo de iguais valores numéricos para as concentragdes de glicose e frutose.

No grafico da Figura 4-A observa-se que existe uma tendéncia na obtencao de valores

numericos equivalentes para o complexo de reagéo ( ES ) e para o complexo de inibigédo (EI )

ao final do processamento.

A resposta do modelo de Johnson (2013), no entanto, mantém o comportamento

observado no modelo de van Boekel (2009), no que se refere ao erro associado ao valor

numérico do percentual da fragdo enzima substrato.

2. PROPOSTA DE NOVO MODELO

Para a elaboracdo de um modelo visando representar o efeito de inibicdo na cinética

classica de Michaelis-Menten faz-se necessario, inicialmente, estabelecer algumas premissas:

a)

b)

d)

f)

9)

O modelo deve seguir estritamente a Lei de Conservacdo de Massas, no que se refere a
variacdo do somatorio da enzima e de seus complexos, ao longo de todo o tempo de
processamento e de forma continua.

O modelo deve convergir o somatério do substrato e produto(s) ao valor nominal do
substrato adicionado, em um tempo suficientemente elevado e com o menor erro
possivel, para garantir estabilidade ao processo.

O modelo deve ser suficientemente robusto e permitir a variagdo na relagdo enzima
substrato em um tempo suficientemente elevado, garantindo a estabilidade do
processo.

O modelo deve propiciar um desempenho do complexo de reacdo (complexo enzima
substrato) com uma alta taxa de formacdo no inicio da reacdo e com a reducgéo de sua
concentracédo ao longo do tempo, tendendo a zero ao final do processamento.

O modelo deve representar o efeito de inibicdo a partir de um complexo enzimatico
que atue sobre o complexo de reagdo, indicando suas relagdes com os demais
componentes da catalise enzimatica.

Se houver mais de um complexo enzimatico e mais de um produto de reagdo, suas
contribuigdes devem ser consideradas para o efeito de inibicao.

O modelo deve propiciar uma formacéo inicial do complexo de inibicéo igual a zero,
com crescimento ao longo do tempo e tendendo ao valor inicial da enzima no final do

processamento.
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Aplicam-se, na sequéncia, as premissas anteriores para um processo de reagao
enzimatica em que um substrato genérico, S, € convertido em dois (2) produtos de igual
massa molecular, P, e P, , tipica representacdo de hidrolise de dissacarideos.

O Esquema 6 apresenta a proposta desse modelo. Nessa proposta forma-se tanto um
complexo de reagcdo com o substrato (ES ) quanto um complexo com um dos produtos,

(ER ), além da representacdo do complexo de inibicéo ( El ).

Esquema 6 — Proposta de inibicdo para o modelo de hidrdlise de dissacarideos

-

ki kz

E+S < ES——EP +P, (etapa inicial de reagéo)
K
ER «— E+P (etapa de hidrdlise)
K K
EP, +P, «——El«<—E+P +P, (etapa de inibicéo)

k—i ki|

“« «

A proposta de modelo pressupde 0 mecanismo de inibi¢do pelo produto para expressar
a etapa final da catalise, postulando que o efeito de inibicdo ocorre sobre o complexo de
reacdo ( ES ) formando um complexo de inibicdo (El ). O complexo de inibicdo se relaciona

com a enzima livre (E), com o complexo enzima produto (ER ) e com os produtos da

hidrolise (P, e P, ), respeitando a estequiometria da reacéo.

O modelo proposto forma um sistema nédo linear com sete (7) equagOes diferenciais
ordinarias e com nove (9) constantes cinéticas. A Figura 5 apresenta o resultado numerico

para 0 processo genérico.

C(Ij_ltz= k,ES —K,(E-S)+k,EP, —k,(E-P,)+K ;El —k;(E P, -P,) (36)
dEPR
—gr = KeES+Ka(E-R)—kER +k,EI -k (ER -P) @37)
dES

5 = (E8)~k,ES ~K,ES (38)
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dd%: kii(E'PI 'Pu)_k—iiEI +ki(EPI 'Pu)_kiEI (39)
% ES—K(E-S) (40)
dt
dh
H:ksEPl -k ,(E-P,)+05-k ;EI-05-k,,(E-P, -P,) (41)
dpb,
W= k,ES+05-k ,EI -05-k,;(E-P, -P,)+k El -k, (EP, - P,) (42)

O grafico da Figura 5-B apresenta o comportamento esperado para um processo de
reacdo em que um substrato € dividido em dois produtos de igual massa molecular. No

comecgo da reagdo existe uma flutuagcdo, mostrando uma concentragcdo de P, um pouco
superior ao de P,, mas ao longo do processamento observa-se a tendéncia da obtencéo de

concentracdes aproximadas de ambos os produtos.

Figura 5. Resposta do processo genérico para a hidrolise de dissacarideo
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No grafico da Figura 5-A observa-se a tendéncia de incremento do complexo de

inibicdo e consequente reducdo do complexo de reagcdo, com uma flutuacdo inicial do
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complexo enzima produto. A flutuacdo na variagdo do complexo enzima produto estd
associada, aparentemente, a diferenca na variacdo inicial da concentracdo dos produtos no

gréfico inferior.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Para verificar o erro associado ao modelo proposto e melhor visualizar a flutuacao
inicial na concentracao dos produtos, a Figura 6 mostra o resultado apenas com a varia¢do dos
carboidratos ao longo do processo genérico. A conservacdo de massa ao final do

processamento foi calculada a partir da expressdo abaixo, onde L, é a concentragdo inicial do
substrato e y,(n+1) € o valor da concentragdo de cada carboidrato ao final do processo. A

solucéo foi obtida pelo método de Runge-Kutta de ordem 4 e passo (h ) de 1.10™.

CM s = 3 (%, (1+2) = Ly (@3)

Figura 6 — Resposta do modelo para a variacdo do substrato e dos produtos
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Observa-se que o erro do modelo calculado ao final do processo foi de 2,6122% e nédo
se relaciona, portanto, com o percentual da fragdo enzima substrato, como no caso da inibigéo
do modelo sugerido por Johnson e Goody (2011) e pelo modelo de Johnson (2013).

A Figura 7 mostra o resultado para o0 modelo do presente trabalho quando o valor
numerico do tempo de processo € aumentado em dez (10) vezes, com o0s demais parametros
mantidos iguais aos da Figura 6. Observa-se que o somatério dos carboidratos ao final do
processo possui um erro significativamente inferior do que o erro obtido no resultado da

Figura 6.

Figura 7 — Resposta do processo de hidrolise de dissacarideo com incremento no tempo
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No grafico da Figura 7 verifica-se, portanto, uma tendéncia de redugdo no erro do
modelo ao longo do tempo, nas respostas do modelo do presente trabalho, 0o que permite
inferir a existéncia de um conjunto de valores numéricos, para as constantes cinéticas, que

propiciam erro proximo de zero em um dado tempo de processamento.

Tal situagdo indica que o modelo do presente trabalho, apesar de apresentar uma
proposta de inibi¢do pelo produto, diferencia-se do comportamento observado no modelo de

Johnson (2013), elaborado para representar o processo de hidrolise do dissacarideo sacarose.
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A Figura 8 apresenta o resultado numérico para o processo genérico (S =100; E =10

e t=20), prevendo a conservacdo de massa dos carboidratos ao final do processamento. Na

Figura 8 é mostrado o resultado com conversdo total do substrato, mantidas as mesmas

condigdes de tempo de processo e concentragdes de substrato e enzima mostrados na Figura 6.

Os valores numéricos das constantes cinéticas na Figura 8 foram:

k, =k, =70; demais constantes com valores iguais a dez (10).

k, =165;

Figura 8 — Resposta do modelo para hidrolise de dissacarideo com conversdo total
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3. CONCLUSAO

No presente trabalho a etapa de inibicdo da reacdo enzimatica, representada pelo

modelo cinetico classico de Michaelis-Menten, teve seu comportamento descrito ao

aplicarem-se propostas de inibigcdo por efeito do incremento da concentracdo do produto, em

solucdo numérica de um processo genérico.
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A proposta de modelo apresentada no presente trabalho foi aplicada em processo
enzimético que gerou dois (2) produtos de reacdo, ambos com igual massa molecular, no
exemplo da hidrolise de dissacarideo. Diferentemente dos modelos da literatura com inibigéo
pelo produto que propiciam um erro do modelo vinculado ao percentual dos valores
numericos da fragdo enzima substrato, o presente modelo com inibicdo pelos produtos de
reacdo permite a obtencéo de resultado que minimiza o erro percentual do modelo, podendo
propiciar conservacdo de massa, para 0 somatorio do substrato e dos produtos, ao final do

processamento.

A aplicacdo da presente abordagem do efeito de inibicdo na construgdo de novos
modelos deverd ser diferenciada e aplicada para cada situacdo especifica, nos casos de

catalises enzimaticas que gerem diferentes produtos de reacéo.
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Artigo 3

MODELO MATEMATICO PARA A CINETICA DE CONVERSAO DA LACTOSE E
DE SINTESE DE GALACTO-OLIGOSSACARIDEOS (GOS) COM INIBICAO PELA
GLICOSE E PELA GALACTOSE

Resumo: O presente trabalho avaliou as propostas de modelos matematicos para conversdo
da lactose e sintese de galacto-oligossacarideos (GOS) a partir da enzima B-galactosidase,
comparando propostas da literatura que apresentaram solugfes sem inibicao enzimatica, com
inibicdo pela galactose e com inibicdo pela glicose, para desenvolver e propor um novo
modelo baseado na cinética de Michaelis-Menten. Foram comparados processos genéricos
em que o valor numérico da concentracdo do substrato foi representado como sendo superior
em dez (10) vezes ao valor numérico da concentracdo da enzima e as constantes cinéticas
receberam, inicialmente, um valor numérico unitario. Na sequéncia foram avaliadas situacfes
com alteracdo nas taxas cinéticas e variacdo nos valores numéricos da concentracdo de
enzima. O novo modelo proposto é representativo de um processo de inibicdo reversivel
tendo a glicose e a galactose como substancias inibidoras. O mecanismo geral de inibicédo
proposto teve seu desempenho comparado com modelos disponiveis na literatura. Os

resultados indicaram que o novo modelo cinético teve desempenho robusto.

Palavras Chaves: Cinética enzimatica. Conversdo da lactose. Sintese de galacto-

oligossacarideos. Modelagem matematica.

1. INTRODUCAO

Na modelagem matematica para conversdo da lactose, em um processo de hidrolise e
transgalactosilacdo conduzido a partir da enzima B-galactosidase, parte-se da cinética de
Michaelis-Menten que descreve a velocidade de reagdo enzimatica na condicdo em que a
concentracédo de substrato é superior a concentracdo da enzima e a soma das concentracfes da

enzima e dos complexos enzimaticos formados se mantém constante ao longo do tempo de
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processamento (CHEN et al., 2003; KIM et al., 2004; JURADO et al., 2004; NERI et al.,
2009).

Na maioria dos trabalhos que apresentam modelos matematicos para conversao da
lactose e sintese de galacto-oligossacarideos (GOS) ocorre a intencional omissao da etapa de
inibicdo para a solugdo do modelo. Alguns autores exibem uma etapa de inibicdo em seus
modelos, mas retiram essa etapa na hora de buscar a solugédo do sistema de equagdes
diferenciais ordinarias, argumentando que a etapa de inibicdo poderia ser negligenciada
(CHEN et al., 2003; KIM et al., 2004; NERI et al., 2009; RODRIGUEZ-FERNANDEZ et al.,
2011).

O modelo cléassico de Michaelis-Menten ndo contempla a inibi¢do, muito embora a
ampla maioria dos processos enzimaticos ndo propicie conversdao de 100% do substrato
indicando que existe um ponto em que, para uma dada condi¢do, 0 processo é interrompido
(CHAUDHURY e IGOSHIN, 2010).

Os trabalhos disponiveis na literatura, via de regra, tratam a resolucdo da etapa de
inibicdo a partir do pressuposto do estado estacionario ou ‘quase estacionario’, apontando um
presumido equilibrio entre a formacdo e a dissociacdo do complexo enzima substrato
(TZAFRIRI e EDELMAN, 2007; STOLERIU et al., 2004; RECHT et al., 2009; BAKALIS et
al., 2012).

As solucgdes para o problema geral da cinética enzimatica no estado estacionario tém
sido limitadas na ajuda aos pesquisadores, tendo em vista que os modelos gerados ndo se
ajustam adequadamente as observacBes experimentais. Os inibidores sdo tradicionalmente
caracterizados a partir do pressuposto de equilibrio, no estado estacionario, entre 0 complexo
enzimatico de reacdo e o substrato. Segundo Fange e colaboradores (2011), o referido

pressuposto seria valido apenas para enzimas muito ineficientes.

O presente trabalho propde-se a avaliar as diferentes possibilidades de inibicdo do
processo de hidrolise da lactose e transgalactosilagédo de GOS, sob a perspectiva estabelecida
em diferentes modelos matematicos disponiveis na literatura, e busca sugerir novo modelo,

aplicavel ao estado transiente, que represente melhor o citado processo.

Para atingir o referido objetivo, definiu-se um processo pictérico onde o valor nominal
da concentracdo do substrato é superior em dez (10) vezes o valor nominal da concentragéo da
enzima. Todas as constantes cinéticas, nesse processo genérico, assumem o valor unitario. A

solugdo numérica dos sistemas ndo lineares de equagOes diferenciais ordinarias (EDOs) foi
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obtida a partir de uma rotina elaborada no Matlab®, com aplicacdo do método de Runge-Kutta
de 42 ordem. As respostas sdo apresentadas em figuras com dois gréaficos distintos, mostrando,
separadamente, a variagdo da enzima e dos complexos enzimaticos e, de outra parte, a

variacdo do substrato e dos produtos.

1.1. Revisao dos modelos da literatura

No caso especifico da cinética de conversdo da lactose e transgalactosilacdo de GOS
pela enzima B-galactosidase, a referéncia na literatura € o trabalho de Kim e colaboradores
(2004), que propds o modelo cinético sem inibicdo. Nesta referida proposta, E representa a
concentracdo de enzima, GOS representa a concentracdo de galacto-oligossacarideos, L a

concentracdo de lactose, Ga a concentracdo de galactose e Gu a concentracao de glicose.

Os complexos enzimaticos sdo representados por EL, complexo enzima substrato e

por EGa, complexo enzima galactose. As constantes cinéticas sao: k,, k ,, k,, k;, k5, k, e

K,

A grande facilidade na solucéo do sistema de Michaelis-Menten, conforme a proposta
de Kim e colaboradores (2004), mostrado no Esquema 1, diz respeito a inexisténcia de uma
etapa de inibicdo, indicando que todo o substrato sera convertido em produto, em um dado
tempo, desde que se cumpra a premissa fundamental do modelo, ou seja, que a concentracdo

da enzima seja inferior a concentracdo do substrato.

Esquema 1 — Modelo para conversao da lactose sem inibigéo

N

k ks

E+ L<—1—>EL——> EGa+Gu (etapa inicial da reacéao)
kg
ks
EGa«—E+Ga (etapa de hidrdlise)
ks
ks
EGa+ L«—E +GOS (etapa de transgalactosilacao)
k4

-

Fonte: Kim et al. (2004)
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O sistema de equacdes diferenciais ordinarias para este modelo é mostrado no Anexo
do presente artigo e a Figura 1 apresenta a solugdo numérica para 0 processo genérico, com
concentracdo de substrato e de enzima com unidade hipotética (X), que representa uma

relacdo entre massa e volume, e com o tempo de processo com unidade hipotética (t).

Figura 1 — Resposta do processo pictorico conforme modelo de Kim et al. (2004)

= E EGa EL
==
o 10
Rlas]
=
£ (A)
g 5 .
=
(=]
L8]
U 1 | | 1 I 1 — 1 | I —
0 2 4 B B 10 12 14 16 18 20
tempo (t)
< L Ga Gu GOS
o 100+ .
it
3 (B)
g 50 .
=
(=]
L]

0 2 4 B B 10 12 14 16 18 20
tempo (t)

A Figura 1 mostra dois graficos que representam a solucdo das EDOs representativas
do modelo de Kim e colaboradores (2004). O grafico da Figura 1-A apresenta a variacao da
enzima e dos complexos enzimaticos e, na linha pontilhada, a conservacdo de massa para
essas variaveis. O grafico da Figura 1-B apresenta a variagdo do substrato e dos produtos e, na

linha pontilhada, a soma da contribuicdo destas variaveis.

Na Figura 1-B observa-se que o valor numérico da glicose rapidamente supera a
metade do valor inicial do substrato e a linha pontilhada indica que ndo ocorre a conservagao

de massa para 0 somatorio do substrato e produtos ao longo do processamento.

Importante observar na Figura 1-A que a linha pontilhada se mantém sempre no valor

nominal da enzima adicionada, o que condiz com o atendimento da Lei de Conservagéo de
Massas, ou seja:
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d—E+dE+dEﬁ:i(E+EL+EGa):O (1)
dt dt dt dt

No trabalho de Rodriguez-Fernandez et al. (2011) foi desenvolvido um modelo para

sintese de GOS a partir da lactulose com inibicdo pela galactose.

No Esquema 2 é mostrado esse modelo adaptado para a situacdo em que o substrato é
a lactose. A Unica diferenca para 0 modelo de Rodriguez-Fernandez e colaboradores (2011) €

a insercdo da glicose, como produto da hidrélise do substrato, em lugar da frutose.

Esquema 2 — Modelo para conversao da lactose com inibigéo pela galactose

N

ki kz

E+L«——EL——>EGa+Gu (etapa inicial de reacéo)
Ky
ks
EGa«——E+Ga (etapa de hidrdlise)
K 3
ke
EGa+Ga«——E+DlI (etapa de reacéo de galactosil galactose)
k4
ks
EGa+L«—E+TRI (etapa de reacgdo de trissacarideos)
ks
K
E + Ga<——El (etapa de inibicéao)
K .

—i
P

Fonte: adaptado de Rodriguez-Fernandez et al. (2011)

O composto DI representa um dissacarideo do tipo galactosil galactose, 0 composto
TRI representa um trissacarideo do tipo galactosil lactose e El representa o complexo de
inibicdo. Para efeito de comparacéo entre os modelos do presente texto, fez-se a composicao

de GOS como sendo o somatorio dos dissacarideos e dos trissacarideos (DI +TRI ).

O sistema de equacdes diferenciais ordinarias para esse modelo é mostrado no Anexo
do presente artigo e a Figura 2 apresenta a solugdo numérica para 0 processo genérico. E

importante observar que ocorre uma tendéncia de incremento continuo da glicose, mostrado
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no gréfico da Figura 2-B. No limite, para esse modelo, a glicose aumentaria continuamente

até atingir o valor nominal da concentracéo do substrato no inicio da reagéo.

Na solucdo do modelo de Rodriguez-Fernadez et al. (2011), os autores consideraram a

inibicdo como negligenciavel, quando da comparacédo da proposta de modelo aos resultados
experimentais.

Figura 2 — Resposta do modelo adaptado de Rodriguez-Fernandez et al. (2011)

— E EGa EL —EI
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flas)
=
= (A)
2 af =
=
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= L Ga Gu GOS
~ 100t .
"B
s (B)
g 50 .
=
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0
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tempo (t)

Mais recentemente, no trabalho de Palai e Bhattacharya (2013), a inibicdo é atribuida
ao efeito da concentracdo de glicose sobre a enzima, conforme o modelo mostrado no
Esquema 3, onde EGOS representa um complexo intermediario de formacdo dos galacto-
oligossacarideos.

A Figura 3 apresenta a solugdo numérica do processo pictorico proposto. O resultado
do modelo de Palai e Bhattacharya (2013), para o processo genérico, aparenta ter um
desempenho mais robusto que os anteriores.

O sistema de equacdes diferenciais ordinarias para 0 modelo de Palai e Bhattacharya
(2013) é mostrado no Anexo do presente artigo.
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Esquema 3 — Modelo para conversao da lactose com inibicéo pela glicose

E+L<——EL«——EGa+Gu (etapa inicial de reacéo)
k_y k_,
ke
EGa<—k—>E +Ga (etapa de hidrolise)
e ke
EGa+L«—EGOS——E+GOS (etapa de transgalactosilagéo)
k4
K
E +Gu«——El (etapa de inibicéo)
k..

—i
P

Fonte: Palai e Bhattacharya (2013)

Observa-se no resultado da Figura 3-B que no modelo de Palai e Bhattacharya (2013),
diferentemente dos modelos anteriores, o valor numérico da glicose ndo supera a metade do
valor da concentracdo inicial do substrato.

Figura 3 — Resposta do processo pictorico para 0 modelo de Palai e Bhattacharya (2013)

= E EGa EL — EGOS —EI
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2. PROPOSICAO DE NOVO MODELO

Para a elaboracdo de um novo modelo para expressar a conversdo da lactose e sintese

de GOS, baseado na cinética de Michaelis-Menten, faz-se necessario, inicialmente, o

estabelecimento de algumas premissas:

a)

b)

d)

f)

O modelo deve seguir estritamente a Lei de Conservacao de Massas, no que se refere
a variacao do somatorio da enzima e de seus complexos, ao longo de todo o tempo de
processamento e de forma continua.

O modelo deve convergir o somatorio dos carboidratos ao valor nominal do substrato
adicionado, em um tempo suficientemente elevado e com o menor erro possivel, para
garantir estabilidade ao processo.

O modelo deve exibir taxa de producdo de produto da hidrélise do substrato (glicose
e/ou galactose), ao final do processo, necessariamente ndo superior a metade do valor
inicial do substrato, para atender a estequiometria da reacao.

O modelo deve ser suficientemente robusto e permitir a variagcdo na relacdo enzima
substrato em um tempo suficientemente elevado, garantindo a estabilidade ao
processo.

O modelo deve propiciar um desempenho do complexo de reacdo similar ao
verificado na cinética de Michaelis-Menten, com uma alta taxa de formacdo no inicio
da reacdo e com a reducdo de sua concentracdo ao longo do tempo, tendendo a zero
ao final do processamento.

O modelo deve propiciar uma formac&o inicial do complexo enzimatico de inibicéo
com valor igual a zero, com crescimento ao longo do tempo e tendendo ao valor

inicial da enzima ao final do processo.

O modelo proposto parte do pressuposto de que a inibicdo ocorre por efeito do

aumento tanto da concentracdo de glicose quanto por efeito do incremento da concentracao

de galactose. E, portanto, um tipico modelo de inibicdo por efeito do incremento na

concentra¢do dos produtos de reagdo. Faz-se uma expressdo genérica para os trissacarideos

(TRI'), que podem ser formados tanto pela transgalactosilagédo da lactose (L) quanto do

galactosil galactose (DI ). O modelo gera um sistema ndo linear formado por nove (9)
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equacdes diferenciais ordinarias e quinze (15) constantes cinéticas, mostrados no Anexo do
presente artigo. A Figura 4 mostra o resultado da solugdo numérica do modelo do presente

trabalho, para o processo pictérico com as mesmas condic¢des anteriores.

Esquema 4 — Modelo para conversdo da lactose com inibicédo pela glicose e galactose

N

k K

E+ L<—1> EL——>EGa+Gu (etapa inicial de reacdo)
Ky
8
EGa<—k—> E +Ga (etapa de hidrolise)
ke
EGa+Ga«——E+DI (etapa de reagdo de DI )
kg
ke K
EGa+ DI > E+TRI > EGa+L (etapa de reacdo de TRI )
K K
EGa+Gu<k—>EI<k—>E+Ga+Gu (etapa de inibicao)

“« «

Figura 4 — Resposta do processo pictorico conforme o modelo do presente trabalho
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A proposta de modelo do presente trabalho pressupde o mecanismo de inibigéo pelo
produto para expressar a etapa final da catélise, postulando que o efeito de inibigdo ocorre
sobre o complexo de reacdo ( EL ) formando um complexo de inibicdo ( El ).

Na etapa de inibicdo o modelo apresenta dois (2) efeitos: um efeito de inibicdo do tipo
competitivo, onde os produtos galactose (Ga ) e glicose (Gu ) competem pelo sitio ativo da
enzima livre (E); de outra parte, tem-se um efeito de inibicdo do tipo incompetitivo, onde a
glicose (Gu ) propicia a inibicdo no complexo formado pela enzima e a galactose ( EGa ).

O sistema ndo linear que modela a reacdo enzimatica proposta nesse trabalho possui
alta complexidade. S&0 nove (9) equacgdes diferenciais ordinérias (EDOs) e quinze (15)

constantes cinéticas.

O grafico da Figura 4-A mostra a variacdo da enzima e dos complexos enzimaticos
com tendéncia de EIl crescer para atingir o valor nominal do substrato inicial e EL com
queda tendendo a zero, mantendo os demais componentes muito préximos de zero. O modelo
segue estritamente a Lei de Conservacdo de Massas para a enzima e 0s complexos

enzimaticos, ou seja:

dE  dEL  dEGa Bl _d (g, g 4 EGa+EI)=0 @
gt dt  dt | dt ot

Também € possivel observar, no gréfico mostrado na Figura 4-A, que a enzima livre
(E) e o complexo enzima galactose (EGa) possuem variagdo muito proxima de zero ao

longo de todo o processo, ou seja:

d_E:O_dEGa
t ' dt

=0 3)

Tal situacdo indica que, para o modelo do presente trabalho, o incremento do
complexo de inibicdo (El ) é aproximadamente igual ao decréscimo do complexo de reacdo

(EL ) ao longo do tempo de processamento, ou seja:
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dEl _ dEL

i d @)

O referido comportamento é valido para qualquer conjunto de valores de constantes
cinéticas que ajustem o modelo do presente trabalho a valores experimentais, indicando que
essa proposta pode ser aproximada do comportamento esperado para 0 modelo cinético
classico de Michaelis-Menten com inibicdo pelo produto, conforme Van Boekel (2009),

onde, para um dado substrato S e para um dado produto P, tém-se as seguintes relacées:

- —

ky k, ks

E+S«—ES >E+P«——EP

o ks
« «

d—E+dE+dE—P:i(E+ES+EP):O L Ly . P _dES
dt dt dt dt t dt dt

14

)

Na Figura 5 é mostrado o resultado do processo pictorico para a variacdo dos
carboidratos para o modelo do presente trabalho com a avaliacdo da conservacao de massa do

substrato e produtos ao longo do processamento.

Figura 5. Resposta do modelo (L =100 ; E =10; t =20 e constantes unitarias)
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A conservacao de massa ao final do processamento foi calculada a partir da expressao

abaixo, onde L, é a concentragdo inicial do substrato e y; (n+1) é o valor da concentragéo de

cada variavel ao final do processo. A solucdo foi obtida pelo método de Runge-Kutta de
ordem 4 e passo (h) de 1.107. Verificou-se que, para as condicées do processo da Figura 5,

ocorreu um erro do modelo inferior a 9,15% ao final do processamento.
\
CM modelo — Z(yl (n +1)) = LO (6)
i=1

Na Figura 6 € mostrado o resultado do processo pictorico em que o tempo de
processamento foi aumentado em cinco (5) vezes. Observa-se que o erro do modelo cai para
aproximadamente 8,27%. A Figura 6 mostra, também, que o presente modelo permite
representar a possibilidade de formacao e posterior hidrolise de GOS ao longo do processo, ao
contrario do modelo de Palai e Bhattacharya (2013), em que ndo é possivel representar o

efeito de hidrolise dos galacto-oligossacarideos.

Figura 6 — Resposta do modelo (L =100; E =10; t =100 e constantes unitarias)
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Na Figura 7 é mostrado o resultado para o modelo do presente trabalho em que o
ajuste permitiu um erro préximo de zero para a variacdo do substrato e dos produtos de
reacao, ao final do processo.

As constantes cinéticas na Figura 7 foram todas unitarias, a excecdo da constante de
hidrélise da galactose. O valor que propiciou a conservacdo de massa do modelo ao final do

processamento foi k, =3,08656.

Figura 7 — Resposta com conservagéo de massa (k, =3,0865€ e demais constantes unitarias)
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A resposta da Figura 7 indica que existe uma condicdo de ajuste das constantes
cinéticas aos resultados experimentais, que propicia a conservacdo de massa para 0 modelo

ao final do processamento.

4. CONCLUSAO

A conversao da lactose e a sintese de galacto-oligossacarideos foram avaliadas a partir

da elaboracdo de um novo modelo matematico para representar a cinética da reacdo, em um
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processo enzimatico com inibicdo pela glicose e pela galactose. A nova proposta foi
comparada com os modelos sem inibi¢cdo, com inibi¢do pela galactose e com inibi¢do pela

glicose, disponiveis na literatura.

O desempenho do novo mecanismo de representacdo da cinética enzimatica para
conversdo da lactose e sintese de GOS mostrou-se robusto no que se refere ao erro do
modelo, bem como para a variagdo da relacdo enzima substrato e do tempo de

processamento.

O modelo proposto é representado por um sistema com nove (9) equacg6es diferenciais
ordinarias e com quinze (15) constantes cinéticas, as quais podem assumir diferentes valores
numeéricos, fato que dificulta o ajuste do modelo aos resultados experimentais. No entanto, o
adequado ajuste do modelo aos dados experimentais podera propiciar a conservacao de massa

do substrato e produtos ao final do tempo de processamento.
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Anexo: Sistemas de equacbes diferenciais ordinarias.

a) Modelo do Esquema 1 (Kim et al., 2004)

%'f: k ,EL —k,(E-L)+k,EGa —k ,(E-Ga)+k,(EGa-L)-k ,(E-GOS)

dEGa _ k,EL +k ,(E-Ga)—k,EGa +k ,(E-GOS )-k,(EGa-L)
dEL

e k,(E-L)—k,EL—k,EL

dL

e k ,EL —k,(E-L)+k ,(E-GOS)—k,(EGa-L)

(fTa: k,EGa —k_,(E-Ga)

d%: k,EL

dGOS

o =k,(EGa L)~k ,(E-GOS)



b) Modelo do Esquema 2 (adaptado de Rodriguez-Fernandez et al., 2011).

%'f =k,EL—k,(E-L)+k,EGa —k_,(E -Ga) +k, (EGa -Ga)—k_, (E - DI ) +k,(EGa - L) —k_, (E - TRI) + k_El —k. (E - Ga)

dEdfa —k,EL +k ,(E-Ga)—k,EGa +k ,(E-DI)—k, (EGa-Ga) +k  (E -TRI)—k, (EGa - L)
%:kl(E L)~k ,EL —k,EL

dd%: ki(E-Ga)-kEl

dL

o —KuEL - ky(E+L)+ K (E-TRI)~k,(EGa L)

dGa

Co2 —EGa ~k,(E-Ga) +k , (E-DI)—k,(EGa -Ga) +k El ~k,(E-Ga)
d%: k,EL

%=k4(EGa-Ga)—k,4(E.D|)

dt%z ky(EGa-L)—k . (E-TRI)

dGOS _dDI  dTRI

=gt g = Ki(EGa Ga) —k ,(E-DI) +ky(EGa - L)~k 5(E TRI)
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¢) Modelo do Esquema 3 (Palai e Bhattacharya, 2013).

Z—'tz: k,EL —k, (E - L) +k,EGa —k_, (E -Ga) + k,EGOS +k_,El -k, (E -Gu)

EGR _ | L~k ,(EGa-Gu)+k ,(E-Ga)—k,EGa +k_,EGOS —k, (EGa - L)
dd%:kl(E-L)—k_lEL+k_2(EGa~Gu)—k2EL
UEGOS _ (EGa-L)-k ,EGOS —k,EGOS
ot
9l (E-Gu)—k,El
ot
oL

o = KHEL—Ki(E- L) +k (EGOS —k,(EGa L)

d(%:kBEGa—k,a(E-Ga)

dd%:szL—kfz(EGa-GqufiEl —k; (E -Gu)

9608 _\ Ecos
dt



d) Modelo do Esquema 4 (presente trabalho).

O('T'f =k ,EL—k,(E-L)+k,EGa —k_,(E-Ga) +k,(EGa -Ga) —k_, (E - DI ) + k, (EGa - DI ) — (ks +k ) - (E-TRI) + k. (EGa - L) + k_,.El —k,,(E -Ga - Gu)

dEd(t;a =k,EL +k ,(E-Ga)-k,EGa +k ,(E-DI)-k,(EGa-Ga)+(k ; +k ;)-(E-TRI)—k,(EGa - DI) -k, (EGa - L) + k ,El —k;(EGa -Gu)
dEL

F:kl(E-L)—k,lEL—kZEL

dEl

i k,(EGa -Gu)—k_El +k,(E-Ga-Gu)—k_,EI

dL

E=k,lEL—kl(E-L)+k,6(E-TR|)—k6(EGa-L)

dGa

W:k3EGa—k73(E-Ga)+k74(E-DI)—k4(EGa-Ga)+0,5-k7“EI -0,5-k,(E-Ga-Gu)

dGu

?zszL+kfiEl —-k;(EGa -Gu)+05-k ;El -0,5-k;(E-Ga-Gu)

dDlI

F:k4(EGa~Ga)—k74(E-DI)+k75(E~TRI)—k5(EGa-DI)

dTRI

R ks(EGa-DI)—k 4(E-TRI) +k,(EGa-L)—k_4(E-TRI)

de(t)S =dd%+dz%=k4(EGa-Ga)—k,A(E-D|)+k75(E-TR|)—k5(EGa-D|)+k5(EGa-Dl)—k,S(E-TR|)+k6(EGa~L)—k,6(E-TR|)
dGOs

- =Ki(EGa-Ga)—k ,(E-DI)+k;(EGa - L) Kk ;(E TRI)
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Artigo 4

MODELO MATEMATICO APLICADO A CONVERSAO DA LACTOSE E SINTESE
DE GALACTO-OLIGOSSACARIDEQOS (GOS)

Resumo: O presente trabalho avaliou a aplicacdo de novo modelo matematico para
representar a conversdo da lactose e sintese de galacto-oligossacarideos (GOS), a partir da
enzima B-galactosidase. O novo modelo, baseado na cinética de Michaelis-Menten, pressupde
que o efeito de inibicdo enzimatica ocorra devido ao incremento da concentracdo de produtos
da propria reacdo. O novo modelo proposto é representativo de um processo de inibicéo
reversivel tendo a glicose e a galactose como substancias inibidoras. Na comparacdo do
modelo aos valores experimentais, observou-se que o ajuste para galacto-oligossacarideos,
para a lactose, para a glicose e para a galactose propiciou que a média do somatorio dos erros
quadraticos (SME) variasse entre 0,11 e 0,80%, em processos com erro do modelo nulo ao
final do processamento. Os valores do somatorio da média dos erros quadraticos indicaram
que o ajuste do modelo aos dados experimentais foi tanto melhor quanto maior a concentracéo
inicial de enzima, menor a concentracdo inicial de substrato e menor a temperatura da catalise

enzimatica.

Palavras Chaves: Cinética enzimatica. Conversdo da lactose. Sintese de galacto-

oligossacarideos.

1. Introducéo

Na modelagem matematica para conversao da lactose, em um processo de hidrolise e
transgalactosilacdo conduzido a partir da enzima [B-galactosidase, parte-se da cinética de
Michaelis-Menten que descreve a velocidade de reacdo enzimatica na condi¢do em que a
concentragdo de substrato é superior a concentragdo da enzima e a soma das concentragfes da
enzima e dos complexos enzimaticos formados se mantém constante ao longo do tempo de
processamento (CHEN et al., 2003; KIM et al., 2004; JURADO et al., 2004; NERI et al.,
2009).
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Um traco comum entre a maioria os trabalhos que apresentam modelos matematicos
para conversdo da lactose e sintese de galacto-oligossacarideos (GOS) é a intencional omissao
da etapa de inibicdo para a solugcdo do modelo. Alguns autores exibem uma etapa de inibigédo
em seus modelos, mas retiram essa etapa na hora de buscar a solucéo do sistema de equacdes
diferenciais ordinarias, argumentando que a etapa de inibicdo poderia seria negligenciada
(NERI et al., 2009; RODRIGUEZ-FERNANDEZ et al., 2011).

O modelo cléssico de Michaelis-Menten ndo contempla a inibicdo, muito embora a
ampla maioria dos processos enzimaticos ndo propicie conversdao de 100% do substrato
indicando que existe um ponto em que, para uma dada condigdo, 0 processo é interrompido
(CHAUDHURY e IGOSHIN, 2010).

Os trabalhos disponiveis na literatura, via de regra, tratam a resolucdo da etapa de
inibicao a partir do pressuposto do estado estacionario ou ‘quase estacionario’, apontando um
presumido equilibrio entre a formacdo e a dissociagdo do complexo enzima substrato
(TZAFRIRI e EDELMAN, 2007; STOLERIU et al., 2004; RECHT et al., 2009; BAKALIS et
al., 2012).

As solucdes para o problema geral da cinética enzimatica no estado estacionario tém
sido limitadas na ajuda aos pesquisadores, tendo em vista que 0s modelos gerados ndo ajustam
adequadamente as observacBes experimentais. Os inibidores sdo tradicionalmente
caracterizados a partir do pressuposto de equilibrio, no estado estacionario, entre o complexo
enzimatico de reacdo e o substrato. Esse pressuposto seria valido apenas para enzimas muito
ineficientes (FANGE et al., 2011).

O presente trabalho propde-se a apresentar um modelo para representar 0 processo de
hidrélise da lactose e transgalactosilacdo de GOS com inibicdo pela glicose e galactose,
comparando seu ajuste a valores experimentais no estado transiente, sem negligenciar a etapa

de inibicdo quando da solucdo do sistema néo linear.

2. Modelo

O modelo proposto parte da hipotese que a inibi¢do ocorre por efeito do aumento tanto

da concentracédo de glicose quanto da galactose.

No Esquema 1 o substrato, a lactose (L), é convertida pela enzima (E) em glicose

(Gu ) e galactose (Ga ), aléem do dissacarideo galactosil galactose (DI ) e de trissacarideos
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(TRI'). Os complexos enziméticos sdo: EL (complexo de reacdo); EGa (complexo de

hidrélise e formacdo dos produtos) e EI' (complexo de inibicao).

Parte-se do pressuposto de que os trissacarideos (TRI ) podem ser obtidos tanto pela
transgalactosilacdo da lactose quanto do dissacarideo galactosil galactose. Os galacto-

oligossacarideos (GOS ) sdo formados pela soma dos dissacarideos e dos trissacarideos.

O sistema ndo linear que modela esta reacdo enzimatica possui alta complexidade, com
nove (9) equacdes diferenciais ordinarias (EDOs) e quinze (15) constantes cinéticas. O
balanco de massa aplicado a quantidade de inibicdo, com respeito aos produtos, é relativo a

massa molecular de cada substancia.

Esquema 1 — Proposta de mecanismo geral para conversdo da lactose e sintese de GOS

N

k ks

E+L«—EL——>EGa+Gu (etapa inicial de reagdo)
3

EGa<—k—> E+Ga (etapa de hidrdlise)
K

EGa+ Ga<k—> E+DlI (etapa de reacéo de dissacarideos)

ks Ks

EGa+ DI <k—> E+TRI <k—> EGa+L (etapa de reacéo de trissacarideos)
K K

EGa+Gu<k—>EI<—>E+Ga+Gu (etapa de inibicéo)

—i ii
“« “«

Para o ajuste das constantes utilizou-se o conceito da média do somatério dos erros
quadraticos ( SME ), comparando as medidas experimentais com as correspondentes respostas
do modelo (DON e SHOPARWE, 2010).

Na equacdo a seguir, SME é a média do somatorio dos erros quadraticos, V. é o
namero total de varidveis medidas e M é o nimero total de medic¢Bes de cada variavel. O
valor n corresponde ao nimero de pontos calculados conforme o passo escolhido para a

solucdo numérica do método de Runge-Kutta.



87

> Yren® (L))

SME(%)=| =5 —— ¥100 (1)

O componente ;. () refere-se aos valores experimentais das variaveis em um dado

tempo, enquanto vy, (t,n) refere-se aos valores previstos pelo modelo para as variaveis no
tempo.

A média do somatdrio dos erros quadraticos é expressa em percentual (%) e indica a
proximidade do ajuste do modelo aos valores experimentais, sendo o resultado obtido tanto

melhor quanto mais préximo de zero for o valor numérico do SME (DON e SHOPARWE,
2010).

A implementacdo das respostas, incluindo os calculos de SME , foi realizada a partir
de rotina criada no Matlab®, usando o método de Runge-Kutta de ordem 4 e com passo (h) de

1.10°3,

A conservacdo de massa ao final do processamento foi calculada a partir da seguinte

expressédo, onde L, é a concentracéo inicial do substrato e y,(n+1) é o valor da concentragéo

de cada carboidrato ao final do processo.
\

CM modelo — Z(yl (n +1)) = LO (2)
i=1

3. Dados experimentais

Para avaliar o comportamento do modelo proposto com respeito aos resultados
experimentais, partiu-se de dados experimentais obtidos pela equipe do Laboratério de
Engenharia de Bioprocessos da FURG (LISBOA et al, 2012).

No estudo de Lisboa e colaboradores (2012), a enzima comercial Lactozym 3000L°
(Novozymes, Dinamarca) foi utilizada em um processo de sintese de GOS, tendo a lactose

como substrato. A Tabela 1 sumariza as condigdes experimentais utilizadas.
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Tabela 1. Condic6es experimentais na conversdo da lactose e sintese de GOS

Condicdo Temperatura (°C) Enzima (U.mL™) Lactose (mg.mL™)
01 30 10 200
02 30 10 400
03 30 5 200
04 40 10 400

Partiu-se de 125 mL de solucgéo de lactose em tampdo fosfato, com concentragdo de
substrato e de enzima conforme as condi¢fes definidas na Tabela 1.

Para fins da aplicacdo das condigdes iniciais do processo ao modelo matematico do
presente trabalho, a atividade enzimatica foi convertida em concentracdo massica de enzima,
com base na composicdo do extrato enzimatico, correspondendo a 0,056 mg.mL™ e 0,112
mg.mL™, respectivamente para 5 U.mL™ e 10 U.mL™.

A Figura 1 apresenta a resposta da condicdo 01, com 200 mg.mL™ de lactose e

concentracdo de enzima igual a 0,112 mg.mL™, na temperatura de reacdo de 30°C.

Figura 1 — Resultado do modelo para o ajuste aos valores experimentais (condicéo 01)
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"
g sof =
=
8 60} % .
4[] _ \_
* ﬁ_/{ 3
20 ;///,f' . . i
. +*
0 1 1 1 1 1 1 1 1
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tempo (min)
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A linha pontilhada da Figura 1 indica que a solugdo do modelo respeitou a
conservacao de massa (CM ) do substrato e produtos ao longo do processamento. E o erro do
modelo observado ao final do processo foi aproximadamente zero.

A Figura 2 apresenta o resultado para a variacdo da enzima livre e dos complexos

enzimaticos a partir do ajuste das constantes cinéticas realizado para a solucao da condicao 01.

Figura 2 — Resultado do modelo para a variacdo da enzima e complexos (condigéo 01)

|
01-
"T_I 0.08 - .
E Enzima
o -
£ EGa
o 0.06- EIL .
= -
‘E CMmodelo
2 004- -
=]
[&]
0.02 - -

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
tempo (min)

Observa-se no resultado da Figura 2 que o processo segue estritamente a Lei de
Conservacao de Massas para a enzima e 0s complexos enzimaticos, ou seja:

@ ,GEL  GEGa  dEi =E(E+EL+EGa+EI)=O 3
dt dt dt dt dt

Também é possivel observar, no grafico mostrado na Figura 2, que a enzima livre (E)

e 0 complexo enzima galactose (EGa ) possuem variagdo muito proxima de zero ao longo de
todo o processo, ou seja:
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d_EzO_dEGa
t ' dt

~0 4)

Tal situagdo indica que, para 0 modelo do presente trabalho, o incremento do
complexo de inibicdo (EI ) é aproximadamente igual ao decréscimo do complexo de reagédo

(EL ) ao longo do tempo de processamento, ou seja:

dEl _ dEL

it dt ®)

O referido comportamento é valido para qualquer conjunto de valores de constantes
cinéticas que ajustem o modelo do presente trabalho a valores experimentais, indicando que
essa proposta pode ser aproximada do comportamento esperado para 0 modelo cinético

classico de Michaelis-Menten com inibi¢cdo pelo produto.

O resultado mostrado na Figura 3 compara 0 modelo com os resultados da condicao 02
apresentada na Tabela 1, cuja Unica diferenca para a Figura 1 foi o aumento da concentragdo
de substrato, de 200 mg.mL™ para 400 mg.mL™.

Figura 3 — Resultado do modelo para o ajuste aos valores experimentais (condic¢éo 02)
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Uma diferenca importante entre o resultado mostrado na Figura 3, quando comparado
com o resultado da Figura 1, diz respeito ao comportamento da galactose.

Verifica-se na Figura 3 que a galactose permanece igual a zero em todo o
processamento. Isso parece indicar que a condi¢do de incremento na concentragdo do
substrato, e consequente reducdo da atividade de agua da solugdo, tende a favorecer a
incorporacdo do monossacarideo galactose a estrutura dos GOS.

Na Figura 3 observa-se que o modelo teve dificuldades em ajustar os resultados
experimentais no inicio da reacdo, ao contrario da resposta mostrada na Figura 1.

A Figura 4 compara a resposta dos modelos nas condi¢cbes 01 e 02, aplicando as
constantes cinéticas das respostas das Figuras 1 e 3, respectivamente. A Figura 4 apresenta,
ainda, o comportamento para os dissacarideos galactosil galactose (DI ) e os trissacarideos

(TRI') separadamente, além da soma destes dois componentes como representacéo da resposta
do modelo para os GOS.

Figura 4 — Comparacao entre as respostas do modelo para as condi¢fes 01 e 02
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Observa-se na resposta para a condi¢do 02, apresentada na Figura 4, que ocorre
crescimento continuo nos valores numéricos de DI e TRI, possivelmente pelo efeito da
inexisténcia de concentracdo de galactose ao longo de todo o processamento.

Na condi¢do 01 da Figura 4, ao contrario da condicdo 02, é observada tanto a hidrolise
de trissacarideos, a partir de um determinado tempo do processo, quanto o efeito do
incremento na concentracdo de galactose.
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A Figura 5 apresenta o resultado para a condicdo 03 do trabalho de Lisboa e
colaboradores (2012), onde a concentracio inicial de lactose foi fixada em 200 mg.mL™ e a
concentracdo de enzima foi reduzida para 0,056 mg.mL™. A temperatura de reacdo nesse
processo foi mantida em 30°C.

Observa-se na Figura 5 que o modelo apresentou dificuldades em ajustar a resposta aos
resultados experimentais no inicio da reacéo, a exemplo do ocorrido na condigdo mostrada na
Figura 3. A resposta da Figura 5 ndo propiciou, também, o ajuste do modelo ao efeito da

hidrolise dos GOS ao final do tempo de processamento.

Figura 5 — Resultado do modelo para o ajuste aos valores experimentais (condicéo 03)
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A Figura 6 apresenta o resultado da condicdo 04 do trabalho de Lisboa et al. (2012),
com concentracdo de enzima e de substrato idénticas ao da Figura 3, mas com temperatura de
reacdo de 40°C.

A Figura 6 mostra, a exemplo da resposta da Figura 3, a condi¢cdo em que a galactose
permanece com valor igual a zero ao longo de todo o processo. Na Figura 6 observa-se
idéntica dificuldade do modelo em representar a resposta de GOS e glicose no inicio da reacéo

e a hidrdlise de GOS ao final do processamento, observadas na Figura 5. Aparentemente, no
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que se refere aos resultados experimentais da condi¢do 04, a hidrélise de GOS ndo gerou

incremento na concentracdo de galactose.

Figura 6 — Resultado do modelo para o ajuste aos valores experimentais (condicéo 04)
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A Tabela 2 apresenta os valores das constantes cinéticas para cada condicdo de
processo avaliado. Observa-se na Tabela 2 que o maior valor numérico para a constante inicial
da reagdo, k,, ocorreu na condicéo 01. Para Lisboa et al. (2012), a melhor resposta no que se
refere a sintese enzimatica foi a da condicéo 02.

Considerando que a diferenca entre as condi¢cdes 01 e 02 foi exclusivamente o
incremento na concentracdo do substrato, situacdo que gerou como consequéncia experimental
0 comportamento de inexisténcia de concentracdo de galactose, ao longo do tempo, no
processo com maior concentracdo inicial de lactose (condi¢do 02), é importante avaliar a

diferenga nos valores das constantes cinéticas nestas citadas respostas.

Segundo Lisboa e colaboradores (2012), o incremento na concentracdo do substrato
favorece a reagdo de transgalactosilagdo. A diferenca entre os valores numéricos das

constantes referentes as etapas de hidrolise de EGa (k, e k ;) e de reacéo de DI (k, e k_,)

podem indicar os motivos dos comportamentos mostrados na Figura 4.
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Tabela 2. Valores das constantes cinéticas para ajuste as condi¢cdes experimentais

Constante cinética Condi¢do 01 Condicdo 02 Condicdo 03 Condicao 04

k, (mL.min.mg™) 1,317 0,462 0,519 0,701
k_, (min™) 0,552 0,801 11,952 9,246
k, (mL.min.mg™) 2,329 2,309 3,129 3,780
k, (mL.min.mg™) 0,069 0,700 0,071 0,367
k_, (min™) 0,001 1,254 0,001 0,501
k, (mL.min.mg™) 0,001 0,931 0,001 0,281
k_, (min™) 0,001 0,502 0,001 0,910
ks (mL.min.mg™) 0,008 0,539 0,011 1,880
k_, (min™) 1,769 0,991 1,869 0,850
ks (ML.min.mg™) 0,744 1,593 0,944 2,030
k_, (min™) 0,898 0,001 1,098 4,232
k. (mL.min.mg™) 1,715 1,002 3,415 1,100
k., (min™) 1,010 1,016 0,910 1,780
k. (mL.min.mg™) 0,058 3,043 0,158 1,480
k . (min™) 1,034 0,589 1,934 0,620

As respostas do modelo apresentadas na Figura 4, quando mostraram 0s
comportamentos de DI e TRI para as condi¢cbes 01 e 02, indicaram que a hidrdlise dos
trissacarideos ocorreu apenas na condicdo de menor concentracdo inicial de lactose. Na
condicdo de maior concentracdo de substrato o que ocorreu foi que a galactose permaneceu

nula ao longo do tempo de processo.

Em especial quando se verificam que os valores dessas citadas constantes cinéticas, na
condicdo 03, sdo semelhantes aqueles valores observados na condi¢do 01. Cabe ressaltar que
as condigOes 01 e 03 apresentaram resultados experimentais com incremento da concentracao
de galactose ao longo do processo. Ao contrario das condi¢des 02 e 04, em que a concentracao
desse carboidrato permaneceu nula ao longo de todo o tempo de processamento.

No trabalho de Palai e Bhattacharya (2013), em um processo que partiu de substrato
com concentragao inicial de 100 e 150 g.L™ e com enzima na concentracéo inicial de 6 e de 12
kU.L™, respectivamente, realizou-se uma conversio de lactose avaliada em um intervalo de
reacdo de 30h. As constantes cinéticas, no citado trabalho, variaram desde valores numéricos
na faixa de 6,6.107 até 1,8.10°. No presente trabalho o intervalo de variacdo numérica das

constantes cinéticas foi significativamente mais estreito. Os resultados experimentais no
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trabalho de Palai e Bhattacharya (2013) foram obtidos a partir da -galactosidase comercial
Biolacta® FN5, em um processo conduzido com enzima imobilizada. No presente trabalho foi
utilizada, igualmente, uma enzima comercial, a Lactozym® 3000L, em um processo

conduzido em meio livre.

No trabalho de Rodriguez-Fernandez et al. (2011), que estudou a formacdo de GOS a
partir da lactulose usando a mesma enzima comercial utilizada no presente trabalho, cuja
reacao foi estudada na temperatura de 40°C, os valores das constantes cinéticas variaram entre
8,3.10™ e 1,2.10% em um modelo onde o efeito de inibicdo ndo foi considerado para a solugo
do sistema de equacGes ndo lineares.

No trabalho de Metelkin et al. (2009), que estudou a conversao da lactose a partir de -
galactosidase obtida de Escherichia coli, os valores numéricos das constantes cinéticas
variaram entre 20 e 4.10* em um modelo onde a inibic&o foi negligenciada.

No presente trabalho todos os ajustes do modelo aos resultados experimentais foram
realizados para propiciar erro zero do modelo, ou seja, 0 somatorio dos valores do substrato e
produtos tendeu para o valor numérico da concentracdo inicial do substrato ao longo do
processamento. No trabalho de Rodriguez-Fernandez et al. (2011), o erro do modelo ao final
do processo ficou abaixo de 10%, para um processo conduzido a partir da mesma enzima

comercial utilizada no presente trabalho.

Os valores do somatério da média dos erros quadraticos ( SME ) indicaram que o ajuste
do modelo aos resultados experimentais foi tanto melhor quanto maior a concentracao inicial

de enzima, menor a concentracado inicial de substrato e menor a temperatura.

No trabalho de Teoh e Don (2011), que avaliou o desempenho de quatro (4) diferentes
modelos para a hidrolise enzimatica de fibra de palma, os valores de SME variaram entre
1,19 e 9,36%. No presente trabalho, a variagdo de SME ficou entre 0,11 e 0,80%.

4. CONCLUSAO

A conversdo da lactose e sintese de galacto-oligossacarideos foi avaliada a partir da
elaboracdo de um novo modelo matematico, com inibicdo pelo incremento da glicose e da

galactose.
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O modelo proposto é representado por um sistema de nove (9) equacdes diferenciais
ordinarias e quinze (15) constantes cinéticas, as quais podem assumir diferentes valores

numéricos, fato que dificulta o ajuste do modelo a resultados experimentais.

Na proposta de modelo do presente trabalho observa-se que o decréscimo da variacdo
no tempo do complexo de reagdo EL pode ser aproximado ao incremento da variagdo no
tempo do complexo de inibi¢do El , indicando um comportamento aproximado ao da cinética

classica de Michaelis-Menten.

O modelo foi ajustado aos valores experimentais conjugando a reducdo da média do
somatdrio dos erros quadraticos (SME ) com a minimizacdo do erro do proprio modelo, no

que se refere ao somatorio dos carboidratos ao final do processo.

Os resultados demonstraram que o melhor ajuste do modelo matematico a dados
experimentais ocorreram nas condi¢cbes de maior concentracdo inicial de enzima, menor

concentracdo inicial de substrato e menor temperatura de reacao.
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4, CONCLUSOES

A conversdo da lactose e a sintese de galacto-oligossacarideos (GOS) foram estudadas
a partir de abordagens experimental e teorica, visando ampliar a avaliacdo sobre bioprocessos
simultdneos defasados (BSD), técnica de conducdo de processo para fabricacdo de
fermentados lacticos elaborada em trabalhos anteriores do grupo de pesquisa do Laboratério
de Engenharia de Bioprocessos da FURG, e construir e avaliar um novo modelo matematico
visando representar a cinética da reagdo enzimatica da conversao da lactose a partir da enzima

B-galactosidase.

O presente trabalho indicou ser possivel obter fermentados lacticos com reducdo de
lactose e com concentracdes de interesse para GOS, utilizando a técnica do bioprocesso
simultaneo defasado no desenvolvimento de fermentados lacticos com reduzido teor de
lactose e que possam ser rotulados como fonte de fibras, abrindo perspectivas para futura

avaliacdo da viabilidade do uso do BSD em escala produtiva.

No que se refere a modelos matematicos para descrever a cinética de reagdo
enzimatica, o presente trabalho apresentou uma nova proposta de representacdo do efeito de
inibicdo em catalises conduzidas por hidrolases, indicando que a inibicdo ocorre por efeito do

incremento da concentracdo de produtos da propria reacéo.

Foi desenvolvido um modelo matematico para hidrélise de dissacarideos a partir da
cinética classica de Michaelis-Menten, com inibi¢do pelo incremento dos produtos da reacéo,
indicando que a etapa de inibicdo associa efeito do tipo competitivo com efeito do tipo

incompetitivo.

No que se refere especificamente a conversao da lactose e sintese de GOS pela enzima
B-galactosidase, foi desenvolvido um modelo matematico que representou o efeito de inibicéo
a partir do incremento das concentracfes de glicose e de galactose, comparando seu
desempenho com os modelos disponiveis na literatura, a partir de processo genérico. O
referido modelo apresentou a proposta de efeito de inibicdo do tipo incompetitivo para a

glicose e do tipo competitivo tanto para a glicose quanto para a galactose.

O novo modelo de conversao da lactose e sintese de GOS foi comparado a resultados
experimentais, indicando que este modelo pode ser utilizado como ferramenta de apoio aos

pesquisadores experimentais.
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APENDICE 1

Rotina para solucdo de sistemas ndo lineares de EDOs no Matlab® (usando a funcéo

ODE45), aplicado ao exemplo da cinética classica de Michaelis-Menten.

- = - -
% Rotina para gerar a fungdo vetorial F(y) necessaria para
% resolver o sistema da cinética cléssica de

% Michaelis-Menten (arquivo.m)

% -

function michaelismenten
options=odeset('Abstol’,1e-6, Reltol’,1e-6);

t0 =0;

tf =20;

S0 =100;

EO =10;

[t y]=ode45(@fdo,[t0 tf],[EO O SO 0 EO SO],options);

subplot(2,1,1)

plot(t,y(:,1), blue',t,y(:,2),'green’,t,y(;,5),"-.cyan’);
title('Michaelis-Menten (enzima e complexo)?;
ylabel(‘concentracao (Y)");

xlabel(‘tempo (t)");

Igndl ='E';

Ignd2 = 'ES';

legend(lgnd1,lgnd2);

axis([0 tf 0 E0+3.9]);

subplot(2,1,2)
plot(t,y(:,3),'green’,t,y(:,4),red"t,y(:,6),-.cyan’);
title('Michaelis-Menten (substrato e produto)');
ylabel('concentragéo (X)");

xlabel(‘tempo (t)");

Ignd1 = 'Substrato’;

Ignd2 = "Produto’;

legend(lgnd1,ignd2);

axis([0 tf 0 S0+39]);

function dy= fdo(t,y)
dy = zeros(4,1);
k1=1.;

ki11=1,;

k2=1.;

dy(1) = k11*y(2)-k1*y(1)*y(3)+k2*y(2); %Ok
dy(2) = k1*y(1)*y(3)-k11*y(2)-k2*y(2); %Ok
dy(3) = k11*y(2)-k1*y(1)*y(3); %Ok

dy(4) = k2*y(2); %0k

dy(5) = dy(1)+dy(2); %Ok

dy(6) = dy(3)+dy(4); %0k
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APENDICE 2

Rotina para solucdo de sistemas ndo lineares de EDOs no Matlab®, via Runge-Kutta de ordem 4 e passo de 1.1073, aplicado ao modelo

desenvolvido no presente trabalho (arquivo.m).
Fez-se: X, =E; X, =EGa; x; =EL; X, =El; X, =L; X, =Ga; x, =Gu; x; =DI; X, =TRI .

Para a expresséao das constantes cinéticas, fez-se: k_, =k;;; k ; =Kk, (e assim sucessivamente); k; =k;; k;, =k, .

function [t,x1,x2,x3,x4,x5,x6,x7,x8,x9]=Tese
x100 =10

x200=0.;

x300=0.;

x400 =0,

x500 = 100.;

x600=0.;

X700=0.;

x800=0.;

x900=0.;

t0=0,;
tf=20.;
h=0.001;

kl=1;
k11 =1.;
k2 =1,;
k3 =1,
k31 =1
k4 =1,;
k41 =1
k=1,
k51 =1.;
k6 =1.;
k61 =1.;
k7 =1.;
k71 =1
k8 =1.;
k81 =1.;

n = (tf-t0)/h;
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%
% Definindo vetores
%

t=zeros(1,n+1);

x1=zeros(1,n+1);
x2=zeros(1,n+1);
x3=zeros(1,n+1);
x4=zeros(1,n+1);
x5=zeros(1,n+1);
x6=zeros(1,n+1);
X7=zeros(1,n+1);
x8=zeros(1,n+1);
x9=zeros(1,n+1);

%
% Definindo condig0es iniciais
%

t(1)=t0;

x1(1)=x100;
x2(1)=x200;
x3(1)=x300;
x4(1)=x400;
x5(1)=x500;
X6(1)=x600;
X7(1)=x700;
x8(1)=x800;
x9(1)=x900;

%
% As fungBes auxiliares
%

% Enzima e Complexos Enziméaticos

fl =@(x1,x2,x3,x4,X5,x6,X7,x8,X9) k11*x3-k1*x1*x5+k3*x2-k31*X1*x6+k4*x2*X6-k41*x1*Xx8+k5*Xx2*X8-k51*x1*Xx9+k6*X2*X5-k61*X1*X9+Kk81*X4-Kk8*X1*X6*X7;
f2 =@(x1,x2,x3,x4,%5,x6,X7,x8,X9) k2*x3+k31*x1*x6-k3*x2+k41*x1*x8-k4*x2*x6+k51*Xx1*X9-k5*Xx2*x8+k61*X1*X9-K6*X2*X5+K71*X4-K7*X2*X7;

3 =@(x1,x2,x3,x4,X5,x6,x7,x8,x9) k1*x1*x5-k11*x3-k2*x3;

f4 =@(x1,x2,x3,x4,X5,X6,X7,X8,X9) K7*X2*X7-K71*x4+k8*x1*X6*x7-k81*x4;

% Substrato e Produtos

5 =@(x1,x2,x3,x4,%x5,x6,X7,x8,X9) k11*x3-k1*x1*x5+k61*x1*Xx9-k6*x2*X5;
6 =@(x1,x2,x3,x4,%5,x6,X7,x8,x9) k3*x2-k31*x1*x6+k41*x1*x8-k4*x2*x6+0.5*k81*x4-0.5*k8*X1*X6*X7;



111

f7 =@(x1,x2,x3,x4,X5,%6,X7,x8,X9) k2*x3+k71*x4-k7*x2*x7+0.5*k81*x4-0.5*k8*X 1 *X6*X7;
8 =@(x1,x2,x3,x4,%5,x6,X7,x8,X9) kd*x2*x6-k41*x1*x8+k51*x1*x9-k5*x2*x8;
f9 =@(x1,x2,x3,x4,%5,x6,X7,x8,X9) k5*x2*x8-k51*x1*x9+k6*x2*x5-k61*Xx1*X9;

for j=1:n

%
%
%

Primeira Aproximacao j + 1

x1kl=
x2k1=
x3kl1=
x4kl=
Xx5k1=
x6kl=
X7kl=
x8k1=

x9k1=

%

f1(x1(), x2(3), x3().x4(1), x5(), x6(), X7(), x8(), X9()));
f2(x1(1), x2(1), x3(1).x4(1), x5(1), x6(), x7(1), x8(), x9()));
f3(x1(), x2(), x3(1).x4(1), x5(1), x6(1), x7(1), x8(). x9()));
fA(x1(), x2(1), x3(1).x4()), X5(), x6()), x7(), x8(1), x9()));
f5(x1(), x2(j), x3(1).x4(), X5(), x6(j), x7(j). x8(1), x9()));
f6(x1(1), x2(1), x3(1).x4(1), x5(1), x6(), x7(1), x8(). x9()));
f7(x1(1), x2(j), x3(1).x4(1), x5(1), x6(1), x7(1), x8(). x9(1));
f8(x1(j), x2(j), x3().x4(1), x5(), x6(), X7(j), x8(1), x9(1));
fO(x1(), x2(), x3().x4(1), x5(1), x6(1), x7(1), x8(), x9(1));

%

Primeira Aproximacéo j + 1

%

%

%

Segunda Aproximacdo j + 1

%

x1k2=F1(x1(j)+0.5*h*x1k1, x2(j)+0.5*h*x2K1, x3(j)+0.5*h*x3K1, x4(j)+0.5*h*x4K1, x5(j)+0.5*h*x5K1, x6(j)+0.5*h*x6K1, x7(j)+0.5*h*x7k1, x8(j)+0.5*h*x8K1, X9(j)+0.5*h*x9k1);
x2k2=f2(x1(j)+0.5*h*x1k1, x2(j)+0.5*h*x2K1, x3(j)+0.5*h*x3K1, x4(j)+0.5*h*x4k1, x5(j)+0.5*h*x5K1, X6(j)+0.5*h*x6k1, x7(j)+0.5*h*x7k1, x8(j)+0.5*h*x8K1, x9(j)+0.5*h*x9K1);
x3k2=f3(x1(j)+0.5*h*x1K1, x2(j)+0.5*h*x2K1, x3(j)+0.5*h*x3K1, x4(j)+0.5*h*x4k1, x5(j)+0.5*h*x5k1, x6(j)+0.5*h*x6k1, X7(j)+0.5*n*x7k1, x8(j)+0.5*n*x8Kk1, x9(j)+0.5*h*x9k1);
x4k2=FA(x1(j)+0.5*h*x1K1, x2(j)+0.5*h*x2K1, x3(j)+0.5*h*x3K1, x4(j)+0.5*h*x4K1, x5(j)+0.5*h*x5K1, x6(j)+0.5*h*x6K1, x7(j)+0.5*h*x7K1, x8(j)+0.5*h*x8Kk1, x9(j)+0.5*h*x9k1);
x5k2=f5(x1(j)+0.5*h*x1K1, x2(j)+0.5*h*x2K1, x3(j)+0.5*h*x3K1, x4(j)+0.5*h*x4k1, X5(j)+0.5*h*x5k1, x6(j)+0.5*h*x6K1, x7(j)+0.5*h*x7k1, x8(j)+0.5*h*x8K1, x9(j)+0.5*h*x9K1);
x6k2=f6(x1(j)+0.5*h*x1K1, x2(j)+0.5*n*x2k1, X3(j)+0.5*n*x3K1, X4(j)+0.5*n*x4k1, x5(j)+0.5*n*x5k1, X6(j)+0.5*n*x6k1, x7(j)+0.5*h*x7k1, x8(j)+0.5*h*x8k1, x9(j)+0.5**x9K1);
X7k2=F7(x1(j)+0.5*h*x1k1, x2(j)+0.5*n*x2k1, X3(j)+0.5*n*x3K1, X4(j)+0.5*n*x4k1, x5(j)+0.5*n*x5k1, X6(j)+0.5*n*x6k1, x7(j)+0.5*h*x7k1, x8(j)+0.5**x8k1, x9(j)+0.5*h*x9K1);
x8k2=f8(x1(j)+0.5*h*x1K1, x2(j)+0.5*h*x2K1, x3(j)+0.5*h*x3K1, x4(j)+0.5*h*x4K1, x5(j)+0.5*h*x5k1, x6(j)+0.5*h*x6k1, x7(j)+0.5*h*x7k1, x8(j)+0.5*h*x8k1, x9(j)+0.5*h*x9K1);
x9k2=F9(x1(j)+0.5*h*x1K1, x2(j)+0.5*h*x2K1, x3(j)+0.5*h*x3K1, x4(j)+0.5*h*x4k1, x5(j)+0.5*h*x5K1, x6(j)+0.5*h*x6K1, x7(j)+0.5*h*x7k1, x8(j)+0.5*h*x8Kk1, x9(j)+0.5*h*x9k1);

%

%
%

Segunda Aproximacéo j + 1

%

%
%

Terceira Aproximacao j + 1

x1k3=Ff1(x1(j)+0.5*h*x1k2, x2(j)+0.5*h*x2k2, x3(j)+0.5*h*x3k2, x4(j)+0.5*h*x4k2, x5(j)+0.5*h*x5k2, x6(j)+0.5*h*x6k2, x7(j)+0.5*h*x7k2, x8(j)+0.5*h*x8k2, x9(j)+0.5*h*x9k2)
x2k3=f2(x1(j)+0.5*h*x1k2, x2(j)+0.5*h*x2k2, x3(j)+0.5*h*x3k2, x4(j)+0.5*h*x4k2, x5(j)+0.5*h*x5k2, x6(j)+0.5*h*x6k2, x7(j)+0.5*h*x7k2, x8(j)+0.5*h*x8k2, x9(j)+0.5*h*x9k2);
x3k3=f3(x1(j)+0.5*h*x1k2, x2(j)+0.5*h*x2k2, x3(j)+0.5*h*x3k2, x4(j)+0.5*h*x4k2, x5(j)+0.5*h*x5k2, x6(j)+0.5*h*x6k2, x7(j)+0.5*h*x7k2, x8(j)+0.5*h*x8k2, x9(j)+0.5*h*x9k2);
x4k3=f4(x1(j)+0.5*h*x1k2, x2(j)+0.5*h*x2k2, x3(j)+0.5*h*x3k2, x4(j)+0.5*h*x4k2, x5(j)+0.5*n*x5k2, x6(j)+0.5*h*x6k2, x7(j)+0.5*h*x7k2, x8(j)+0.5*h*x8k2, x9(j)+0.5*h*x9k2);
x5k3=f5(x1(j)+0.5*h*x1k2, x2(j)+0.5*h*x2k2, x3(j)+0.5*h*x3k2, x4(j)+0.5*h*x4k2, x5(j)+0.5*h*x5k2, x6(j)+0.5*h*x6k2, x7(j)+0.5*h*x7k2, x8(j)+0.5*h*x8k2, x9(j)+0.5*h*x9k2);
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x6k3=f6(x1(j)+0.5*h*x1k2, x2(j)+0.5*h*x2k2, x3(j)+0.5*h*x3k2, x4(j)+0.5*h*x4k2, x5(j)+0.5*h*x5k2, x6(j)+0.5*h*x6k2, x7(j)+0.5*n*x7k2, x8(j)+0.5*h*x8k2, x9(j)+0.5*h*x9k2);
x7k3=f7(x1(j)+0.5*h*x1k2, x2(j)+0.5*h*x2k2, x3(j)+0.5*h*x3k2, x4(j)+0.5*h*x4k2, x5(j)+0.5*h*x5k2, x6(j)+0.5*h*x6k2, x7(j)+0.5*h*x7k2, x8(j)+0.5*h*x8k2, x9(j)+0.5*h*x9k2);
x8k3=f8(x1(j)+0.5*h*x1k2, x2(j)+0.5*h*x2k2, x3(j)+0.5*h*x3k2, x4(j)+0.5*h*x4k2, x5(j)+0.5*h*x5k2, x6(j)+0.5*h*x6k2, x7(j)+0.5*n*x7k2, x8(j)+0.5*h*x8k2, x9(j)+0.5*h*x9k?2);
x9k3=f9(x1(j)+0.5*h*x1k2, x2(j)+0.5*h*x2k2, x3(j)+0.5*h*x3k2, x4(j)+0.5*h*x4k2, x5(j)+0.5*h*x5k2, x6(j)+0.5*h*x6k2, x7(j)+0.5*n*x7k2, x8(j)+0.5*h*x8k2, x9(j)+0.5*h*x9k2);
% ———

% Terceira Aproximacdo j + 1

%

%
% Quarta Aproximagéo j + 1
%
x1k4=f1(x1(j)+h*x1k3, x2(j)+h*x2k3, x3(j)+h*x3k3, x4(j)+h*x4k3, x5(j)+h*x5k3, x6(j)+h*x6k3, x7(j)+h*x7k3, x8(j)+h*x8k3, x9(j) +h*x9k3);
x2k4=f2(x1(j)+h*x1k3, x2(j)+h*x2k3, x3(j)+h*x3k3, x4(j)+h*x4k3, x5(j)+h*x5k3, x6(j)+h*x6k3, x7(j)+h*x7k3, x8(j)+h*x8k3, x9(j)+h*x9k3);
x3k4=f3(x1(j)+h*x1k3, x2(j)+h*x2k3, x3(j)+h*x3k3, x4(j)+h*x4k3, x5(j)+h*x5k3, x6(j)+h*x6k3, x7(j)+h*x7k3, x8(j)+h*x8k3, x9(j) +h*x9k3);
x4k4=f4(x1(j)+h*x1k3, x2(j)+h*x2k3, x3(j)+h*x3k3, x4(j)+h*x4k3, x5(j)+h*x5k3, x6(j)+h*x6k3, x7(j)+h*x7k3, x8(j)+h*x8k3, x9(j)+h*x9k3);
x5k4=f5(x1(j)+h*x1k3, x2(j)+h*x2k3, x3(j)+h*x3k3, x4(j)+h*x4k3, x5(j)+h*x5k3, x6(j)+h*x6k3, x7(j)+h*x7k3, x8(j)+h*x8k3, x9(j) +h*x9k3);
x6k4=f6(x1(j)+h*x1k3, x2(j)+h*x2k3, x3(j)+h*x3k3, x4(j)+h*x4k3, x5(j)+h*x5k3, x6(j)+h*x6k3, x7(j)+h*x7k3, x8(j)+h*x8k3, x9(j) +h*x9k3);
X7k4=f7(x1(j)+h*x1k3, x2(j)+h*x2k3, x3(j)+h*x3k3, x4(j)+h*x4k3, x5(j)+h*x5k3, x6(j)+h*x6k3, x7(j)+h*x7k3, x8(j)+h*x8k 3, x9(j)+h*x9k3);
x8k4=f8(x1(j)+h*x1k3, x2(j)+h*x2k3, x3(j)+h*x3k3, x4(j)+h*x4k3, x5(j)+h*x5k3, x6(j)+h*x6k3, x7(j)+h*x7k3, x8(j)+h*x8k3, x9(j) +h*x9k3);
x9k4=f9(x1(j)+h*x1k3, x2(j)+h*x2k3, x3(j)+h*x3k3, x4(j)+h*x4k3, x5(j)+h*x5k3, x6(j)+h*x6k3, x7(j)+h*x7k3, x8(j)+h*x8k3, x9(j)+h*x9k3);
%
% Quarta Aproximagdo j + 1
%

%
% Aproximagdo Final j +1
%
x1(j+1)=x1(j)+(h/6)*(x1k1+2*x1k2+2*x1k3+x1k4);
X2(j+1)=x2(j)+(h/6)*(x2k1+2*x2k2+2*x2k3+x2k4);
x3(j+1)=x3(j)+(h/6)*(x3k1+2*x3k2+2*x3k3+x3k4);
X4(j+1)=x4(j)+(h/6)*(x4k1+2*x4k2+2*x4k3+x4k4);
X5(j+1)=x5(j)+(h/6)*(x5k1+2*x5k2+2*x5k3+x5k4);
x6(j+1)=x6(j)+(h/6)*(x6k1+2*x6k2+2*x6k3+x6k4);
X7(j+1)=x7(j)+(h/6)*(XTk1+2*XTk2+2*XTk3+X7k4);
x8(j+1)=x8(j)+(h/6)*(x8k1+2*x8k2+2*x8k3+x8k4);
X9(j+1)=x9(j)+(h/6) *(x9k1+2*x9k2+2*x9k3+x9k4);
tG+1)=t()+h;

%
% Aproximagcdo Final j + 1
%

end

%
% Grafico - Substrato e Produtos
%
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plot(t,x5,-blue',t,x6,"-black’,t,x7,'-green’,t,x8+x9,"-red',t, x5+x6+x7+x8+x9,-.cyan’);
title('Modelo para Conversdo da Lactose com inibigdo pela glicose e galactose');

ylabel(‘concentracao (X));
xlabel(‘tempo (t)");

axis([0 tf 0 x500+5]);

hold on

LO = x500;

C = X5+X6+X7+x8+x9;
Cf=C(n);

erro = ((LO - Cf)/L0)*100;
str = sprintf('= %6.4f', erro);

Ignd1 ="Lactose’;

Ignd2 = 'Galactose';

Ignd3 ='Glicose’;

Ignd4 ='GOS";

Ignd5 = ['Erro do modelo (%) ' str];
legend(lgnd1,Ignd2,lgnd3,Ignd4,Ignd5,1);

%

% FIM

%
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APENDICE 3

Apresenta a sub-rotina para solucéo de sistemas néo lineares de EDOs no Matlab® com énfase no calculo de SME, aplicado & rotina do Apéndice

2. Insere-se, no segmento “Grafico — Substrato e Produtos”, da rotina do Apéndice 2, a seguinte sequéncia:

hold on

LO = x500;

C = X5+X6+X7+x8+x9;

Cf = C(n+1);

erro = ((LO - Cf)/L0)*100;
strl = sprintf('= %6.4f, erro);

L = x5;
ssel = (L_exp(1)-L(2))"2 + (L_exp(2)-L((60/h)+1))"2 + (L_exp(3)-L((120/h)+1))"2 + (L_exp(4)-L((180/h)+1))"2 + (L_exp(5)-L((240/h)+1))"2 + (L_exp(6)-L((360/h)+1))"2 + (L_exp(7)-L((480/h)+1))"2
+ (L_exp(8)-L((600/h)+1))"2 + (L_exp(9)-L((720/h)+1))"2 + (L_exp(10)-L((840/h)+1))"2 + (L_exp(11)-L((960/h)+1))"2 + (L_exp(12)-L((1080/h)+1))"2;

G = x8+x9;
sse2 = (G_exp(1)-G(1))"2 + (G_exp(2)-G((60/h)+1))"2 + (G_exp(3)-G((120/h)+1))"2 + (G_exp(4)-G((180/h)+1))"2 + (G_exp(5)-G((240/h)+1))"2 + (G_exp(6)-G((360/h)+1))"2 + (G_exp(7)-
G((480/h)+1))"2 + (G_exp(8)-G((600/h)+1))"2 + (G_exp(9)-G((720/h)+1))"2 + (G_exp(10)-G((840/h)+1))"2 + (G_exp(11)-G((960/h)+1))"2 + (G_exp(12)-G((1080/h)+1))"2;

Gu =X7;
sse3 = (Gu_exp(1)-Gu(1))"2 + (Gu_exp(2)-Gu((60/h)+1))"2 + (Gu_exp(3)-Gu((120/h)+1))"2 + (Gu_exp(4)-Gu((180/h)+1))"2 + (Gu_exp(5)-Gu((240/h)+1))"2 + (Gu_exp(6)-Gu((360/h)+1))"2 +
(Gu_exp(7)-Gu((480/h)+1))"2 + (Gu_exp(8)-Gu((600/h)+1))*2 + (Gu_exp(9)-Gu((720/h)+1))"2 + (Gu_exp(10)-Gu((840/h)+1))"2 + (Gu_exp(11)-Gu((960/h)+1))"2 + (Gu_exp(12)-Gu((1080/h)+1))"2;

Ga = x6;
ssed = (Ga_exp(1)-Ga(1))"2 + (Ga_exp(2)-Ga((60/h)+1))"2 + (Ga_exp(3)-Ga((120/h)+1))"2 + (Ga_exp(4)-Ga((180/h)+1))"2 + (Ga_exp(5)-Ga((240/h)+1))"2 + (Ga_exp(6)-Ga((360/h)+1))"2 +
(Ga_exp(7)-Ga((480/h)+1))"2 + (Ga_exp(8)-Ga((600/h)+1))"2 + (Ga_exp(9)-Ga((720/h)+1))"2 + (Ga_exp(10)-Ga((840/h)+1))"2 + (Ga_exp(11)-Ga((960/h)+1))*2 + (Ga_exp(12)-Ga((1080/h)+1))"2;

sme = ((ssel+sse2+sse3+ssed)/(n+1))*100;
str2 = sprintf('= %6.4f', sme);

Igndl = 'Lactose’;

Ignd2 = 'Galactose';

Ignd3 = 'Glicose’;

Ignd4 = 'GOS';

Ignd5 =['E_f (%): 'strl];
Ignd6 = ['SME (%): ' str2];

legend(lgnd1,lgnd2,lgnd3,Ignd4,Ignd5,Ignd6,1);
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%
% FIM
%

O exemplo dessa sub-rotina foi aplicado aos sistemas em que o tempo de processo atingiu 1.080 minutos. Para intervalos de processo diferentes,
faz-se necessario ajustar as expressdes do somatorio dos erros quadraticos (SSE), tanto para o substrato quanto para cada um dos produtos de

reacao.
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“All models are wrong .... but some are useful”.

George Box
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