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RESUMO

Mesquita, Rafael Fonseca de. Caracterizagdo de Enzimas para Remocao de
Reboco de Pocos de Petroleo . Orientadores: Maria Alice Zarur Coelho,
Andréa Medeiros Salgado e Marta Antunes P. Langone. Rio de Janeiro, 2010.

Monografia apresentada a Escola de Quimica como parte dos requisitos
necessarios para obtencdo do grau de Engenheiro Quimico.

Rafael Fonseca de Mesquita

Um ponto importante na producdo de petroleo de pocos de geometria
horizontal ou complexa é a remoc¢ao do reboco (filter-cake), formado a partir da
deposicao de polimeros naturais como amido e goma de xantana na parede do
poco. Estes polimeros estdo presentes nos fluidos de perfuracdo a base de
adgua. Durante a perfuracdo, o contato do fluido de perfuragcdo com a zona
produtora pode reduzir a produtividade pela invasdo destes fluidos na parede
do poco. Inicialmente o reboco tem funcdo de manutengcdo da estrutura da
formacdo, mas sua posterior remocao € necessaria para que se possa eliminar
toda a obstrucdo que impeca o fluxo de petrdleo na etapa de producao.
Normalmente séo utilizados acidos ou oxidantes fortes para a remocao deste
reboco. Porém, estes ndo possuem especificidade em relacdo ao substrato,
reagindo com qualquer substancia que seja passivel de decomposicdo, e
apresentam alta velocidade de reacao, nao degradando uniformemente todo o
reboco. Em vista destes problemas, faz-se importante o estudo de enzimas
para a remoc¢ao do reboco, ja que estas apresentam alto grau de especificidade
em relacdo a substratos e apresentam taxa de degradacdo mais lenta,
portanto, mais uniforme que os 4cidos e oxidantes usualmente empregados. O
objetivo deste trabalho foi 0 estudo comparativo entre uma enzima comercial
usualmente empregada em outros ramos da industria frente a um quebrador
enzimatico disponivel no mercado destinado a remocdo de reboco nas
condi¢cbes do ambiente do poco. Para tal, analisaram-se os perfis de reacao do
quebrador enzimatico de reboco comercial e do complexo enzimatico
termoestavel comercial. Avaliou-se também a inibicdo do sistema, além de
fazer uma comparacdo econdémica do processo com ambos os catalisadores.
Os perfis cinéticos da hidrolise de amido apresentados por ambas as amostras
foram muito semelhantes, com Vysx da a-amilase comercial ligeiramente maior
em fluido. Os estudos cinéticos a 50, 65 e a 80°C apresentaram inibicdo mista
em salmoura, alterando os valores de Km e Vys das duas preparacdes
enzimaticas avaliadas. O tempo de meia-vida do quebrador de reboco
apresentou-se maior, entretanto o custo da a-amilase comercial € menor.

Vii
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1. INTRODUCAO

Durante o processo de perfuracdo de pocos de getrdiferentes tipos de
fluidos de perfuracao sao utilizados junto as saman a funcéo de resfriar, lubrificar,
levar os cascalhos a superficie e controlar a #oeds poco. Os fluidos a base de agua
normalmente contém polimeros naturais como amido gobma xantana, além de
carbonato de calcio em uma solucdo altamente séliogster et al, 2000). Na
perfuracéo, os polimeros presentes nesse fluidtegesitam na parede formando um
reboco filter-cake. A remocao deste reboco € necessaria para efimiobstrucdo que

impede o fluxo do petréleo durante a producéao mjegéo de fluidos (Thomas, 2001).

O amido é um dos principais componentes do fluielpetfuracéo e do reboco
(Queiroz, 2002). Este polimero natural é formadta pmido de unidades de-D-
glicose através de ligacdes glicosidicas. A hidedllo amido envolve a quebra das
ligagBes glicosidicas com concomitante adicdo da omlécula de O por ligacao

rompida. Esta rea¢do pode ser catalisada por &oideszimas.

Na industria do petréleo sdo utilizados acidos xidantes fortes para remogéo
do reboco (Hodgeet al, 1996). Porém, esses compostos reagem com qualquer
substancia passivel de degradacéo, incluindo atatdes, os hidrocarbonetos e muitos
dos componentes da formacéo (Luyséeral, 2000; Suhy e Harris, 1998). Uma
alternativa a estes reagentes é a aplicacdo dedsslenzimaticas que hidrolisem os
polimeros presentes no reboco. A vantagem é qemzsas atuam sobre substratos
especificos, no caso os polimeros do reboco, ngcadendo a formacdo, nem os

equipamentos ou mesmo o produto (BetHl, 1996).



As o-amilases sdo enzimas que catalisam a hidréliseardmo de modo
randdémico. Estas enzimas agem no interior da catteipolissacarideo e realizam a
hidrolise das ligacdes-1,4 do amido (Guptat al, 2003). Pouco se conhece sobre a
atuacdo das-amilases ou qualquer outra enzima nos processosnuacdo de reboco
(Battistel et al, 2005). Portanto, neste trabalho foi investigada@omportamento
cinético de umax-amilase comercial e de um gquebrador enzimatice®beco frente as
condicbes de completacdo usualmente empregadasoeos jplas bacias brasileiras
(altas salinidade e temperaturas) visando obteraamgaracao entre os dois produtos a
nivel reacional. Foi feita ainda uma comparacdo duostos de cada produto,

comparando também suas atividades e meias-vidas.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Pocos de Petroleo

Para uma eficiente exploragéo e producao do petrfde-se necessario o estudo
e 0 entendimento dos diversos fatores que podelwmendiar esta eficiéncia. Neste
trabalho serdo abordados apenas alguns fatoremdigapocos de petrdleo, nas etapas
de perfuracdo e producdo dos mesmos. Existem ds/épos de pocos para a producéo
de petréleo. Durante muitos anos 0s po¢os vert@ais os Unicos encontrados. Com o
avanco da tecnologia de exploracdo do petroleo snémanas de perfuracdo foram
surgindo. Hoje em dia, na exploracdo do petrélfiéshoresdo encontrados os poc¢os de
geometria complexa que € o caso dos poc¢os horigoistes sdo mais comuns de
serem encontrados pois apresentam maior produgéode sua maior area de contato
com a area produtora, ou seja, maior area de estwaniFigura 2.1). Além disso,
pocos de trajetoria horizontal conseguem acompanésgrvatorios mais estreitos
(Figura 2.1) (Prado, 2003). Por isso a utilizacéstel tipo de po¢co vem aumentando
cada vez mais, apresentando novos problemas cauggimento do dano a formacao

gerado pela invasao do fluido de perfuragéo nadeasde poco (Brownet al, 1995).

Figura 2.1. Esquerma dos poc¢os horizontais - Maior contato coaservatorio/

acompanha camadas finas (modificado de Prado, 2003)



2.2. Fluidos de Perfuracao

Os fluidos de perfuracdo sdo misturas complexaspostas de sélidos e de
liquidos, podendo englobar inclusive gases. Estedamulados especificamente para
atender determinada etapa da operacdo, ou sejametmico po¢o podem ser usados
mais de um sistema de fluido. Os fluidos de pecfimasdo basicamente divididos em
trés tipos, de acordo com o material dispersanbasa de ar ou gas, a base de Oleo e a
base de agua (Thomas al, 2001, Caenn e Chillingar, 1996). O mais utilizado
fluido a base de agua devido ao seu baixo custixe lgrau de polui¢cdo. Os fluidos de
perfuracdo a base de 4gua, compostos exclusivapenpslimeros (amido ou celulose

e/ou goma xantana), sdo amplamente utilizados (8uerris Jr., 1998).

O fluido de perfuracdo tem suma importancia tardoetapa de perfuracao
quanto na etapa de producdo. Na primeira etapaido fapresenta diversas fungdes tais

como (Lomba, 2002; Caenn e Chillingar, 1996):

carrear o cascalho até a superficie;

» resfriar e limpar a broca;

* lubrificar a coluna de perfuragcéo para diminuirtot@ entre

esta e 0 poco;

* manter a estabilidade do poco;

« formar uma fina e impermeavel camada de rebditier(

cake.



Previamente & etapa de producdo, uma das principagdes do fluido é
desobstruir o poco para que haja uma eficienteugdm A desobstrucdo incompleta do

poco pode acarretar em prejuizo.

2.3. Reboco

O reboco é um dos principais causadores de dafmsnacédo pela reducéo da
permeabilidade do reservatorio de petréleo caupadwarios processos adversos. O
reboco apresenta varias funcdes durante a peréurégéretanto, a principal delas é
selar a formacédo produtora permeével e controlavasdo do fluido de perfuracdo a
formacgao, pois o contato deste fluido com a zonadypra pode alterar as
caracteristicas permo-porosas do reservatorio, ziedion a sua produtividade.
Inicialmente, forma-se um reboco nas paredes panepir a invasao dos fluidos da
formacdo (6leo, gas ou agua) para dentro do pagor@2.2). Isto € possivel devido a
maior pressdo da coluna do fluido em relacdo as@ceslos fluidos da formacao
produtora. Esta diferenca de pressao entre a cdiflaido e a formacao faz com que
o fluido seja empurrado contra a superficie perimmga da parede da formacéo (Nery
& Macari, 2005). Primeiramente o fluido invade osrgs da formac&o produtora
(reboco interno). Com o tempo, ha o depdésito dea®ido fluido nos poros, impedindo
ou diminuindo uma maior invaséao do fluido (rebogtemo). Com isto ha uma melhora

na estabilidade do poco e previne problemas nadaperfuracdo e producao.



SélidosFinos

Reboco

Invasdo

Arenito

Petroleo

Figura 2.2.Invasao do fluido de perfuracdo e formacao doaebo

2.4. Amido

O reboco fixado na parede do poco é constituidicdmente de dois polimeros
naturais (amido solivel e goma de xantana) e sa&l,s§o chamados de aditivos e de
particulas sélidas. Os polimeros naturais sdo nsspeis por bloquear os poros do

poco impedindo a invaséo do fluido de perfuracao.

A goma de xantana € um biopolimero oriundo da fatagdio bacteriana,
apresentando funcao reoldgica e ajudando no caergardos cascalhos até a superficie
(Caennet al, 1996). Normalmente esta presente nas composidesfluidos em
guantidades menores que a do amido sendo, portaptdimero que menos influencia

na formacao dos rebocos (Queiroz, 2002).

O amido pode ser utilizado em todos os tipos déedlfa base de ar, agua ou
6leo), mas é particularmente usado em fluidos a asaigua salgada ou salmoura. Este
€ o principal componente de fluidos de perfuragdlcados em pocos de geometria

horizontal (Queiroz, 2002). E formado por acUcasemples, ou monossacarideos,



unidos através de ligacOes glicosidicas. A composilp amido apresenta uma mistura

de dois polissacarideosoaamilose e a amilopectina.

A o-amilose € uma molécula formada por uma cadeiadide unidades (500-
2000) de D-glicose unidas por ligag@ed,4 (Figura 2.3), sendo a menor componente

do amido (15-25%) (Pires, 2002).

CHOH CHOH (s Ol

0 0 ©
""“"""\O OH 0 OH 9] (01} o
Ol OH OH

Figura 2.3. Estrutura da amilose.

Ja a amilopectina € formada por uma estrutura igadgé constituida por cadeias
de 20 a 25 unidades a@eD-glicopiranoses unidas em ligactesl,4 (cadeia linear).
Essas cadeias estdo unidas entre si através ¢édggal,6 (ramificacdes) e contém
apenas uma extremidade redutora na cadeia (FiglirasBndo o maior componente do

amido (75-85%) (dos Reis, 1983).

Pl

Q
—1 gH\FCHQOH
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Figura 2.4. Estrutura da amilopectina



A hidrélise do amido envolve a quebra das ligac@gisosidicas com

concomitante adicdo de uma molécula @@ idor ligacdo rompida (Figura 2.5).

(Cet1205), —+ n H,O — n(CeH1206)

amido glicose

Figura 2.5. Hidrdlise do amido (dos Reis, 1983).

2.5. Remocao do Reboco

Antes que a producéo do petréleo se inicie, fazesessaria a remocao total do
reboco, diminuindo assim o dano a formacdo. A deusmigdo quimica é a mais
importante forma de remocao. O amido representagrarale fracdo na composicéo de
muitos fluidos, de tal modo que s6 com a sua rempoée haver uma reducédo do dano
a formacao (Al-Otaibet al, 2004). A remocéao do reboco ocorre portanto qudrada
hidrolise do amido por um quebrador. As solu¢cdeguidbradores de polimeros que séo

usualmente aplicadas séo divididas em trés grdpodos, oxidantes e enzimas.

Os acidos e oxidantes tem eficiente aplicacdo geadacdo de polissacarideos
como amido e goma de xantana. Entretanto, em algasss, faz-se necessario um
tempo de exposicdo maior ou reagente mais forte pawa degradacado mais eficiente
do reboco. Soma-se isso ao fato dos acidos e drmlandio terem especificidade ao
reagirem, o que causa danos aos equipamentostratepea alguns componentes da
formacdo e até mesmo a componentes do proprioofllggrando maior custo de
producao. Além disso, a remocdo do reboco por ackdoxidantes ndo é controlada,
ocorrendo uma remoc¢ao maior do reboco no inicipaim sem que na parte final do
poco haja a remocao adequada. Se for injetada uargtidade maior desses reagentes

ou se houver um tempo maior de permanéncia desagsntes no poco, estes reagentes



podem invadir a zona produtora no inicio do poggeon reboco é primeiro removido,
ocasionando uma producédo ineficiente (baixa vazi@eatrdleo) e o contato desses
reagentes com o 0leo, o0 que ndo é desejavel. Adiciente, em caso de acidente estes
reagentes podem causar dano ao meio ambiente. UkaFRJ6 ilustra um tratamento

com acido/oxidante convencional.

~ Tratamento convencional

hidrocarboneto

Figura 2.6. Esquema de um tratamento com acido/oxidante ceiomal (modificado de

Schlumberger, 2007).



As enzimas sdo proteinas produzidas por célulagginismos vivos que tém
capacidade de atuar como catalisadores, ou saj@geraam a velocidade da reacao
devido a diminuicdo da energia livre de ativac&@mn Sapazes de decompor moléculas
complexas em unidades menores, promovem reacOesifsgs, ou seja, reagem
apenas com um substrato especifico, gerando ptarttdoém especificos. No caso da
remocdo de reboco, as enzimas ndo reagem com @autiposto sendo o amido. As
enzimas sdo lentas na degradacdo, porém nesten&assdo consumidas durante a
reacdo. Isto beneficia a remogédo completa e honeagéo reboco em pogos horizontais
muito longos. As enzimas sdo quebradores ambieataércorretos, ndo danificando
assim o meio ambiente. A Figura 2.7 ilustra a agho direta de enzimas para degradar

o polimero do reboco em um poco.

hidrocarboneto
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Figura 2.7. Esquema de um tratamento enzimatico (modificad®daffidumberger, 2007).

2.6.0-amilase

As fontes para obtencdo de enzimas podem ser agai®gos animais e 0S
microrganismos, sendo que grande parte das enzitiigsadas industrialmente tem

origem microbiana (Spier, 2005).

As enzimas responsaveis pela degradacdo do amitktitaote do reboco sdo
as amilases. Recebem este nome pois as enzimalassificadas em funcéo do tipo de
reacdo que catalisam (Stryer, 1992). Sao encomstrada diversas fontes (plantas,
animais e microrganismos) sendo que as que aterRdedemanda industrial sdo as
produzidas por microorganismos, pois sdo econon@ngnmais vantajosos e por

serem de manuseio facilitado (Guptaal, 2003).

Entre as amilases industriais, se destacanu-amilases ou 1,&-D-glucan
glicanohidrolases (E.C. 3.2.1.1). Asamilases catalisam a hidrélise do amido de modo

randémico agindo em ligac6es no interior da cadaianolécula do amido, resultando

11



na formacgéao de oligossacarideos lineares e ramificaom cadeias de varios tamanhos
(Guptaet al, 2003). Asa-amilases hidrolisam somente as ligagGe$,4 glicosidicas
do amido (Figura 2.8). A designac@mamilase € devido ao fato dos produtos de
degradagdo serem acucares com a configuracdo éptieaes, 2002; Gerhartzt al,
1990). Existem varios tipos @eamilases e estas diferem entre si pela especitieido
substrato, pela variagdo da faixa de pH otimopédstade a temperatura e pela origem.
A a-amilase bacteriana degrada o amido gelatinizadb \&2es mais rapido que a

enzima fungica (Uhlig, 1998).

Figura 2.8. Representagéo da acéo daamilases sobre amidos. (Modificado de da Cunha,
2002).

A presenca de C4 (co-fator de ativacdo) é essencial para estabdizada
enzima. Sem este, a enzima torna-se inativa e snateptivel & desnaturagéo térmica
ou acida. O célcio ndo participa diretamente dan&@do do complexo enzima-
substrato, mas mantém a molécula da enzima em ébmfarmacgéo para sua maxima
atividade e estabilidade. Tracos de calcio presemeamido sdo geralmente suficientes

para compensar a auséncia deste ion na enzima,ommesicaso de enzimas livres de
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calcio. Entretanto, a adicdo de sais de calciorénalnente recomendada para ativar a

protecdo maxima da enzima contra a desnaturagaa@eé(Pires, 2002).

As amilases bacterianas comerciais normalment@reiituzidas por culturas de
Bacillus amyloliquefacieng B. licheniformis A a-amilase das culturas dgacillus
licheniformis sGo as amilases termoestaveis comerciais maigadtls. Esta enzima
possui um peso molecular de 28kDa. Tem como codsitde ativacdo os ions \a
Cd* e M¢* e como inibidores NQ F, SOy, $05, MoOy e iodo acetato de sédio. A
adicao de 3,4 ppm de calcio a amilasé3décheniformisé o suficiente para estabilizar
a enzima, contrastando connaamilase deB. amyloliquefaciensgue necessita de 150
ppm de C& (Uhlig, 1998). Aa-amilase deBacillus licheniformistermoestavel ao
hidrolisar o amido, gera como produto dextrinasisaik e oligossacarideos (Gupta

al., 2003; van der Maaret al, 2002).

As enzimas sao aplicadas na remocao de reboco moema em solucdes
salinas de KCI ou NaCl denominadas salmouras. Quandalmoura é de NaCl, a

propria agua do mar pode ser utilizada.

Para uma melhor compreenséo a respeito da remeg&boco por enzimas faz-
se necessario o conhecimento de algumas caracesighs enzimas e de fatores que
afetam a acdo das mesmas. Para tanto sera abosdathdamente, alguns conceitos de

cinética enzimatica, inibicdo enzimatica e fat@ewbientais.

2.7. Caracteristicas das Enzimas

Como referido anteriormente, as enzimas atuam a@atadisadores aumentando
a velocidade da reagdo. A velocidade com que oeon@ reacdo enzimatica é fator

essencial para conhecer as caracteristicas dasanzPode-se definir se determinada
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enzima é melhor empregada em determinada situag@ujra, além de ser possivel
determinar o tempo de residéncia do fluido conteadenzima no pog¢o para uma
completa remoc¢éo do reboco. Para tanto, € necessarhecer a velocidade de reacao
de uma enzima e os fatores que a influenciam ardaécinética enzimatica, onde é
avaliada a quantidade de produto formado ou quedigidie substrato consumido por
unidade de tempo. Entre as variaveis mais impa@sana cinética enzimética estdo a
concentracdo de enzima, de substratos e produtdsd(res, ativadores), a forca

ibnica, o pH e a temperatura (Voet al, 2002; Frontaura, 1994; Stryer, 1992).
Portanto, é essencial o conhecimento do comportandas enzimas na maioria dos
processos industriais (Uhlig, 1998). Se levarmos camsideracdo que determinada
enzima pode nao estar totalmente ativa, ou sejde mkela estar inativa, € mais

apropriada a quantificacdo da real atividade de enmmma com base em medidas

cinéticas nas condi¢Bes a serem empregadas naspodoelustrial em questao.

A atividade enzimética é um valor importante paraaeacterizacdo de uma
enzima. A atividade depende da concentracdo dananzide substrato, sendo que sua
quantificacao se baseia na medida da velocidadialinie reacédo, ou seja, sua atividade
catalitica. A atividade enzimatica assim definidgpresenta o maximo potencial
catalitico de uma enzima para um dado conjuntooddicbes ambientais. Mesmo que
se pudesse guantificar uma determinada enzima esnuistura, esta informacé&o nao
necessariamente demonstraria sua capacidade icatfitex. a enzima poderia estar
parcialmente inativada). Por isso, € mais adequddoponto de vista pratico, a
quantificacdo de uma enzima com base em medidadiozia. Uma unidade de
atividade enzimatica (U) é definida pela quantidddeenzima que produz imol de

produto por minuto sob condi¢cdes definidas de teaipe, pH, concentracdo de
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substrato (Segel, 1993). A atividade especificaptessa em termos de atividades por

miligrama de proteina (U/mg).

Para um bom entendimento de como as enzimas opér@neciso considerar
duas propriedades termodinamicas da reacéo: (fgramba da energia livr\G) entre
produto e substrato e (2) a energia requerida ipaiar a conversao de reagente em
produto. O primeiro determina se a reacao é espeatd o segundo determina a taxa de
reacdo. As enzimas sdo capazes de alterar apeseggiada propriedade. Uma reacdo
apenas ocorrerd espontaneamente A& dor negativo. Se este for zero diz-se que a

reacdo estd em equilibrio e se positivo a reacd@odrre espontaneamente.

Em uma reacgéo enziméatica o substrato ndo vai di@t® o produto, mas passa
primeiro por um estado de transicad)(Este estado tem maior energia livre que os
proprios substrato e produto. A diferenca de eadigie entre o estado de transi¢do e o
substrato é chamado de energia livre de Gi®), como observado na figura 2.9. As
enzimas tém a funcdo de reduzir a energia de atyam seja, as enzimas facilitam a
formaco do estado de transicdo diminuin@y. A combinacio do substrato e enzima
cria um novo caminho no qual a energia do estadoadsicdo € menor que a requerida

na reacao na auséncia da enzima (Figura 2.10e(S1r992).

Portanto, a enzima altera apenas a taxa de reagdo e equilibrio reacional.
Em outras palavras, enzimas aceleram apenas adehagaonto final do equilibrio ndo
mudando a sua posi¢ao. A posicao do equilibriméda apenas da energia livre entre o

substrato e o produto.
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Estado de Transicao, S.i

AG.i(néo-cataIisada) l

.-'"'-'r"- +
P F | | AG (catalisada)
- i :

Substrato

AG de
reacao

Energia Livre —

Produto

Reacdo —=

Figura 2.9. Diminuicdo da energia de ativacdo pelas enzimaxlifi¢ado de Stryer,

1992).

2.8. Cinética Enzimatica
Muito do poder catalitico das enzimas é oriunddigiedo que € formada entre
ela e o substrato promovendo o estado de transigéamplexo enzima-substrato (ES).
O substrato é orientado a uma regido especifioandana (sitio ativo) para formar o
complexo ES e entdo formar o produto ou produtogu(& 2.10). A maioria das
enzimas sdo seletivas ao substrato com qual se.liga sitio ativo é uma fissura
tridimensional formada por grupos oriundos de difggs partes de sequéncia de

aminoacidos (Stryer, 1992).

Para muitas enzimas, a velocidade inicial de readap varia com a
concentracdo de substrato [S] como mostrado naafigill. Esta velocidade aumenta
linearmente com a concentracdo de substrato e uiilmié se aproximar de um maximo
em altas concentracfes de substrato. A dada coac@otde enzima, V€ quase

linearmente proporcional com [S], quando [S] é daix é independente de [S] quando
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[S] € alta. Em 1913, Leonor Michaelis e Maud Mentpropuseram um modelo
simples para explicar estas caracteristicas cagti© modelo proposto, que € 0 mais
simples que representa as propriedades cinéticasudas enzimas é representado na

equacao 2.1.

Figura 2.10.Orientacao do substrato a enzima para formar poschassando pelo complexo

ES.

k k
E+Sx—T1HES—2%E+P (2.1)
-1
onde: E = enzima livre; S = substrato; ES = complenzima-substrato; e,kk;, ky =

constantes de velocidades para formacdo de E®ciigdo de ES e da decomposicao

de ES em P, respectivamente.

Velocidade da reagiio (V)

>

KM Concentragio de substrato [S]

Figura 2.11.Dependéncia da velocidade inicial com relacaaubstsato.
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A velocidade maximaymay € atingida quando os sitios cataliticos das eaim
estdo saturados com substrato. Ou seja, [ES]= fE¢quacdo de Michaelis (Equacgao
2.2) mostra a relacdo que a velocidade inicialdem aVnsy [S] € Ku. E a equacéo 2.3
mostra a relacdo entreyKe k, ki, ko Ky é a constante de Michaelis e tem dois
significados. Primeiro, j§ € a concentracdo de substrato na qual metadeitims s
ativos estdo preenchidos. Segundo, o valor gdatmbém é associado a afinidade da
enzima pelo substrato. Assim, quanto menor seu valméricoe, maior sua afinidade

pelo substrato (Segel, 1993, Vettal, 2002).

ANES
° K, +[S]

(2.2)

_ kK, +K, (2.3)

K
M K,

Podemos observar na equacgéo 2.2 que se a conéenttagubstrato for muito
baixa ou muito menor queK Vo= (VmaKwm) [S]; a velocidade inicial é diretamente
proporcional a concentragdo de substrato. E pdes a&bncentracdes de substrato,
qguando [S] é muito maior que K Vo = Vuax iSto é, a velocidade é maxima

independente da concentracdo do substrato (Figlitq 2

Manipulando algebricamente a equacéo de Michaetistéin e linearizando-a

podemos obter a equacao 2.4. Esta € a equacamderelaver-Burk e € o método mais
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utilizado para determinar os parametros cinétiéas e Ky, pois € um método gréfico,

facilitando assim a visualizac&o dos valores.

Ky |1, 1
Vmax [g.l Vmax (23)

Nessa equacdo, os valores de velocidade inicianeentracbes de substrato

1_
v

obtidos na pratica sdo colocados na forma de d/¢/[S]. Assim €& possivel obter o
grafico de Lineweaver-Burk ou gréafico dos duplosipeocos (Figura 2.12), onde a
inclinacdo da reta seralVmax @ intersecao do eixo 1/v ser&ddx € a intersecdo com
o eixo 1/[S] serd 1l/lK. Uma das desvantagens desse grafico é que paveesal
pequenos de [S], pequenos erros na determinagaaaadade provocam grandes erros
em 1/v, conseqiientemente levam a grandes desviés,&Vmax E notorio que existem
outros métodos melhores para determinaf K Vma, entretanto o grafico de
Lineweaver-Burk é importante para visualizacdo dadsos em relacdo a acdo de

inibidores (Segel, 1993, Voet al, 2002).

K
coeficiente angular = A
Vinax

—lf"K}[ 1[5]

Figura 2.12. Representacéo grafica da equacao de Lineweavér-Bur

2.9. Inibicdo Enzimatica
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Os inibidores enzimaticos sao agentes moleculanesirgerferem na catalise,
tornando-a mais lenta. O inibidor também pode, luna casos, ser o préprio produto
da reacdo enzimatica e/ou seu substrato. Existean diasses amplas de inibidores
enzimaticos: reversiveis e irreversiveis (SegeB319Voet et al, 2002). Os mais
comuns de serem encontrados séo os reversiveisipojde inibicdo se divide em trés
grupos: inibicdo competitiva, ndo-competitiva e tanidNa presente revisdo apenas as

inibicbes competitiva, ndo competitiva e mista éstemas simples seréo consideradas.

Um inibidor competitivo compete com o substratoomdtio ativo da enzima. O
inibidor (1) ocupa o sitio ativo impedindo a fixacAelo substrato (Figura 2.13). Muitos
inibidores competitivos sdo compostos que se parexesubstrato e que se combinam
com a enzima formando o complexo enzima-inibidady. (Bevido ao inibidor se unir de
maneira reversivel a enzima, é possivel mudar tidseda competicdo em favor do
substrato simplesmente com a adicdo de mais stdosaando a [S] excede muito a
[1], a probabilidade da juncdo de uma moléculanilgidor € menor, motivo pelo qual a
reacd0 mostra 0 mesnmbhsx que aquele obtido no sistema sem inibicdo Eskacam
altera o valor de K afetando a afinidade da enzima pelo seu substatdudo sem
alterar o valor d&max O Ky na presenca do inibidor, oykaparente, € maior do que o

Km sem o inibidor (s app> Kv) (Figura 2.14).

K Kp
E+S =—— ES— > E+P
+
|

K,

EI

Figura 2.13.Representacéo do mecanismo de inibicdo competi€jvaconstante de equilibrio
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para ligacdo do inibidor a enzima; K constante de dissociacéo de E$ © &onstante de

decomposicao de ES em E + P (Modificado de Se§8B)1

’1-‘.. _______________ com inibidor (_/

s sem inibidor

=
=]
=

()

—— sem mibidor

=== com inibidor competitivo

Velocidade da reacdo (V;)

i i
"~

v

Kag K 8] 1Ky UKy, 1/[8]

(@) (b)

Figura 2.14.Representacdes graficas de (&kksug[S] e de (b) Lineweaver-Burk no

caso de inibicdo competitiva (modificado de Set@$3).

Um inibidor ndo-competitivo € 0 que se liga a utiogdistinto aguele que se
liga o substrato no sitio ativo e que difere ddigdor competitivo por s6 se unir ao
complexo ES (Figura 2.15) e ndo a molécula enzoad&ozinha. Esse tipo de inibi¢cao
altera ambos os parametros cinéticos e os val@r&s, @ Vimax diminuem (Figura 2.16)

(Voetet al, 2002).

ESI

Figura 2.15.Representacdo do mecanismo de inibicdo ndo cdimpel, = constante de
equilibrio para ligacéo do inibidor ao complexo KS= constante de dissociacdo de ES
e k, = constante de decomposic¢édo de ES em E + P (Maddide Voeet al, 2002).
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Velocidade da reacfio (V)

Vmax

Vinax

— sem inibidor

— —— com ibidor ndc competitivo

—

(@)

com inibidor

s

Figura 2.16.Representacdes graficas de (&kxsugS] e de (b) Lineweaver-Burk no caso de

inibicdo ndo competitiva (modificado de Segel, 1893oetet al, 2002).

Um inibidor misto se liga a um sitio distinto aogldstrato, porém pode se ligar

tanto a ES quanto a E (Figura 2.17), enquanto qoidiolor ndo competitivo soO se liga

ao ES. Nesse caso 0 valor \dg.x diminui e o valor de k§ pode tanto diminuir como

pode aumentar dependendo da enzima estudada. va fglil8 mostra o esquema de

uma das possiveis representacdes graficas queogoder na inibicdo mista (Voet

al., 2002).

E + 8 K,
+
I
|
El + S<_Kx_>ESI

Figura 2.17.Representacdo do mecanismo de inibicdo mista.dénstante de formacéo de El

ou ESI; K = constante de dissociacdo de ES ou E§Fedonstante de decomposigéo de ES em

E + P (Modificado de Segel, 1993).
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qk_ _______________ 0 ’
WA ,i' com inibidor
,/
= — sem inibidor ¥
& ,/
% "-_I.T'_ﬂ_ - g mbdor misto //
= - == 1 . 4
E I - Wz - Ry sem inibidor
% L T /]
3 -——},.?1" 3
- f.-"" 1 I / \\_ 1
4 % - -
KM Katgpp [5] UKy UKy, 18]
(b)
()

Figura 2.18.Representactes graficas de (&kwsugdS] e de (b) Lineweaver-Burk no caso de

inibicdo mista (modificado de Segel, 1993 e \tedl, 2002).

2.10. Principais fatores que afetam as enzimas

As enzimas sao facilmente afetadas pelo meio diadeestdo. Fatores como pH,
temperatura, forca idnica, sdo alguns dos fatores mais afetam as enzimas. As
enzimas tém um pH 6timo, ou seja, um intervalo Henp qual a sua atividade é
maxima (Figura 2.19). Para valores inferiores quesores de pH a atividade diminui.
O pH do meio afeta as cargas dos aminoacidos quedmm a enzima. A alteracdo

dessas cargas afeta a conformacédo da moléculasegientemente, a sua atividade.

100 +
80 T
60 T

40 T

Atividade relativa (%o)

20 1+

Figura 2.19.Efeito do pH na atividade enzimatica.
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A velocidade de uma reacdo quimica é também aHepath temperatura por
este parametro afetar as constantes cinéticase(mnay. O efeito da temperatura na
atividade enzimatica pode ser explicado também feelaa de Arrhenius que afirma
que duas particulas devem se colidir na orientaQ&eta e com energia suficiente para
gue os reagentes sejam transformados em prodBtu$e-se considerar que acontece o
mesmo com reacdes catalisadas por enzimas. Emshi@ngeraturas, as reacdes séo
mais lentas devido a queda da energia cinéticastensa. Porém, como as enzimas séo
proteinas, 0 aumento da temperatura ndo causasapeaamento da velocidade de

reacao, mas sim dois efeitos opostos:

+ até determinada temperatura, ocorre um aumenteldeidade de reacéo;

« a partir de determinada temperatura, ha uma digéouna velocidade de reacéo
por ocorrer a desnaturacao da enzima, ou sejada gde sua estrutura nativa,
catalitica, por alterarem as ligacdes quimicasngaetém sua estrutura

tridimensional.

Portanto, quando a temperatura esta acima da tetaperde desnaturacdo ha
uma consequiente queda na atividade enzimaticar@F&jR0) (Cabragt al, 2003, Voet

et al, 2002, Lehningeet al, 2002).

Atividade relativa (%o)

Figura 2.20.Efeito da temperatura na atividade enzimatica.
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A influéncia da forca ibnica sobre as enzimas kgaéla a concentracfes de sais
no meio e afeta a solubilidade da enzima, ou seja quantidade muito grande de sais
faz com que ocorra a coagulacdo e a precipitacaprateina. Isso faz com que a
guantidade de enzima solubilizada no meio seja medininuindo, portanto, a
guantidade de enzima que se liga ao substraton&ssignifica que a enzima perde sua
atividade por estar precipitada, tanto é que aigitacdo utilizando solugfes salinas é
uma técnica usualmente empregada na extracdo enwentracdo de preparacdes

enzimaéticas.
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3. OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi o estudo comparagimtre uma enzima comercial
usualmente empregada em outros ramos da indasnte fa um quebrador enzimatico
disponivel no mercado destinado especificamenta paremocdo de reboco nas
condicbes do ambiente do poco. Para alcancar jelival) foram realizadas seguintes

etapas:

- avaliacdo cinética do quebrador enzimatico frentariacbes na concentracao

de amido, de forca ibnica e de temperatura,

- avaliacdo cinética da enzima comercial enzimafremte a variacbes na

concentracdo de amido, de forca i6nica e de termypara

- avaliacao da inibicdo do sistema;

- comparacao da economicidade do processo com avslizgalisadores.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Equipamentos e Materiais

Os equipamentos utilizados nos experimentos, natisas e no preparo de

solucgdes foram:

> Espectrofotdbmetro Hach DR/4000 UV;

> Banho termostatico Temp-Therm modelo BM60;

> Placa Aquecedora em Ceramica com Agitacéo IKA WORKEelo C-MAG HS 4.
O preparado enzimatico comercial deamilase deBacillus licheniformis

Termamyl, foi gentiimente doado pela Novozyme SOA.quebrador enzimatico de

reboco e a salmoura de completacdo 9,4ppg (1,126°)gfforam cedidos pelo

CENPES/Petrobras (RJ). O amido soluvel (Reagenytibzado como substrato nos

ensaios.

A salmoura 9,4 ppgppunds per gallon(1,126 g/cm) foi utilizada como fluido
de completagdo e/ou veiculo para os preparadognétizcos. A composicdo da
salmoura utilizada € apresentada na Tabela 4.bsendncentracdo salina deste fluido

igual a 204 g/L (204000 ppm) (3,5 M) de NacCl.

Tabela 4.1. Composicdo da salmoura (CENPES/PETRGBRA

Reagente Funcao Quantidades
Agua destilada Dispersante 350 mL
Cloreto de sédio 71,25¢g
Bissulfito de sodio  Sequestrar oxigénio 0,07g
Ultrawet 70

(polietoxilado) Prevenir emulsao 105QuL

Hidréxido de s6dio  Manter pH entre 89 -
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4.2.Metodologia analitica de determinacao de atividade

A concentracdo de produtos formados, ou seja, aeobracdo de acuUcares
redutores liberados na hidrdlise foi determinadavaés do método do DNS (Miller,
1959). A concentracao aaamilase comercial e do quebrador de reboco noaarfg
de 0,01% (v/v). A absorvancia obtida foi quantifiasa 540nm em espectrofotémetro
Hach DR/4000UV, frente a uma curva-padrao realizaden glicose (0,5 a 10
umoles/mL). Uma unidade de atividade enzimatica édlivale a quantidade de
enzima que liberaimol de acucar redutor (produto) por minuto nas wgies$ do
ensaio (tampao fosfato de sédio - 0,02M com NaGbM, e pH= 6,9, a 30°C). As
reacdes foram realizadas utilizando amido soluwesete concentragdes distintas (1,25;
2,50; 3,75; 5,00; 6,25; 7,50; e 8,75mg/mL). Pa@daczoncentracédo de substrato foram
adicionados em cada tubo de ensaio em banho-m&riaml0 de solugéo de substrato
diluido em salmoura ou em tampédo e 0,5 mL de solwdimatica diluida em
salmoura ou em tampéo. Foram retirados cada tudmiceonado 1 mL de solugéo de
DNS para cessar a reacdo, de minuto em minutoGabéirutos de reacdo e de 5 em 5
minutos até 1,5 horas, para entdo aquecer a tetupgede 100°C por 10 minutos. Foi
entdo adicionado 10 ml de &gua destilada. Pordimpncentracdo de glicose formada

foi lido em espectrofotometro.

4.3. Determinacao dos Parametros Cinéticos

4.3.1. Influéncia da temperatura de poco na atividde sob

condicdes padréao (tampao)

O quebrador enzimatico e amilase comercial foram diluidos em solucéo

tampao fosfato de sodio 0,02 M com NaCl 0,005 M ®). A solucéo diluida de cada
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produto foi mantida em banho-maria nas temperatigas0, 65 e 8. Apds a reacao
nestas temperaturas, amostras foram retiradagieidade amilolitica foi determinada

de acordo com o item 4.2.
4.3.2.Influéncia da forca idnica (salmoura) nas temperattas de
PO¢o

A influéncia da forca i6nica foi analisada de acombm o item 4.2. sendo
porém os dois complexos enzimaticos diluidos ema@ata 9,4 ppg com concentracao

salina em torno de 204000 ppm de NaCl (pH 8-9).

4.3.3. Estimacéo dos parametros cinéticos

Os parametros cinéticos (¥ e Kv) da a-amilase comercial e do quebrador
enzimético foram determinados através da equacdabirsgsveaver-Burk, obtida por
meio da linearizagdo da equacgédo de Michaelis-Menteana tanto foi utilizado o
software Microsoft Excel. O valor de\Kfoi calculado pela intercessdo da reta
linearizada com o0 eixo das abscissas e \ax\pela intercesséo com o eixo das

ordenadas.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Devido a escassa quantidade de dados sobre o doebraimatico, usualmente
vendido para operacdes de completacdo em pocostd@lep, ambos os produtos

(quebrador enzimatico e enzima comercial) foraractarizados de forma comparativa.

As temperaturas utilizadas para a determinacaopdo&metros cinéticos das
preparacdes enzimaticas foram 50, 65 e 80°C, sgmel@s duas ultimas temperaturas
sdo as mais encontradas em pocos petroliferosaia @ Campos (RJ). Em trabalho
anterior (Kameda, 2007) foi verificado que, nasngiras horas de reacédo, tanto-a
amilase comercial como o quebrador enzimatico mearaim a atividade amilolitica nas
temperaturas de 65 e 80°C tanto em salmoura comuamcontrole (tampéao fosfato).
O tampdo fosfato de sédio foi utilizado como meimntoole por ser 0 mesmo
empregado nas analises de atividade amiloliticale oas enzimas normalmente

apresentam seu maior poder catalitico.

O mecanismo cinético de Michaelis-Menten descregemsportamento cinético
da maioria das enzimas (Lehninger, 2002). Coma@yéalsido relatado na literatura (Li
et al, 2007, Toledeet al, 2007, Lopezt al, 2006, Aguiaret al, 2000), aa-amilase
comercial seguiu esse comportamento cinético eno ta@ponado e em salmoura e

para todas as temperaturas testadas, conformeamoas$r Figuras 5.1 e 5.2.

Podemos observar na Figura 5.1 que a 80°C a valteithicial de reacdo &
maior que a 50 e 65°C. Isso porque aquela temparéta que mais se aproxima da
temperatura 6tima de atuacaocdamilase de cultura dgacillus licheniformigque € de

90 & 105°C (Gerhartt al, 1990).
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Figura 5.1 — Efeito da concentracdo de substrato na veloeidadeacao catalisada pela
amilase comercial em tampé&o a 50, 65 %80

Em solucdo de alta forca ibnica observamos querha abrupta queda na
velocidade inicial de reacdo, quando comparadandic@o padrao (tampdao), devido a
alta concentracdo salina que néo permite a otii&ia dg enzima sobre o amido (Figura
5.2). Observamos também que a temperatura teméndia diferente em relacdo a
solucéao tampado. Em salmoura, as velocidades igidas temperaturas 65 e 80°C séo
muito proximas e maiores que a 50°C. Pode estantemndo o abaixamento da
temperatura Otima da enzima em salmoura, entre 83°€, jA que esta temperatura

depende do meio em que a enzima se encontra.

Os valores de Km e Vmax foram calculados para t@dasondices testadas
através da linearizacdo de Lineweaver-Burk (Tabeld. Em meio tamponado, &
amilase comercial apresentou uma velocidade maslienaacio (Ms) maior a 86C

do que a 65 e a 50°C, o que era esperado, ja §@edMais proximo da temperatura

Otima desta amilase que varia entre 90 e 105°C.
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Figura 5.2 — Efeito da concentracdo de substrato na veloeidadeacao catalisada pela
amilase comercial em salmoura a 50, 65%€80

Tabela 5.1.Parametros cinéticos daamilase comercial.

Temperatura Meio m glfnth'l) (pmol.\rglﬂ_éxl.min’l) R?
50°C Tampéao 2,02 1,62 0,96
Salmoura 1,94 0,14 0,99
65°C Tampéao 1,26 1,45 0,98
Salmoura 8,50 0,93 0,99
80°C Tampéao 1,24 2,41 0,98
Salmoura 5,70 0,91 0,99

A velocidade méxima de reacdoyd, em salmoura caiu abruptamente para

todas as temperaturas testadas quando comparadasroeio tamponado (Tabela 5.1).

Esses valores indicam que a elevada concentratifia pade ser o fator responsavel

pela queda de desempenho na reacdo de hidrolise.

Ao observarmos os valores da constante de Michaelisamp&o, observamos

que com o0 aumento da temperaturg, diminui, como era esperado, ja que quanto
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menor o valor de |, mais eficiente é a acdo da enzima e, portantés ragido a
enzima alcanca sua velocidade maxima de reacdemJ&almoura, ndo podemos
confirmar tal fato. De 50 para 65°C o valor dg &menta para entdo diminuir a 80°C.
Como a temperatura 6tima de reacdo dessa enzirsasnesndicdes deve estar entre 65
e 80°C, o valor de | a 50°C é muito menor, poisyKesta relacionado ao tempo que
leva para alcancar a velocidade maxima, que naste € muito menor, como pode ser
observado. Portanto, esse valor dgdonfirmar que Wax a 50°C é muito menor que a
65 e 80°C.

O quebrador enzimatico também parece seguir um@iacande Michaelis-
Menten em tampao e em salmoura (Figuras 5.3 e 5.4).

Assim como ocorreu com a-amilase comercial, o0 aumento da temperatura

levou ao aumento da velocidade inicial de reac&u(& 5.3), o que era esperado.

g |B Tampdo 65°C
@ O Tampéo 50°C

2,5 - 5§ % | A Tamp&o 80°C
Q@ @

Velocicade Inicial
(umol/mL/min)
N
[SI=

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9
[Substrato](mg/mL)

Figura 5.3 — Efeito da concentragéo de substrato na veloeidadeacéo catalisada pelo
quebrador enzimético em tamp&o a 50, 65°€ 8@L™"

A velocidade maxima da reacédo do quebrador sofreweclinio acentuado no
meio de salmoura de completacdo, Neste meio, aetatopa ndo agiu da mesma forma

que em solucdo tampao. Como podemos observar na fig4, a maior velocidade
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inicial € a 65°C. Isso pode indicar que a forcac#@rabaixa a temperatura 6tima de

atuacao da enzima.

0,6 -

0,5
[&]
<€ E 0,47 T A Salmoura 80°C
2 E 03 T X i Y Z | o Salmoura 65°C
S % 5 @ @ @ O Salmoura 50°C
S g 0.2+ 3
cz g
= 0,1

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
[Substrato](mg/mL)

Figura 5.4 — Efeito da concentracdo de substrato na veloeidadeacao catalisada pelo

guebrador enziméatico em salmoura a 50, 65°€.80

Os valores de Km e W« do quebrador calculados estado apresentados néaTabe
5.2. Em salmoura, o quebrador apresentou maigs ¥ temperatura de 85. O
esperado era que a 80°Gys¥atingisse o maior valor. Porém estes valores pcastar
indicando que, em condi¢des de alta salinidad@°@ 8 enzima do quebrador esteja em
temperatura de desnaturacdo. Este fato pode ssghido também ao observarmos os
valores de Ify (afinidade entre enzima e substrato) que devanadir, mas de 50 para

65°C aumenta para entéo cair a 80°C.

Normalmente, aumentos na temperatura provocam damea velocidade de
reacdo. Assim, a energia de ativacdo pode ser ladicuatravés da equacdo de
Arrhenius. Contudo, os valores deg &/ obtidos para ax-amilase comercial e para o

quebrador enzimatico apresentados nas Tabelas%2] eespectivamente, estdo muito
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proximos e ndo descrevem uma fase ascendenteygeekh relagdo ao aumento da
temperatura. Portanto, é possivel que a faixa depdmtura estudada esteja
promovendo alguma desnaturacao térmica de ambm®dstos enzimaticos (Bracht

al., 2003). Além da temperatura, 0 meio de salmoureodgpletacdo parece ser um dos

principais responsaveis pela queda na capacidaal@ica dos produtos enzimaticos.

Tabela 5.2.Parametros cinéticos do quebrador enzimatico lokcoe

Temperatura Meio (mg}?nN;L’l) (pmol.\rr/1hlllélxl.min'1) R?
50°C Tampao 5,20 3,28 0,99
Salmoura 1,92 0,32 0,99
65°C Tampao 3,36 3,80 0,99
Salmoura 6,54 0,94 0,99
80°C Tampao 3,42 4,23 0,99
Salmoura 2,75 0,40 0,99

Os dados experimentais das reacdes de hidrolisant®s os produtos
enzimaticos foram linearizados através da repras@&atLineweaver-Burk. As Figuras
5.5 e 5.6 indicam que h& a ocorréncia de inibigibpmb mista (Lehninger, 2002; Segel,

1993) quando a salmoura é utilizada para os dadupos em todas as temperaturas

testadas.

Na inibicdo do tipo mista, a enzima (E) e/ou o claxp enzima-substrato (ES)
se ligam com um inibidor levando a formacdo de wmpmdexo estavel El ou EIS.
Nesse tipo de inibicdo ocorre a alteracdo tantovadmes de Km como os devy,
como pode ser observado nas Tabelas 5.1 e 5.2 bexlo, € provavel que algum
componente presente na salmoura esteja funcionao um inibidor do tipo misto

ou gue a alta forca iGnica da salmoura (3,5M delNa€arrete tal inibicéo.
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Figura 5.5. Representagao de Lineweaver-Burk pasazamilase comercial em
salmoura e tampao a 5004), 65°C (b) e 80C (c).
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Figura 5.6. Representacéo de Lineweaver-Burk para o quebeadhimatico em
salmoura e tampéo a 5004), 65°C (b) e 80C (c).
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Kameda (2007) determinou a atividade amiloliticaad@éos os produtos, e 0s
valores obtidos foram muito préximos:caamilase comercial Termamyl apresentou
atividade de 16822 U.mte o quebrador enzimatico de 17168 UnVerificou ainda
a atividade enzimatica em condicdes de alta salii@de constatou que ambos o0s
preparados enzimaticos apresentaram, em todasngereguras testadas, uma queda
acentuada na atividade amilolitica (entre 70 a 86fb)relacdo a condicédo controle,
apresentando mesmo assim valores muito préoximoatidiglade (aproximadamente

6000 U.mL* paraa-amilase comercial e 5000 U.Mlpara o quebrador enzimatico).

Por ter observado que a estabilidade dos prodatométicos na concentracéo
de 1% (v/v) em salmoura a ®D de ambos os produtos enzimaticos segue um
decaimento, Kameda (2007) calculou o tempo de mda-dos dois preparos
enzimaticos, encontrando; 1,46h paramilase comercial e 3,91h para o quebrador
enzimatico. Ou seja, 0 tempo de meia-vida do quelranzimatico é 2,68 vezes a

meia-vida dax-amilase comercial.

Para uma comparacdo econdmica entre os dois pdegaenzimaticos foi
verificado junto a representantes damilase comercial o seu custo: US$ 0.46/Kg.
Verificou-se também, junto ao Cenpes — Petrobrasisto do quebrador enzimatico de
reboco utilizado pelo mesmo US$ 60.00/Kg. Portantosto do quebrador enzimatico

€ 130 vezes maior que o daamilase comercial.
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6. CONCLUSOES

Com os resultados do estudo cinéticog-amilase comercial apresentou
melhores resultados na conversdo do amido frentgi@brador enzimatico, ja que
a Vuax foi igual ou superior a Wax do quebrador enzimético em salmoura e em

condicbes de poco (65 e 80°C).

Fazendo um paralelo entre 0 custo da enzima, aladi® amilolitica e a
meia-vida dos preparos,caamilase comercial apresentou-se muito mais vasdajo
economicamente pois, apesar do tempo de meia-aidpebrador enzimatico ser
2,68 vezes a da amilase comercial, esta apresasta £30 vezes menor que 0

custo do quebrador.

Ambos o0s concentrados enzimaticos apresentarantdnildo tipo mista,
devido a presenca de algum componente do fluida alta concentracao salina do

mesmo.
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