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RESUMO 

Silica gel macroporosa foi obLida pelo LralamenLo 

hidrolérmico da silica gel microporosa, preparada a partir de 

silicato de sódio e ácido cloridrico, a temperatura ambiente. A 

sílica porosa, classificada em diferentes tamanhos de partícula, e 

um tipo de Lerra de dialomáceas Ccelite 545) foram analisados em 

lermos de tamanho de poros pelo método de introdução de mercúrio 

por pressão. A silica gel com dit'erenles tamanhos de partícula, 

celiLe 545 e vidro não poroso foram examinados quanto à 

possibilidade de serem utilizados como suportes para imobilização 

de glicose oxidase CEC 1.1.3.4), catalisando a oxidaç~o de glicose 

para glicolactona. A enzima foi ligada a derivados alquilamino dos 

suportes utilizando-se glularaldeido e a efetividade do método foi 

comparada em relação ao tamanho das partículas e dos poros. A 

performance da enzima imobilizada foi estudada em reator de leito 

fluidizaào , utilizando ar como fonte de oxigénio. 



ABSTRACT 

Macroporous silica gel was obLained by hydrothermal 

treaLmenL o~ a microporous sílica gel, prepared ~rem sodium 

silicaLe and hydrochloric acid, a L roem LemperaLure. The 

macroporous silica, sieved in di~~erenLs particle sizes, and one 

grade o~ diaLomaceous earLh Ccelite 545) were analysed in Lerms o~ 

pore sizes by Lhe mercury inLrusion pressure meLhod. Silica gel o~ 

di~~erenL parLicle sizes, celiLe 545 and nonporous glass were 

examined ~or Lheir suitabiliLy as supporL maLerials ~or glucose 

oxidase CEC 1.1. 3. 4) immobilization, caLalysing Lhe oxidaLion o~ 

glucose Lo glucolacLone. The enzyme was coupled Lo Lhe alkilamine 

der i vaLi ves 

e~~ecLiveness 

Lhe 

Lhe 

supporLs 

meLhod was 

by gluLaraldehyde, 

compared in relaLion 

and 

Lo 

Lhe 

Lhe 

parLicle and pore sizes. The per~ormance o~ Lhe immobilized 

enzyme was sLudied in a ~luidized bed reacLor using air as oxigen 

source. 
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CAP! TIJLO !. - ENZI MAS !;;_ I MOBI LI ZAÇÃQ 

!_ - I NTRQQ!JÇÃQ 

Enzimas são cat-alisadores biológicos, const-it.uidos de 

prot-einas ou glicoprot-einas, que part-icipam de muit-as reações qui-

m.i.cas nos seres vi vos. Ao cont-rário dos cat-alisadores quimicos, 

as enzimas cat-alisam as reações em condições muit-o brandas, 

geralment-e em soluções aquosas neut-ras, a t-emperat-ura e pressão 

ambient-es. As enzimas t-ambém se caract-erizam pela especiricidade 

em relação ao subst-rat-o, algumas at-uando num limit-ado grupo de 

compost-os, enquant-o out-ras agindo quase sobre um único subst.rat.o. 

As enzimas são usadas ha muit-o t-empo, mesmo ant-es de se

rem conhecidas, e seu uso extendeu-se gradualment-e à produção de 

bebidas, aliment-os, t-êxteis e medicina. O desenvolviment-o da bio-

quimica, a elucidação dos mecanismos de reação e o desenvolviment-o 

de novas Ion~es da enzimas divarsiiicaram as suas aplicações. 

Embora. as enzimas sejam cat.alisadores ef"icient.es, n§:o 

são cat-alisadores ideais do pont-o de vist-a prát-ico, principalment-e 

por serem inst-áveis, não t-olerando solvent-es orgânicos e t.empe-

rat.uras elevadas. De forma a se conseguir um cat.alisador efi-

cient-e e est-ável, dois caminhos est-ão sendo invest-igados: um deles 

consist-e em se sint.elisar compost-os que t-enham at-ividade semelhan

t-e às enzimas (chamados sinzimas) e o out-ro consiste em se modifi

car a estrut-ura das enzimas produzidas por seres vivos,. de forma a 

t-orná-las mais estáveis [9J. O mét-odo de imobilização se enquadra 

ne-sse s~gundo ca..mi nho c i t.ado. Uma. en:zi ma. i mobi 1 i :zada a.t.i va, que 

seja est-ável e insolúvel em água poderá ser usada da mesma maneira 
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que um ca~alisador quimico sólido, com as van~agens da especiri

cidade e das condições brandas de reação, minimizando o consumo de 

energia e a ~ormação de subprodu~os. 

Em 1916, Nelson e Gri~~in [1) cons~a~aram que a enzima 

inver~ase, adsorvida em carvão a~ivado, ~inha a mesma a~ividade 

que a enzima solúvel. Em 1948, Summer [21 descobriu que uma ~erma 

insolúvel da urease, precipi ~ada em e~anol 30% com clore~o de 

sódio, con~inuava a~iva. Apesar dessas descober~as, a primeira 

~en~a~iva de se imobilizar uma enzima com o obje~ivo de melhorar 

suas propriedades roi ~ei~a em 1953, por Grubhorer e Schlei~h [31, 

que imobilizaram carboxipep~idase, dias~ase, pepsina e ribonu-

clease numa resina poliaminopolies~ireno diazo~izada. Na década 

de 1950, menos que dez ~rabalhos ~oram publicados a respei~o do 

assunt.o. Os ~rabalhos começaram a aparecer no inicio da década de 

60 e a se desenvolver extensamen~e no inicio da década de 70. O 

campo de aplicações para as enzimas imobilizadas ~em se extendido 

recen~emen~e. além da sin~ese quimica, para ou~ras áreas como a 

croma~ogra~ia por a~inidade e a área anali~ica, por exemplo. 

Em 1996 ~oi de~endido o primeiro ~rabalho de ~ese da En

genharia Quimica da UNICAMP no campo de imobilização de pro~einas 

[L.Peres, Tese de Mes~rado em Engenharia Quimica, UNICAMP, 19861. 

Nesse trabalho ~oi pesquisado o uso de supor~es poliméricos na 

imobilização de an~igenos da doença de chagas, para realização de 

~est.es Elisa CEnzyme Link<>d Immunosorben~ Assay) <>m análises 

clinicas rotineiras. O campo de tra~amen~o de super~icies den~ro 

da Engenharia Quimica ficou, des~a maneira, aber~o a ~uturas 

pesquisas, at.endendo aos mais di versos campos de aplicação. Em 

1988, out.ro t.rabalho nessa linha demons~rou a abilidade desses 
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suportes poliméricos em imobilizar invertase e glicoamilase, 

enzimas de grande interesse [V. L. Cardoso, Tese de Mestrado em 

Engenharia Quimica, UNICAMP, 19881. 

Dando continuidade a esses trabalhos, no sentido de con

tribuir na área de materiais aplicados à biotecnologia, começou-se 

a estudar o uso de suportes inorgànicos na imobilização de protei-

nas. Escolheu-se inicialmente para imobilização a enzima HRP 

CHorseradish Peroxidase), devido a seu uso na eliminação de ami

nas aromáticas carcinogénicas de residuos aquosos [A. M. Klibanov, 

E.D.Morris, Enzyme Hicrob.Technot., ª' 119-122 C1981l. Devido a 

di~iculdade de se obter a enzima HRP e ao seu alto custo, optou-se 

então pela i mobi 1 i zação da enzima glicose oxidase, cujas 

aplicações estão apresentas na pag. 18. 

O trabalho desenvolvido objetiva um estudo mais detalha

do no campo de imobilização de enzimas, en~atizando principalmente 

o desenvolvimento das técnicas de imobilização, como uma intro

dução à realização de outros trabalhos na área. 

G.- ENZIMAS 

a. 1 - GENERAL! DADES 

Prot.einas são as moléculas orgânicas mais abundantes da 

célula. constituindo 30-70 % de sua massa seca. Elas cont.ém os 

quat.ro elementos biológicos predominant.es CC, O, H, N) e S, que 

contribui para a estabilização da est.rutura tridimensional na 

maioria das proteinas, pela ~ormação da ligação dissul~eto c s-s) 

em diferent.es posições da cadeia polimérica. O t.amanho da cadeia 
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polimérica varia na faixa de pesos mol ec ul ares de 10"-106 e as 

duas principais configurações encontradas s~o a fibrosa & a 

globular. 

As pro~einas cuja função exercida é a ca~álise são 

denominadas enzimas, que de~erminam as taxas de reações quimicas 

ocorrendo den~ro da célula. As enzimas são encon~radas em 

diversos locais dent.ro da célula, podendo estar dispersas no 

cit.oplasma, ligadas a membranas ou em associação com estru~uras 

moleculares maiores. 

Os blocos monoméricos que cons~i~uem as prot.einas são os 

a-aminoácidos, cuja est.rut.ura geral é 

(1) 

Os aminoácidos se diferenciam pelo grupo R ligado ao 

carbono a como mostra a fórmula Cl), que é assimétrico C possui 

quatro grupos diferentes, com excessão da glicina). A exi st.ênci a 

desse carbono assimétrico implica em dois isómeros óticos: 

H , 
COOH HOOC-C-

·"' i 
R 

forma L forma D 

Esse isomerismo mui t.o import.ante, pois os 

microorganismos, devi do às suas enzimas, geral mente agem sobre 

apenas um dos isóm&ros, deixando a outra ~orma in~ac~a. 

Na Tabela I.l [80, pag. 58) est.~o representados os vinte 
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principais aminoácidos enconLrados nas proLeinas. O grupo R pode 

ser não polar (de caráLer hidrofófico) ou polar Cde caráLer 

hidrofilico). determinando o papel executado e a estrutura da 

proteina. 

TABELA 1.1 OS 20 AMI NOÃCI OOS ENCONTRAOOS NAS PROTE:f NAS C GRUPO R) 
ru dr o{Óbi c os 

Glicina CGly) 

H-

Alanina CAla) Valina CVal) 

CCH3 )2-cH-

Leucina CLeu) 

Metionina CMel) Penilalanina CPhe) Triptofano CTrp) 

H 

Isoleucina Clle) 

Hidrofilicos 

S...rina CS...r) 

Asparagina CAsn) 

Tr9onina CThr) 

CH3-cH-
I 
OH 

GluLamina 

Lisina CLys) 
+ 

H3N-c CH2 ),. -

((o, CH,-

Tirosina CTyr) 

CGlu) Arginina CArg) 

H2N-C-cH2-cH2-
II 
o 

Ácido Aspártico CAsp) Ãci do Gl ulàmi co C Gl u) Hi sti di na C Hi s) 
H 

Outros 

Cisteina CCys) 

H()-cH2-
+ 

Prolina CPro) 
H 

6-<-
(molécula inteira) 

Ref: [80, pag. 58] 

Protelnas simples são formadas pela condensação de 

aminoácidos através da l~gação p9pl1dica: 
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H 
I 

H-N .... 

o 
11 

, C-oH + 

... c .... 
H R 

H 
I 

H-N..._ 

o 
11 

,c-oH 
~c .... 

H R 
- H O H 

11 I 
o 
11 I 

H-N..., , c~ ..... , C-oH 
.... c .... 

H H 
~c .... 

C3) 

O fragment-o aminoácido mant-ido após a ligação pept-idica 

é chamado resish!.Q_ e designado pela t-erminação ll Cex.: glicil, 

alanil, et.c.). A list-agem da seqüência de residuos de uma prot.eina 

começa no grupo ácido t-erminal. 

Os aminoácidos não são os únicos const.it.uinLes das 

prot.einas, que podem cont-er out.ros grupos orgânicos ou mesmo 

inorgânicos. Essa out.ra part-e das chamadas prot.ei ~ con iugadas 

é denominado grupo prosLéLico. 

A esLruLura das prot.einas pode normalment.e ser descrit-a 

em t.rês niveis, embora um quart-o nivel seja necessário no caso de 

exist.ência de mais de uma cadeia simples [311. As int.erações que 

ocorrem a cada nivel de est.rut.ura são: 

primárias- sequência de aminoácidos, condensados pela 

ligação pepLidica. Isto,. na verdade, n~o é uma. est.rut.ura como 

cost.umamos nos mas apenas uma idenLif"icação dos 

aminoácidos que compõe a cadeia. 

secundárias- det-erminada principalment.e pelas ligações 

pepLicas mais as pont-es de hidrogênio, são responsáveis pela 

conf"ormação da cadeia. Exist.em dois Lipos de esLrut.ura 

secundárias predominant.es na nat-ureza: a) Helicoidal, predominant-e 

nas prot.einas globulares, sendo a co-hélice a mais est-ável; b) 

Folha Pregueada, predominant.e nas prot.einas fibrilares. 

t.erciárias- enrolament.o e dobrament.o da cadeia, induzido 

por pont.es de hidrog.:>nio, inL9rações não covalent. ... s Cdipolares, 
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eletrostáticas não polares ou de Van der Waals e ligações 

dissul~idicas covalentes). 

quaternárias- associaç~o de duas ou mais estruturas 

terciárias através de ligações n~o covalentes; as interações não 

polares são as mais comuns. 

Após essa abordagem geral a respeito da estrura básica 

da enzima C uma proteina). passa-se a considerar a sua atuação 

especi~ica. 

2. 2 - ENZIMAS COMO CATALISADORES 

2.2.1 -NOMENCLATURA [31J 

Não há um esquema de nomenclatura que seja aplicado a 

t.odas as anzi mas; na maior i a dos casos~ ent.ret.a.nt.o~ o nome da 

enzima deriva do que ela raz, e não do que ela é: o su~ixo -~é 

adicionado ao nome do substrato Curease catalisa a decomposiç~o da 

uréia) ou da reaç~o Cálcool desidrogenase catalisa a degradaç~o 

oxida ti va de um álcool). Excessões a essa nomenclatura s~o as 

enzimas f'amil i ares? como pepsi na~ tri psina. e renina .. Há seis 

principais classes de reações catalisadas por enzimas que rormam a 

base para o sistema de classiricação da "Enzyme Commission CEO", 

atribuindo números para todas &s enzim.s CTabela 1.2). Embora a 

nomenclat-ura empregada seja normalment..e a tradicional, o sistema 

EC orerece uma relação organizada do campo de aplicação das 

enzimas [80,pag 87J: 
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TABELA I. 2 - SISTEMA DE CLASSIFICAÇÃO DAS ENZIMAS EC 

1- ~redu~ases (reações de oxidação-redução) 
I 

CH 1.1- CH 
I 

1. 2- c = 
I 

1. 3- CH 

-OH 

o 

= CH 

1. 4-

1. 6-
I 

CH NH -

1. 6- NADP, NADPH 

2- Trans~erases C~rans~erência de grupos ~uncionais) 

2. 1- grupos de um carbono 

2.2- grupo aldeidico ou ce~ônico 

2.3- grupo acila 

2.4- grupo glicosila 

3- Hidrolases (reações de hidrólise) 

3. 1- és~er-es 

3.2- ligações glicosidicas 

4- Li ases C adição a duplas) 

4.1- c = c 
4.2- c = o 
4.3- c = N 

.......... 

2.7- grupo rosra~o 

2.8- grupos con~endo S 

3.4- ligações pep~idicas 

3.6- ou~ras ligações C-N 

3.6- anidridos de ácido 

6- Isomerases (reações de 
i somar i zação) 

6. 1- race_1nases 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . - .... -........... . 
6- Ligases C~ormação de ligações com quebra de AT?) 

6.1- c 
6.2- c 

o 
s 

Rer: [31, Tabela S.1J 

2.2.2 - CARACTERlSTICAS 

6.3- c 
6.4- c 

N 

c 

Uma cat.alisador é um compost-o que aument-a a velocidade 

de uma reação quimica, sem a c ar r et.ar uma mudança qui mica 

per manemt.e. Embora o cat.alisador alt.ere a ~axa de reação, 

diminuindo a energia de a~ivação requerida para que ela se 

com?l3~e. ele não are~a o seu equilibrio. 
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A principal dif'erença ent.re um cat.alisador sint.ét.ico e 

uma enzima é a especificidade. A maioria dos cat.alisadores 

sint.ét.icos não são especif'icos, cat.alisando reações similares, 

envolvendo vários t.ipos de reagent.es. O grau de especif'icidade 

das enzimas depende do seu papel biológico, não se podendo 

esperar, por exemplo, um alt.o grau numa enzima cuja f'unção seja 

hidrolisar prot.einas para produzir aminoácidos. 

Out.ra caract.erist.ica das enzimas é a freqüent.e exigência 

de um cof'at.or, um compost.o não prot.êico que combina-se com uma 

prot.eina inat.i va Capoenzima) para result.ar num complexo 

cat.alit.icament.e at.ivo. Exist.em dois t.ipos de cof'at.ores, os mais 

simples são ions met.álicos e as coenzimas que são moléculas 

orgânicas complexas. A exist.ência de cof'at.ores é um pont.o muit.o 

import.ant.e a se considerar na produção e aplicação de enzimas, 

mesmo porque enzimas com o mesmo nome, mas de dif'erent.es f'ont.es, 

podem exigir cofat.ores dif'erent.es. 

Out.ra dif'erença ent.re os cat.alisadores sint.ét.icos e as 

enzimas é que as úl t.i mas exigem um manuseio c ui dados o, pois é 

relat.i vament.e f'ácil pert.urbar a conf'iguração nat.i va da enzima e 

dest.ruir suas propriedades cat.alit.icas. 

2. 2. 3 - ATIJAÇAO DAS ENZIMAS 

Embora não haja uma t.eoria simples que explique a 

at.ividade e a especif'icidade da cat.álise enzimát.ica, há vários 

f'enómenos, baseados em evidências exper i ment.ai s. que podem ser 

combinados de modo a conferir caract.erist.icas especiais às 

enzimas. A ação da enzima ocorre at.ravés da f'ormação do complexo 
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enzima-subst.rat.o, pela região da enzima demominada §_it.io at.ivo, 

onde ocorre post.eriorment.e a reação e os produt.os são liberados. 

A ligação enzima-subst.rat.o geralment.e ocorre devido a :forças de 

at.ração :fracas, como pont.es de hidrogênio, embora algumas ligações 

do t.ipo covalent.e sejam conhecidas. 

pequena :fração da enzima part.icipa 

Acredi t.a-se que apenas uma 

do si t.i o a t.i vo, sendo que o 

rest.ant.e dos aminoácidos det.ermina a sua est.rut.ura espacial 

adequada para a cat.álise. 

Há algumas t.eorias sobre a maneira como a enzima at.ua 

sobre oCs) subst.rat.o(s): 

1- e:feit.o da proximidade: a enzima "segura" o 

subst.rat.o de :forma que os grupos cat.alit.icos da enzima e oCs) 

grupoCs) reat.ivoCs) do subst.rat.o est.ejam próximos, 

a- e:fei t.o de or i ent.açãQ: a enzima orient.a o 

subst.rat.o para a posição mais favorável à reação, 

3- acoplament.o induzido: algumas medidas :feit.as de 

:forma a avaliar mudanças na est.rut.ura da enzima, devido à 

int.eraçllto com o subst.rat.o, evidenciam uma molécula levement.e 

flexível, cuja est.rut.ura se ajust.a de modo a acoplar o subst.rat.o, 

e vai se alt.erando a medida que a reação progride, de forma a 

acelerar a t.ransformação de cada int.ermediário. 

a. a. 4 - CIN!!:TICA ENZIMÁTICA 

Um experiment-o t.ipico para medir a cinét.ica enzimát.ica 

consist.e em se mist.urar, em t.empo zero, soluções de subst.rat.o e 

enzima, purificados, num recipient.e com agit.ação moderada, fechado 

e isot.érmico, cont.endo uma solução t.ampão para cont.role de pH. A 
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concen~raç~o de subs~ra~o e/ou produ~o é moni~orada à medida que a 

reaç~o se processa. Tipicamen~e. s~o usados dados rela~ivos à 

velocidade inicial de reac~o. pois nesse pon~o as concen~rações 

s~o bem conhecidas. A inclinaç~o inicial da curva de subs~ra~o. 

ou produ~o. em relaç~o ao ~empo é es~imada a par~ir dos dados: 

quando: 

dp/d~j = - ds/d~j = vi 
t=O t=O t=O 

s = s = concen~ração inicial de subs~ra~o 
o 

p = O = concen~raç~o inicial de produ~o 

(4) 

Deve-se considerar, duran~e os es~udos ciné~icos, a 

possibilidade de degradaç~o da enzima duran~e o experimen~o. 

Devido ao ra~o das enzimas serem ob~idas como uma mis~u-

ra de diversas pro~einas, que diricilmen~e podem ser separadas e 

dosadas individualmen~e. não se mede a quan~idade de enzima pela 

"massa de enzima", mas sim pelo número de unidades de a~ividade. 

Uma unidade signirica a quan~idade de enzima que orerece uma cer~a 

a~ividade ca~ali~ica sob condições padrões rixadas para es~a enzi-

ma; por exemplo, uma unidade de glicose oxidase pode ser especiri-

cada como a quan~idade de enzima que ca~alisa o consumo de 1 ~mol 

o de glicose (ou de oxigênio), duran~e um minu~o. a 25 C, em ~ampão 

ci~ra~o-rosra~o 0,05 Me pH 5.5. A flexibilidade em relação à de-

rinição da a~ividade, sem uma norma padronizada, raz com que uma 

mesma enzima seja dosada em condições de reação e em sis~emas de 

unidades direren~es, não permi~indo uma comparação dire~a dos va-

leres disponiveis na li~era~ura. 

A modelagem dos dados ciné~icos pode ser fei~a a~ravés 

da adoção de um mecanismo de reaç~o. seu equacionamen~o e ajus~e 

dos parâme~ros a par~ir de dados experimen~ais. O ~ra~amen~o pro-
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post..o por Michaeles-Ment..en é o mais simples usado e geralment..e 

aplicado como uma derivação de mecanismos mais complicados, sendo, 

por isso, apresent..ado aqui. Como mecanismo de reação, assume-se a 

~ormação de um complexo ES Cenzirna-subst..rat..o) que pode se disso-

ciar em E + P, ou liberar novament..e o subst..rat..o: 

ks. 
s + E __,. ES 

~ 
C6) -· k2 

ES - E + p C6) 

Por quest..ão de simplicidade, nas equações abaixo 

considera-se:e = [EJ, Ces) = [ESJ, e 0 = [E 0 J e s = [SJ 

Para a reação em equilibrio (6) de~ine-se a const..ant..e de 

dissociação 

K = e. s/Ces) = k /k 
m -t 1 

onde Ces) é a concent..ração do complexo ES. 

A ~ormação irreversivel do produt..o (6) é dada por 

v= dp/dt.. = k .Ces) 
2 

(7) 

(8) 

Um balanço de massa da quant..idade de enzima ~ornece: 

e + Ces) = e 
o 

Para um reat..or agit..ado ~echado t..em-se 

v = -ds/dt.. = k s. e - k C es) . -· 
dCes)/dt.. = k s. e • Ck + k )(es) 

-· 2 

t.. = O ~ sCO) = s , Ces)(0) = O 
o 

(9) 

(10) 

(11) 

C12) 

Pouco depois de se iniciar a reação, quando pode ser 

adot..ada a aproximação do est..ado quasi-est..acionário, t..em-se 

dCes)/dt.. = O (13) 

Subst..it..uindo C13) nas equações ant..eriores e eliminando~ 

e Ces), t-em-se: 
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v = - ds/dl = 
k e s 

2 o 

CCk + k )/k ) + s 
-1 2 t 

Fazendo v = k e e k = Ck + k )/k , 
mo.x 2 o m -t 2 t 

(14) 

result-a na 

equaç~o de ~chaeles-Ment.en: 

v . s 
v = - ds/dl = ma.x 

C15) k + s 
m 

A avaliaç~o de v e k é ~eila rearranjando-se a equa-
max m 

ç~o de ~chaeles-Menlen de ~orma a se adaplá-la melhor aos dados 

experiment-ais. Tâm-se. dessa f'orma, as seguint-es equações 

derivadas: 

ou s:_) e 

v /2. 
ma.x 

a) Equaç~o Original 

v= v . s/Ck + s) 
ma.x m 

b) Equação de Lineweaver-Burk 

1/v = 1/v + Ck /v ) . (1/s) 
mo.x m ma. x 

c) sem denominação 

s/v = k /V + C1/v ).s 
m ma.x 

d) Equaç~o de Eadie-Ho~slee 

V = V - Jc • V/S 
ma.x m 

Par a se obler maior precisão, deve-se medi r v 
ma.x 

ret..ornar-se a a) para calcular-se o valor de k 

(16) 

C17) 

C18) 

C19) 

e de 
m 

No caso de reações envolvendo dois subslralos, uma 

possivel seqüência de reações é a seguinte: 

E + s ...:. ES lc ~ Cê:O) 
1 • • 

E ... s ... ES lc ..-
2 2 2 

Cê:D 

ES ... s _, 
ESS lc ...... (ê:ê:) 

• 2 • 2 t2 
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ES 
2 

ss 
1 2 

+ s • 
k -- p 

ES S 
2 1 

+ E 

k 
21 

C23) 

C24) 

k 
1

, k 2 , k 12 e k 21 são as const.ant.es de dissociação no 

equili brio. 

A t-axa de reação é 

v = k. C e. s . s ) 
• 2 

C25) 

Assumindo equilíbrio nas reações C20-23) chega-se a: 

v = 
1 + 

k 
21 

s • 
k12 

+ 
s 

2 

k.e 
o 

+ 
1/2Ck k + k k ) 

2 21 t 12 

s s 
• 2 

C26) 

Fazendo-se a aproximação para o est.ado est-acionário 

pode-se chegar a uma equação geral, mas com muit-os parâmet-ros, do 

pont-o de vist-a prát-ico. Observa-se que no equilibrio k k =k k 
tS.2 221 

e, rearranjando-se a equação C26), chega-se na ~orma ~amiliar: 

.. .. 
v = v . s /Ck + s ) C27) 

'tnQX 1 1 1 

onde 
.. 

v = k. e . s /Cs + k ) 
ma.x o 2 2 12 

C28) 

k* = Ck . s + k . k )/Cs + k ) C29) 
1 212 112 2 i-2 

Isso signi~ica que no caso de reações envolvendo dois 

subst.rat.os, se s ~or mant-ido const.ant.e e s ~or variado, a reação 
2 • 

seguirá a cinét-ica de Michaeles-Ment.en. 

C29) pode-se veri~icar que os valores de 

Pelas equações C 28) e .. 
v 

Jn(1X 

.. 
e k dependerão de .. 

s . A ~orma original da equação de Michaeles-Ment.en pode ser ve-
2 

ri~icada, na prát-ica, quando um subst.rat.o est.á em grande excesso, 

de ~orma que 
.. 

v -mo.x 

vál i das quando s > > k 
2 12 

k. e e 
o 

.. 
k• 
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2.3- GLICOSE OXIDASE: CARACTER!STTCAS E APLICAÇõES 

2. 3. 1 - CARACTERlSTTCAS 

Após uma disser t.ação geral a r espei t.o das enzí mas, sua 

f'orma de at..uação e cinét..ica de reações, passa-se a considerar o 

caso especi f' i co da enzima gl i cose oxidas e, ut..i 1 i zada no t.r abal ho 

experiment..al aqui apresent..ado. 

A enzima glicose oxidase é classif'icada, de acordo com o 

sist.ema da "Enzyme Commission", com E.C.1.1.3.4, correspondent.e às 

seguint.es caract..erist.icas: 

1.- oxidoredut..ase Ccat.alisa reações de oxi-redução) 

I 
1.1.- at..ua no grupo -CH-OH 

1.1.3.- usa oxigênio como acept..or de elét.rons 

A reação cat..alisada pela glicose oxidase é: 

OH 

ott'"~' 
OH..._~t 

CH2 0H 

r>-D-Glicose 

gli.coee 

oxida.se 

yOOH 

HyOH 
HOCH 

I 
Ãcido HyOH 
Glicônico HCOH 

I 
CH 2 0H 

OH 
OH'Í 
..... 

CH2 0H 

D-Glicono
/3-lact..ona 

fJ 

(30) 

O mecanismo de reação sugerido, que se adapt.a aos dados 

axperiment.ais (78J é • onde G = glicoso: 
kj_ 

E o + G 
___,. 

E 0 G (31) 
""1<""= j_ 

k 
E 0 G 

2 E p (32) - + 
r 

k 
E 02 

4 
E o H202 (33) + --+ + ,. 
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e a Laxa de reação sugerida [78J: 

k. [F.] k. [ F.l 
(34) v : = 

1 + k ..,-::.:.k -,-,.,-
k . [ Gl + k . [ 0~ J 

red ox .o~; 

onde k : k 2' [El = enzima LoLal = [E l + [E ) 
r o 

k = Ck + k )/}( • k = k • k~= k /}( 

"' -· 2 .. OH .. m 2 .. 
k = k .k /Ck + k ) 

r&<! 1 2 -· 2 

Como nos exper i ment.os a glicose esLá sempre em grande 

excesso em relação ao 0 2 , a equação C34) pode se t-ornar: 

v = v . [02)/([02] + k ) 
"""" m 

(35) 

onde k.k .[GJ 
k 

r<>d = . k . [ GJ k.k m k + 
O>< r<>d ox 

(:36) 

k.k .[EJ.[GJ 
: 

red v 
"'""' k . l GJ + k 

(37) 

red 

Rearranjando-se as equações (35-37), Lem-se as equações 

para caracLerização cinética da enzima: 

: k /V + 
m """" 

1/k : Ck /k ). C1/CGD 
ox re-d 

+ k /}( 
ox red m 

1/v : 1/Ck. CED 
mGX 

Experimentalmente, 

+ 1/Ck /[E]) 
r•d 

mede-se k 
m 

+ 1/[ GJ 

e v 

(38) 

(39) 

(40) 

em várias 

concent-rações de glicose, plotando-se a equação (38) para cada 

concentração. Através desses dados, pela eq. C39), encontra-se 

ox 
e k . 

r .. d 
Encontra-se finalment-e o valor de k. E pela eq. C40), k 

determinando a equação da cinét-ica de reação C34). 

Em Lermos de espec~ficidade, além de agir sobre a 

glicose, out-ros subst-ratos podem ser oxidados pela gl i cose 

oxi dase,. ma.s com t.axas de reaç~o mui t.o menores [ 77J como,. por 
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exemplo: 6-met.il gl i cose C 1. 85 % da t.axa da D-gl i cose) , manos e 

(0,98 %), xilose (0,98 Y.), malt.ose (0,19 %), galact.ose (0,14 %). 

A glicose oxidase é obt.ida de micélio de ~ungos como os 

AspereiLti e PenicitLia e normalment-e cont.ém como impurezas 

cat.alase,. i nver-tase, malt.ase, amilase celulase. 

comercializada como pó ou crist.ais, solúveis em água, result.ando 

em soluções amarei o-esverdeadas. Trat.a-se de uma ~lavoprot.eina 

t.endo como grupo prost.ético o dinucleot.ideo ~lavina-adenina CFAD), 

exigido na proporção de dois grupos por molécula de enzima. 

Out.ras propriedades são [84) 

Font.e PenicitLium Notatum 

Peso Molecular 186.000 152.000 

1. 1x10-•M 

2. Ox10-4 M 

I2l:!. 6llll!2: 5,50 (sendo mant.ida mais que 50 % da at-ividade 

ent.re 3,5 e 7,0) 

I2l:!. (est-abilidade): t.ot.alment.e est.ável ent.re pH 4,0 e 6,0, a 

40°C, durant.e 2 horas. Preparações est-abilizadas para serem 

ut-ilizadas em pH 2,5 são encont.radas e o uso em pH 8,0 exige uma 

alt.a concent-ração de glicose. 

t..emperat.ur-a.: mui to i nst.áv .. l .acima de 50 perdendo 

t.ot.alment.e a at-ividade em poucos minut.os a 65 °C. Pequena mudança 

de at.ividade ent.re 15 e 60°C. 

inibidorQs: sais de IDQt,ais pes~dos G reag9nt.e de p-cloromer-

cúriobenzoat..o. A enzima de A.nieer t.ambém é inibida por 

D-arabinose. 
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2.3.2- APLICAÇõES 

As principais aplicações para a glicose oxidase são: 

ProteçãQ de alimentos: como antioxidante, pela remoção 

de o
2 

em re.frigerantes, vinhos, molhos, alimentos desidratados e 

enlatados 9ID g9ral [07, 85). 

par a r emoção da gl1 cose de ovos antes da desí dr a tação 

Cs9Cagem) de .forma a impedir o escurecimento e desenvolvimento de 

sabor desagradável [85, 97). A quantidade de glicose na clara de 

ovos pode ser reduzida de l:V. para O,l:V. em 4 horas de reação , a 

pH 5,0-7,5 (80,pag. 253) 

- misturada com catalase, aumenta a estabilidade de alimentos 

marinhos Co ácido gliconico .formado diminui o pH e inibe o 

crescimento de microorganismos [97J),e é utilizada também no 

tratamento de invólucros para aliment.os~ impedindo a sua 

deteriorização oxidativa [85] 

[ 85]. 

estabilizante em solução de ácido ascórbico e vitamina B .2 

ProducãQ de ácido glicónico [97, pag. 355; 4, pag. 363) 

o açúcar invertido Cglicose + f"rutose ) pode ser 

~ransformado em ácido gliconico + fru~ose, que podem ser separados 

por cromatogra:fia de t.roca iónica [97] 

- a ação sobre a glicose produz ácido glicónico, utilizado 

como agente complexant.e de ions metálicos em alimentos e remédios 

e como adoçante alternativo para diabéticos [971 

Análises: 

f'abricação de pap.G.Is d<> teste para controle de diabetes e 

testes de .fertilidade [95) 
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- análise aulorna li zada de gl i cose, a lr a vés de acopl amenlo a 

um espectoíotómelro [4, pag.367J 

de ler nú nação de gl i cose a lr a vés de um sensor de Oz r 4, 

pag.369J 

Das aplicações c i ta das, o polenci al par a uti 1 i zação da 

enzima imobilizada está na produção de ácido glicónico ,remoção de 

oxigênio das bebidas anles de serem embaladas, remoção da glicose 

de alimentos e utilização analitica onde o uso da enzima 

imobilizada pode ser continuo e prolongado, pernútindo um grande 

número de análises no caso de métodos automatizados. 

3 - Mt;TODOS g SUPORTES NA I MOBI LI ZAÇÃQ DE ENZIMAS 

Nesse i tem serão apresentados os pr i nci pais métodos de 

imobilização de enzimas e exemplos dos suportes utilizados em cada 

método. Em seguida, aborda-se a seleção do método adequado para 

uso em processos quimicos. 

3.1 - Mt:TODOS DE IMOBILIZAÇÃO 

Por deíinação, imobilização signiíica o coníinamento da 

enzima numa região deíinida, sem perda da atividade catalitica, 

permitindo seu uso continua e repetidamente. 

Os métodos de imobilização podem ser agrupados em três 

categorias, subdivididas como mostrado no Diagrama I.1. 

1 ligação a suportes insolúveis 

2 ligações cruzadas 

3 oclusão 
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DI AGRAMA I . 1 - ME:TODOS DE I MOBI LI ZAÇ'Ji'.O DE ENZI MAS 

E. I nsol úvel --------~--------------~.Solúvel 
I I 

Ligação Oclusão Membranas DerivaLização 
I I 

Lig.Cruzadas Lig.a SuporLes Em Gel Em Fibra Microencap
sulação 

Adsorção 
Fisica 

I 
Lig. Lig. Lig. 

Iônica CovalenLe MeLálica 

3. 1 . 1 - LIGAÇÃO A SUPORTES I NSOLOVEI S 

ConsisLe em ligar a enzima a suporLes sólidos. E: o 

mais anLigo e principal méLodo de imobilização. Pode ser 

subdividido em quaLro caLegorias, de acordo com o Lipo de 

inLeração enzima-suporLe: adsorção ~isica, ligac~o iônica, ligação 

meLálica e ligação covalenLe. 

i ) AdsorçãQ E1sica 

Baseia-se na adsorcão ~isica da enzima na super~icie do 

sólido. Por não haver espécies qui mi c as envolvi das, há pouca 

mudança con~ormacional da enzima, obLendo-se um derivado com 

propriedades semelhanLes às da enzima livre. 

A adsorção depende de variáveis experimenLais como o pH, 

naLureza do solvenLe, ~orça iônica da solução, quanLidade de enzi-

ma e adsorvenLe, Lempo de conLaLo e LemperaLura. A principal va-

riável duranLe a imobilização é a concenLração de enzima na solu-

ção, cujo aumenLo acarreLa acréscimo da aLividade imobilizada aLé 

um valor máximo assinLóLico para concenLrações elevadas. Os 

e~eiLos di~usionais são imporLanLes, principalmenLe no caso de 
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suporLes porosos. 

Uma grande desvanLagem desse méLodo é a dessorçl!:o da 

enzima do suporLe, causando perda de aLividade e conLaminaçl!:o do 

produLo com a enzima. 

Como suport.es para esse mét.odo, usa-se carvão at.i vado, 

mat.eriais inorgânicos como vidro poroso, argila, caolinit.a, 

alumina, silica gel a bent.onit.a ou polimaros nat.urais como amido a 

glút.en. 

Baseia-se na ligação iônica ent.re a enzima e suport.es 

cont..endo resi duos de t.roca i óni c a. Em muiLos casos ocorret 

concomit..ant.ement.e adsorção risica, sendo apenas direrenciada pela 

íorça de int..eração enzima-suport.e, mais íort.e no caso da ligação 

iônica. Apesar disso, pode ainda ocorrer liberação da enzima do 

suport.e. As mudanças conrormacionais são pequenas e o derivado é 

t.ambém semelhant.e à enzima livre. 

Os suport.es empregados são os t.rocadores de ions, con-

t.endo grupos amino como alquilaminas, guanidina e aminas quat.er-

nárias, no caso de aniônicos CDEAE-, TEAE-, ECTEOLA-, et.c) e gru-

pos sulrat.o, !osrat.o e carboxil,no caso de cat.iónicos CS0-2
, P0-3 .. .. . 

et.c). 

iii ) LigaçãQ Met..álica Cou Quelat.ização) 

Consist.e em imobilizar enzimas usando compost..os de 

met.ais de t.ransição para at.ivar a superricie de suport.es orgânicos 

ou inorgânicos, ou óxidos met.álicos precipit.ados a part..ir de sais 

met.álicos. 

Embora o t.ipo de ligação dest.e mét.odo seja 

parcialment.e covalent..e, observa-se o desprendiment.o da enzima do 
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suporLe, em operações de longa duraç~o. 

Os sais meLálicos uLilizados no processo de aLivação 

Lem sido TiCl , 
8 

TiCl , Ti CSO ) , FeCl , 
• 2 • s a 

FeCl , 
2 

FeSO , .. ZnCl , .. 
SnCl , SnCl e VCl . A Lêcnica usada consLiLui principalmenLe em 

2 .. 8 

se umidecer o suporLe com uma solução do sal meLálico, secá-lo, 

lavá-lo para remover o excesso de sal e colocá-lo em conLaLo com a 

solução de enzima. Os suporLes uLilizados são orgânicos, como 

papel ~ilLro, pó de serra, quiLina, celulose,eLc. ou inorgânicos, 

como celiLe, vidro, lã de vidro, alumina, silica, LiLânia porosa, 

et.c. 

Como exemplo t.em-se a imobilização sobre t.it.ânia porosa: 

o 
I 

-at.ivação 

o 
I 

-Ti-QH + SnCI 2 ~ -Ti-D-Sn-Cl + HCI 

I I 
o o 

-i mobi 1 i zação 

o 

T i-Q-Si-ct 
I 
o 

o 
I 

+ E-SH -- T i -Q-Sn-S-E + HCI 
I 
o 

(41) 

(42) 

ConsisLe na 1 igação covalent.e enLre enzimas e suport.es 

i nsol úvei s. e o méLodo mais di~undido e i nvest.i gado de 

i mobi 1 i zação. A seleção das condições de imobilização é mais 

di~icil que nos out.ros t.rés rnét.odos e, às vezes, não requer 

condiçCSes Lão brandas de reação . A ligação enzima-suport.a é mais 

.fort.a, de Lal ~erma que n~o há perdas de enzima para a solução, 

mesmo na presença de subst.raLos ou soluções de alLa ~orça iónica. 



A 1 i gação da enz1 ma deve envolver qual quer grupo qui mico que não 

seJa essencial à a~ividade ca~ali~ica, o que significa que o si~io 

a~ivo não deve ser afe~ado pela imobilização. 

A grande variedade de reações de ligação e de ma~rizes 

com grupos quimicos capazes de par~icipar dire~amen~e ou de serem 

a~ivados para formar as ligações, faz com que esse mé~odo seja de 

aplicação quase geral . Infelizmen~e. na maioria dos casos, a 

es~ru~ura da enzima não é conhecida, de forma que fica dificil 

estabelecer regras gerais para a imobilização, excluindo os grupos 

do centro a~ivo, que nâo devem participar da ligação. 

Os principais fa~ores considerados para a 

imobilização de uma enzima, usando-se um mé~odo especifico de 

reação, são: 

ª-) Q grupo funcional da pro~ei!lª- adequado para ª- ligaçãQ 

c oval en~e lii?.!!l condi çoos brandas de reaçãQ. 

A Tabela !.3 mostra os residuos de aminoácidos 

suscep~iveis a se ligar aos supor~es. Levando-se em consideração 

a rea~ividade dos grupos e a es~abilidade da ligação formada, os 

residuos mais convenient-es são, em ordem decrescent.e: L-lisil, 

L-sis~eina, L-t.irosina, L-his~idina, L-ácido aspár~ico, L-ácido 

gluUi.mico, L-arginina, L-~r i p~o:fano, L-ser i na, L-treonina e 

L-meti oni na r 4 J • 

- 23 -



-SH 

-cooH 

-s-s-

TABELA I. 3 - RESlDUOS REATIVOS DAS PROTElNAS 

&-aminoácido da L-lisina CL-lys) e grupo amíno 
t-erminal 

t-iol da L-cist-eina CL-cys) 

carboxíl t-erminal, do L-aspar~a~o CL-Asp) e L
Glu~amat-o CL-Glu) 

íenólico da L-~irosina CL-Tyr) 

guanidino da L-arginina CL-Arg) 

imidazol da L-his~idina CL-His) 

dissulÍQ~o da L-cis~eina CL-Cys) 

indol do L-t-rip~o!ano CL-Trp) 

hidroxíl da L-serina CL-Ser) e L-~reonina 

L-CThr) 

R e!: [ 6, pag. 11 ) 

~) Reaçõ~ de acoplament-o enzima supor~e 

A reação normalment-e é f'ei~a submet-endo-se o suport-e, 

previamenLe a~ivado~ a uma solução de enzima. em condições 

brandas. As principais classe-s de rG>ações de acoplament..o usadas 

são, ent-re ou~ras [4]: 

1) di azotí zação 

2) Íormação de am1da (ligação peplidica) 

3) alquilação e ar1lação 

4) Íormação de base de Schi!f' 
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1) - Di azot-1 zaçãQ 

comument-e usados e baseia-se na ligação da prot.eina a grupos 

elet.rofilicos arildiazônio do suporte. A at.i vação do suporte 

cont..endo grupo~ r:tmi no ;::orom~t. i co~ Á f" Ai t.;;. c.:om ni t.r i t.o Am m9i o 

ácido: 

-@-NH:z HCI 
C43) 

Os grupos da prot-eina que participam da ligação via sal 

de dia.zônio são principalment<? o a.mino, fenol a imidazol CTabela 

I. 2). 

2) - For maçãQ de Ami da 

O mét-odo comum de :formação de ligação pept.idica é o 

ataque de grupos nucleóíilos C amino, hidroxil, tiol) da enzima a 

grupos ~uncionais ativados do supor~e. As reações são normalmente 

realizadas em valores int-ermediários de pH C 7"5 8,5 ) e a 

baixas t-emperaturas C - 4 °C ), de forma a se evit.ar desnat.uração 

da enzima. Alguns exemplos de imobilização por ligação pept.idíca 

são dados na Figura I. 1. classif'ícada de acordo com a ligação 

íormada enzima-suporte. 
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FIGURA I.1 - IMOBILIZAÇÃO POR LIGAÇÃO PEPTIDICA f4J 

Enzima = H2 N-E 

Suport-e 

Carüdri do 

de 

ácido) 

Cazida 

I-DCH2 CON3 de 
aci 1 a) 

C i mi doe ar bo
n.at.o 

ciclico) 

Ccl oret.o 
de 

aci 1 a) 

c .i clico) I> 
C carbonat-o 

Reagent-es de Condensação 

l-coOH 
R-N=C=NR' 

R 
I 
NH 

1-coo-b 
li 
N 
! 
R' 

3) - AlauilaçãQ §'. ArilaçãQ 

Enzima Imobilizada Obtida 

NH 
11 

~-N-E 

-oH 

1-cONH-E 

R'-NHCONH-R 

Baseados na al qui 1 aç ã.:o ou ar i 1 ação de grupos a..rr.i no~ 

lenol ou t.iol de uma enzima~ com suport-es con'Lendo grupos halel-o 

at.ivos, oxirana~ vinilsulfonil ou ceLovinilicos. 

Exemplos: 

- alquilação 

XCHC0 2 H 
dioxano 

H2N-E 

X = -cl . -8,-, -I 
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- arilação 

(46) 

4) FormaçãQ. de Base de Schif'f 

Baseado na formação de Base de Schiff enLre grupos 

carboxilicos do suporLe aLivado e grupos amino da enzima. 

NormalmenLe o suporLe at-ivado cont-em um grupo aldeido, sendo a 

imobilização segundo a reação: 

-c HO + H2N-E l-cH==N E (46) 

Suport-es conLendo grupos ami no podem ser aLi vados 

com gluLaraldeido e, posLeriormenLe, uLilizados na imobilização: 

H2N-E 
-NH2 + OHCC CH2 ) 3 CHO --+ -N=CHC CH2 ) 3 CHO ---+ -N=CHC CH2 J 3 CI1=N E 

C47) 

c) MaLrizes para LigaçãQ. CovalenLe 

De acordo com a composição quimica, os suporLes podem 

ser classif'icados em orgânicos e inorgânicos, e subdivididos como 

mosLrado na Tabela !.4. 

~~ 
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TABELA I. 4 - MATRIZES 

Suport.es Orgànicos: 

Polimeros Nat.urais 

Polímeros Sint.ét.icos 

Suport-es Inorgânicos 

Minerais 

Si nt.ét.i c os 

Rer: [4, pag. 303 J 

PARA I MOBI LI 2AÇÃ0 COV ALENTE DE ENZIMAS 

- Polissacarideos 

Prot.einas 

celulose 
amido 
dext.rana e agarose 
quit.osana e quit.ina 

colágeno 
seda 

Mat-eriais de Carbono 

Poliest.irenos 

Poliacrilat.os poliCmet.a)acrilat.o 
anidrido polimet.acrilico 
poli acr i 1 ami das 
poliacrilonit.rila 
et.c 

polimeros do anidrido malêico 

polipept.ideos 

polímeros alilicos e vinilicos 

poliamidas 

argila 
bent.onit.a 
celit.e 
pedra pomes 

vidro de porosidade cont-rolada 
óxidos met.ál i c os 
met.ais 
viàro não poroso 

3.1.2- LIGAÇõES CRu-~AS [9] 

Est.e mét.odo é baseado na formação de ligações 

c oval ant.es ') como o an'ler i o r " mas não usa supor t..es i nsol úvei s. A 

imobilização é rei t.a por meio de ligações ent.re as moléculas de 

enzí ma, at.ravés de reagent-es bi ou mul t.ifunci onai s. O mét.odo 

envolve a adição de uma quant.i da de apropriada de um agent.e de 
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ligações cruzadas a uma solução de enzima, de modo a se ob~er o 

derivado insolúvel desejado. As condições ó~imas para se ob~er 

boa insolubilidade, sem perda da a~ividade, devem ser encon~radas 

exparimen~alman~e, por ~ent.at.ivas. Ent.re os agent-es de ligações 

cruzadas ut-ilizados, o glu~araldaido COHC-CCH
2

)
3

-CH0) ~em sido o 

mais amplament-e empregado, seguido pelo hexame~ileno diisociana~o 

ligações enzima-glu~araldeido são 

irreversiveis e suport-am condições ext-remas de pH e t.emperat.ura. 

As condições de reação que t.am dado melhoras result-ados 

consist-em em se usar concent-rações de prot.einas de 60-200 mg/ml e 

de glut.araldeido de 0,3-0,6 X. A t.emperat.ura ambient-e, a 

imobilização demora 1-3 horas, embora se possa f'azer a reação a 

~emparat.uras mais baixas, no caso da moléculas mais lábeis, 

exigindo, nessa caso, t-empos maiores da reação. 

A principal vant-agem do mét.odo é que requer apenas um 

agent-e bi ou mult.if'uncional para uma reação muit-o simples, 

obt-endo-se um produt-o imobilizado que consist-e em prot.eina quase 

pura. As desvant-agens são a necessidade de uma quant-idade 

relat.ivament.a grande de enzima, a inevit-ável perda de at-ividade 

devido à part-icipação do cent-ro a~ivo na imobilização e as 

propriedades mecânicas do produt-o gelat-inoso obt.ido. 

3.1.3- OCLUSAO [9J 

Baseado no aprisionament-o da enzima dent-ro de uma 

est.rut.ura que impeça a sua liberação, mas que permit-a a penet-ração 

do subst.rat.o. Não há nenhuma ligação ent.re a enzima e a mat.riz 

ut-ilizada, premi~indo que o mét.odo seja aplicado a qualquer Lipo 
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de enzima ou mesmo células e organelas. O mét-odo pode ser 

dividido em t-rês tipos: 

mi croencapsul ação. 

oclus~o em gel, oclus~o em ~ibra e 

i) Ocl US~Q !!.!!! Gel 

Envolve o a.prisiona.ment.o da enzima nos espaços 

íntersticiais de géis poliméricos insolúveis em água. Os géis 

normal mente s~o obtidos por polimerização em sistemas bi ~ás i c os, 

de !orma a permitir o control9 mecânico Cpor agitação) do tamanho 

da partícula. O grau d9 ligações cruzadas no polimero deve ser 

controlado, de ~orma a con~erir ao gel distribuição de tamanho de 

poros e propriedades mecânicas adequadas. As matrizes que tem 

sido utilizadas nesse método são apresentadas na Tabela 1.5. 

TABELA I. 5 - MATRIZES PARA OCLUSÃO DE ENZIMAS EM GEL 

Natura! s: 

Sintéticas: 

colageno, gelatina, carragenato, agar, alginato 

d9 cà.lcio. amido 

poliacri 1 a.mida, poli C vi ni 1 álcool), poli C vi 

n1lpirrolidona), poliC2-hidroximetilmetacri 

lato) 

Re!: [4, pag. 338). 

ii) OclusãQ !!.!!! Fibras 

t: um método de aprisionamento nas microcavidades de 

!ibras sintéticas, num processo continuo, similar ao de produção 

de !ibras téxLeis. 

Nessa t.écnica, o monómero é dissolvido num solvent.e 

orgânico e emulsionado numa solução aquosa de enzima. A emulsão é 

~orçada num 11 qui do coagul a.'"lt.e C t.ol ueno ou éter de petróleo) 

através de um processo de ext.rusão, precipitando o polímero numa 
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rorma rilamen~osa. com as mi crogo~as de soluç~o de enzima 

ocluidas. As Cibras s~o quimicamen~e resis~en~es e pode-se ob~er 

grandes áreas superCiciais a~ravés de Cibras mui ~o C i nas. A 

principal 

celulose. 

Cibra u~ilizada para esse mé~odo é o ace~a~o de 

iii) MicroencapsulaçãQ 

Envolve a inclusão da enzima em microcápsulas Cdiâme~ro 

de 1 -100 pn0 poli mér i c as semi per meá vei s, de ~al ror ma que os 

subs~ra~os possam se diCundir a~ravés da membrana exLerna. 

As van~agens do mé~odo incluem a grande área superCicial 

de con~a~o e a possibilidade de imobilização simul~ânea de várias 

enzimas. A principal desvan~agem é que ele não pode ser usado no 

caso de subs~ra~os de al~o peso molecular. 

Os principais mé~odos de microencapsulação são: 

1)Mé~odo de Separaç~Q de Fases: é o mé~odo mais 

dirundido; baseado na coacervaçlio, um Cenómeno Cisico u~iliza.do 

para puriricação de polimeros, que envolve a dissoluç~o do 

polimero num solven~e orgânico, seguida pela reprecipi~aç~o pela 

adiç~o de ou~ro solven~e. miscivel com o primeiro, mas que não 

dissolve o polimero. Par a i mobi 1 i zar enzimas por essa t.écni ca, 

uma sol uç~o aquosa da enzima é prime i r ament.e emul si onada com um 

solven~e orgânico con~endo o polimero e depois o segundo solven~e 

é adicionado lent.ament.e a est.a suspens~o. O polimero é 

concent.rado, pela evaporação parcial dos solvent.es, e membranas 

são formadas ao redor das microgot.as de soluç~o de enzima. 

2) Mét.odo da PolimerizaçãQ Int.erCacial: 

sint.ese de um copolimero na in~erCace da microgo~a. 

baseado na 

O monómero 

hidrofilico é parcialment.e solúvel nas fases orgânica e aquosa e 
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o hidrof6bico, apenas na fase orgânica. Numa primeira fase, a 

solução aquosa da enzima e o mon6mero hidrofilico são emulsionados 

num solven~e orgânico. Adiciona-se en~ão a essa emulsão o 

monômero hidrof6bico, dissolvido no mesmo solven~e orgânico. Como 

resul~ado, os mon6meros reagem, por condensação, na in~erface das 

duas fases da emulsão, imobilizando a enzima na microgo~a aquosa. 

O copolimero usual para esse ~ipo de microencapsulação é 

o nylon 6,10, obt-ido por polimerização do monômero hidrofilico 

1,6-diaminohexano e do hidrof6bico cloret-o de 1,10-decanoila 

Cclore~o de sebacoila). o solven~e u~ilizado é 

clorof6rmio-ciclohexano (1:4 v/v), cont-endo 1 % de surfact.an~e 

orgânico CSpan 86)• 

3) Mét-odo da Secagem do Li qui do: uma solução aquosa de 

enzima é emulsionada com um solven~e orgânico de pon~o de ebulição 

menor que o da água (benzeno, ciclohexano ou clorofórmio) con~endo 

um polimero formador de membrana. A emulsão obt-ida é dispersada 

num meio aquoso cont-endo subs~ãncias coloidais pro~e~oras 

Cgelat.ina, PVC e surfac~ant.es), formando uma segunda emulsão. A 

enzima imobilizada é obt-ida eliminando-se o solvent-e orgânico por 

evaporação a vácuo. A principal vant-agem do processo é que não 

ocorre desa~ivação da enzima, pois os polimeros ut-ilizados são 

pré-formados, não exigindo adição de compost-os reat-ivos. 

3.1. 4 - IMOBILIZAÇÃO DE ENZIMAS SOLúVEIS 

i) Membranas Semipermeáveis 

O mét-odo consist-e em se confinar fisicamen~e a enzima 

at-ravés de uma membrana que seja permeável apenas ao produt-o e ao 
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subst.rat.o. O mét.odo é muit.o simples, pois consist.e apenas em se 

colocar a solução de enzima de um lado da membrana, e adequado à 

conversão de sul:>s+-rat.os d9 alt.o peso mol9cular, pois p9rrnit.9 o 

cont.at.o ínt.imo ent.r .. a enzima e o subst.rat.o. 

ii) Derivat.izaçãQ da Enzima 

~ a reação da enzima com polímeros, de f'orma a 

aument.ar-lhe a peso molecular, mas mant.endo-a solúvel. o 

principal polímero solúv9l usado é a d9xt.rana, 9 o obj9t.ivo do 

mét.odo é perrnit.ir o uso de membranas menos r9st.rit.ivas ao f'luxo 

Cmais permeáveis) e o at.aque a subst.rat.os insolúveis, prat.icarnent.e 

i rnpossi vel no caso dos mét.odos de i mobi 1 i zação onde se pr oduz9rn 

enzimas insolúveis. A der i vat.ização t.ambérn é usada para se 

aument.ar a est-abilidade da enzima. 

3. 2 - COMPARAÇÃO ENTRE OS ME:TODOS DE IMOBILIZAÇÃO 

Embora várias Lécnicas de imobili2ação possam ser usadas 

para uma mesma enzima, nenhuma delas pode ser considerada corno um 

mét.odo geral, devido à diversidade est.rut.ural das enzimas,. 

subst.rat.os e produt.os. Cada mét.odo t.em as suas 1 i rni t.ações 

especif'icas e, para uma aplicação em part.icular, precisa-se 

encont.rar um procediment-o simples e barat.o, que result.e numa boa 

at.ividad9 e 9st.abilidad9 operacional. A Tabel a I . 6 surnar i za 

algumas das vant.agens e desvant.agens de dif'erent.es processos de 

imobilização [4]. 

A i mobi 1 i zação por mét.odos qui micos C ligações 

covalent.es) envolve rnodif'icações na est.rura da enzima e pode 

- 33 -



causar desa~ivação parcial quando o si~io a~ivo par~icipa da 

ligação. Assim,a imobilização por esses mé~odos deve ser rei~a em 

condições mais brandas possiveis, de rorma a minimizar esse 

problemas. A 1 i gação enzima-enzima ou enzima -supor ~e é mui ~o 

ror~e, dando uma al~a es~abilidade operacional. A recuperação dos 

supor~es é diricil ou impossivel, principalmen~e no caso de serem 

orgânicos. 

A imobilização pelos ou~ros Lrês méLodos Cadsorção 

risica, ligação iônica e me~álica) pode ser rei~a racilmen~e em 

condições brandas, com 1 i gações rracas enzima -supor L e. A 

es~abilidade operacional da enzima imobilizada é baixa, podendo 

ocorrer desprendimen~o da enzima. Como não há modiricações na 

es~ru~ura quimica da enzima, a re~enção de aLividade é boa. Ou~ra 

van~agem desses mé~odos é que o supor~e pode ser recuperado ~oda 

vez que a a~ividade reLida cai abaixo de deLerminado nivel. 

TABELA I.6 - COMPARAÇÃO ENTRE OS ME:TOOOS DE IMOBILIZAÇÃO 

Carac~eris~ica Ligaçé5es Adsorção Ligação Ligação Ligação Oclusão 
Cruzadas F'isica Iônica MeLálica CovalenLe 

Preparação I +- lsimples !simples lsimples ldiricil ldiricil 

F'orça Ligação I ror~e I rraca I +- I +- I ror~e I +-

A~ividade I baixa I +- I al~a I al~a I al~a I baixa 

Recup.Supor~e impos. possi vali pos. pos. I rara impos. 

Cus~o I +- I baixo I baixo I +- I al~o I +-

Es~abilidade I al~a I baixa I +- I +- I al~a I baixa 

Aplicabilidade I não I sim I sim I sim I não I sim 

Pro~eção +- não não não não sim Microbiana 

Ref: [4, pag. 349J + - = in~ermediário 

No mé~odo de oclusão não há ligação enzima-supor~e e, 

por isso, deve-se esperar uma boa re~enção da aLividade, limiLada, 

no caso, a subsLra~os e produLos de baixo peso molecular. 
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3. 3 - EFEITOS DA IMOBILIZAÇÃO NAS CARACTER!STICAS DAS ENZIMAS 

Durant-e a i mobi 1 i zaçiro, a enzima pode t-er suas 

propriedades alt-era das, principal ment-e as cinét-icas, geral ment-e 

sua at-ividade especif'ica, ou seja, seu poder diminuindo 

c a t-al i t-i co. Esse f'enômeno pode ser at..ribuido a f'at-ores como os 

e:fei t-os est..ér i cos e conf'or maci onai s, de part-i çlli:o e di f'usi onai s 

[ 6J. 

3.3.1 -EFEITOS. ESTeRICOS ~ CONFORMACIONAIS 

O decréscimo de at-ividade é geralment-e at-ribuido a 

mudanças na est-rut-ura t-erciária da enzima, causadas pela 

i nt-r oduçlli:o de ligações enzima-suport-e, ou a impedi ment..os 

est..ér icos, di f'icul f-ando o acesso de subst-rat-os ao si t-io at..i vo. 

Para minimizar esses dois problemas, deve-se selecionar 

cuidadosament-e as condições de imobilização, prot-egendo a enzima 

com um inibidor, subst-rat-o ou produt-o, ant-es da 

int-roduzindo um "espaçador" ent-re a enzima e o supor t-e. 

360 J. 

3. 3. 2! - EFEITOS DE PARTIÇÃQ 

reação e 

[4, pag. 

Ocorrem quando a enzima est-á ligada a um suport-e 

elet-ricament-e carregado. A dif'erença de comport-ament-o cinét-ico em 

relação à enzima livre é at..ribuida a efeit-os de part-ição, que 

causam di:ferenças de concent-ração das espécies carregadas nas 

imediações da enzima imobilizada, devido a int-er ações 

elet-rost-át-icas com o suport-e. A principal conseqüénci a desse 

e:feit..o é a mudança do pH ót-imo da enzima [71. 

- 36 -



A part-i çã:o d& subst-rat-os ou produt-os carr&gados t-ambém 

alt-era o comport-am&nt-o da enzima d&vido à mudanças das 

concent-raçe>es próximas ao suport-e. Para um subst-rat-o 

posi Li vament..e carregado, usando-uma uma mat-riz negat-iva, t..em-se 

urna concent..raç~o mais alt..a próxima à enzima que no meio liquido e, 

conseqüent..ement..&, a at..ividade, relat..iva a urna rnat..riz neut..ra, é 

mais al t..a. 

3.3.3- EFEITOS DE TRANSFER€NCIA DE MASSA 

Os efeit..os de t-ransferência de massa exist..em na enzima 

imobilizada porque o subst..rat..o t..em que se difundir da solução at..é 

o sit..io at..ivo da enzima. Se a enzima est..á ligada a um suport..e n~o 

poroso, há apenas efeit-os ext..ernos d& t-ransferência de massa, pois 

o subst..rat..o deve deslocar-se da solução at..é a superficie ext..erna 

do suport..e. O t..ransport..e do subst..rat..o é realizado por difusão na 

camada est..agnant..e, na superficie da part..icula, e cont..rolado pela 

velocidade linear do fluido. Ã medida que a velocidade aument..a, a 

concent..ração de subst..rat..o em cont..at..o com a enzima aproxima-se da 

concent..raç~o do meio e a t..axa de reação aproxima-se do valor 

cinét-ico. 

Quando a enzima é imobilizada num suport-e poroso, além 

dos possiveis efeit..os de difusão ext..erna, podem t..ambém ocorrer 

resist..ências int..ernas à difusã:o do subst-rat..o e do produt..o, que t-êm 

qu& se mover at..ravés do poro, da superficie da part-icula at..é a 

enzima vice-versa. Conseqüent..ement..e, um gradient..e de 

concent..raçe>es de subst-rat..o e de produt..o é est-abelecido ao longo do 

poro e cont..rolado pela velocidad& de r&ação. A t..axa d& reação 
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medida, no caso, depende da concentração de substrato no meio e da 

distância da enzima at& a superfície do suporte.Os efeitos de 

difusão interna podem ser minimizados atrav&s da redução do 

t-amanho da partícula, diminuindo, desta forma, a distâcia que o 

substrato tem que percorrer at& a enzima. 

Quando os efeitos de difusão ext..erna e interna estão 

presentes simultaneamente, as contribuições de cada um devem ser 

analisadas separadamente e quantificadas pelos fatores de 

efetividade correspondentes. 

3.4- SELEÇÃO DO SUPORTE 

Na seleção de um supor te par a i mobi 1 i zação de enzimas, 

deve-se considerar os seguintes fatores (5]: 

1- propriedades mecânicas, como a rigidez e a durabilidade, 

quando submetido a agitação mecânica, compressão, etc. 

8- forma fisica (grãos, fibras, t.ubos, et.c.) e tamanho das 

partículas; 

3- resist~ncia a ataque quimico e microbiano; 

4- caracteristicas de superficie, como: carga eletrostática, 

hidrofilicidade, possibilidade de adsorver 

superficial, composição quimica; 

5- morfologia (poroso, não poroso ou gel); 

6- permeabilidade; 

subst.âncias, 

7- capacidade de ser derivatizado Cativado); 

B- preço e disponibilidade comercial; 

9- possibilidade de regeneração. 

área 

A análise desses fatores deve levar em consideração as 
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caract.erist.icas da enzima, do subst..rat.o, do meio reacional, do 

t.i po de r e a t.or a ser ut.i 1 i zado, et.c. Nesses t-ermos, Eat.on [BJ 

f'ornece uma "arvore de decisão" com as quest-ões que devem ser 

respondidas em relação enzima e ao suport-e para sua 

i mobi 1 i zação: 

Com relaçãQ à enzima 

1- qual é o peso molecular e forma da enzima? 

2- quais as condições experiment-ais para que se t-enha 

at-ividade cat.alit.ica máxima, com relação a escolha do t-ampão, pH 

de aliment-ação, concent-ração do subst-rat-o e presença de ions 

at.ivadores? 

3- qual a máxima t-emperat-ura suport-ada pela enzima livre e a 

imobilizada? 

4- quais são os inibidores da enzima? 

5- em que t-ipo de mat-erial a enzima pode ser ligada? 

6- qual a t-écnica de imobilização que será adot-ada? 

7- em que condições a enzima imobilizada será ut-ilizada? 

~ relaçãQ ~ suPQrt.e: 

1- a morf'ologia do poro permit-e a ent-rada da enzima? 

2- a enzima pode ser imobilizada no suport-e? 

3- a enzima imobilizada, e o suport-e, são quimicament-e 

resist-ent-es a: (1) meio ácido?, C2) meio básico?, (3) meios 

salinos? 

4- o mat-erial pode ser convenient-ement-e manuseado? 

5- o suport-e resist-e a compressão? 

6- a carga de enzima no suport-e é adequada ao sist-ema 

7- qual a máxima queda de pressão t-olerada pelo sist-ema? 

B- como a queda de press~o é af'et.ada pelo t-amanho e rorma da 
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par~icula e pela vazão? 

9- qual é a meia vida operacional do sis~ema? 

10- como a meia vida é a~e~ada pela ~empera~ura, pH e ou~ras 

condições? 

11- em que condições a enzima imobilizada deve ser es~ocada? 

12- qual o cus~o do sis~ema imobilizado? 

Das ques~ões apresen~adas acima, a mais impor~an~e 

consideração a ~azer é em relação ao ~amanho do poro e da enzima, 

pois deve-se considerar que o poro deve compor~ar a enzima e o 

subs~ra~o duran~e a reação. Ou~ra observação impor~an~e é em 

relação às condições de reação, pois deve-se usar um supor~e 

quimicamen~e iner~e. quando subme~ido ao meio reacional. 

Devido ao grande número de mé~odos e enzimas exis~en~es, 

não se podem ~azar generalizações quan~o à escolha do supor~e. mas 

apenas cole~ar a maior quan~idade de in~ormações disponiveis sobre 

o sis~ema enzima-supor~e que se deseja es~udar e procurar 

conseguir uma enzima imobilizada bara~a. com boa a ~i vi dade 

especi~ica e es~abilidade operacional. 

4 - REATORES PARA ENZI HAS IMOBILIZADAS 

De acordo com o modo de operação e ~ipo de escoamen~o. 

os rea~ores enzimá~icos podem ser classi~icados como mos~rado na 

Tabela I. 7. 
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TABELA 1.7 CLASSIFICAÇÃO DOS REATORES ENZIMÁTICOS 

Tipo de Escoam&nLo 

BaLelada MisLura 

Mist.ura 

ConLinuo 

EmpisLonado 

Re~: [4, pag. 359; 94, pag. BJ 

4.1 -REATORES DE BATELADA 

Tipo de R9aLor 

Tanque Agit.ado 

Tanque Agit.ado 
Cont.inuo CCSTR) 
CSTR múlt.iplo 

LeiLo Fixo 
Leit.o Fluidizado 
Tubo de Enzima 
Filme de Enzima 

- Fibra Oca 

O reaLor de baLelada t.ipo t.anque agiLado é o mais 

simples dos reaLores, const.iLuido de um vaso com agiLação. Para 

ser usado com enzimas imobilizadas, requer uma separação inLerna 

ou uma eLapa de separação no processo, para se recuperar o 

caLalisador. Como durant.e essa eLapa de recuperação pode ocorrer 

LanLo perda de enzima como de aLividade enzimáLica, as operações 

em baLelada s6 são uLilizadas para pequenas produções. Algumas 

maLrizes, como suporLes inorgânicos, são quebradas, por aLrit.o, 

nesse vaso, exigindo modi~icações alLernaLivas. Em laboraL6rio, 

para se eviLar esse problema, a enzima é colocada num cest.o, que 

pode Lambém ~ormar as lâminas do impelidor de agiLação ou as 

chicanas do reaLor. 

4.2- REATORES CONT!NUOS 

A maioria das enzimas imobilizadas é uLilizada em 

operações conLinuas. As vant.agens são as ~acilidades de cont.role 
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aut.omát.ico, operação e cont.role de qualidade do produt-o. Os 

reat.ores cont.inuos podem ser divididos em dois t.ipos básicos: 

t-anque agit.ado cont.inuo CCSTR) e de escoament-o empist.onado C plug 

:flow, PF'R). 

No reat.or CSTR ideal, o grau de conversão é independent-e 

da posição no reat.or, devido à agi t..ação per:fei t..a, e as condições 

na saida do reat.or são as mesmas do seu int-erior ou seja, baixa 

concent.r ação de s:ubst.rat.o e al La concent-ração de produt-o. No 

reat.or PFR o grau de conversão depende da ext-ensão do reat.or e as 

concent-rações variam ao longo dele. 

Enquant-o que um reat.or CSTR quase ideal é :fácil de ser 

obt.ido, requerendo apenas uma agit.ação e:ficient.e, o PFR ideal é 

mui t.o di :fi c i 1. Os :fat.ores que cont-ribuem para a não idealidade do 

PFR são os gradient-es de t.emperat..ura e velocidade normais à 

direção do :fluxo e a dispersão axial do subst.rat.o. 

Em Lermos de escolha do t.ipo de reat.or, considerando-se 

uma cinét-ica de Michaeles-Ment.en, o PFR requer menos enzima que o 

CSTR para se obt.er a mesma conversão :final. No caso de inibição 

da enzima por produt..o, o uso do PFR é prat.icament.e uma necessidade 

e o caso de inibição por subst.rat..o é o único que :favorece o uso do 

CSTR. 

A :forma e caract.erist.ica da enzima imobilizada t-ambém 

in:fluencia a escolha do t.ipo de reat.or, assim como as exigências 

operacionais. Quando é necessário um cont.role rigido de pH, o 

CSTR é pre:ferivel, em relação ao PFR. O CSTR não permit-e o uso de 

preparações imobilizadas mecanicament-e :frágeis. Para part.iculas 

muit.o :finas, que causariam uma alt.a queda de pressão num leit.o 

:fixo, deve-se ut.ilisar um leit.o :fluidizado, que const.it.ui um 

- 41 -



in~ermediário en~re o CSTR e o PFR, em ~ermos de mis~ura, mas que 

opera com baixas diíerenças de pressão. 

As carac~eris~icas dos reagen~es e/ou produ~os ~ambém 

iníluenciam na escolha do rea~or. No caso de subs~ra~os 

i nsol úvei s ou mui ~o viscosos, deve-se u~i 1 i zar um CSTR ou 1 e i ~o 

íluidizado, onde não há risco de enLupimenLo, como no PFR. 

Não há, na verdade, uma regra simples para a escolha do 

reaLor; diíerenLes íaLores devem ser analisados individualmenLe 

para cada caso. 

5 - IMOBILIZAÇÃQ DA GLICOSE OXIDASE 

A di ver si da de de méLodos de i mobi 1 i zação aplica dos à 

glicose oxidase é mosLrada na Tabela !.8, que represenLa uma 

revisão geral dos principais Lrabalhos publicados. Pelos dados 

apresenLados, observa-se que 60 % dos méLodos descriLos uLilizam 

J i gaçêles c oval enLes, sendo meLade deles com gl uLar al dei do como 

agenLe de ligação enzima-suporLe e o resLo aLravés de ouLros 

méLodos C carbodiimida, derivado diazo, e~c). 

A comparação enLre as aLividades obLidas para cada 

produLo imobilizado é diíicil, pois os suporLes variam em 

porosidade, área superíicial, Lamanho e íorma, implicando em 

diíerenLes cargas de enzima e problemas de Lransíerência de massa, 

dados que não são normalmenLe incluidos nos Lrabalhos. De uma 

análise geral, pode-se Lomar como aLividades Lipicas da glicose 

oxidase imobilizada valores de 0,5 U/g, para imobilização via 

gluLaraldeido em vidro não poroso aminosilanizado [46,56), aLé 

aproxi madamenLe 11 O U/g. par a i mobi 1 i zação c oval enLe em células 
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[471 ou oclusão em hidrogel de s1lica [48J. 

TABELA I.B -~TODOS DE IMOBILIZAÇÃO DE GLICOSE OXIDASE 

Mé~odo de Imobilização 

Adsorçl!i:o Fisica 

Lig. Covalen~e 

Lig. Covalen~e 

Lig. Covalen~e 

Lig. Covalen~e 

Lig. Me~álica 

Lig Covalen~e 

Lig. Covalen~e 

Adsorção Fisica 

Adsorção Fisica 

Adsorção Fisica 

Lig. Iônica 

Lig. Covalen~e 

Lig. Covalen~e 

Lig. Covalen~e 

Lig.Covalen~e 

Lig. Covalen~e 

Lig. Cruzadas 

Oclusão 

Lig. Covalen~e 

Lig. Cruzadas 

Lig. Cruzadas 

Supor~e 

copolimero de renilenodi
am.ina e glu~araldeido 

Rei. 

20 

AE-cel ul ose + gl uL 21 

silica silanizada + glu- 22 
~araldeido 

carvão a~ivado + carbodii- 23 
m.ida 

derivado azida de colágeno 26 

celulose + ~i~ânio IV 26 

derivado diazo do ácido 10 
poli acr i 1 i co 

azida de acila de poli
acrilam.ida 

carvão a~ivado, alum.ina e 
argila ácida 

vidro poroso 

~i~ânia 

amberli~e CG-50 

vidro silanizado Cdiazo) 

eM-celulose Cpep~idica) 

ce~arose a~ivada com CNBr 

celi~e am.inoalquilado 

n1 qual-si 1 ica-al um.ina 
am.i noal qui 1 ada 

glu~araldeido 

re~iculo de poliacrilam.ida 

p-am.ino es~ireno 

membrana de celorane 
C gl u~ar al dei do) 

albumina + glu~araldeido 
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27 

28 

29 

27,30 

31,32 

33 

34 

35 

36,37 

38,39 

40,41 
42,43 

5 

5 

44 



Microencapsulamen~o 

Lig. Covalen~e 

Líg Covalen~e 

Lig. Covalen~e 

Oclusão 

Lig. Covalen~e 

Lig. Covalen~e 

Lig. Covalen~e 

Lig. Covalen~e 

Lig. Covalent..e 

ni~ra~o de celulose + 
n-bu~il benzoa~o 

nylon aminoderívado Cglu~.) 

vidro aminosilanízado 
Cglu~araldeido) 

células 

hidrogel de silica 

pelle~s de micélios Cglu~.) 

carvão a~ívo + diimida 

5 

45 

46,49 
54,57 

47 

4B 

50 

51 

carvão a~ivo + carbodiimida 5Z,56 

celi~e e similares, sila- 53 
nizados Cglu~araldeido) 

vidro reves~ido com polie~i- 56 
leno imina 

Como os suport..es escolhidos para o t..rabalho são t..odos 

const..it..uidos de mat..erial silicico baseando-se nas 

ra~erências consul~adas, resolveu-se u~ilizar o glu~araldeido como 

agent..e de ligação da enzima à mat..riz, após sua f'uncionalização 

at..ravés de silanização. 

Aprovei t..ando-se o supor t..e si 1 aní zado prepara do par a o 

mé~odo acima, opt..ou-se por t..est..ar um mét..odo de silanização mais 

elaborado, via diazot..ação do suport..e. Esse segundo mét..odo envolve 

a conversão do suport..e alquilamino em arilamino, ant..es da 

imobilização, e a obt..ensão do seu sal de diazónio. A vant..agem ou 

não de se ut..ilizar esse mét..odo mais complexo será em :função da 

comparação das at..ividades obUdas para cada um deles, 

ponderando-se a simplicidade do primeiro. 
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6 - OBJETIVOS 

Devido impor Ul.nci a da glicose oxidase na 

indús~ria,como comentado no i~em 2.3.2 des~e capi~ulo, o objetivo 

des~e ~rabalho f'oi ob~er uma f'orma de glicose oxidase imobilizada 

de maneira simples. quQ pudesse ser uLilizada em raa~ores. 

pode-se subdividir os obJetivos nos seguin~es itens: 

Assim. 

6.1 Sintetisar e/ou tratar os suportes selecionados, 

com áreas superf'iciais distin~as, de modo que sejam adequados à 

imobilizaç~o. em ~ermos de propriedades mecânicas, caracteris~icas 

superficiais. ~orma ~isica e morfologia; 

6.2 - Funcionalizar os supor~es de f'orma mais simples e 

barata possivel. otimizando es~a etapa dentro da imobilização; 

6.3 Ativar o suporte f'uncionalizado e estudar a 

capacidade de carga de enzi!'Il.iil .. a atividade obtida, 

considerando-sE> a inf'luência dE> parâme~ros impor~antE>s, como a 

quantidade de enzima livre of'erecida e o tamanho da particula de 

supor~e. nas carac~eristicas da enzima imobilizada ob~ida; 

6. 4 - Carac~erizar a enzima imobilizada ob~ida através 

de dados de atividade em relação a variáveis como pH. ~empera~ura, 

tamanho da partícula e ~empo de 

incubação a ~emperaturas elevadas Cinativação); 

6.5- Fazer um estudo prévio da perf'ormance da enzima em 

reatores ~ipo batelada, como uma f'orma de introduzir seu uso 

em processo con~inuo. 
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CAP! TULO li - PARTE EXPERIMENTAL 

!_ MATERIAIS 

1 . 1 - REAGENTES 

Est.ão 1 i st.ados abaixo os reagent-es ut-ilizados no 

desenvolvi ment.o do t.r abal ho exper i ment.al 

Cf'ornecedor): 

Celit.e 545 

Ácido cloridrico 37 % 

~licat.o de sódio neut-ro 

r-aminopropilt.rimet.oxisilano 

Glut.aralde1do 25 % 

Gl i cose oxidas e br ut.a 

Ácido 3,5-dinit.ro benzóico 

Piridina 

Dit.ionit.o de sódio 

Nit.rit.o de sódio 

Fosf'at.o de sódio dibásico 

Ácido cit.rico 

D-glicose anidra 

Hidróxido de Sódio 

~lica gel 

Cat.alase 

Peróxido de Hidrogênio 

- 46 -

e sua procedência 

Nuclear 

Merck 

Prod.Quim.Labor 

Aldrich 

Riedel-de-Haen 

Sigma 

Fluka 

Vet.ec 

Merck 

Vet.ec 

Ecibra 

Ecibra 

Ecibra 

Grupo Qui mica 

sint.et.isada [62J 

Sigma 

Merck 



1.2- INSTRUMENTAÇÃO 

Oxigraf'o Oxigen Moni~or, Modelo 53 

Yellow Springs Ins~rumen~ Co. CYSI) 

pHme~ro : Mlcronal, Modelo B 374 

Banho Termos~a~izado F a nem 

Banho com Circulaç~o MACCHI, Engenharia Biomédica L~da. 

Agi~ador-aquecedor : Fanem, Modelo 268 

Porosime~ro de Mercúrio Aminco-Winslow, f'aixa de 0-5000 psi, 

da Universidade Federal de ~o Carlos, Cen~ro de Cinécia e 

Tecnologia, Dep. de Engenharia de Ma~eriais. 

2 - PREPARO DAS SOLUÇõES [ 953 

2.1- ÃCIDO CLORlDRICO 3N 

Dilui-se o ácido cloridrico comercial concen~rado C 12N), na 

proporção de 1:4. 

2. 2- GLUTARALDElDO 2,5 Y. 

Dilui-se a solução aquosa de glu~araldeido comercial, 25 Y., 

na proporção de 1:10· 

2.3- TAMPÃO CITRATO-FOSFATO 0,05 e 0.10 M 195J 

Preparam-se soluções es~oque da seguin~e ~orma: 

Ãcido Çi~rico 0,10M- 21.01 g de C H O .H O diluidos para 1 1 
6 8 ? 2 

de água des~ilada 

diluidos para 1 l de água des~ilada 
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Para se preparar aproximadamente 100 ml do t.ampãQ. 0,05M 

coloca-se cerca de 20 ml de .ácido cit.rico num bequer e 

adiciona-se~ sob agit.aç~o,. a soluç:t:o d€f !'osf-a:t..c. dibásico at.é 

at.ingir o pH desejado. Obt.em-se, dessa :forma, um t.ampão 

cit.rat.o-:fos:fat.o 0,10M, que deve ser diluido na proporcão de 1:2 se 

se desejar O. 05M 

2.4- ÁCIDO CLORiDRICO 2N 

Dilui-se o ácido cloridrico comercial concent.rado na 

proporção de 1:5 

â - ME:TODDS 

3.1 - OBTENÇÃO [X)S SUPORTES 

De :forma a se obt.er cada um dos suport.es para a 

imobilização da enzima, :foi execut.ada a seguint.e met.odologia: 

3.1. 1 - CELITE 

O celit.e comercial adquirido cont.em muit.as part.iculas 

f'inas, que não decantam rapidament.<.> <.>m ág•Ja. Par a 'S'i? El'Vi t..ar 

problemas com o arrast.e dessas part.iculas durant.e a imobilização e 

os ensaios, e de ent.upiment.os durant.e as :filt.rações, :faz-se a 

seguint.e classif'icação: 

prepara-se uma suspensão aquosa de celit.e a aproximadament.e 

10 %, 

deixa-se o sólido decant.ar durant.e aproximadament.e 5 min. 
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despeja-se o sobrenadan~e con~endo as par~iculas rinas 

repe~e-se a operaç~o a~é que o sobrenadan~e es~eja 

pra~icamen~e limpido. 

3. 1. 2 - VI ORO 

O uso de vidro de porosidade con~rolada Ccon~rolled pore 

glass CPG) como supor~e para imobilizaç~o de enzimas é 

amplamen~e di rundido [ 11, 12,13,14, 16,17 ,18, ... J, mas aparecem 

~ambém alguns ~rabalhos que empregam vidro n~o poroso 

[14,46,54,56,57, ... ). A principal desvan~agem do emprego do vidro 

não poroso é a sua pequena área superricial, represen~ada apenas 

pelo ext.erior da par~icula. O vidro poroso comercial ~em uma 

grande área superricial e o ~amanho do poro derinido, podendo-se 

i ncl usi ve selecionar exper i men~al men~e o ~amanho ó~i mo par a se 

imobilizar det.erminada enzima. Apesar de ~odas as suas van~agens, 

o vidro poroso não é produzido nacionalmen~e e seu cus~o é elevado 

Cca~álogo da Sigma, 1988: US$ 295,20/100 ml). 

Vidros borosilicat.o de de~erminadas composições podem 

ser t.rat.ados t.ermicament.e de modo a se promover um rearranjo da 

rases na sua microest.rut.ura [75]. Após essa separação de rases, a 

microrase mais alcalina pode ser removida por uma lavagem ácida, 

deixando no seu lugar microcavidades que result.ariam,. quando 

ext.endidas 

Descar~ando 

a t.odo o corpo 

desse t.rabalho o 

do mat.erial, 

desenvolviment-o 

no vidro poroso. 

do processo para 

produção de vidro poroso, que envolveria desde a preparaç~o do 

vidro C com agi ~aç~o a 1300-1400 °C) passando pelo ~r a t.ament.o 

~érmico e chegando á carac~erização do produt.o rinal, escolheu-se 
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part-ir de um dos t-ipos de vidro mais ut-ilizados, o Pyrex. Est-e é 

um vidroborosilicat-o [78J que após o t-rat-ament-o t-érmico pode ser 

ut-ilizado como suport-e. A comparaç~o da enzima imobilizada nesse 

mat-erial, com a descrit-a na lit-erat-ura [46l para o vidro n~o 

poroso poderá dar uma noção da ericiência do mét-odo. 

O procediment-o usado é uma adapt-ação do mét-odo descrit-o 

na lit-erat-ura [73,751: 

o - pedaços de vidro Pyrex são t-rat-at-ados a 850 C, numa murla, 

durant-e 8 horas, 

- deixa-se o vidro resrriar a t-emperat-ura ambient-e e moe-se, 

em almorariz ou moinho de bolas, classificando o p6 na 

granulomet-ria desejada (32-60, 60-100 e 100-200 mesh, no caso), 

refluxa-se o mat-erial em ácido cloridrico 3N durant-e 4 

horas, resfria-se, filt-ra-se e lava-se com água dest-ilada at-é 

remover t-odo o ácido, 

o - seca-se em est-ufa a 110 C e est-oca-se o sólido para uso. 

3.1.3- SlLICA 

A obt-enção de silica porosa com diâmet-ro de poro 

adequado para imobilização de enzimas Ci00-1000 ~ pode ser 

conseguida mediant-e t-rat-ament-o durant-e o processo de lavagem e 

secagem do gel, de forma que o produt-o final Lenha as 

caract-erist-icas desejadas [62,633, ou ent-~o pelo alargament-o dos 

poros de um produt-o já exist-ent-e [61,643. 

Como a obt-enção da silica porosa pelo t-rat-ament-o do gel 

durant-e a lavagem envolve várias et.apas, incluindo a subst-it-uição 

da água do gel por out.ros solvent-es [62,63], opt-ou-se pela 
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preparação da silica gel de poros pequenos, usada como dissecan~e. 

com post.er i or ~ra~amen~o hidro~érmico para alargar os poros 

[61,521. 

O procedimen~o ado~ado é: 

prepara-se, num bequer, uma solução de 62,5 g de ácido 

cloridrico concen~rado Cd=1.19 g/ml) em 44 ml de água, 

- adiciona-se, sob agi~ação vigorosa, duran~e aproximadamen~e 

o 5 min. ,a 25-30 C, uma solução cons~i~uida de 173 g de silica~o de 

sódio neu~ro em 202 ml de água, 

- despeja-se a solução em uma :forma de vidro quadrada, de 

:forma que o nivel do liquido seja de aproximadamen~e 2 em, e 

deixa-se em repouso a ~empera~ura ambien~e. Depois de 4-5 horas o 

gel es~á :formado, podendo ser u~ilizado após 6 horas. 

cor~a-se o gel ob~ido em pedaços de 2-3 em de lado e 

lava-se, num bequer de 2 1, sob :fluxo ascenden~e de água corren~e. 

duran~e 12 horas. O obje~ivo da lavagem é remover o clore~o de 

sódio :formado duran~a a gali:ficação e o excesso de ácido 

cloridrico, que causam o es:farelamen~o do gel duran~e a secagem. 

- lava-se durant.e mais 12 h com água dest.ilada, de :forma a 

remover o máximo de sais do gel Cprincipalmen~e clore~o de sódio) 

escorre-se a água da lavagem :final e seca-se o gel em 

o 
es~u:fa a 110 C durant-e 12 h. Ant-es de se colocar ~odo o gel na 

es~u:fa, aconselha-se ret-irar uma amost-ra e :fazer um ~es~e prévio 

de secagem, para veri:ficar se não ocorre es:farelamen~o do produ~o. 

Em caso posit-ivo, prolonga-se a lavagem com água des~ilada. 

- despeja-se a sílica seca em água dest.ilada e :faz-se vácuo 

duran~e 30 min. , para remover o ar dos poros. Duran~e a secagem 

do gel há perda de 85-90 ~ de sua massa, represen~ada pela água 
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present-e no seu i nler i or. Essa eliminação de água garante a 

eslrulura porosa e causa grandes tensões mecânicas na sólido seco. 

A rápida hidratação pelo conlalo com a água f'az com que as 

part-iculas lensionadas se quebrem, conseguindo-se dessa f'orma 

suportes mecanicamente mais estáveis e com granulomelria mais 

próxima à desejada para a imobilização. 

- seca-se novamente a e peneira-se o produto, reli-

rando-se as part-iculas menores, já na granulometria desejada. As 

particulas maiores são novamente lraladas com água, secas e 

peneiradas, repelindo-se o procedimento até que poucas parliculas 

se quebrem durante o tratamento. 

- suspende-se a silica peneirada obtida em água, retira-se o 

ar dos poros com vácuo e coloca-se a suspensão num reator 

resistente a 100 atm de pressão interna. 

o - lrala-se o produto no reator a 250 C (620-630 psi), durante 

5 horas, sem agitação. 

- depois de resfriar, lava-se o produto, cuja cor mudou de 

transparente para branco leitoso, com água destilada e seca-se. 

- classif'ica-se o sólido obtido em varias granulometrias, na 

f'aixa de 16 a 100 mesh, e estoca-se para uso. 

3.2 - DERIVAÇÃO ALQUTLAMINA DO SUPORTE 

Os suportes silicicos são f'uncionalizados através da 

silanização com um aminosilano, segundo as reações [65J: 
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I 
Si-oH 

I 
Si-QH 

I 

I 
Si-QH 

I 
Si-QH 

I 

Os 

+ 

+ 

7 
R-Si-R' -NH2 I 

R 

R 
I 

R-Si-R'-NH 2 I 
R 

mélodos 

solvonte 

da 

s ;-o.._, ,R 
1 si 
s;--<f" 'R'-NH, 

I 

(48) 

+ 

7 [ R-S i -R' -NH2 I 
R' 

n 

R= Cl 

R' = orgânico (60) 

sílanízaç:!l:o usando 

y-amínopropillrimelóxisilano ou r-aminopropillrielóxisilano CAPTS) 

são diversilicados, t.anlo em relação ao solvenla como às condições 

da reação; sendo alguns aprG>sen'La.dos na Tabela II.l. 

I TABELA II.i - Ml":TOIX>S DE SI LANI ZAÇÃO COM APTS 

I [APTSJ I Solvant.e TC ''c) t.empo I Raf'. I Suport-a 
(%) 

I 10 I t.olueno refluxo 1 dia I 16,19,49 I CPG 

I 10 I água 70 3 horas I 18,83 I CPG 

I 2 I acet-ona 45 24 horas I 46 I vidro 

I 2 I acet.ona Tamp. Amb. 90 min. I 63 I celit.e 

I 0,4 I águ.i>. Temp. Amb. 3 horas I 63 I celit.e 

I 2 I acet-ona 45 25 horas I 64 I vidro 

I 1 I água Temp. Amb. 1 noit-e I 66 I silica 

I 10 I t.oluo&no ,..,.,.fluxo 6 horas I 67 I silica 

-53 -



nesLe Lrabalho uma modiíicação do mét-odo Usou-se 

descriLo na reí. [66l e esLudou-se o grau de silanização em 

relação à concent-ração de silano no meio reacional. 

Procedi menLo: 

prepara-se uma solução de silano a 2 % em àgua desLilada e 

deixa-se hidrolisar duranLe pelo menos 1 hora a LemperaLura 

ambienLe, 

cobre-se o suporLe a ser silanizado com essa solução e 

deixa-se sob vàcuo duranLe 30 min. C vidro: 1,0 ml/g, silica: 2,5 

ml/g, celiLe: 3 ml/g), 

- f"iltra-se o excesso de solução e deixa-se o suport.e úmido 

reagindo, numa esLuÍa a 50°C, duranLe 12 horas, 

- lava-se o suport.e com água destilada at.é que o pH da água 

de lavagem esLeja neuLro C6,6 - 7.0), 

seca-se a 100-110°C durant.e 12 horas e esLoca-se. 

EsLudo da SilanizaçãQ 

No procedimenLo descrito acima, varia-se a concenLração 

de silano na solução adicionada ao suporLe e a Lemperatura da 

eSLUÍa. Usa-se no mét-odo a silica, que tem maior àrea 

superficial, e acompanha-se o grau de silanização pelo aumenLo de 

massa do suporte após a reação, lavagem e secagem .. A reação é 

íeiLa num pesa-íilLro e as pesagems em balança analiLica, de modo 

a se minimizar a margem de erro dQcorrenLe do pequeno aumenLO de 

massa regisLrado, mesmo no caso da silica, que absorve mais silano 

que os ouLros suporLes. 
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3.3- DERIVAÇ~O ARILAMITNA DO SUPORTE 

3. 3. 1 PREPARAÇÃO DO CLORETO DE 3, 5-DI NI TROBENZOl LA 

CDNBC) 

O DNBC é preparado a partir do ácido 3,5-dinitrobenzóico 

CDNBA). Entre os dois principais reagentes para sintese de 

cloretos de ácido [833, o cloreto de tionila CSOC1 2 ) e o 

pentacloreto de f'ósforo CPC1 5 ), escolheu-se o primeiro deles, 

devido à f'acilidade em so romover o excesso de reagente no final 

da reação C51). 

SOCI 2 

COCI 
I 

A 
tV' 02N N02 

+ 

Ãcido 3,5-Dinitrobenzóico Cloreto de 3,6-Dinitr·obenzolla 

O procedimento utilizado é o seguinte [93]: 

C 51) 

adiciona-se, num balão de duas bocas equipado com 

termômetro e condensador de refluxo, os dois reagentes na 

proporção de 3 ml de SOC1 2 destilado por grama de DNBA; 

- conect.a-se à saida do condensador um sistama de guarda, 

contendo uma solução de soda diluída para coletar o ácido 

clorídrico liberado pela reação; 

aquece-se o balão e mantém-se o sistema em ref'luxo até que 

todo o reagente se dissolva e que não haja mais liberação de gases 

C a reação leva 4-5 hor~s e a temperatura interna aumenta do 76,5 

para 80°C), indicando o final da reação; 

desliga-se o aquecimento, deixa-se a reação parar de 

refluxar e troca-se rap1damente o condensador de ref'luxo por um de 
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dest-ilação; 

desti 1 a-se o SOCl 2 nliro reagi do até que a temperatura 

interna suba para mais que 130°C. O SOC1 2 é dessa rorma 

recuperado, podendo ser ut-ilizado novamente. 

terminada a dest-ilaçlil:o, deixa-se o balão resrriar e 

adiciona-se piridina anidra (destilada sobre NaOH e mant-ida em 

peneira molecular), obtendo-se, dessa rorma a solução que será 

utilizada na reação com o suporte alquilamino. O cloreto de ácido 

reage racilment-e com água, devendo a solução ser mant-ida bem 

rechada e, prererencialmente, preparar-se apenas a quant-idade 

necessária e usá-la logo em seguida. O DNBC t-ambém pode ser 

estocado, bem rechado, na rorma sólida, preparando-se a solução 

com piridina imediatament-e antes do uso; o inconveniente é que 

pode vir a reagir com água, voltando a DNBA, durant-e o manuseio 

const-ante do rrasco. 

3. 3. 2 - FUNCIONALIZAÇÃO DO SUPORTE 

Part-indo-se do suport-e alquilamino, a preparação do 

derivado arilamino passa pelas reações apresentadas C52). 

DNBC 
~-~i-o-alquii-NH 2 
(suporte alquilamino) 

~-~i -o-a1 qui 1-NH--Co--c.r i I-N02 

!
Na 2 S 2 0~ Cditionito de 

sódio) 

1

1 (52) 
-s ;-o-ai qui 1-NH--Co--c.r i I-NH2 

I C supor t.e ar i 1 ami no) 

A reação do cloreto de ácido com o suport-e alquilamino 

pode ser reit.a em piridina [S1l ou clororórmio mist.urado com 
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t.et.r aet.i 1 ami na [ 15,54, 81 , 82) . O mét-odo com pi r i di na implica em 

melhores result-ados, na imobilização dG? peroxidase [81l. Nos 

méf...odos encont..ra.dos [ 1 !3, '34. 81 '82) t.Jt..i 1 i za-sCii!' o 

p-nif...rob<.?nzoila, em vez do clor<?t-o d..- 3,'3-dinit.rob<.?nzoila, mas nl:i:o 

se enconf...rou nenhum inconvenient-e a respeif...o do uso do segundo. 

A redução com dit..ionif...o de sódio é reif...a como já 

descrif...o [15,54,81,821. 

Procedimenf...o: 

pesa-se o suporf...e num balão de boca esmerilhada, seca-se em 

esf...ufa a 110°C e resfria-se em dessecador com vácuo; 

adiciona -se r api damenf...e a solução de DNBC em pi r i di na 

preparada anf...eriormenf...e (3.3.1), na seguinf...e proporção: vidro (1,0 

ml/g), silica C2,5 ml/g), celif...e (3,0 ml/g) e f...ampa-se o balão; 

deixa-se reagindo duranf...e 30 min., com agif...ação ocasional; 

filf...ra-se e lava-se com água desf...ilada af...é se eliminar 

complef...amenf...e a piridina, e o DNBC não reagido; 

coloca -seo o supor t.& num ar l enmeyer e- a di cí ona -se uma. 

solução d9 di~ioni~o de sódio a 5 %. na me$ma propor~~o ~cima; 

- deixa-se reagir. num banho em ebulição. durant.=- 1 hora, com 

agif...ação ocasional; 

- resfria-se, lava-se com água desf...ilada e seca-se a 110°C 

duranf...e 12 horas, para eslocagem. 
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3. 4 - A TI VAÇÃQ DOS SUPORTES E; I MOBI LI ZAÇÃQ 

3. 4.1 - VIA GLUTARALDE!OO 

A at-ivação do suport-e alquilamino com um agent-e 

bif'uncional é um dos mét.odos mais simples de imobilização por 

ligação covalent.e. O emprego de glut.araldeido como agent.e 

bi f'uncional é mui t.o di f'undi do [ 11.12,13,14,16,1 7, 46, 53, 56, 82, ... J 

e aqui utilizado: 

pesa-se o suport-e silanizado num erlenmeyer e adiciona-se 

uma solução de glut.arald9ido 2,5 X, em t-ampão cit.rat.o-f'osf'at.o 0,06 

M, pH 7,0, at.é cobri-lo (vidro: 1,0 ml/g; silica: 2,5 ml/g; 

celit.e: 3,0 ml/g); 

deixa-se o suporte reagindo durant-e 1 hora, sob vácuo 

in~ermi~en~e~ a ~empera~ura ambi~n~•; 

- lava-se o suport-e at-ivado com água dest-ilada at.é remover o 

excesso de glut.araldeido, t-erminando a lavagem com t-ampão 

cit.rat.o-f'osf'at.o 0,06 M, pH 7,0; 

- após f'ilt.ração, pesa-se o sólido úmido e adiciona-se uma. 

solução de enzima cuja at.ividada t.enha sido analisada Cvidro: 1.0 

silica: 2,5 ml/g; 2,5 

cit.rat.o-f'osf'at.o 0,05 M, pH 7,0; 

deixa-se reagindo duranle mais que 12 horas, a 4°C, com 

agi~aç~o ocasional; 

- analisa-se o sobrenadanle, f'iltra-se e lava-se com tampão 

citrato f'osf'at.o 0,05 M. pH 5,5, alé que t.odo o excesso de enzima 

livre seja removido, acompanhado pela análise da at-ividade das 

águas de lavagem. O cálculo da a t.i vi da de i mobi 1 i zada é f' e i t.o 
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considerando-se o volume de solução de enzima adicionado, a 

diluiçlio p..,la água cont..ida no suport..e úmido, pesada a.nt..es da 

adição da enzima, e a análise ~inal do sobrenadant..e; 

guarda-se a enzima imobilizada obt..ida em t..ampão cit..rat..o 

o 
~os~at..o 0,05 M, pH 5,50, em geladeira a ! Ç. 

3. 4. 2 - VIA DIAZOTIZAÇÃO 

A at..ivação do suport..e via diazot..ização é t..ambém um 

mét..odo eficient..e de se l~gar a enzima ao suport..e. Part..indo de um 

suport.e que cont..enha grupos arilamino. deve-se convert.er o grupo 

reagirá pos'Leriorment..e com os grupos amino e/ou f"enol da enzima. 

O sal de diazónio result..ant..e t..em a t..erminação reat..iva -N;Cl-, como 

most..rado na Capit..ulo I, it..em 3.1.1 , e é obt..ido pela ação do ácido 

nit..roso, gerado pela adição de nit..rit..o de sódio em meio ácido. O 

procediment..o bast.ant..e ut..iliza.do [15,16,19,54,60,81,82) e 

descri t..o abaixo. 

-pesa-se o suport..e arilamino CCap. I, 3.3.2), coloca-se num 

erlenmeyer em banho de gelo e adiciona-se uma solução de HCl 2 N, 

o t..ambém a O C ( vidro: 2.0 ml/g; silica: 6,0 ml/g; celit..e: 6,0 

ml/g). 

adiciona -se pouco a pouco à suspensão obt..i da 26 mg de 

ni t..r i t..o de sódio por ml de solução de HCl , mant..endo agi t..ação 

manual da frasco, e deixa-se reagir durant..e 30 min a 0°C, com 

agit..ação ocasional. O suport..e adquire uma coloração amarelada ou 

laranja rorte. como no ca~o da silica. 

- lava-s& o sal de- diazõn1o obtldo com água de-stilada a 0°C 
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aLé remover o ácido clorídrico CpH > 5,5) e Lermina-se a lavagem 

com Lamp~o ciLraLo-~os~aLo 0.05 M, pH 7,0, Lambém gelado. 

- reLira-se o excesso de liquido da úlLima lavagem, pesa-se o 

suporLe úmido e adiciona-se, o ainda a O C, uma sol uç~o de enzima 

previamenLe analisada, em Lam~o ciLraLo-~os~aLo 0,05 M, pH 7,0 

(vidro: 1,0 ml/g; silica: 2,5 ml/g; celiLe: 2,5 ml/g). 

d i i d • 1 hora a 0-4 °C, e xa-se reag r uran ... e - analisa -se o 

sobrenadanLe e lava-se aLé compleLa remoç~o da enzima n~o 

imobilizada. O cálculo da aLividade de enzima absorvida é ~eiLo 

da mesma forma que no méLodo com gluLaraldeido C Cap. I, 3.4.1) e 

a enzima imobilizada &sLocada da m&sma ~orma. 

3. 5 - TESTES DE ATIVIDADE PARA GLICOSE OXIDASE 

EnLre os méLodos de medida de aLividade para glicose 

oxidase, pode-se ciLar os da Tab&la II.2. 

TABELA II. 2 - GLICOSE OXIDASE: MEDIDA DE ATIVIDADE 

[GlicoseJ 
Temp. (°C) 

13.9 mM 
----

30 

2,25 % 

3% 
30 

13,9 mM 

Medida FonLe 
O:z 

[ O:zJ ar 

I [ Gli cl I ar 

CH 2 0 2 J ar 

r 0 2 J ar 

Tamp>l:o 

ciLrat.o-~os~aLo 

0,05 M, pH 5,50 

pH 5,0 

~os~ aLo 0,1M,pH 5,0 

pH 5,00 

cit.rat.o-f"osf"aLo 
pH 5,5) 

Unidade 

pmol O:z 
mg.s 

1-1mol glicose 
min 

10 1-1g glicose 
min 

9 10 mm 0 7 

min 

1-1mol 
min 

O:z 

R&~. 

(56) 

[50] 

(51 

O méLodo adot.ado consisLe em se seguir o consumo de 0
2 

na soluç~o (devido à reaç>l:o: glicose + 0 2 -+ gliconolacLona + 
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O meio H
2

0
2

) ,a 25°C, at-ravés de um elet-rodo de 0 2 [5,pag. 481 l. 

reacional consist-e de t.ampliilo cit.rat.o-f'osf'at.o 0,06 M, pH 6,60, 

glicose 13,9 mM e cat.alisador. O volume f'inal de reação é de 3-10 

m1 e deve ser borbulhado ar para sat-urar o meio ant.es de se 

iniciar a reação. A solução de gl i cose a ser adicionada par a 

iniciar a reação deve f'icar pelo menos duas horas a t-emperat-ura 

ambient-e para permit-ir o equilibrio ent.re os seus anômeros a e ~-

O valor d& k 
m 

para "' gl i COSE> é de 16,4 mM, s.e.ndo ent.ão a 

conc.e.nt.ração doe. glicos.e. não sat.urant.&, mas em grande excesso em 

relação à de 0 2 . A concent-ração doe. 0 2 na água sat-urada com ar, a 

25°C, é de 0,26 mM [6) e a f'orça iônica do t.ampão t.&m ef'eit.o 

desprezivel sobre esse valor. 

Uma unidade de at-ividade é def'inida como a quant-idade de 

enzima que cat.alisa o consumo de 1 ,O pmol de 0 2 por minut.o nas 

condições acima, e é medida como uma t.axa de reação de primeira 

ordem. 

O mét.odo é execut-ado seguindo-se a seguint-e met-odologia: 

adiciona-se a solução t-ampão à cela de reação, sat.ura-se 

at.ravés do borbulhament.o com ar e est.abiliza-se a t.emperat.ura em 

adiciona-se a amost.ra de enzima a ser analisada, livre ou 

i mobi 1 i zada, coloca -se o el et.r odo de 0 2 , 1 i ga -se a agi t.ação e 

ajust-a-se a concent-ração de 0 2 para 100 % no oxigraf'o; 

adiciona-se a solução de glicose C26 pl de solução a 100 

mg/ml para cada m1 de t.ampão) at-ravés de uma microseringa e 

começa-se a cronomet-rar o t.empo quando a concent-ração de 0 2 cai 

para 96 % da sat-uração. Esse valor f'oi escolhido porque no 

moment-o da adição da glicose verif'icou-se um periodo t.ransient.e de 
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com t.axa 1 i nea.r. descart-ado com sagurança 

cronomet-rando-se o t.empo abaixo de 96 % de sat.uração (ver Grá~ico 

9, Cap. III) 

-quando é consumido ao %do 0 2 C [02J = 76% da sat.uração), 

para-se o cronómet.ro e mede-se o t.empo t-ranscorrido. Os 

result.ados most.ram que os valores mais precisos do mét.odo est.ão na 

~aixa de quant.idade de enzima ajust.ada de t.al ~orma que o t.empo 

t-ranscorrido para consumir ao % do 0 2 est.eja ent.re a5 e 110 s. A 

at-ividade é calculada por: 

At.. 
O,aO x O,a5 x V x 60 

= ( v oum5xt. 
1-1mol 0 7 C U/g ou ml) 

min x Cml ou g) 

onde: 

a. a. 

O,ao = consumo de 0 2 

o,a5 CmMD = [02 J na solução sat.urada 

V = volume de t.ampão c- volume da reação) Cl) 

60 = ~at.or de conversão Cs - min) 

V = volume de amost.ra (ml) 
a. 

m = massa seca de enzima imobilizada 
a. 

t. = t.empo de reação Cs) 

(53) 

3. 6 - REATORES UTILIZANDO GLICOSE OXIDASE IMOBILIZADA 

Os reat.ores ut-ilizando glicose oxidase que aparecem na 

lit.erat.ura devem ser analisados do pont.o de vist.a de seu objet.ivo. 

Na re~.[93J, a glicose oxidase é ut-ilizada, junt.o com peroxidase, 

em um analisador de injeção de ~luxo, para se det-erminar [021 em 

amost.ras. Reat.ores Lubulares cont.inuos [46,88,89,91,9ZJ e 

reat.ores de bat.elada [46J com gl i cose oxi dase são t.ambém 

ut-ilizados para est.udos cinét.icos (mecanismos de reação e de 

inat.ivação) da enzima imobilizada. Apesar dessas aplicações, est.á 
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se buscando nesse ~rabalho o uso da enzima imobilizada em 

processos quimicos; nesse sen~ido, os ~rabalhos publicados esUlío 

lis~ados na Tabela II.3. 

TABELA I I. 3 - USOS DA GLICOSE OXIDASE EM PROCESSOS QU! MICOS 

l~:;nzJ.maCs) rmo llGlicoseJ T Obje~ivo pH Fon~e Tipo ae l<et 
bilizada Cs) (OC) de 0 2 Rea~or 

GOx./Ca~alase 6% 30 Ãc. Glic. 5.8 02 ba~elada [48) 
Chidrogel de 

silica) 

GOx.Cpelle~s 0,5-Z,O % -- Ác. Glic. 5.0 mis~ura ar semi-con- [50) 
de mi cél i os) 

~inuo 

GOx./Ca~alase 10 % Z5 
(células) 

Ác. Glic. 6.0 H202 ba~elada [47) 

GOX./Ca~alase 10 - 50 % 2 Ác. Glic. 5.2 02 mis~ura [86) 

Cgela~ina) con~inuo 

GOx. /CaL Cgel ovos 37 Remoção 6.0 -- ba~elada [87) 
poli acr i 1 ami da c~ o. 3%J Glicose 

Como já demons~rado experimen~almen~e. a presença do 

produ~o de reação H20 2 acelera a ina~ivação da enzima GOx [89). 

Es~udos mais aprofundados no mecanismo de ina~ivação concluem que o 

envenenamen~o da enzima envolve o a~aque do peróxido ao complexo 

glicose-glicose oxidase formado duran~e a reação [46J. Essas 

carac~eris~icas sugerem que um rea~or operando com concen~rações 

rela~ivamen~e al~as de glicose C>2%J devem con~er a enzima 

ca~alase, adicionada com o obje~ivo de degradar o peróxido formado 

e que, ao mesmo ~empo, aumen~a a ~axa de reação pela liberação de 

oxigênio nascen~e no meio C H2 0
2 o uso 

de baixas concen~rações de glicose no rea~or implica em baixas 

concen~rações de peróxido, minimizando o problema da ina~ivação da 

enzima, mas não é in~eressan~e do pon~o de vis~a da produ~ividade, 

pois ~êm-se que eliminar a água para se isolar o ácido glicônico 

formado. 
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Em t-ermos de font-es de oxigênio, as que implicam em 

maiores t-axas de reação são, em ordem crescent-e: ar, oxigênio puro 

e peróxido de hidrogênio/cat-alase [473. 

Por mot-ivo de simplicidade e disponibilidade de 

mat-erial, opt-ou-se por usar inicialment-e uma baixa concent-ração de 

glicose C 2% ) e ar como font-e de 0 2 , de forma a se avaliar o 

desempenho do reat-or nessas condições. Test-ou-se depois a mesma 

enzima imobilizada com glicose 10 X, excesso de cat-alase e H20 2 

como font-e de oxigênio, de forma a se comparar os result-ados. 

O reat-or ut-ilizado no primeiro caso C Figura I I. 3) foi 

aerado at-ravés de uma placa porosa localizada na sua part-e 

inferior e, no segundo caso, ut-i 1 i zou-se apenas um bequer com 

agit-ação magnét-ica. 

pHmet-ro 

L 
Figura II.3 I I 

Esquema do Reat-or Aerado 

1' ar 

Na reação aerada, carrega-se o reat-or com a solução de 

gl i cose 2 X, com pH ajust-ado em 5, 50, usando-se NaOH e HCl 

dilui dos. Adiciona-se a enzima livre ou imobilizada, coloca-se e 

liga-se o pHmet-ro e inicia-se a aeração em t-empo zero. Ã medida 

que a reação se processa, mant-em-se o pH do meio em 5,40- 5,60, 

pela adição de solução padronizada de NaOH. O avanço da reação é 

medi do em !'unção do volume de Na OH consumi do. 

Na reação usando-se peróxido de hidrogênio, coloca-se a 

solução de glicose 10 X, com pH 5,50, num béquer, sobre uma placa 
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de agi t.ação magnét.i c a e adiciona -se a enzima i mobi 1 i zada e a 

cat.al ase solúvel . Inicia-se a agit.ação e adiciona-se peróxido de 

hidrogênio 30 % a vazlil:o const.ant.e durant.e t.oda a reação. Em 

relaçlil:o ao acompanhament.o da reação, procede-se da mesma f'orma 

ant.erior, pela adição de NaOH. 
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CAF'l TULO I II - RESUL T AOOS ~ DI SCUSSÃQ 

1-PREPARAÇÃQ ~ CARACTERIZAÇÃQ DOS SUPORTES 

1.1- SILICA 

Numa bat.elada t.ipica de silica gel obt.ém-se, após la-

vagem com àgua dest.ilada, um gel com 13,6% de sólidos, correspon-

dendo a um t.eor de 29% de SiO no silicat.o de sódio ut.ilizado. 
2 

Após t.rat.ament.o hidrot.érmico a 
o 

260 C dur ant.e 5 horas 

obt.ém-se o produt.o ut.ilizado na imobilização de glicose oxidase e 

que íoi caract.erizado quant.o a dist.ribuição de poros. A 

classiíicação das part.iculas obt.idas çesult.a na seguint.e 

dist.ribuição granulomé- t.rica: 10-16 mesh C24Y.:l; 16- 24 C36Y.:l; 

24-52 c 22%) ; 32-60 c 15'/o); 60-100 c 3Y.:l. 

De acordo com o Grá.Iico 1 [75] há uma relação ent.re a 

àrea superíicial da silica porosa e o diâmet.ro dos poros. No Grá-

íico 2 est.á o result.ado da análise da porosidade de duas silicas 

com íaixas de granulomet.ria diíerent.es C16-24 e 32-69 mesh). 

Embora a capacidade do porosimet.ro não t.enha abrangido a t.ot.ali-

!S o dade dos poros present.es (opera de 360 a 9,75.10 A), t.est.es ut.i-

" lizando àgua result.aram na penet.raç~o de 0,69 cm/g, valor máximo 

que deveria ser obt.ido no porosimet.ro. " A penet.raç~o de 0,43 em /g 

de mercúrio cor-responde a cerca de 70% do valor máximo e a incli-

naç~o da curva indica uma íaixa de poros est.reit.a, como é esperado 

para o suport.e ut.ilizado na imobilizaç~o. com 60% ent.re 350 e 700 

A0 
e um diâmet.ro médio de 440 A0

• Pelo Gráíico 1, esse valor 

2 cor-responde a uma àrea superíicial de aproximadament.e 40 m /g. 
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Gráf-ico 1 

1811 2 26 

R.;,l.;..cà.o entr-~ Dlà~t-ro dE? Poro e Ãrea Super-Iicial 

Para V1àro Poroso [75J 

O vol ume- r et 1 do nos por os apos o ali vi o da pressão C 14~~ 

na sllica 32-e,o e 23"-~ nc. 16-24. em relação ao tot-al penelrado) 

indica a presença de m31Cr quantidade de poros não ideais 

Cnão cilíndricos) n3s part1cul3s ~~1ores, como se poderia esperar. 
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h Si <16-24> i Sílica (3Z-61ll 
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~ .esJ 

LOC PRESSAO (psia) 

Diãme~ro de Poro= (176/P) x 104 CA~ 

2.8 

Diãme~ro Médio dos Poros C* Log? = 3.6) = 440 A0 

Hg penet.r adoC *) Hg ret.idoC .... ) 

Silica 32-60 9 O. 423 em /g 9 
O. 061 em /g 

Silica 16-24 " O. 359 em /g " O. 083 em /g 

(*) volume máximo de mercúrio penet.rado 

( .... ) volume de mercúrio ret.ido após alivio da pressão 

Gráfico Z - Silica : Dis~ribuição de Poros 
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1. Z - CELITE 

Na eliminação das par~iculas finas do celi~e. fei~a 

a~ravés de oit-o decan~ações duran~e 5-B minu~os, a part-ir de uma 

suspensão cont-endo lOX de sólidos, ob~eve-se 75X de produ~o 

classificado e 25X de finos. 

A dis~ribuição de poros no celi~e classificado é mui~o 

mais ampla que na silica, como mos~rado no Gráfico 3, sendo que 

• • o 
BOX dos poros es~ão en~re B,B .10 e 44.10 A. 

O celi~e é formado pelo tratamento da terra de diatomá-

cea, que consiste de esquele~os silicicos de microorganismos 

fossilizados, con~endo em geral um grande espaço interno ocupado 

originalmente pelo vacúolo [68). Durante o tratamen~o da terra de 

dia~omácea para ob~enção do celi~e. os microporos são des~ruidos e 

as par~iculas de dia~omi~a se fundem, ob~endo-se,após moagem, um 

produ~o macroporoso e mecanicamen~e mais resistente [68]. 

O diâme~ro médio dos poros do celi~e é 19,6 pm C1,96 x 

e o mercúrio pene~rado foi 2,97 " em /g, ficando re~ido, 

após o alivio da pressão, S4X desse volume. O grande volume de 

mercúrio pene~rado e re~ido confirma a estru~ura formada por 

cascas porosas ocas, sendo que o diâme~ro dos poros medidos 

corresponde, na realidade, às passagens para o espaço in~erior das 

microes~ru~uras que compõem a par~icula. 
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Gráfico 3 - Celi~e : Dis~ribuição de Poros 

ª - ESI1JDO DA SILANIZAÇãQ 

Com o objetivo de se o~imizar a silanização, em termos 

da concentração de silano na solução aquosa, foi feito inicial-

o 
mente uma reação a 50 C, durante 12 horas na estufa, variando-se a 

concen~ração de silano de O a 10%. Como pode ser vis~o no Gráfico 

4, para concen~raç&s acima de 7,5l> o ganho de massa do suporte 
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devido á reação com o silano se es~abiliza em 15,8 mg/g de supor-

~e. Aumen~ando-se o ~empo de reação para 18 horas observa-se que 

a 50°C a silica sa~ura-se em concen~raçe:>es mais baixas C4% de 

silano) e com o mesmo ganho de massa C16,2 mg/g de supor~e) da 

reação em 12 horas. o Reagindo-se duran~e 19 horas a 120 C veriri-

ca-se um ganho de massa maior o que o ob~ido a 60 C, com um máximo 

de aproximadamen~e 15 mg/g de supor~e. a 2,5% de silano. Acima 

desse valor o ganho de massa diminui e se est.abi 1 i za em apr oxi-

madament.e 13 mg /g de silica. 
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Gráfico 4 - Acompanhamen~o da Silanização 
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Considerando-se que o aumento máximo de massa de 16, O 

mg/g cor-responda ao valor 2 lipico de 4,6 ~mol/m para a reaç~o da 

superficie com t.rimet.ilsilano [661 (equivalente a um aument.o de 

massa de 4, 6xC 1 79 - 3x( 1 2+2) - 2><19) a 2 = 4, 6><10 = O, 4636 mg/m ) 

pode-se est.ima.r a área superficial 2 de 16/0,4636 = 34m /g. Como 

t.ralam-se apenas de est.imat.ivas grosseiras, esse valor obt.ido para 

2 
a àrea superficial e a obt.ida pelo Gráfico 1, 40 m /g, podem ser 

consideradas concordantes. 

ª ANAL:tSE DA GLICOSE OXIDASE 

3.1-ANAL:tSE DA CONCENTRAÇÃO DE GLICOSE OXIDASE 

O espectro UV-visivel de uma solução de glicose oxidase 

em t.ampão citrato-fosfato 0,06 M , pH 6.0 (Gráfico 6) mostra um 

pico de absorção máxima em aproximadamente 276 nm, correspondente 

aos aminoácidos t.irosina e tript.ofano presentes na molécula de 

proleina [ OOJ. Embora a medida da absorbância não permi la uma 

medi da absol ut.a da quant.i da de de pro lei na na solução, pois o 

coeficiente de ex:t.inçao não é conhecido, esse mélodo pode ser 

utilizado para se acompanhar a imobilização e a lavagem da enzima 

imobilizada [001. Usando-se na imobilização uma solução de enzima 

que lenha sido inicialmente analisada , como mostrado no Gráfico 

6, a quantidade relativa de proleina imobilizada pode ser avaliada 

pela análise do sobrenadant.e e/ou àguas de lavagem. 
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Gráfico 5 - Espec~ro UV-Visivel da Glicose ~dase 

3. 2 - ANÃLISE DA ATIVIDADE 

A medi da da a ~i vi da de da gl i cose oxidas e descri ~a no 

i~em 3.5 do Capi~ulo II foi desenvolvida a par~ir de um es~udo do 

consumo de oxigênio na reação. considerando-se a linearidade 

u (faixas de concen~rações em que a reação é de 1- ordem em relação 

ao O ) e a si mpl i c i da de do mé~odo . 
2 

Primeiramen~e preparou-se uma 

solução de gl i cose oxi d.ase e acompanhou-se o consumo de oxigênio 

para várias quan~idades de amos~ra ~es~adas, em 12 ml de meio rea-

cional, como mos~rado no Grà~ico 7. Verificou-se dessa forma que 
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Gráfico 6 - Curva de Calibraç~o da Concen~raç~o de Glicose ~dase 

o consumo de O não era linear abalxo de 60% de saturação de O no 
2 2 

me i o e que os r es ul ta dos obt l dos par a essa f' ai xa de a ti vi da de 

C!3. 7!3x10-"- 32,!30x10-3 U/ml) estavam um pouco dispersos, dando uma 

reta com baixo coeficiente de correlaç~o Cr= 0,99!36 ), Gráíico 8. 

Consi àer an,jo-se a melodol ogi a ut.i 1 i zada nas análises 

acima, de~ect.ou-se os seguintes inconvenien~es: 

eXlste uma oscllação na medlda da concentração de 0 2 no 

moment.o da adição da glicose para se iniciar a reação~ prova-

velmenLe devido • p~rturb~ç~o do po~encial da solução. 
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Gráfico 7 - Curvas de Consumo de Oxigênio 

- a medi da de pequenas variações do consumo de 0 2 é mui ~o 

imprecisa, pois a escala do oxígrafo é graduada em divisões de 2%, 

- o acompanhamen~o cronomé~rico da reação, para depois se 

cons~ruir as curvas como do Gráfico 7, e cálcular a a~ividade não 

é simples do ponLo de visLa prá~ico. ObjeLivando conseguir 

melhores resul~ados que os do Gráfico 7, foram in~roduzidas as 

seguinLes modificações: 
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ret-a obt-ida: At-ividade CU/ml) = (1.714 + 0.3063 x VC!-11)) x 10-3 

coeficient-e de correlação= .9956 

Gráfico 8 - Curva de Calibração do Teste de Atividade 

- em vez de se acompanhar pont-o a ponto o consumo de 0
2 

em função do t-empo, passou-se a fixar o consumo em det-erminado 

valor C20%) e a cronomet-rar o t-empo gast-o para que isso ocorresse; 

para eliminar o periodo inicial não linear da reação, 

considerou-se como tempo zero a concent-ração de 0 2 de 96% da 

saturação, iniciando-se a reação em 100% .. 
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Depois dessas mudanças chegou-se ao procediment-o 

descrit-o no i~em 3.5 do Cap. II e cujos resul~ados es~~o 

apresen~ados na Tabela III.1 e no Grá~ico 9. 

TABELA III. 1 - RESULTADOS DOS TESTES DE ATIVIDADE PARA GOx 

Cond~çBes: consumo de 20% de 0 2 , ã,o íííl de ~amp~o cl~ra~o-fos-

~a~o 0.05 M, pH 5.5, 200 ,_,1 de soluç~o de glicose 
a 100 mg/ml para iniciar a reação. 

Volume U/m.J. U/m.J. .. U/m.J. .... 
de Tempo de cal cu- Erro1 cal cu- ErroZ 

Enzima Cs) Meio lada C~.) lada C~.) 

c 1-'1) C1) c re~a 1) Cre~a2) 

C2) C3) 
2.50 210 0.0143 0.0177 +c::!. ·r 
5.00 107.5 0.0279 0.0283 +1. 4 0.0282 +1.1 
10,0 60,0 0,0500 0,0496 -o,8 0,0492 -1.6 
15,0 42,0 0,0714 0,0709 -0,7 0,0701 -1.8 
20,0 32,8 0,0915 0,0922 +0,8 0,0910 -0,5 
25,0 26,4 0,1136 0,1135 -0,1 0,1119 -1,5 
30,0 21,6 0,1389 - - 0,1329 -4,3 
35,0 19,8 0,1515 - - 0,1538 +1,5 
40,0 17,6 0,1705 - - 0,1747 +2,5 

(2)-(1) 
( 1 ) X 100 At-ividade = 0,20 x 0,25 x 60 = 3 

~ r- CU/ml) Erro 1 = 

Erro 2 = ( 3 )-( 1 ) X 100 
(1) 

onde: 0,20 = 20% de 0 2 consumido 
0,25 mM = (02] 

60 = conversao C s -+ mi n) 

Os result-ados obt-idos indicam que deve-se t-rabalhar em 

~aixas de at-ividade de O,OZS - 0,110 U/ml para se obt-er result-ados 

mais precisos Cerro < 1,4%; Grá~ico 9, re~a mais precisa, coe~i-

cient-e de correlaç~o linear = . 999), implicando num t-empo de 

reaç~o de 25- 110 s para consumir 20% do oxigênio. O erro ob~ido 

para at-ividades abaixo de 0,028 U/ml pode ser just-i~icado pelo 

~at-o da ret-a obt-ida nllto passar pela origem CGrá~ico 9), o que 

sugere uma regi~o de n~o linearidade. Para at-ividades acima de 

0,110 U/ml, e t-empos de reação menores que 25 segundos, o erro na 

cronornet-ragem começa a ser signi~icat-ivo: para uma di~erença de 1 

segundo en~re 20 e 21 segundos de reação a variação na at-ividade 

medida é de aproximadament-e 5%. 
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11 
Ú! 1\i ' 0 " 2\l 25 3il 35 411 , 

ENZIMA APICIOHADA <MICROLITROS) ~ -
/ 

reta t.oical: At-ividade = (7.306 + 4.185 X v c 1-'l)) X 10-3 
U/ml 

reta + pre-cisa: Aici v. = (7. 012 + 4.258 X VC 1-<l)) X 10-3 
U/ml 

Gráfico 9 - Curva de Calibração do Test-e de At-ividade 

:!_ - I MOBI LI ZAÇÃQ DA GLI COSE OXI DA.::.C: 

4. 1 - COMPARAÇÃO ENTRE OS ~TODOS 

Como uma forma de se test-ar a eficiência dos dois méto-

dos de imobilização escolhidos Cv~a glutaraldeído avia sal de dia-

zônio), fez-se um teste ut-ilizando os t.rês suportes. A imobili-
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zação foi fei t.a como descri t.o no i t.em 3. 4 do Cap. I I. 

ut.ilizando-se uma soluç~o de enzima com 4,0 U/rnl. 

TABELA I I I. 2 - COMPARAÇ:tO ENTRE OS ME:TOIXlS DE I MOBI LI ZAÇXO 

At.ividade Obt.ida CU/g de suport.e seco) 
Mét.odo Silica 16-24 I Celit.e I Vidro 60-100 

Glut.araldeido I 2.10 I 3.86 I 0.22 

Di azot.i zaç~o I 1.83 I 3.85 I 0.24 

Comparando-se os result.ados da Tabela III.2 vê-se que os 

valores obt.idos para cada um dos mét.odos são parecidos, não 

just-ificando o uso do mét.odo de diazot.ação, muit.o mais dispendioso 

em Lermos de cust.o e t.rabalho. 

4. 2 - DETERMINAÇÃO DO TEMPO DE IMOBILIZAÇÃO 

Para se avaliar o t.empo de cont.at.o necessário à imobili-

zação da enzi ma nos supor Les a t.i vades com gl ut.ar al dei do, acompa-

nhou-se a variação da at.ividade no sobrenadant.e, conforme o 

Gráfico 10. Observa-se que para Lodos os suport-es grande part.e da 

enzima foi imobilizada após 1,5 horas de reação. No caso da silica 

10-16, que foi o maior t-amanho de part.icula ut-ilizada, vê-se que a 

reação é mais lent.a, provavelment-e cont-rolada pela difusão de 

enzima no int-erior dos poros. Ã medida que o Lamanho da part.i-

cula diminui, represent-ado apenas pela silica 16-24, a reação 

t.ende a se Lornar mais rápida e se complet-ar durant-e as primeiras 

horas. Por mot.ivo de padronização, principalment-e no caso de se 

t..rabalhar com várias reaçêSes de imobilização ao mesmo lempo, 

adot..ou-se 12 horas corno Lempo de reação. O vidro não foi t..eslado 
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porque imobiliza uma quan~idade de enzima pequena demais para ser 

de~ec~ada com precisão. 

100'~------------------------------------------------, 
I:. Si lica 111-16 

0 Celite 

Â Si lica 16-24 

9----r---,---r--,--~---,---,---,--,---,---~~ 
ll 2 4 a 111 12 14 16 1's 211 22 z4 

TEM!'() J)E IMOBILI7ACM <horas) 

Grá~ico 10 - Curva de Imobilização 

4. 3 - DETERMINAÇÃO DA CARGA DE ENZIMA NA stLICA 

Um ~es~e realizado com silica 16-24, variando-se a 

quan~idade de enzima oíerecida e deixando-se a reação se comple~ar 

duran~e 48 horas íorneceu o GráÍico 11. Observa-se que independen-

~emen~e da quanLidade de enzima o~erecida, a silica absorve cerca 

- 80 -



1101~-------------------------------------------------, 

1e0J 
f Atividade T•orica 

f Efetividade <:r.> 
(U/g) A Atividade ExperiMental 

! 
91!~ 

I 
801 

7~i 

61!~ 

I 
51l.l 

49J 

3QJ 

/ 

~~ 
t~·?~ 

~ ~ ~ • ~ • ~ ft 

i i 

I 
8~ 9'9 

ATIUIM!>E OFEJ!ECIOO liA SOLIJCAO (U/g) 

reta: Y = 1.284 + 0.9099 x X 

• l 
I 

I 
1~ wl 

Gráfico 11 - Capacidade de Imobilização da Silica 15-24 mesh 

de 90% da enzima em solução, até o 1 imite de 11 O U/g test.ado. 

Apesar do aument.o 1 i near da quant.i dade de enzima i mobi 1 i zada, 

quando se analisa a at.ividade do produt.o obtido constata-se que o 

ganho de atividade vai decrescendo e a atividade t.ende assint.ot.i-

cament.e para um valor máximo de aproximadamente 8,0 U/g. Como os 

testes de atividade são realizados com grande excesso de glicose 

em relação ao oxigênio, conclui-se que o parâmetro que controla a 

a~ividad9 da enzima imobilizada na silica é a dilus~o do oxigênio 
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nos poros .Mesmo para uma a~ividade ~eórica de 9,0 U/g, apenas 22% 

desse valor é ere~ivo. Ã medida que a carga de enzima no suporLe 

aumenta, cada vez rraçíi(o menor da mesma participa da reaçíi(o, 

devido à ralta de 0 2 disponível; essas arirmações síi(o conrirmadas 

pelas curvas do Grárico 11. 

4. 4 - ESTIJDO DA I MOBILIZAÇãO 

Os resul ~ados apresen~ados nesse i ~em roram ob~idos 

aLravés de uma variação do método de imobilização do item 3.4.1 do 

~piLulo II. Para cada um dos suporLes roram pesadas amosLras com 

massas próximas Cm., 
' 

i =1 •...• 5) e colocadas em tubos de ensaio 

(50- 90 mg de silica, 150- 200 mg de vidro e 40-70 mg de celite). 

Os suportes roram aLivados com 0,5 ml de gluLaraldeido 2,5%, 

lavados com ~ampão ci~ra~o-rosra~o 0.05M, pH 7. O e roram 

adicionadas 0.5 ml de soluções de enzima em cinco concentrações A~ 

C A1 = 49 U/ml, 
o 

38,4 U/ml, 29,8 U/ml, 19,2 U/ml 5 e A = 9,6 U/ml). 
o 

Após aproximadamenLe 24 horas de reação os sobrenadantes roram 

analisados em termos de aLividade e os suporLes conLendo a enzima 

imobilizada roram lavados várias vezes com tampão ciLrato-rosraLo 

0,05 M, pH 5,5. A atividade das enzimas imobilizadas roi deter-

minada experimentalmente como descrito no item 3.5 do Capitulo II. 

A partir das medidas reitas calculou-se os seguintes 

parâmetros: 

- Atividade Absorvida pelo Suporte CU/g absorvida): calculada 

pela direrença entre a atividade adicionada ao suporte CC0,5 ml de 

solução) x A i.) 
o 

e a atividade do sobrenadante CAi.. i.=1, .. 5) 
5 

após a 

reação, considerando-se a diluição pela umidade do suporte 
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(baseando-se em result.ados experiment-ais 50% para a silica e o 

celit.e e 10% para o vidro). 

At.ividade Absorvida = U Absorvida = C0.5 x A') - (0.5 + ~ x o 

m.), onde~ = correção devido à umidade = 1.0, para celit.e e s1lica 
' 

= 0.1, para o vidro 

At.ividade Teórica CU/g t.eórica) = CAt.ividade Absorvida)/m 
i. 

E~et.ividade = At.ividade Experiment-al CU/g) x 100 At.ividade Teórica CÚ/g) 

4. 4.1 - IMOBILIZAÇãO EM VIDRO 

No caso da imobilização em vidro 100 200 mesh não ~oi 

possivel se medir a quant.idade de enzima absorvida de solução com 

exat.idão, pois os valores medidos nas condições da imobilização 

est.ão muit.o próximos da :faixa de erro do mét.odo de análise. Os 

result.ados obt.idos são dados na Tabela III. 3, e no Grá~ico 12. 

TABELA III.3- I MOBILIZAÇÃO DE GLICOSE OXIDASE EM VIDRO 

[GOxJ U/g o~e- massa U/ml U/g U/g E~iciên-

CU/ml) reei da vidro sobrena- imobili- medida cia 
V=. 5ml Cmg) dant.e zada (%) 

9.60 21.40 224.12 7.92 2.96 5.51 196 

19.2 63.7 150.70 17.7 3. 21 6.32 1Q7 

28.8 95.7 150.54 25.9 7.05 7.07 100 

38.4 121.8 157.62 35.0 7.32 7.92 108 

48.0 150.6 159.36 42.Q 11.7 9.24 79 

Como pode ser observado no Grá:fico 12, à medida que se 

aument.a a concent.ração de enzima na reação de imobilização, t.ambém 

há um aument.o da at.ividade imobilizada. Apesar de não t.er sido 

possivel det.erminar a e:ficiéncia exat.a da imobilização, valores na 

faixa de 80-100% são esperados, já que a reação ocorre na 
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superflcie do suporte, não eXl s.t~ ndo portanto resJ.slénclas 

in~ernas de diíus~o. 
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Gráíico 1.2 - Imobllizaç~o em Vldro 100-200 mesh 

4. 4. 2 - IMOBILIZAÇÃO EN S!LICA 

A imobil~=aç~o em slllca fol estudada em funç~o da quan-

tidade de enzima absorv1da pelo suporte e do tamanho da particula. 

Verificou-se que os resultados do ítem 4.3 deste capitulo podem 
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ser ex~endidos a~é o valor de 400 U de enzima oíerecida por grama 

de s1lica, man~endo-se a absorção de aproximadamen~e 90% da 

enzima da solucão. 

Como pode ser vis~o no Gráíico 13, à medida que o 

t.amanho da par~icula de supor~e diminui, a at.ividade da enzima 

imobilizada aument.a. Para a silica 10-15 mesh, a máxima at.ividade 

obt.ida é de aproximadament.e 7,0 U/g, chegando a Z8 U/g na silica 

60-100, o que coníirma a limit.ação da at.ividade devido a 

resist.ências à diíusão de 0 2 . 
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No Gráfico 14 apresenLa-se a fração da aLividade Leórica 

i mobi 1 i zada, calculada como a a Li vi dade exper i menLal menLe medi da 

dividida pela aLividade absorvida da solução, para vários Lamanhos 

de parLicula. Podem ser observadas nesse gráfico as curvas de 

eficiência da imobilização para cada Lamanho de partícula. 

Observa-se que existe um compromisso entre a carga de enzima e a 

eficiência da imobilização. Para a silica 60-100 têm-se uma 

eficiência Z4% CGráf.14) e uma atividade de 20 U/gCGráf'. 13), 

para carga de 85 U/g, e uma eficiência de apenas 10% para uma 

carga de 290 U/g CGráf.14). Na seleção das condições de 

imobilização para uso do suporte em reatores, deve-se levar em 

consideração os custos envolvidos e as condições reais de 

operação, devido à possivel redução das resistências difusionais 

em função das condições de escoamento. 

4. 4. 3 - IMOBILIZAÇÃO EM CEUTE 

Os resultados da imobilização em celite estão no Gráfico 

15, incluindo a atividade obtida e a eficiência da imobilização. 

Observa-se uma queda da eficiência com o aumento da carga de 

enzima e um aumento muito pequeno da atividade na faixa de 

concentrações estudada, em relação à a ti vi dade teórica Embora o 

comportamento do celite seja qualitativamente similar ao da 

silica, 

máximo 

conseguiu-se uma eficiência de até 76%, 

para a silica foi de 25% (Gráfico 

enquanto o valor 

1 3) . Obteve-se 

preparações imobilizadas em celite com até 50 U/g, comparadas a 28 

U/g para a silica 60-100. Essa maior eficiência é resultado da 

estruLura do celite discutida no item 1.2, com poros de grande 
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diàmelr-o facilitando a difus~o 1nt-erna. At.ribui-se esse aumt:"nl-o de 

eficiência à. menor resist-ênc~a a difusão de O , aument-ando a sua 
2 

disponibilidade nas 1mediações da enzima imobilizada a resul~ando 

em maiores velocidades de reação. 
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5. 1 - ATIVIDADE X pH 

A a~ividade da enzima solúvel e da imobilizada em silica 

~oi medida como descri~o no i~em 3.5 do Capi~ulo II, mas 

variando-se o pH do ~amp~o ci~ra~o-fos~a~o 0,05 M en~re 3,0 e 7,0. 

Alguns valores encon~rados na li~era~ura para os pon~os 

extremos de pH usados s~o dados na Tabela III.4.Comparando-se os 

resul~ados ob~idos. com os dados dispersos encon~rados na 

TABELA III. 4 - DADOS DE ATIVIDADE EM FUNÇÃO DO pH 

Fraç~o da A~ividade Máxima 00 Supor~e pH 6limo re~. 

pH 3.0 I pH - 7.0 

I E. L. I E. I. E. L. I E. I. E. L. E. I. 

5 65 85 98 carv~o 5.5 6.5 51 
22 38 50 75 micélios 5.0 6.0 50 
22 30 73 76 poli acri lami- 6.0 6.0 87 

da 
20 55 84 97 silica 6.0 6.0 48 
60 3 46 37 vidro n~o 5.6 5.5 54 

poroso 
36 50 74 83 silica 5.5 5.5 es~e 

~rab. 

- 10 - 44 Ni-NiO 5.6 5.6 79 

E.L. =enzima livre, E.I. =enzima imobilizada 

li~era~ura, pode-se dizer que as curvas concordam com o esperado 

CGrá~ico 16) não havendo al~eraç~o do pH 6~imo da enzima e ~endo a 

curva da enzima imobilizada se alargado, al~erando a ~aixa de pH 

com a~ividade >80Y. de 4,3-6,7 para 4,0-7,2. 

5. 2 - ATIVIDADE x TEMPERATIJRA 

Aumen~ando-se a ~empera~ura do meio nos ~es~es de 

a~i vi dade descri ~os no 1 ~em 3. 6 do Capi ~ul o I I , ob~eve-se o 

Grá~ico 17. Observou-se que a 50°C houve um aumen~o de 40% em 
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Gráfico 16 - Atividade da Glicose Oxidase em Função do pH 

relação à atividade a 25-:.C e que essa variação foi prat.icament.e 

igual nos casos da anzirr~ livTe e ~mobilizada em silica. O aumento 

maior ocorre na f.;;o.ixa de 25 - 35vC C28~0 ~ SQndo que na Íêit_ixa d€<> 

temperatura 40 - 5o"'c o ctument.o e de apenas 7~-~~ e a atividade 

~ende a se esLabilizar. provavélmen~e para depois diminuir~próximo 

à temperatura lirrute de atuação da enzima de 65% Cver item 5.3) 
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Gráfico 17 - A~ividade da Glicose ~dase em Funç~o da Tempera~ura 

S. 3 - INATIVAÇÃO TÉRMICA 

O efei ~o do aqueci men~o sobre a a ti vi dade da gl i cose 

oxidase ~em sido estudado em vários trabalhos [48, 63, 56, 57 J, 

mas em apenas dois desses a como foi feito 

experimen~almen~e. A ~emperatura de 60°C foi escolhida devido á 

rápida ina~ivaç1!:o da enzima livre a ~emperaturas mais al~as, C2 

minutos, a 65°C [ 48)), impedindo-se medi das experimentais precisas 

nesse pequeno intervalo de tempo. Para se avaliar numericamente a 
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Gráfico 18 - Ina~ivação da Glicose ~dase a 60 °C 

~axa de ina~ivação foi considerado o ~empo de meia vida da enzima 

C~empo para que a a~ividade a~ingisse 50% do valor inicial) e a 

cons~an~e de ina~ivação K.Cmin~) dada pela Equação (56J: 
1 

lnA = lnA -k C~-~ ) 
o ' o 

onde A= a~ividade no ins~an~e ~ 

A= a~ividade no ins~an~e ~ inicial 
o o 

Observa-se como mos~rado no Gráfico 18, uma queda 

rela~ivamen~e rápida da a~ividade nos primeiros 5 minu~os a 60°C e 

a redução gradual dessa queda nas faixas de 5-40 e 40-90 
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minutos,tanto para a enzima em solução quanto as imobilizadas .Na 

Ref'. [56) a inativação rápida da enzima imobilizada ocorre nos 

primeiros 10 minutos de aquecimento a 61 °C e a i na ti vação mais 

lenta, de 10 a 30 minutos. As inf'ormações disponiveis não permitem 

comparar os resultados obtidos acima de 30 minutos nem os 

resultados para a enzima livre, que são sempre tratados como uma 

única reta. Os valores numéricos obtidos são apresentados na 

Tabela III. 6. 

TABELA III.5- I NA TI V AÇÃO TI:RMI CA A 60°C 

k x109 k x109 
k x10

9 
Meia Vida Ref'. :1. 2 3 

C1/min) C1/min) C1/min) Cmin) 

14 - - 4B 57 
Enzima 
Livre 462 - - 1.5 56 

Q2 37 3.7 11 este 
trab. 

Enzima 3Q 17 - 33 56 vidro poli 

Imobili- eti 1 éni mi na 
14 - - B3 57 vidro zada 
25 B 4 100 esté Célité 

25 Q 2 160 traba-
silica lho 

A discrepância entre os dados encontrados para a 

inativação da enzima livre só permité observar que Sé obtéve um 

valor intermediário entre os da literatura, tanto em termos de K 
i. 

como de tempo de meia vida. Com relação à enzima imobilizada, o 

produto obtido apresentou-se mais estável termicamente, com até o 

dobro do tempo de meia vida da Ref'. [57). A enzima imobilizada em 

silica é mais estável termicamente que a imobilizada em celite. 
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5. 4 - ATIVIDADE ~ CONCENTRAÇÃQ DE GLICOSE 

A det.erminação da variação de at.ividade em relação à 

concent.r ação de gl i cose foi fei t.a como descri t.o no Capi t.ul o I I , 

it.em 3.5, mas adicionando-se soluções de glicose mais concent.radas 

C 1M ou 2M), de forma a se conseguir a concent.ração de glicose 

desejada na reação sem aument.o subst.ancial do volume do meio. Os 

result.ados obt.idos est.ão most.rados no Gráfico 19. 
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No Gráfico 20 est-á plot-ado a equação de Lineweaver-Burk 

C equação I. 17), para se calcular os valores de K e v para a 
m max 

enzima. Os result-ados calculados foram: 

v (U) k (mM) 
m 

Gl i cose Oxida de Li vr e 0,16 28,9 

Glicose Oxidase em Celit-e 0,17 29,8 

Glicose Oxidase em Silica 0,14 10,8 

Segundo a lit-era~ura o k para a glicose oxidase livre é 
m 

34 mM [47J, próximo ao valor encon~rado de 28,9 mM. 

Com relação ao efeit-o da imobilização sobre esses 

parãme~ros cinét.icos, pode-se observar que pra~icamen~e não 

houveram al~erações no caso da imobolização em celit-e. 

Embora se pudesse esperar a mesma igualdade de valores 

para o caso da enzima imobilizada em silica, t.al ~aLo n~o ocorreu. 

A int-erpret-ação dessa grande variação de k 
m 

para a enzima em 

silica é dada pela análise do Gráfico 19, onde pode-se observar 

que à medida que se aumen~a a concen~ração de glicose começa a 

ocorrer um decréscimo da velocidade de reação, em relação a curva 

cinét-ica da enzima livre. Essa diferença de compor~amen~ent-o é 

explicada pelo fa~o de que os dados colet-ados não são purament-e 

ciné~icos, para a enzima imobilizada, englobando efeit-os de 

~ransferéncia de massa. 

§. - DESEMPENHO DA ENZIMA EM REATORES 

A at-uação da enzima imobilizada foi est-udada princi-

palment-e num reat-or de leit-o fluidizado operado em bat-elada. A 

solução de glicose 2% ut-ilizada como subst-rat-o, com pH ajus~ado em 
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5~60- é adicionada a.o r€'aLor JUn"Lóment-& com a enz1ma 1mobil1:zada e 

a agit.ação e aer-ação do me~o são pr-omovidas pelo borbulhamenlo de 

ar at.ravés de uma placa porosa que const.it.ui o fundo do reat.or, 

ver it.em 3.6, Cap. III. A reação é acompanhada pelo volume de 

solução de NaOH 0,50 M adicionado para mant.er o pH const.ant.e em 
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5~50. pela neuLral1zaçáo do àc1.do gl.lcónico for-mado na reação. 

Ou'l.ro feilo foi reação em bal_el.ad.a, 

ut.i 1 i zando-s.e uma bar r a magnéli c .a par a a agi taç~o a peróxido de 

hidrogênio com cat_.alase solúvel como fon~e de 0 2 . 

Foi ul_ilizado nas reações um volume de 120 ml de solução 

de glícose a 20g/l, num rea~or de 4.0 em de diâme~ro in~erno e 12 

em de al~ura, uma solução de NaOH 0,05M para neu~ralização e uma 

vazão de ar de aproximadamen~e 100 l/h. Inicialmen~e foi ~es~ada 

a a~uação de cada suporle e da enz1ma livre em ~es~es de duração 

relalivamen~e longa, seguindo-se a reação alé 75% de conversão C o 

consumo de Na OH leór i co é de 26. 67 ml , par a 120 ml de gl i cose 20 

g/1 reagido). Os resultados para a reação utilizando enzima livre 

e imobilizada em celile e silica 32-60 eslão no Gráfico 21. No 

caso da enzima imobilizada em V.ldro 100-200, o ensaio f'oí de 

duração menor e os resul~ados es~ão no Gráfico 22. Observou-se em 

lodos os casos um per1odo inicial de baixa velocidade de reação 

provavélment..e devido à est-abilização das concentrações na 

proximidade da enzima. A solução de glicose do meio reacional 

deve se difundi r nos por os dos supor Les e subsli L ui r a solução 

t-ampão ínicialmen~e presen~e. a~é que seja est-abelecido o perfil 

de concen~raçóes nos poros, determinado pelas ~axas de difusão e 

de reação. Após esse per iodo inicial , alinge-se a velocidade 

máxima de reação man'Lida durant-e a conversão de aproximadament-e 

me~ade da glicosa, nas condições es~udadas C2% de glicose). A laxa 

de reação começa enLâo a deca1 r 1 entament.e, devido à redução de 

concentração do substrato. alé se anular ao ~érmino da reação. 

No caso d~ r~~çào com a ~nzima imobilizada em vidro, não 

íoi possivel se ex~~nd4-la duranLe mui~o ~empo devido ao raLo de 
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Gráfico 21 - Curva da Reação de Formação de Ácido Glicônico 

que as part.iculas t.endem a se acumular nas paredes acima do meio 

reacional, arrastadas pelas bolhas de ar. A atividade desse 

supor~e no reaLor calculada pelo Gráfico 22 foi de 1~74 U/g. o que 

corresponde a um valor rrànirrUzado~ já que uma parLe da enzima es~á 

sempre ~ora do melo reacional não parLicipando da reação. Devido 

a esses problemas. os ensa~os com a enzima em vidro" em reat.or 

aerado~ foram abandonaàos. 

Após esses ensa1os prel1minares foram realizados outros 

de mais curLa duração. para se avaliar o desempenho da enzima em 

cel1te, sílica 24-32 e silica 32-60. Os ensaios foram feitos nas 
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Gráfico 22 - Formação de Acedo Glicónico Ca~alisada por Glicose 

~dase Imobil>zada em Vidro 100-200 mesh 

mesmas condições ant..-er~ores. torrl.o3.ndo-se o cuidado de se analisar 

as enzimas imobilizadas quanto a atividade e se lavá-las, pesá-las 

e secá-las após a reaçâi.o. deternunando-se a massa exat-a ut.ilizada. 

Os resultados obl1dos eslão no Gráfico 23. A atividade das 

enzimas ut.ilizadas fo~ doa 25 U-~g. 17 U/g e 18 U/g, para calit.e, 

silica 24- 32 e silica 32-60, resp~clivamente .A atividade máxima 
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Gráfico 23 - Reação de Forrr~ção de Ácido Glic6nico 

no reator. calculada pelas retas do Gráfico 23, foi de 16,8 U/g, 

9,14 U/g e 9,46 U/g, correspondendo a 67%, 54~; e 52% da at-ividade 

adicionada. Esses resultados~ similares ao oblido na raaçâto a.erada 

da Ref. [47, Fig. 3J. podem ser at-ribuidos a resistências à 

t-ransferênc~a de O>Ugénio do ar para a solução a da solução para a 

enz~ma dentro do poro. 
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Par a se t-est-ar a 1 i mi t.aç:ão da reação devi do à escassez 

de oxigênio íez-se a reação ut-ilizando-se a enzima cat.alase na 

íorma solúvel e peróxido de hidrogênio como íont-e de oxigênio. A 

cat.alase cai-alisa a reação de decomposição de peróxido de 

hidrogênio em àgua e oxigênio CH:zO:z --+ ~ O + H 0) e íoi adicionado 
2 2 2 

ao meio reacional, enquant-o o peróxido de hidrogênio é adicionado 

cont-inuament-e. 

Na execução da reação, íoi adicionado a um béquer 30 ml 

de solução de glicose a 100g/l, com pH ajust-ado em 6,6, 

aproximadament-e 1 mg de cat.alase (at-ividade=~ 10• U/mg) e a enzima 

imobilizada em celii..e. A reação íoi iniciada e mant-ida pela adição 

de 10,ul/min de peróxido de hidrogênio 30% e acompanhada pelo 

consumo de NaOH 0,6M para mant-er o pH em 6,6. Os result-ados 

obt.i dos est-ão no Gr áí i co 24. A a i.. i vi da de da enzima em cel i i.. e 

adicionado era 26 U/g e obt-eve-se no reat-or 68 U/g, calculada pela 

ret-a do Gráíico 24, represent-ando um aument-o de 170%. Esse grande 

aument.o de at.ividade coníirma a limit-ação da at-ividade devido à 

insuíiciência de oxigênio no caso da reação aerada. 
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CAPI TI!bQ I V - CONCLUSOES §;; PERSPECTIVAS 

Ref"erindo-se aos objet-ivos propost-os no Cap.I, it-em 6, 

desenvolvi dos no decorrer do t-rabalho, colocam-se as seguint-es 

conclusões e perspect-ivas de desenvolviment-o : 

1 Suport-es silicicos da mesma nat-ureza já foram 

ut-ilizados na imobilização de glicose oxidase. Como moslr a do na 

Tabela IV. 1, lodos os suport-es ut-ilizados são adequados à 

imobilizaçã:o, em relação às propriedades fisicas e ao uso em 

reat-ores de leit-o fixo e bat-elada. A silica e o vidro !.-ralados 

t-em a vant-agem de poderem ser classificados na granulomelria 

desejada, fat-or import-ant-e quando se consideram as perdas de carga 

para o caso de ut-ilização em reat-ores de leit-o fixo. 

TABELA IV.1 - SUPORTES SI LI CI COS NA I MOBILIZAÇÃO DE GOx 

Tipo de R<>alor Caract..erist..ica.s do Suport-e 

PFR vidro poroso, dp = 729, 4> = 
eslocagem vidro poroso. dp = 736 ± 60 

PFR Creciclo) vidro não poroso, 4> = 40-60 

PFR vidro poroso, dp = 476, 4> = 

PFR, bat-elada vidro não poroso, 4> = 16-20 

bat-elada cal i t-e, 4> = 20-30 e 60-BO 

bat-elada celile 660, 4> = 100-200 

PFR celalom MP-76, 4> = 32, 20-32 

PFR = reat-or de lei~o :fixo 
dp = diàme~ro de poro Cangs~rons) 
4> = diàme~ro da par~icula Cmesh) 

100-200 

B0-120 

e B-10 

Re:f. 

Q3 

BO 

64 

4Q 

46 

63 

6B 

BQ 

Os suport-es sillcicos amino silanizados podem ser 

ut-ilizados para mui~as enzimas e com dif"erenles mét-odos de ligação 

c oval ent-e r 9. pag. 17-18 Cdiazolização); pag. 2.7 (ligação 

peplidica); pag. 39-40 Cglu~araldeido)), o que proporciona grande 
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campo de aplicações para os suporLes esLudados. A uLilização do 

LraLamenLo hidroLérmico para alargamenLo dos poros da silica 

permi t..e a obt..enção do produt..o com dif'erent..es t..amanhos de poro, 

dependendo da t..emperat..ura do t..rat..ament..o [61], possibilit..ando assim 

o est..udo e a oLimização da imobilização de det..erminada enzima em 

f'unção desse parâmet..ro. Embora o vidro não t..enha sido 

caract..erizado, a aLividade imobilizada de 5 U/g CCap. III, 4.4.1) 

represenLa de dez a cem vezes os valores obt..idos ant..eriorment..e 

[46], sugerindo que o Lrat..ament..o f'eit..o (Cap. II, 3.1.2) deve t..er 

alt..erado a est..rut..ura superf'icial do vidro, melhorando as suas 

propriedades para a imobilização. 

2 - O est..udo das condições de sil ani zação f' e i Lo com a 

silica permit..iram o esLabeleciment..o de condições simples de reação 

em relação a ouLros méLodos descriLos na liLeraLura (Tabela II.l), 

com uma boa cobert..ura do suport..e CCap. III.2). O mét..odo de medida 

pelo ganho de massa do suporLe após a silanização CCap. III,3.2) 

pode ser aplicado a um suporLe silicico de área superf'icial 

conhecida, det..erminando-se assim a quanLidade média de grupos 

amino disponiveis por unidade de área do suport..e. 

3 Apesar da al t..a capacidade de absorção da enzima 

durant..e a imobilização C aLé 110 U/g para o celit..e e 400 U/g para 

a si li ca) houve 1 i mi t..ação da Laxa de reação devi do a ef'ei t..os de 

dif'usão int..erna, principalment..e na caso da silica. Essas 

resist..ências f' oram aLribuidas principalment..e à dif'usão do 

subst..raLo em concentração limilant..e, o oxigênio, e parcialment..e 

vencidas pelo aumenLo de sua concent..ração at..ravés do uso de 

caLalase + peróxido de hidrog~nio CCap. III, 6). A i mobi 1 i zação 

de enzimas que caLalisem reações envolvendo um único subst..rat..o 
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deve ser considerada como uma melhor forma de avaliar esses 

ef'ei Los di f'usi onai s, além de se esperar nesse caso uma melhor 

ef'iciência do produt-o imobilizado devido à ausência do segundo 

subst-rat-o de concent-ração limit-ant-e. 

Comparando-se as a Li vi dades obt.i das C a L é 28 U/g par a a 

silica e 50 U/g para o celit.e) com as do produt-o oferecido pela 

Sigma (Cat-álogo Sigma, Sigma Chemical Company, 1989, pag. 643, 

it-em G 9255, preço : 25 U x US$ 3.392/U), imobilizado por oclusão 

em gel de poliacrilamida, com 20-40 U/g, pode-se considerar que a 

glicose oxidase obt-ida é compat.ivel com as caract.erist.icas de um 

produt-o comercial, embora não Lenha sido f'eit.a uma análise de 

cust-os. 

4 As atividades da enzima livre e imobilizada em 

relação ao pH, t-emperatura e concent-ração de glicose concordaram 

com os resultados encont-rados na lit-eratura CCap. III, 5.1, 5.2, 

5. 4). Em Lermos de est-abilidade térmica, obt-eve-se um produto 

mais estável que os descritos CTabela III.5). 

5 Os resultados com reatores aerado e utilizando 

peróxido de hidrogênio, t-ambém estão de acordo com os esperados, 

obtendo-se uma atividade muito maior no segundo caso [47]. 

Considera-se esses Lestes com reatores apenas como uma avaliação 

prévia porque o ideal seria ut-ilizar um reator de leito fixo, com 

reciclo, reduzindo os ef'eit-os de dif'usão e operando em 

concenLraç5es próximas às desejadas num processo Cpelo menos 10 % 

de glicose na alimentação do reat-or). 
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