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RESUMO

Silica gel macroporosa f{oi obtida peleo tratamento
hidrotérmico da =silica gel microporosa, preparada a partir de
silicato de sé&dio e &cido cloridrico, a temperatura ambiente. A
silica porosa, classificada em diferentes tamanhos de particula, e
um tipo de terra de diatoméceas (celite 5480 foram analisados em
termos de tamanho de poros pelo método de introdugio de mercdario
por pressfo. A silica gel com diferentes tamanhos de particula,
celite B48 e wvidro n3o poroso foram examinados guanto A
possibilidade de serem utilizados como supories para imobilizac3o
de glicose oxidase (EC 1.1.3.43, catalisando a oxidagZc de glicose
para glicolactona. A enzima foi ligada a derivados algquilamino dos
suportes utilizande-se glularaldeido ¢ a efelividade do método foi
comparada em relag¢fo ao tamanho das particulas e dos poros. A
performance da enzima imobilizada fol estudada em reator de leito

fluidizado . utilizando ar como fonte de oxigénio.



ABSTRACT

Macroporous silica gel was obtained by hydrothermal
treatment of a microporous silica gel, prepared from sodium
silicate and  hydrochloric acid, at room temperature. Tﬁe
macroporous silica, sieved in differents particle sizes, and one
grade of diatomaceous earth (celite 5483) were analysed in terms of
pore sizes by the mercury intrusion pressure method. Silica gel of
different particle sizes, celite B45 and nonporous glass ‘were
examined for their suitability as support materials for gluceose
oxidase (EC 1.1.3.4> immobilization, catalysing the oxidation of
glucose to glucolactone. The enzyme was coupled to the alkilamine
derivatives of the supports by glutaraldehyde, and the
effectiveness of the method was compared in relation to the
particle and pore =sizes. The performance of the immobilized
enzyme was studied in a fluidized bed reactor using air as oxigen

sSource.
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CAPITULO I - ENZIMAS E IMOBILIZACAD

1 - INTRODUCXEO

Enzimas s3o catalisadores Dbiolédgiceos, constituidos de
proteinas ou glicoproteinas, que participam de muitas reagBes qui-
micas nos seres vivos. Ac contrario dos cataiisadores guimicos,
as enzimas cabtalisam as reagBes em condig¢gBes muiic brandas,
geralmente em solugBes aquosas neutras, a temperatura e press3o
ambientes. As enzimas também se caracterizam pela especificidade
em relagio ac substrateo, algumas atuande num limitado grupo de
.compostos, engquanto outras agindo guase sobre um UGnico substr#to.

As enzimas s3o usadas ha muito tempo, mesmo antes da se—
rem conhecidas, e seu uso extendeu-se gradualmente a produgio de
bebidas, alimentos, téxteis e medicina. O desenvolwvimento da bio-
quimica, a elucida¢ioc dos mecanismos de reag¢dc e o desenvolvimento
de novas fontes de enzimas diversificaram as suas aplicagfes.

Embora as enzimas sejam catalisadores oficientes, nio
s3o catalisadores ideais do ponto de vista prético, principalmente
por serem instiaveis, ndo tolerando solventes orginicos e tempe-
raturas elevadas. De forma a se consegulir um catalisador efi-—
ciente ¢ estavel, dois caminhos est3o sendo investigados: um deles
consiste em se sintetisar compostos gue tenham atividade semelhan-
te as enzimas (chamados sinzimas) & o outro consiste em se modifi-
car a estrutura das enzimas produzidas por seres vivos, de forma a
torna~las mais estiveis [8]. O método de imobilizagioc se enguadra
nesse segundo caminho <itado. Uma enzima imobilizada ativa, gque

seja estavel e inscluvel em sagua poderd ser usada da mesma maneira



que um catalisador quimico sdélido, com as vantagens da especifi-
cidade e das condig¢les brandas de reagfic, minimizando ¢ consumo de
snergia ¢ a formagio de subprodutos.

Em 1916, Nelson e Griffin [1) constataram quera enzima
invertase, adsorvida em carvio ativado, tinha a mesma atividade
gue a enzima soldvel. Em 1948, Summer [2) descobriu que uma forma
insolivel da uresase, precipitada em etancl 304 com cloreto de
sddio, continuava atiwva. Apesar dessas descobertas, a primeira
tentativa de se imobilizar uma enzima com © cbjetivo de melhorar
suas propriedades fol feita em 1953, por Grubhofer e Schleith [3],
gue imobilizZaram carboxipeptidase, diastase, pepsina e ribonu-—
clease numa resina poliaminopoliestireno diarzotizada. Na década
de 18950, menos que dez trabalhos foram publicados a respeito do
assuntc. Os trabalhos comegaram a aparecer nc inicio da década de
S0 & a se dessnvolver extensamente no inicio da década de 70. O
campo de aplica¢@es para as enzimas imobilizadas tem se extendido
recentemente, alem da sintese guimica, para outras Areas como a
cromatografia por afinidade @ 3 area analitica, por exemplo.

Em 1986 foi defendido © primeiro irabalhe de tese da En-
genharia Quimica da UNICAMP no campo de imobilizagHo de proieinas
[L.Peres, Tese de Mestrado em Engenharia Quimica, UNICAMP, 18881,
Nesse trabalho fol pesquisadoe © uso de suportes poliméricos na
imobilizagHo de antigenos da doenca de chagas, para realizacio de
testes Elisa C(Enzyme lLinked Immunosorbent Assay) eom an&lises
clinicas rotineiras. O campo de tratamentoc de superficies dentro
da Engenharia Quimica ficou, desta maneira, aberto a futuras
pesguisas, alendendc acs mais diversos campos de aplicagZo, Em

1988, outro trabalho nessa linha demonstrou a abilidsade desses



suportes poliméricos em imobilizar invertase e gliccamilase,
enzimas de grande interesse [V.L.Cardoso, Tese de Mestrade em
Engenharia Quimica, UNICAMP, 1988].

Dando continuidade a esses trabalhos, no sentido de con-
tribuir na area de materiais aplicados a biotecnologia, comegou-se
2 estudar © use de suportes inerganicos na imobilizagBo de protei-
nas. Escolheu—se inicialmente para imoblilizagio a enzima HRP
CHorseradish Peroxidasel, devido a seu uso na eliminag3o de ami-
nas aromiticas carcinogénicas de residucs aquosos [A.M Klibanov,
E.D.Morris, Enzyme MHicrob.Techrneol., 3, iio-izz 61981]._ Devido a
dificuldade de se obter a enzima HRP e ao seu alto custo, optou-se
ent3o pela imobiliza¢lc da enzima glicose oxidase, cujas
aplicagBes estio apresentas na pag. 18.

O trabalho desenvolvido objetiva um estudo mais detalha-
do no campo de imobilizagl3o de enzimas, enfatizando principalmente
o desenvolvimento das técnicas de imobilizag3c, como uma intro-—

dugic A realizaglo de cutros irabalhos na area.

2 - ENZIMAS

2.1 - GENERALIDADES

Proteinas s3o as moléculas orginicas mais abundantes da
cé&lula, constituindo 30-7Y0 % de sua massa seca. Elas contém os
quatro elementos bioldgicos predominantes (G, O, H, N e S, que
contribui para a estabilizag¢io da estrutura tridimensional na
maioria das proteinas, pela formagBo da ligagdo dissulfete ( BE-8 D

em diferentes posigles da cadeiz polimérica. © tamanho da cadeia



polimérica varla na faixa de pesos moleculares de 10°-10%° e as
duas principais configuragles encontradas s3o a fibrosa e a
globul ar.

As proteinas cuja fungdoc exercida & a catalise s3o
denominadas enzimas, que determinam as taxas de reagdes guimicas
ocorrendoe dentro da célula. As enzimas s3o encontradas em
diversos locais dentro da célula, podendo estar dispsrsas no
citoplasma, ligadas & membranas ou em associagio com estruturas

molecul ares maiocres.

Os blocos monomeéricos que constituem as proteinas s3o os

a—aminocacidos, cuja estrulura geral &

H
\

HaN — C_— COOH €1
i
R

Os amincacidos se diferenciam pelo grupe R ligado ao
carbonce o como mostra a férmula (13, que & assimétriceo (possui
gquatro grupos diferentes, com excessZEo da glicinad. A existéncia

desse carbono assimélrico implica em dols isdSmeros Slicos:

H H
1 r
HoN -~ l;a—— cooH HOOC — f_:a—-' NH- s
R R
forma L forma D
Esse isomerismo & muito importante, pois os

microorganismos, devideo &as suas enzimas, geralmentie agem sobre
apenas um dos lsdmercs, deixandoe & outra forma intacta.

Na Tabela I.31 (80, pag. B5B) eostilo representados os vinte



principais aminoicidos encontrados nas proteinas. ©O grupo E pode
ser n3do polar (de carater hidroféficod ou polar (de carater
hidrofilicol, determinande © papel executade e a estrutura da

proteina.

TABELA I.1 — OS 20 AMINOACIDOS ENCONTRADOS NAS PROTEINAS CGRUPO R
Hidrofébicos

Glicina (Gly> Alanina CAlaDd Valina (Vald Leucina CLeud
H— CH:"" C CHa )2""CH - L & CH3 )2-{2}'}-{:}'!2_
Metionina (Meld Fenilalanina (Phe2 Triptofano (Irpd
CH 3“"8""CH Z—CH - —~CH _— H
Isoleucina Clled
CHg*CHg—?H— | -~ CHo—
CHy
Hidrofilicos
Serina (Ser) Treonina (Thr Lisina (Lys> Tirosina (Tyrd
-
HO—CH,— mamc.i:a- HaN—CCH,, 0y — HO— —CH,~
OH
Asparagina CAsnd Glutamina (Glul Arginina CArgd
Hzﬁ‘ﬁ—CHi— H:ng*CHZWCHz— Hzﬂmﬁ—NH—CCHz)a—
o 0 NH
Acido Asparitico (Aspd Acido Glutimico (Glud Histidina (His)
"a—ﬁwc;-a,w “a—ﬁ—«c CHy dp—
C o
Outros Prolina ¢Procd

Cisteina (Cys2

H
o AL

{molécula inteirad

Ref: [80., pag. 58]
Proteinas simples s3o formadas pela condensagZco de

aminoacidos através da ligagdo peplidica:



Y T N n N non 0
HN. _COH+HN, _COH — HN,_ _C—N_ _ C-OH

Ho TR H™ TR H™ TRy HT TRy
<
O fragmento amincacido mantido apds a ligagfSo peptidica
¢ chamado residuc e designado pela terminagd3c il (ex.: glicil,
alanil, etc.D. A listagem da seqgiénecia de residuos de uma proteina

comeca no grupo acido terminal.
Oz aminocacidos n8o s3o os dnicos constituintes das
proteinas, gue podem conter outros grupos organicos ou mesmo

inorganicos. Essa outra parie das chamadas proteinas conjugadas

& denominado grupo prostético.

A estrutura das proteinas pode normalmente seor descrita
em Lrés niveis, embora um quartc nivel seja necessario no caso de
existéncia de mais de uma cadeia simples [311. As interag¢fes gue
ocorrem a cada nivel de estrutura s3o:

primarias~ sequéncia de amincicidos, condensados pela
ligagio peptidica. Iiste, na verdade, n3o & uma estrutura como
costumamos nos referir, mas apenas uma identificag¢ie dos
ami ncacidos que compBe a cadela.

secundarias- delerminada principalmente pelas ligagcBes

pepticas mais as pontes de hidrogénico, s3c responsaveis pela
conformacio da cadeil #. - Existem dois tipos de estrutura
secundarias predominantes na natureza: ad) Helicoidal, predominante
nas proteinas gleobulares, sendo a a-hélice a mais egstavel; =»]
Folha Pregueada, predominante nas proteinas fibrilares.

terciirias— snrolamentoc e dobramentoc da cadeia, induzido

por pontes de hidrogénio, interagies nio covalentes {(dipoclares,

- 5 -



eletrostaticas nlo polares ou de Van der VWaals e ligagOes
dissulfidicas covalentesl.

guaternarias— asscciagio de duas ou mals estruturas

tercidrias através de liga¢Ses n3o covalentes; as interacBes nio
polares s3c as mais comuns,

Apds essa abordagem geral a respeito da estrura basica
da enzima €Cuma proteinal, passa-se a considerar a sua atuag3o

especifica.

2.2 — ENZIMAS COMO CATALISADORES

2.2.1 — NOMENCLATURA [31]

Nioc ha um esquema de nomenclatura gue seja aplicado a
t?das as @nzimas; na malioria dos casos, entretanto, o nome da
enzima deriva do que ela faz, e n3o do que ela é&: o sufixe -ase ¢
adicicnade ac nome do substrate (urease catalisa a decomposicZo da
uréiad ou da reagic (Alcool desidrogenase catalisa a degradacgio
oxidativa de um Alcooll. Excessdes a essa nomenclatiura sZo as
enzimas familiares, c<como pepsina, tLripsina € renina. Hié seis
principais classes de reagles catalisadas por enzimas que formam a
base para o sistema de classificagdo da “"Enzyme Commission (EC*™,
atribuinde nimeros para todas as enzimas (Tabela I.23. Embora a
nomenclatura empregada seja normalmente a tradicional, o sistema
EC oferece uma relagdc organizada do campo de aplicagfo das

enzimas [BO,pag 871:



TABELA I.2 - SISTEMA DE CLASSIFICAGAO DAS ENZIMAS EC

1- Odredutases (reag@es de oxidagBo-redugiod

}
1.1- — CH — OH 1.4~ — CH ~ NH,
i

I
1.8~ - C = 0O 1.5 - CH -~ NH =
i.6- NADF, NADPH

----------------

..................................................................

2- Transferases (transferéncia de grupos funcionais)
2.1- grupos de um carbono 0000 L i i e

2.8- grupo aldeidico ou cetdnico 2.7~ grupo fosfato

2.3~ grupo acila 2. 8- grupos contendo S
2.4- grupo glicosila

..................................................................

3- Hidrolases (rea¢@es de hidrélised
3.1~ ésteres 3. 4- ligagBes peptidicas
3.2~ ligagBes glicosidicas 3.5- outras ligacSes C-N
..................... 2.6~ anidridos de Acido

..................................................................

4— lLiases (adigio a duplasd : 5 Isomerases {(rea¢Bes de
4.1~ C = C . isomerizagiod
4.8~ C = 0O . 8.1- racemases

..........

------------------------------------------------------------------

B~ Ligases (formag3c de ligagSes com gquebra de ATPD
5.1- C - O 8.3- C — N
8.8~ C ~ 5 8.4~ C « C

----------

Ref: [31, Tabela 8.1}

£.28.28 ~ CARACTERISTICAS

Una catalisador é um composto que aumenta a velocidade
de uma reagdc quimica, sem acarretar uma mudanga gquimica
permanemte. Embora o catalisador altere a taxa de reag3o,
diminuindo a energia de ativagZco requerida para que ela =e

complote, ele n3oc afeta © seu equilibrio.

L~ Je



A principal diferencga entre um catalisador sintéilico e
uma enzima € a especificidade. A majoria dos catalisadores
sintéticos nHEo sXo especificos, catalisando reagBes $i;llares,
envolvende varios tipos de reagentes. O grau de especificidade
das enzimas depende do seu papel bioldgico, n3Eoc se podendo
esperar, por sexemplo, um alto grau numa enzima cuja fungioc seja
hidrolisar preoteinas para produzir amincécidos.

Cutra caracteri{stica das enzimas € a freqliente exigéncia
de um cofator, um composto n3c proléico gue combina-se com uma
proteina inativa Capoenzimad para resultar num compl exo
cataliticamente ativo. Existem dois tipos de cofatores, os mais
simples s3oc ions metdlicos e as coenzimas que sZ¥o moléculas
organicas complexas. A existéncia de cofatores & um ponto muitoc
importante a se considerar na produglc e aplicagiEo de enzimas,
mesmo porgue enzimas com © mesmo nome, mas de diferentes fontes,
podem exigir cofatores diferentes.

Cutra diferenga entre os catalisadores sintéticos e as
enzimas ¢ gue as Ulitimas exigem um manuseio cuidadoso, pois é
relativamente f4cil perturbar a configurag@o nativa da enzima e

destruir suas proprisdades cataliticas.

2. 2.3 ~ ATUACAQ DAS ENJZIMAS

Embora nEc haja uma teoria simples que expligue a
atividade e a especificidade da catdlise enzimatica, ha varios
fentmenos, baseados em evidéncias experimentais, que podem ser
combinados de modo a conferir caracteristicas especiais as

enzimas. A ac¢BEo da enzima ocorre atraveés da formag8So do complexc



enzima~substrate, pela regifoco da enzima denominada sitioc ativo,

onde ocorre posteriormente a reacio e os produtos sZo liberados.
A ligag¢3o enzima-substirato geralmente ocorre devido a forgas de
atrac¥%o fracas, como pontes de hidrogénioc, embora algumas ligagfes
do tipo covalente sejam conhecidas. Acredita-se gue apenas uma
pequena frag3o da enzima participa do sitio ativo, sendo gque o
restante dos aminciclidos determina a sua estrutura espacial
adequada para a catalise.

HA algumas teorias sobre a maneira como a enzima atua
sobre olsd substratolsd:

1- efeitco da proximidade: a enzima “segura™ o
substrateo de forma gque ©os grupozs cataliticos da enzima e olsd
grupol(s) reativo(s) do substrato estejam préximos,

2~ efeito de corientacfo: a2 enzima orienta o
substrato para a posigZc mais {avoravel a reag3o,

3- acoplamento induzido: algumas medidas feitas de

forma a avaliar mudangas na estrutura da enzima, devido &
interagso com o substrato, evidenciam uma molécula levemente
flexivel, cuija estrutura se ajusta de mode a2 acopliar o substrato,
e val se alterandc a medida gue a reaglc progride, de forma a

acelerar a transformag3o de cada intermedisrio.

£2.2.4 - CINETICA ENZIMATICA

Un experimento Lipico para medir a cindtica enzimitica
consiste em se misturar, em tLempo zero, solugBes de substrato e
enzima, purificades, num reciplente com agitagico moderada, fechado

e iscoitérmico, conbtendo uma sclugfo tampio para controle de pH. A

- A0 -



concentracifo de substrate e ou produtc é monitorada & medida que a
reagic se processa. Tipicamente, sfco usados dados relativos &
velocidade inicial de reacZo, pols nesse ponto as concentragBes
s¥o bem conhecidas. A inclinag®c inicial da curva de substrato,

ou produto, em relagfc aoc Lempo ¢ estimada a partir dos dados:

dp-dt | = - dssdtj = v C4>
1=0 i=0 t=0
quando: s = S, = concentragfo inicial de substrato
p = 0 = concentragfo inicial de produto
Deve-se considerar, durante os estudos cinélicos, a

possibilidade de degradagfio da enzima durante o experimento.

Devido ao fatc das enzimas serem obtidas como uma mistu-
ra de diversas proteinas, que dificilmente podem ser separadas e
dosadas individualmente, n3c se mede a guantidade de enzima pela
"massa de enzima®™, mas sim pelo nimero de unidades de atividade.
Uma unidade significa a quantidade de enzima que oferece uma certa
atividade catalitica sob condig¢Bes padrSes fixadas para esta enzi-
ma; por exemplo, uma unidade de glicose oxidase pode ser especifi-
cada como a quantidade de enzima gue catalisa o consumo de 1 pmol
de glicose {ou de oxigénicl, durante um minuto, a 2B %, em tampio
citrato-fosfato 0,058 M e pH 5.5. A flexibilidade em relag3o & de-
finicBo da atividade, sem uma norma padronizada, faz com gue uma
mesma enzima seja dosada em condigBes de reagfo e em sistemas de
unidades diferentes, n3c permitindo uma comparagio direta dos va-
lores disponiveis na literatura.

A modelagem dos dados cinéticos pode ser feita atraveés
da adogic de um mecanismo de reagdo, seu equacionamentc e ajuste

dos pariametros a partir de dados experimentiais. © tratamento pro-



posto por Michaeles-Menten ¢ o© mais simples usado e geralmente
aplicado como uma derivagfo de mecanismos mals complicados, sendo,
por isso, apresentado aqui. Como mecanismo de reag®o, assume-se a
formagio de um complexc ES (enzima-substrate) que pode se disso-

ciar em E + P, ou liberar novamente o substrato:

Ky
[
S + E ijg ES 8D
k?
EE ~—sp E + P 62
Por qguestic de simplicidade, nas eqguagBes abaixo

considera-se:e = [E], (es) = [ES], e, = [Eg]l e s = [5]
Para a reagfo em equilibric (83 define-se a constante de
dissociacio
Km = e.sCes) = kwa/k: cé
onde (es) € a concentracio do complexo ES.
A formagfo irreversivel do produtc (B8) é dada por
v = dpsdt = kz.CeSD {8l
Um balango de massa da gquantidade de enzima fornece:
e + (esd = e cas

o

Para um reator agitado fechadoe tem-se

v = —dgs-db = k’s.e - k;iCesb €100
diesddt = kis.e - {kmi + k2)Cesﬁ Ciid
Lt =0 o s(0) = so » Casld{0D = 0 L =

Pouco depois de se iniciar a reag¢fZo, quando pode ser
zdotada a aproximagBEce do estado guasi-estacionirio, tem—se
dlesd dt = O i3

Substituindo (132 nas equagles anteriores e eliminando e



v = - dssdt = 22 14>

¢k + k 2k 2 + =
— 2
Fazendo v = k e e k = <k + kI, resulta na
™max z2 O m -4 2 i
equacZoc de Michaeles-Menten:
\ .S

v = — dsosdt = kit C18d

k + =

™
A avaliag3o de Voax € km é¢ feita rearranjando-se a equa-
¢80 de Michaeles-Menten de forma a se adaptid-la melhor aocs dados
experimentais. Tém-se, dessa forma, as seguintes equagBes
derivadas:
a) EguacZo Original

v o= v .s Lk + 835 18D
T s

b3 EquagZo de Lineweaver-—-Burk

i/v = 1w 4+ Ck »v 3 . Cirss3 172
™ m  ma X

Lot 4

c> sem denominacio

sV = km/v + (v J.s cies

™o TR
d> Equag@o de Eadie-Hofstee
v = v -k .vrss Ci1e2
™max ™

Para se obler maior precisZc, deve-se medir Voo POT B>
ou ¢l e retornar-se a a) para calcular-se © valor de km e de
v S
o

No caso de reagBes envolvendo dois substratos, uma

possivel seqgliéncia de reagdes & a seguinte:

E + = = ES k {202
1 1 i
E + = = ES k ceid
2 2 2
ES + & <= ESS k 220
1 2 1R 52

._13”



ES + S @ ESS k a3
2 Z 1 21

sS, — P+ E C24>
kys» kg kg5 © k,, sHo as constantes de disscciag@io no

equilibrio.
A taxa de reaglo &
v = k.(e.s .8 3 255
27

Assumindo equilibrio nas reagdes (20-23) chega-se a:

v = © C26d
X 1/2¢k k  +k k D
241 1 2 2 241 i1 42
+ +
b= = s =5
£ 2 £ 2

Fazendo-se a aproximac3o para o estado estacionario
pode—-se chegar a uma eguagdo geral, mas com muitos parametros, do
ponto de wvista pratico. Observa-se gue no equilibric kskazgkzkzg

e, rearranjando-se a egquagio (26), chega-se na forma familiar:

2 3¢
v o= v .8 Lk 4+ 52 CE7
maxX 3 E 4
€
onde v = k.e .5 /Ls + k 2 {280
mox |3 2 -4 12
k¥ =Ck .8 +k.k dACs + k D 2o
£ 21" T2 37 sz z 1z

Issc significa que no caso de reacSes envolvendo dois
substratos, se s, for mantido constante e s, for wvariado, a reagBo
seguird a cindtica de Michaeles-Menten. Felas eguagBes (28> e
(28> pode~se verificar gue os valores de v:ax =3 k: dependeric de
s - A forma original da eguagfc de Michaeles—-Menten pode ser ve-
rificada, na préatica, guando um substrate estd em grande excesso,

% »*
de forma gque Vv — k.ea = kim--e» km; aproximagBes gque serXo
ot

vilidas quando s >>k .
2 iz



2.3 - CLICOSE OXIDASE: CARACTERISTICAS E APLICACSES
2.3.1 — CARACTERISTICAS

ApSs uma dissertagfo geral a respeito das enzimas, sua
forma de atuagio e cindtica de reagdes, passa-se a considerar o
caso especifico da enzima glicose oxidase, utilizada no trabalho
experimental aqui apresentado.

A enzima glicose oxidase & classificada, de acorde com o
sistema da “Enzyme Commission®, com E.C.1.1.3.4, correspondente as
seguintes caracteristicas:

1.~ oxidoredutase (catalisa reagdes de oxi-redugiod

1.1.—- atua neo grupo —éH—OH

1.1.3. -~ usa oxigénio como aceplor de elétrons

A reag3o catalisada pela glicose oxidase é:

OH
H . H ﬁp
OH, ~ glicose QH"
OH ~ 7 * 02 oxidoase OH ~ i + HzOg
CH,OH CH,O0H

#-D-Glicose GOoH D~Glicono~
H?QH f-lactona
HOCH

i
Acido HEOH i”?g <30

Glicdnico H?GH
CH,0H

O mecanismo de reagfoc sugerideo, que se adapta aos dados

experimentals (78] & , onde & = glicese:

k
i
ED + 5 $1 EDG (315
kz
Eg — Er + P {320
k4
Er + Op — E, + HZ 0, {335
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e a Laxa de reacgioco zsugerida [78]:

v = k. [FEG - k. I[E} €345
1+ k I8} + ¥'"/L0O,) k k
z
" " SRR s 3 B . T
red o=
onde k = k'z' [E] = enzima total = “21»} + [EO]
k = Ck + k 2%k , k =k , k*'= k -k
m —f 2 < ax 3 m 3 -
k = k .k ~Ck + kD
red PR -4 2

Como nos experimentos a glicose estid sempre em grande

excesso em relacioc ac O,, & equagdo (34> pode se tornar:

Vo= Y . {02}/{[02] + k2 C3235>
"o m
onde
o k.k .16 s
m k .k LAG1 + k. k
ax red ox

. .IEY. LGS
k. k d

- re
Ymax K d.tc’%T+ X (375

re

Rearranjando—se as equagSes (3B5-372, tem-se as eqdac;aes

para caracterizagioc cinética da enzima:

[0,y = k v + [05)rv 385
m mox mel

1k =k sk 3.03-IGI> + k sk C390
m ox red ox red

1-v = 1-Ck.LEI> + 1-.Ck IEI> + 1-/1G] 40D
rRCR red

Experimentalmente, mede-se k & v em varias

m ™M

concentragBes de glicose, plotandeo-se a equagic (383 para cada
concentracic. Através desses dados, pela eq. (38, enconira-se
kax =) krod. Encontra-se finalmenie © valor de k.E pela eg. (402,
determinande a equagio da cinélica de reagio (34D,

Em termocs de especificidade, além de agir scbre a

glicose, oulros subsiratos podem ser oxidados pela glicose

oxidase, mas com iftaxas de reagdco muito menores [Y7] come, por



exemplo: S-metilglicose ( 1.85 % da taxa da D-glicosel, manose
0,98 %0, xilose (0,98 2D, maliose (0,18 20, galactose (0,14 20,

A glicose oxidase & oblida de micélioc de fungos como os
Aspergilli e Penicillia , e normalmente contém como impurezas
catalase, invertase, maltase, amil ase = celul ase, E
comercializada como pd ou cristais, soluveis em agua, resultando
em solugSes amarelo-esverdeadas. Trata-se de uma flavoproteina
tendo como grupo prostético o dinucleotideo flavina-adenina (FADD,
exigido na proporg¢io de dois grupos por molécula de enzima.

Cutras propriedades s8oc [84]

Fonte Aspergillus niger Penicilliwum Notaium
Peso Molecular 186, 000 182, 000

;gg:“” 1.1x107*M o.8x107?

Ki? 2. 0x10 M -

pH o6timo: 5,850 (sendo mantida mais gue B0 X da atividade
entre 3,8 e 7,00

pH (estabilidadsd: totalmenie estiavel entre pH 4,0 e 6,0, a

40°C, durante 2 horas. FreparagSes ostabilizadas para serem
ut.ilizadas em pH 2,9 s3o encontiradas e o uso em pH B,0 exige uma
alta conceniragic de glicose.

tenperatursa: muito instivel acima de B0 <

<, perdendo
totalmente a atividade em pouces minutes a 85 °C. Pequena mudanga

de atividade entre 15 e B0°C.

inibidores: sais de metals pesados « reagente de p-cloromer-—

ciriobenzoalto. A enzima de A .niger também é inibida por

D-arabincse.



=. 3.2 - APLICACDES

Az principals aplicagles para a glicose oxidase sHo:

Prolegi3c de alimentos: comoe antioxidante, pela remocio
de Cé em refrigerantes, vinhos, molhos, alimentos desidratados e
enlatados em geral (87, 8851,

- para remogio da glicese de oves antes da desidratagi3o
(secagemd de forma a impedir o escurecimentc e desenvolvimentoe de
sabor desagradavel (885, 97]. A guantidade de glicose na clara de
ovos pode ser reduzida de 1% para 0,1% em 4 horas de reag3c , a
30°%C , pH B5,0-7.5 [80,pag. 2531

- misturada com catalase, aumenta a2 estabilidade de alimentos
marinhos (o acido gliconico formado diminui o pH e inibe o
crescimentc de microorganismos [971),e € wuiilizada também no
tratamentoc de invélucros para alimentos, impedinde =a sua
deteriorizagio oxidativa [83]

- gstabilizante em scluglc de acido ascérbico e vitamina Bﬂ

(5],

ProducBo de acide glicdnico (97, pag. 355; 4, pag. 363]

- © agucar invertido {(glicogse + frutose 2 pode ser
transformade em scido gliconico + frutose, que podem ser separados
por cromatografia de troca idnica [§7])

- & agic sobre a glicose produz aAcidoe glicdnico, utilizado
comoe agente complexanle de ilons meltilicos em alimentos e remédios
& come adogante alternalivo para diabélicos [87]

Anilises:
-~ fabricacioc de papdis de teste pars controle de diabsiez e

testes de fertilidade [85)

E = .



- analise automatizada de glicose, através de acoplamento a
um espectofotdmetro (4, pag. 367]

~ determinago de gliceose através de um sensor de 0Oz (4,
pag. 3633

Das aplicagBes citadas, © potencial para utilizag3o da

enzima imobilizada estd na produgio de Acido glicdnico ,remogio de
oxigénic das bebidas anltes de serem embaladas, remogfc da glicose
de alimentos e ulilizagBo analitica , onde o usoc da enzima
imobilizada pode ser continuo e prolongado, permitinde um grande

nidmerc de anilises no caso de métodos automatizados.

Nesse {tem serZo apresentados oz principais métodos de
imobilizagZo de enzimas e exemnplos dos suportes utilizados em cada
método. Em seguida, aborda-se a sele¢ioc do método adeguado para

uso em processos guimicos.

3.1 - METODOS DE IMOBILIZAGCAO

Por definagis, imcbilizagBo significa o confinamento da
enzima numa regifc definida, sem perda da atividade catalitica,
permitindo seu uso continua e repetidamente.

Oz métodos de imobilizaglo podem ser agrupados em trés
categorias, subdivididas como mostrado no Diagrama I.1.

i - ligagc3o a suportes insoluvels
2 - ligacBes cruzadas

2 -~ oclusio



DIAGRAMA 1.1 - METODOS DE IMOBILIZACAC DE ENZIMAS

E. InsclGvel ] E. Sol Gvel
]
i i I i
LigagBo Ol usio Membranas Deriwvatizag3o
i
i i i | i
Lig. Cruzadas Lig.a Suportes Em Gel Em Fibra Microencap-
sul ag3o
i i i i
AdsorgZo Lig. Lig. Lig.
Figica Idnica Covalente Metilica

3.1.1 - LIGAGQAO A SUPORTES INSOLUVEIS

Consiste em ligar a enzima a suportes sdélidos. E o
mais antigo e principal mélodo de imobilizacHo. FPode ser
subdividido em guatro categorias, de acordo com © tLipo de

interagfo enzima-suporte: adsor¢fo fisica, ligacEo idnica,. ligagZ3o
metidlica e ligagio covalente.

i D Adsorcioc Fisica

Basela~-se na adsorcfo fisica da enzima na superficie do
sdlido. Por n3c haver espécies quimicas envolvidas, ha pouca
mudanca conformacional da enzima, obtendo-se um derivado com
propriedades semelhantes as da enzima livre.

A adsorgfo depende da.variévei$ experimentais comc o pH,
natureza do solvenie, forga iénica da solugloc, guantidade de enzi-
ma e adsorvente, tempo de contatc e temperatura. A principal va-
ridvel durante a imobilizag3o é a concentrac3o de enzima na solu-
¢io, cujo aumento acarreta acréscimo da atividade imobilizada até
um wvalor méximo assintdtico para concentragBes elevadas. Os

efeitos difusionais s3o importantes, principalmente no casc de

- 20 -



supories porosos.

Uma grande desvantagem desse método ¢ a dessorgio da
enzima do zuporie, causando perda de atividade e contaminagio do
produto com a enzima.

Como suportes para esse método, usa-se carvdoc ativado,
materiais inorganicos como wvidro poroso, argila, caolinita,

alumina, silica gel e bentonita ou polimeros naturais como amido e

gl Gten.

ii O Ligagdp Idnica

Baseia-se na ligagiio idnica entre a enzima e suportes
contendo residucos de troca idnica. Erx muitos casos ocorre,

concomitantemente adsorgdo fisica, sendo apenas diferenciada pela
forga de interagdc enzima-suporte, mais forte no caso da ligagZo
idnica. Apesar disso, pode ainda ocorrer liberagfo da enzima do
suporte. As mudangas conformacionais s3o peguenas e o derivado é
também semelhante & enzima livre.

Os suportes empregados s3o os trocadores de jfons, con-
tendo grupos amino como alguilaminas, guanidina e aminas guater-

narias, no casoe de anidnicos (DEAE-, TEAE-, ECTECOLA-, eted e gru-

-

*

pogs sulfato, fosfato e carboxil ,no caso de catidnicos CSO:Z, Pci
etcl.

iii 2 Ligag8c Metdlica Cou Quelatizaciod

Consiste em imobilizar enzimas usando compostos de
metais de transic¢8o para ativar a superficie de suportes orginicos
ou inorganicos, ou éxidos metidlices precipitadeos a partir de sais
metialicos.

Embora o tipe de ligagBc deste método seja

parcialmenie covalenltes, observa-se o desprendimento da enzima do



suporte, em operagdes de longa duragio.

Os mais meltalicos utilizades no processo de ativac3o

tem sido TiCl , Tidi , Ti (S0 >, FeCl , FeCl , FeSO, 2ZnCl ,
8 < 2 4 B ] F < <

SnClz, SnCl‘ e VCls A técnica usada constitul principalmente eom

se umidecer o© suporie com uma soluc8c do sal metalico, seca-lo,

lavé—-lo para remover ¢ excesso de sal e coloci~lo em contato com a

sclugfo de enzima. Os suportes utilizados s3Ho orginicos, como

papel filtro, pd de serra, quitina, celulose,etc. ou inorginicos,

como celite, vidro, 13 de vidro, alumina, silica, titénia porosa,

etc,

Como exemplo tem-se 2 imobilizagHo scobre titAnia porosa:

—~ativagio

O O
| i
=Ti=-0OH =+ 8nCig — ~Ti-—0-SnCi + HCI C413
! I
o o
~imobilizagdo
o 2
I !
- Ti=~0—Si~-L} + E~SH ——= Ti—0—Sn—S—E + HCIi 425
I i
8 a

iv— LigacZo Covalente

Consiste na ligagdoc covalente enire enzimas e suporties

insoldvels. E o mélodo mais difundido e investigade de

imobilizagBo,. A selecdfo das condigBes de imobilizagSco € mais

dificil qgue nos oultros iLrés mélodos e, as wvezes, nEo requer

condi¢Bes LHc brandas de reacIo.

forte, de Ltal forma gue n3Eoc ha

mesme na presenga de subsiratos

A ligagio enzima-suporte & mails
perdas de enzima para a solucfo,

ou solugBes de alta forga idnica.
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A ligag3o da enzima deve envolver qualguer grupe guimico gue n3o
seja essenclial & atividade catalitlica, o gue significa gue o sitico
ativo n¥o deve ser afelado pela imobilizagio.

A grande variedade de reacBes de ligag3o e de mairizes
com grupos guimicos capazes de participar diretamenie ou de serem
ativados para formar as liga¢Ses, faz com gque esse método seja de
aplicacio guase geral. Infelizmente, na maioria dos casos, a
estrutura da enzima nic & conhecida, de forma qgue fica dificil
estabelecer regras gerais para a imobilizaglo, excluindo os grupos
do centro ative, gue ndo devem participar da ligagZo.

Os itrés principais fatores considerados para a
imobilizagdo de uma enzima, usando-se um méltodo especifico de
reacio, sIo:

a2 © grupo funcional da proteina adeguade para a ligag3o

covalente em condigBes brandas de reacio.

A Tabela 1.3 mostra os residucs de amincacidos
suscepliveis a se ligar aocs supeories. Levando-se em consideracgio
a reatividade dos grupos e a estabilidade da ligagHo formada, os
residucs mais convenientes s3co, em ordem decrsscente: [L.-lisil,
L-sisteina. L-tirosina, L-~histidina, L-&4cido aspartico, L-&cido
glutamico, L—arginina, L-triptefanoc, L-serina, L-treonina e

L-meticonina [43.

-.;.23_.



TABELA 1.3 - RESIDUCS REATIVOS DAS PROTEINAS

—~NH., g-amincacido da L-lisina (L-lys) & grupoc amino
terminal
et tiocl da L-cisteina (L-cys2
—CDOoH carboxil terminal, do L-aspartato (L-Asp) e L-
Glutamato C(L-Glud

*((:)>“0H fendlice da L-tirosina (L-Tyr>

ANH
P guanidino da L-arginina C(L-Argd

Hz

imidazol da L-histidina (L-His>

dissulfeto da L-—cisteina (L-Cysd

indel do L-triptofanc CL-Trpd

~S—CHqy ticeter da L-metionina (L-MetD
—~CH5OH hidroxil da L-serina (L-Ser> e L-trecnina
L-CThr>

Ref: 1[5, pag. 111

b2 ReacBes de accoplamente enzima suportie

A reagdc normalmente & feita submelendo—-se o suporte,
previamente ativado, a uma solucio de enzima, em condiges
brandas. As principals classes de reagBes de acoplamento usadas
s¥o, entre ocutras [41:

13 diazolLizagdo

23 formagdo de amida (ligacio peptidicad

23 alguilag3o & arilagcio

42 formagi®o de base de Schiff



12 - Diazotizacio

O método de imoebilizaclo wia diazolizagiio ¢ um dos mais
comumente wusados e baseia-se na ligag¢8c da proteina a grupces
eletrofilices arildiazédnio do suporie. A ativagio do suporte
contendo grupos amino sromaticos & felita com nitrito em meio

dcido:
. NaNO, .
"‘NH: *H“fé*i—"—""i —-@"NQCI 430

Os grupes da proteina gue participam da ligac3o wvia sal
de diazdnic sic principalmente o amino, fenol e imidarzol (Tabela
I.e5.

22> - FormacB8c de Amida

O métode comum de {ormagdc de ligag3c peptidica ¢ o
atague de grupos nucledfilos { amino, hidroxil, tioll da enzima a
grupecs funcionals ativados do suporie. As reagfes 3o normalmente
realizadas em valores intermediirios de pH ¢ 7,8 - 8,8 2> e =
baixas temperaturas ¢ ~ 4 % >, de forma a se evitar desnaturagio
da enzima. slguns exemploes de imobilizagBo por ligacHo peptidica
s3c dados na Figura 1.1, classificada de acorde com & ligagSo

formada enzima—-suporie.



FIGURA 1.1

- IMOBILIZACAED POR LIGACED PEPTIDICA 143
Enzima = H o hE

Suporte

Enzima Imobilizada Obtida

Canidrido

L

de /8
g 4eided —c<g
H
Cazida
acilas
ﬁH
Cimidocarbo-
H nato GHS h-£
ciclicod -0
{cloreto
—COCi de —CONH-E
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!
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—CONM-E -

R' ~NHCONH-R

Ey -~ Alguilac3o e Arilacio

Baseados

na algullagie ou arilacZc de grupos amino,

fencl ou ticl! de uma enzima. com suportes conlendo grupos halelo
ativos, oxirana, vinilsulfonil ou celovinilicos.

Exempl os:

- alguilagdo

XUHoCOX Hol—T

-~ —~OC0OCH X e ~OCOCHNH-E C445
RECHCO,H
dioxansc ¥ = -t —Br. —I

S



- arilacdo

C 480

Baseado na formagio de Base de Schiff entre grupos

carboxilicos do suporte ativade 2 grupos amino da enzima.

Normalmente o suporte ativado contem um grupo aldeido, sendo a

imobilizaclo segundo a reacgio:

~CHO  +  HoNE  —— g—-—CH:zN——E C48D

Suportes ceontendo grupos amino pedem ser ativados

com glutaraldelido o, postericormente, ulilizados na imebilizagHo:

HoN—E

—NH, + OHCCCHgz 35CHO — |—N=CHC CH, 34CHO — !-—N=CH( CHy I CHEN-E

C475
D Matrizes para Ligacl3o Covalente

De acordo com a composiciEo gquimica, o5 suportes podem

ser classificades em organicos e inorginicoes, e subdivididos come

mostradoe na Tabela 1. 4.

~I



TABELA I.4 - MATRIZES PARA IMOBILIZACARD COVALENTE DE ENZIMAS

Supcrtes Organicos:

Polimeros Naturais - Polissacarideos - celulose
- amido
- dexirana e agarose
- quitosana e quitina

- Proteinas -~ colageno
- seda

- Materiais de Carbono

Polimeros Sintélicos ~ Poliestirenos

- Poliacrilates ~ polilmetaldacrilatoe
~ anidrido polimetacrilico
- poliacrilamidas
-~ poliacrilonitrila
- elc

- polimeroes do anidrido maléico
~ polipeptidecs
- polimeros alflicos e vinflicos

- poliamidas

Supcortes Inorganicos

Minsrais - argila
- bentonita
- celite
~ pedra pomes

Sintéticoes - widro de porosidade controlada
- dxidos metilicos
- metals
~ wvidro ndc porosoc

Ref: [4, pag. 303 1

3.1.2 ~ LIGACQDES CRUZADAS [891

Este mélodo €  baseado na formag3do de ligagBes
covalentes, como © anterior, mas ndc usa supories inscoldvelis. A
imobilizagio & feita por meio de ligageBes entre as moléeculas de
enzima., aitravés de reagentes bi ou multifuncionais. O método

envolve a adigZc de uma guantidade apropriada de um agente de
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ligagBes cruzadas a uma solug3c de enzima, de modo a se obter o
derivado inscldavel desejado. As condigBes otimas para se obter
boa insclubilidade, sem perda da atividade, devem ser encontradas
experimentalmente, por tentativas. Entre os agentes de ligag¢Ses
cruzadas utilizados, o glutaraldeido COHC-CCH_2 ,~CHO) tem sido o
mais amplamente empregado, seguido pelo hexametileno diisocianato
COCHN-LCH 2) s—-NCC’D . As ligacBes enzima—-glutaraldeido s&o
irreversiveis e suportam condigdes extremas de pH e temperatura.

As condi¢g@es de reagio gque tem dado melhores resultados
consistem em se usar concentra¢Bes de proteinas de B0-200 mg-ml e
de glutaraldeideo de 0,3-0,8 3. A temperatura ambiente, a
imobilizagc®o demora 1-3 horas, embora se possa fazer a reaglfo a
temperaturas mals baixas, no caso de moléculas mais labeis,
exiginde, nesse caso, tempos maiores de reag3o.

A principal vanlagem do método € gque reguer apenas um
agente bi ocu mullifuncional para uma reag¢gSc muite simples,
obtendo—se um produloc imobilizado gue consiste em proteina quase
pura. As desvantagens s8¢ a necessidade de uma gquantidade
relativamente grande de enzima, a inevitidvel perda de atividade
devido a participagZc do centro ativo na imobilizaclo e as

propriedades mecinicas do produto gelatinoso obtido.

3.1.3 - OCLUSAC (@]

Baseado no aprisionamento da enzima dentro de uma
estrutura que impe¢a & sua liberagi3o, mas que permita a penetracio
do substrato. NEo ha nenhuma ligag¢Ho entre a enzima e a mairiz

utilizada, premitinde gue o mdlodo seja aplicado a qualgquer tipo
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de enzima ouU mesme células e organelas. ¢ método pode ser
dividido em 4Lrés Lipos: oclus3o em gel, oclusdc em fibra e

microencapsul agio,

i3 OCOclus3c em Gel

Envel ve < aprisionamento da enzima nos SSPAagos
intersticiais de geis poliméricos insoldveis em Agua. Os géis
normalmente s3o obtidos por polimerizag3o em sistemas bifésicos,
de forma a permitir o controle mecinico (por agitagiod do tamanho
da particula. O grau de ligag¢gBes cruzadas no polimerce deve ser
contrelado, de forma a conferir aco gel distribuigio de tamanho de
poros e propriedades mecénicas adeqguadas. As matrizes que tem

side utilizadas nesse método s3o apresentadas na Tabela I1.85.

TABELA I.5 ~ MATRIZES PARA OCLUSAOC DE ENZIMAS EM GEL

Naturais: colageno, gelatina, carragenato, agar, alginato
de calcio, amido

Sinteéticas: poliacrilamida, polidwvinil Alcoold, polidwi -
nilpirrelidonad, poli(Z2-hidroximetilmetacri
latol

Ref: 14, pag. 33B1.

ii3 Oclusilc em Fibras

E um método de aprisionamentce nas microcavidades de
fibras sintéticas, num processo continuoe, similar aco de produg3o
de fibras iLtéxteis.

Nessa técnica, © mondmero & dissolvido num sclvente
organico e emulsicnado numa scolugdo aguosa de enzima. A emulsZc &
forgada num ligquide coagulante (tolueno ou éter de pelrdlecd

através de um processc de exirusZoe, precipitandoc o polimerc numa



forma filamentosa, c¢om as microgotas de sclugBo de enzima
ocluidas. As fibras s8o quimicamente resistentes e pode—-se obter
grandes Aareas superficiais através de fibras muito finas. A
principal fibra utilizada para esse méltodo € o acetato de
celul ose.

iiid> Micreoencapsul ag3o

Envolve a inclus3o da enzima em microcapsulas (di&metro
de 1-100 pmd poliméricas semipermedveis, de tal forma que os
substratos possam se difundir através da membrana externa.

As vantagens do método incluem a grande area superficial
de contato & a possibilidade de imobilizag3o simulténea de wvarias
enzimas. A principal desvantagem ¢ gue ele n3o pode ser usado no
caso de substratos de alte peso molecular.

O= principais métodos de microencapsul aclio s3o:

iDMélode de Separacie de Fases: ¢ o método mails
difundideo; baseado na coacervagio, um fendmeno fisico utilizadeo
para purificagio de polimeros, que envolve a disscluglo do
polimero num solvente organico, seguida pela reprecipitagioc pela
adig3c de outro solvente, miscivel com o primeire, mas gue n3o
dissolve o polimeroc. Para imobilizar enzimas por sessa técnica,
uma solugio aguosa da enzima @ primeiramente emulsionada com um
sol vente orgénico contendo o polimero e depois © segundo sol ventie
¢ adicionadce lentamente a esta suspensfo. O polimero &
concentrado, pela evaporagio parcial dos solventes, e membranas
s8o formadas ao redor das microgotas de solug3o de enzima.

2> Método da Polimerizac3o Interfacial: baseade na

sintese de um copolimero na interface da microgota. O mondmero

hidrofilico € parcialmente solivel nas fases orginica e aguosa e



o hidrofdébice, apenas na fase organica. Numa primeira fase, a
solucio aquosa da enzima e o mondmero hidrofilico s3oc enmulsionados
num solvente organico. Adiciona-se entfc a essa emulsio o
mondmero hidrofébico, dissolvido no mesmo solvente orginico. Como
resul tade, os mondmeros reagem, por condensagio, na interface das
duas fases da emuls3o, imchilizando a enzima na microgota aquosa.

O copeli mero usual para esse tipo de microencapsulaglo é
o nylon 86,10, cbtide por polimerizag3c do mondmero hidrofilico
1,6-diaminohexano e do hidrofdébico cloreteo de 1,10-decancila
{cloreto de sebaceof{lad. O sol vente utilizado &
cloroférmio—ciclohexans (i:4 wvrvl, contendo 1 X% de surfactante
organico (Span 883

3> Métode da Secagem do Liguido: uma solugHo aquosa de
enzima ¢ enmulsionada com um solvente orgianico de ponto de ebuligio
menor que o da agua (benzenc, ciclohexano ou clorefdérmiol contendo
um pelimero formador de membrana. A emulsZo oblida é dispersada
nun meio aguoso contendo substancias coleoidais protetoras
Cgelatina, PVC e surfactantes), formando uma segunda emulsZo. A
enzima imobilizada é obtida eliminando-se o scolvente orginico por
evaporagfioc a vacuo. A principal wvantagem do processo € gue nZXo
ocorre desativagio da enzima, pois os polimeros utilizados s8o

pré—formados, n¥o exiginde adi¢8o de compestos reativos.

3.1.4 - IMOBILIZAGCAC DE ENZIMAS SOLUVEIS

iJ Membranas Semipermeiavelis

O métode consisie em se confinar fisicamente a enzima

através de uma membrana gue seja permeivel apenas aoc produto e ao



substrato. O método € muito simples, pols consiste apenas em se
colocar a solugdo de enzima de um lado da membrana, e adequado a
conversio de substiratos de alto pesc molecular, pois permite o

contato intimo enire a enzima e o substrato.

ii2 DPerivatizacio da Enzima

E a reacfo da enzima com polimeros., de forma a
aumentar—-lhe a peso molecular, mas mantendo-a soldvel. O
principal polimero soldvel usado & a dextrana, e o objetive do
método & permitir o usco de membranas menos restritivas ac fluxe
Cmais permebdveisd e o ataque a substratos insolﬁveis. praticamente
impossivel no caso dos méilodos de imobilizagdc onde se produzem
enzimas inscldaveis. 4 derivatizacio também & usada para se

aumentar a estabilidade da enzima.
3.2 — COMPARACZEO ENTRE OS5 METODOS DE IMOBILIZAGCARO

Embora varias técnicas de imobilizag¢ioc possam ser usadas

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

método geral, devido & diversidade estruturzl das enzimas,
substratos e produtos. Cada método tem as suas limitagSes
especificas e, para uma aplicagic em particular, precisa-se

encontrar um procedimento simples & barateo, que resulte numa boa
atividade e estabilidade operacional. A Tabela I.6 sumariza
algumas das vanitagens e desvantagens de diferentes processos de
imobilizagZo [41.

A imobilizag3o por métodos quimicos CligagDes

covalentes? envolve modificagBes na estrura da enzima e pode
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causar desativacioe parcial gquande o sitio ativo participa da
ligagZo. Assim,a imobilizag3o por esses métodos deve ser feita em
condi¢Bes mais brandas possiveis, de forma a minimizar esse
problemas. A ligag8Soc enzima—enzima ou enzima-suporte ¢ mnuito
forte, dande uma alta estabilidade operacional. A recuperag3o dos
suportes & dificil ou impossivel, principalmente no casc de serem
organicos.

A imecbilizagZo pelos outros trés métodos CadsorcHo
figsica, ligag3o idnica e metilicad pode ser feita facilmente em
condi¢®es Dbrandas, com ligagSes fracas enzima—-suporte. A
estabilidade cpéracional da enzima imobilizada é baixa, podendo
ocorrer desprendimento da enzima. Como n3o ha modificagBes na
estrutura gquimica da enzima, a retenglo de atividade ¢ boa. Outra
vantagem desses métodos & que o suporte pode ser recuperade toda

vez gque a atividade retida cai abaixo de determinado nivel.

TABELA I.68 -~ COMPARACAC ENTRE OS METODOS DE IMOBILIZAGCAO
Caracteristica |lLigacBes |Adsor¢BojLigagio{Ligagic [Ligagdio Oclusio
Cruzadas| Fisica [I&nica jMetdlica|Covalente
Preparacio +— simples |simplesisimples |[dificil dificil
Forga Ligag¢io forte fraca +— l + I forte l -+
Atividade baixa “+ - alta alta alta baixa
Recup. Suporte impos. |[possivel Dos. pPos. rara impos.
Custo - bai xo bai xo ] +— alto -
Estabilidade alta baixa o ! +— alta bai xa
Aplicabilidade nf¥o | sim sim l sim n¥o sim
Protegic _
Miorobi ana + nEo nic niHo nio sim
Ref: [4, pag. 348) + — = intermediario

No método de oclusio ndoc had ligaglo enzima-suporte e,

por isso, deve-se esperar uma boa retengfo da atividade, limitada,

no caso, a substratos e produtos de baixo peso molecular.
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2.3 - EFEITOS DA IMOBILIZACAO NAS CARACTERISTICAS DAS ENZIMAS

Durante a imobilizagZio, 2 enzima pode Ler sSuas
propriedades alteradas, principalmente as cinélicas, geralmente
diminuindo sua atividade especifica, ou  seja, seu poder
catalitico. Esse fendmeno pode ser atribuide a fatores como os

efeitos estéricos e conformacionais, de partig®o e difusionais

{83.

3.3.1 ~ EFEITCS. ESTERICOS E CGNFORMACI ONATS

G decréscimo de atividade ¢ geralmente atribuido a
mudangas na estrutura terciéria da enzima, causadas pela
intredugdo de ligagBes enzima-suporte, ou a impedimentos

estéricos, dificultando ¢ acesso de substratos ac sitic ativoe.
Para minimizar esses dois problemas, deve-se selecionar

cuidadosamente as condi¢Ses de imcbilizagio, protegendo a enzima

com um inibidor, subsirato ou produto, antes da reaglfo e
introduzindo um "espagador"” entre a enzima e © suporie. [4, pag.
350 1.

3.3.2 - EFEITCS DE PARTICXD

Ocorrem quandoe a enzima estad ligada a um suporte
eletricamenie carregado., A diferenga de comportamento cinético em
relag®o a enzima livre ¢ atribuida a efeitos de partigio, que
causam diferengas de concentragio das espécies carregadas nas
imediagles da enzima imobilizada, devido a interag¢gSes
eletrostiticas com © suporte, A principal consegiiéncia desse

efeito ¢ a mudanga do pH &iimo da enzima (7],



A particioe de substratoes ou produtos carregados também
altera o comportamentco da enzima devido A& mudangas das
concentragfes préximas ao suporie, Para um substrato
positivaments carregado, usando—-uma uma mairiz negativa, tem-se
uma concentra¢io mais alta prédxima & enzima que no meioc ligquide e,
conseqgientemente, a atividade, relativa a uma malriz neutra, ¢

mais alta.

3.3.3 - EFEITOS DE TRANSFERENCIA DE MASSA

Os efeitos de transferéncia de massa existem na enzima
imobilizada porque o substrato tem que se difundir da soluglio até
o sitic ativo da enzima. Se a enzima estid ligada a um suporte nio
poroso, ha apenas efeitos externos de transferéncia de massa, pois
o substrato deve deslocar-se da soluglo atéd a2 superficie externa
do suporte. O transporte do substrato € realizado por difus3o na
camada estagnante, na superficie da particula, e controlado pela
velocidade linear do fluido. A medida que a velocidade aumenta, a
concentragio de substirato em coentate com a enzima aproxima-se da
concentracic do meic e a taxa de reacZo aproxima-se do valor
cinético,

Quando a enzima ¢ imobilizada num suporte poroso, além
dos possivelis efeitos de difusSo externa, podem também ocorrer
resisténcias internas & difusifo do substrato e do produto, que tém
gue se mover através do poro, da superficie da particula até a
enzima (=] vice-versa. Conseglientemente, um gradiente de
concentragBes de substrato e de produto é estabelecido ao longe do

poro e controlade pela velocidade de reagHo. A taxa de reagBo
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medida, no caso, depende da concentracfZo de substrato no meio e da
distincia da enzima até a superficie do suporie.Os efeitos de
difusZoc interna podem ser minimizados através da redugfo do
tamanho da particula, diminuindoe, desta forma, a disticia que o
substrato tem que percorrer até a enzima.

Quando os efeitos de difusiZo externa e interna estio
presentes simultaneamente, as contribui¢Bes de cada um devem ser
analisadas separadamente e quantificadas pelos falores de

efetividade correspondentes.

3.4 - SELECAO DO SUPORTE

Na selegio de um suporte para imobilizacio de enzimas,

deve-se considerar os seguintes fatores [B]:

1~ propriedades mecanicas, como a rigidez e a durabilidade,
gquandoe submetide a agitag¢3oc mecinica, compressHo, etc.;

2- forma f{isica {(grios, fibras, tubos, etc.? e Lamanha das
particulas;

3~ resisténcia a ataque quimico e microbiano;

4~ caracteristicas de superficie, como: carga eletrostiatica,
hidrofilicidade, possibilidade de adsorver substancias, Area
superficial, composig¢g3c quimica;

5- morfelogia (poroso,. nEo porosce ou geld;

68— permeabilidade;

7- capacidade de ser derivatizado (ativadod;

8- prego e disponibilidade comercial;

g~ possibilidade de regeneracgio.

A andlise desses fatores deve levar em consideracio as



caracteristicas da enzima, do substrato, do meio reacional., do
tipo de reator a ser utilizado, etc. Nesses Ltermos, Eaton [81
fornece uma “arvore de decisiZo” com as questBes gque devem ser
respondidas em relagloc a enzima e ao suporte para sSua
imobilizagdo:

Com relagic a enzima

1~ gual é o pesc molecular e forma da enzima?

2- oquals as condig¢gBes experimentais para que se tenha
atividade catalitica maxima, com rela¢Zo a escolha do tampZc, pH
de alimentagiZo, concentragio do substrate e presengca de ions
ativadores?

3- gqual a maxima temperatura suportada pela enzima livre e a
imobilizada?

4—- gquais s3oc os inibidores da enzima?

5- em gue tipo de material a enzima pode ser ligada?

8~ gqual a itécnica de imobilizaglo que serid adotada?

7—- em gue condi¢gBes a enzima imobilizada serd utilizada?

Com relagic ao suporte:

1- a morfologia do poro permite a entrada da enzima?

£2—- a enzima pode ser imobilizada no suporte?

B- a enzima imobilizada, #® o© suporte, s3ic guimicamente
resistentes a: (i3 meio &cido?, (22 meic basico?, (30 meios
salinos?

4—- o material pode ser convenientemente manuseado?

S~ o suporte resiste a compress3io?

B~ a carga de enzima no suporte € adequada ao sistema

7- gual a maxima gueda de pressdc tolerada pelo sistema?

g8~ com> a gueda de presslo ¢ afetada peloc tamanho e forma da
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particula e pela vazio?
2~ gual & a melia vida operacional do sistema?
10—~ como a meia vida € afetada pela temperatura, pH ¢ outras
condi ¢Bes?
11— em que condiglBes a enzima imohilizada deve ser estocada?
12~ gual o custo do sistema imobilizado?

Das qguesifes apresentadas acima, a mais importante
consideracio a fazer ¢ em relagfio ac tamanhe do poro e da enzima,
pois deve~se considerar que o poro deve comportar a enzima e o
substrato durante a reagio. Quitra observag3o importante ¢ em
relagic as condigBes de reagio, pois deve-se usar um suporte
quimicamente inerte, quando submetido ac meio reacional.

Devide ao grande nimero de métodos e enzimas existentes,
n3o se podem fazer generalizagcBes quanto & escolha do suporte, mas
apenas ccletar a maior guantidade de informag@es disponiveis scbre
o sistema enzima-suporie gue se deseja estudar e procurar
conseguir uma enzZima imobilizada barata, com boa atividade

especifica e estabilidade coperacicnal.

4 — REATORES PARA ENZIMAS TMOBILIZADAS

De acordo com o modo de coperagic e tipo de escoamento,

os reatores enzimadticos podem ser classificados como mostrade na

Tabela 1.7.



TABELA 1.7 -~ CLASSIFICAGRO DOS REATORES ENZIMATICOS

Modo de OperaglBo Tipo de Escoamento Tipo de Reator
Batelada Mistura - Tanque Agitadoe
Mistura - Tangue Agitado

Continuc (CSTRY
- CSTR maltiploe

- lelto Fixe

- Leito Fluidizado
- Tubo de Enzima

— Filme de Enzima
- Fibra Oca

Continuo

Empistonado

Ref: [4, pag. 3539; 84, pag. 81

4.1 - REATORES DE BATELADA

O reator de batelada tipo tangue agitado ¢ o mais
simples dos reatores. constituide de um vaso com agitagHo. Para
ser usado com enzimas imobilizadas, requer uma separag¢®o interna
ou uma etapa de separagdoc no processo, para se recuperar o
catalisador. Como durante essa etapa de recuperagdc pode ocorrer
tanto perda de enzima como de alividade enzimdlica, as operagdes
em batelada sé s3o utilizadas para pequenas producBes. Al gumas
matrizes, come suportes inorginicos, s3o guebradas, por atrite,
nesse vaso, exigindo modificagBes alternativas, Em laboratdric,
para se evitar esse problema, a enzima € colocada num cesto, que
pode também formar as lé&minas do impelidor de agitagio ou as

chicanas do reator.
4.2 -~ REATORES CONTINUCS

4 maioria das enzimas imobilizadas ¢ utilizada em

operagBes continuas. As vantagens sZo as facilidades de controle
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automatice, operagio e controle de gqualidade do produto. Os
reatores continuos podem ser divididos em dois tLipos basicos:
tanque agitado continuc (CSTR> e de escoamento empistonado ( plug
flow, PFED.

No reator CSTR ideal, o grau de conversio ¢ independente
da posig¢io no reator, devido a agitagio perfeita, e as condigBes
na saida do reator s3o as mesmas do seu interior ou seja, baixa
concentragXe de substrato e alta concentragZio de produto. No
reator PFE © grau de conversic depende da extens3c do reator e as
concentragBes variam ac longe dele.

Enquanto gque um reator CSTR quase ideal ¢ facil de ser
obtido, reguerendo apenas uma agitagdoc eficiente, o PFR ideal &
muite dificil. Os fatores gue contribuem para a n3o idealidade do
PFR s3o os gradientes de temperatura e velocidade normais a
direg¢3o do fluxo e a dispers3o axial do substrato.

Em termos de escolha do lipo de reator, considerando-se
uma cinélica de Michaeles—Menten, ¢ PFE regquer mencs enzima Jque o
CSTR para se obter a mesma conversdc final. No caso de inibig&o
da enzima por produto, o usc do FFR ¢ praticamente uma necessidade
e o caso de inibig¢So por substrato € o tnico que favorece o uso do
CSIR.

A forma e caracteristica da enzima imobilizada também
influencia a escolha do Lipo de reator, assim como as exigéncias
operacionais. Cuando € necessario um controle rigido de pH, o
CSTR & preferivel, em relagdoc ac PFR. O (SIR ndo permite o uso de
preparagBes imobilizadas mecanicamente frageis. Para particulas
muito finas., que causariam uma alta gueda de pressZc num leito

fixo, deve-se utilisar um leite fluidizado, que constitul um



intermediadric entre o CSTR e o PFR, em termos de mistura, mas que
opera com baixas diferengas de press3o.

As caracleristicas dos reagentes esocu produtos {Lambém
influenciam na escolha do reator. Ne casc de substratos
insoldveis ou muito viscosos, deve-se utilizar um CSTR ou leito
fluidizado, onde nic ha risco de entupimento, como no PFR.

NXo ha, na verdade, uma regra simples para a escolha do
reator; diferentes fatores devem ser analisados individualmente

para cada caso.

5 - IMOBILIZAGCAD DA GLICOSE OXIDASE

A diversidade de métodos de imobilizacSo aplicados 3
glicose oxidase ¢ mostrada na Tabela I.8, qgue representa uma
revisic geral dos principais trabalhos publicados. Pelos dados
apresentados, observa-se que B0 X% dos mélodos descritos utilizam
ligagBes covalentes, sendo metade deles com glutaraldeido como
agente de ligacg3o esnzima-suporte e © resto através de outros
métodos ( carbodiimida, derivacio diazo, etcd.

A comparagic entre as atividades oblidas para cada
produto imobllizadoe ¢é dificil, polis os suportes variam em
porosidade, Aarea superficial, tamanho e forma, implicande em
diferentes cargas de enzima e problemas de transferéncia de massa,
dados gue n3Eo s3ic normalmente incluidos nos trabalhos, De uma
analise geral, pode-se Lomar como atividades tipicas da glicose
oxidase imobilizada wvalores de 0,8 Urg, para imobilizag8o via
glutaraldeido em vidro nEo poroso aminosilanizade [46,5381, até

aproximadamente 110 Ur g, para imobilizacZo covalente em células

- BT .



{471 ou oclusio em hidrogel de silica [48].

TABELA I.8 - METODOS DE IMOBILIZACAO DE GLICOSE OXIDASE

Método de Imobilizagio Suportie Ref .
Adsorg3c Fisica copolimerc de fenilenodi- 20
amina e glutaraldeido
Lig. Covalente AE-celulose + glut. 21
Lig. Covalente silica silanizada + glu- 22
taraldeido
Lig. Covalente carvdo ativado + carbodii- 23
mida
Lig. Covalente derivado azida de coligeno s
L.ig. Metalica celulose + titanio IV 26
lLig Covalente derivado diazeo do Acido 10
poliacrilico
Lig. Covalente azida de acila de poli- i0
acrilamida
Adsorgio Fisica carvio ativado, alumina e 27
argila &cida
Adsorgioc Fisica vidro poroso 28
AdsorgBc Fisica titania 28
Lig. Idénica amberlite CG-50O 27,30
Lig. Covalente vidro silanizado (diazod 31.32
Lig. Covalente CM~celulose (peptidicad 33
Lig. Covalente cefarose ativada com CNBr 34
Lig. Covalenie celite aminocalqguilado 28
Lig. Covalente nigquel-silica-alumina 36,37
aminoalguilada
Lig. Cruzadas glutaraldeide 38,38
Ccl us3c reticule de poliacrilamida 40,41
4z, 43
Lig. Covalente p-amino estirenoc 5
Lig. Cruzadas membrana de celofane =]
{glutaraldeidod
Lig. Cruzadas albumina + glutaraldelido 44
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Microencapsyl amento nitrato de celulose + 5
n~butil benzoalo

Lig. Covalente nylon aminoderivado (glut.> 45
Lig Covalentie vidro aminosilanizado 46,49
{glutaraldeidod 54,57
Lig. Covalente células 47
Oclus&o hidrogel de silica 48
Lig. Covalente pelletis de micélios (glut.D 50
Lig. Covalente carvio ativo + diimida 51
Lig. Covalente carvi3o ative + carbodiimida 52,85
Lig. Covalente celite e similares, sila- 53

nizados (glutaraldefdod

Lig. Covalente vidro revestido com polieti- G686
leno imina

Como os suportes escolhidos para o trabalho s3o teodos
constituides de material silicico (Si0 0, baseando-se nas
raferéncias consultadas, resolveu-se utilizar o glutaraldef{do como
agente de ligagZce da enzima & matriz, apds sua funcionalizagfo
através de silanizag¢3o.

Aprovel tandeo-se © suporte silanizado preparade para o

métode acima, opltou-se por testar um método de silanizaglo mals

elaborado, via diazotagdo do suporte. Esse segundc mélodo envol ve
a conversie do suporte alquilamine em arilamino, antes da
imobilizagfco, e a oblens3oc do seu sal de diazdnio. A wvantagem ou
n3o de se ultilizar esse método mais complexo serda em fung3o da
comparagio das atividades obtidas para cada um deles,

ponderando—~se a simplicidade do primeiro.



& - OBJETIVOS

Devido & importancia da glicose oxidase na
indastria,come comentado no item 2. 3.2 deste capitule, o objetivo
deste trabalho foi obter uma forma de glicose oxidase imobilizada
de maneira simples, que pudesse ser ulilizada em reatores. Assim,
pode—~se subdividir os objetives nos seguintes itens:

6.1 - ZSinlelisar esou tratar os suporites selecionados,
com areas superficiais distintas, de modo que sejam adequados a
imobilizacio, em Lermos de propriedades mecinicas, caracteristicas
superficiais, forma fisica e morfologia;

5.2 - Funcionalizar os suportes de forma mais simples e
barata possivel, otimizando esta elapa denlro da imobilizag3o;

5.3 -~ Ativar o© suporte funcicnalizado e estudar a
capaclidade de carga de enzima & & atividade cobtida,
considerande-se a influéncia de parametros importantes, como a
quantidade de enzima livre oferecida & © tamanho da particula de
suporte, nas caracleristicas da enzima imobilizada obtida;

6.4 - Caracterizar a enzima imobilizada obtida através
de dados de alividade em relagic a variaveis como pH, temperatura,
concentracioc de substirato. Lamunho da particula e tempo de
incubag3c a Ltemperaluras elevadas (inativagdol;

5.5 ~ Fazer um estudo préevio da performance da enzima em
reatores tipc batelada. como uma forma de introduzir seu usc

em processeo continuc.
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desenvol vimento

CAPTTULO IL

PARTE EXPERIMENTAIL

1 - MATERIAIS

1.1 ~ REAGENTES

ExtZo listados abaixo os
do trabal ho

{fernecedorl:

Celite B4S

Acido cloridriceo 37 %
Silicato de sddio neutro
r—aminopropliltrimetoxisilano
Glutaraldeido 28 %
Glicose oxidase bruta
Acido 3,B-dinitro benzdico
Piridina

Bitionito de sdédio
Nitrito de sdédic

Fosfato de sbddic dibasico
Acido citrico

b—glicose anidra

Hidrdxido de S&dico

Biliica gel

Catalase

Perdxido de Hidrogénio

- 458 -

reagentes

exper imental e

utilizadoes no
sua procedéncia
Nuclear
Merck

Prod. Guim. Labor
Aldrich

Riedel ~de—Haén
Sigma

Fluka

Vetec

Merck

Yetec

Ecibra

Ecibra

Ecibra

Grupo Quimica
sintetisada [62]
Sigma

Merck



1.2 - INSTRUMENTAGEO

Oxigrafo : Oxigen Monitor, Modelo 853

Yellow Springs Instrument Co. (YSID

pHmetro : Micronal, Modelo B 374

Banho Termostatizado :  Fanem

Banhe com Circulacfio : MACCHI, Engenharia Biomédica Ltda.
Agitador -aguecedor : Fanem, Modelo 258

Porosimetre de Mercléric Aminco~Winslow, faixa de 0-8000 psi,
da Universidade Federal de S3¢ Carlos, Centro de Cinécia e

Tecnologia, Dep. de Engenharia de Materiais.

2 - PREPARC DAS SCLUCDES [95)

2.1—- ACIDO CLORIDRICO 3N

Dilui-se o acido cloridriceo comercial concentradoe { 12NJ, na

proporgio de 1:4.

2.2- GLUTARALDEIDO 2.8 %

Dilui-se a2 solugBc aguosa de glutaraldeide comercial, 28 ¥,

na proporgio de 1:10.

2.3- TAMPEO CITRATO-FOSFATO 0,08 e 0.10 M [85]

Preparam-se scolugBes estoque da seguinte forma:

Acido Citrico O,10M ~ 21,01 g de CGH;JfFEO diluidos para 1 1

de Agua destilada

Fegsfato de Sodie Dibdsico O,2M - 53,61 g de NaéﬂFQ‘.?HzO

diluidos para 1 1 de agua destilada



Para se preparar aproximadamente 100 ml do ifampEc G,00M
coloca~se cerca de =20 ml de 4Acido citrico num  bequer e
adiciona~se, sob aglitagldc, a sclugdic de fosfate dibésico até
atingir o pH desejado. Obtem—se, dessa forma, um tampio
citrato~-fosfato 0,10M, que deve ser diluido na proporcio de 1:2 se

se desejar O0,05M

2.4- ACIDO CLORIDRICO 2N
Pilui -se o acido cloridrico comercial concentirado na
proporgic de 1:9

2 - METODOS

3.1 ~ OBTENCEO DOS SUPORTES

Pe forma a se obter cada wum dos suportes para a

imobilizagdo da enzima, foi executada a seguinte metodologia:

3.1.1 - CELITE

O celite comercial adguirido contem muitas particulas
finas, gque ndo decantam rapidamente em Agua. Para =e eviltar
preblemas com © arraste dessas particulas durante a imobilizacio e
os ensaios, & de entupimenios durante as filiragdes, faz-se a
seguinte classificagdo:

- prepara-se uma suspens3ic aguosa de celite a aproximadamente
10 2%,

-~ deixa-se o sélido decantar durante aproximadamente § min.

- AR



- despe ja-se o sobrenadante contendo as particulas finas

- repete-se a operagic até gque o sobrenadante esteja

praticamenie limpido.
3.1.2 - VIDRO

O uso de vidro de porosidade conbrolada (controlled pore
. glass - CPG> come suporte para imobilizag3o de enzimas &
amplamente difundide E11,18;13,14,16,17,18,...], mas aparecem
também alguns trabalhos que empregam vidro n3o porosoc
[14,465,84,.86,57,...1. A principal desvantagem do empregc do vidro
n¥c poroso € a sua pequena area superficial, representada apenas
pelo exterior da particula. ¢ wvidro porosc comercial tem uma
grande area superficial e o tamanho do poro definidc, podendo-se
inclusive selecionar experimentalmente o tamanho dlime para se
imobilizar determinada enzima. Apesar de todas as suas vantagens,
o vidro poroso nio ¢ produzido nacionalmente e seu custo é elevado
Ccatdlogo da Sigma, 1888: US$ 285.20-100 mld.

Vidros boroeosilicato de determinadas composigBes podem
ser tratados termicamente de modo a s$¢ promover um rearranjio da
fases na sua microestrutura (7851, Apds essa separacgio de fases, a
microfase malis alcalina pode ser removida por uma lavagem Acida,
deixande ne seu lugar microcavidades gue resultariam, gquando
extendidas a2 todoe o© corpe de material, no vidro poroso.
Descartande desse Lrabalho o desenvolvimente do processc para
produgfioc de vidro poreosco, gque envolveria desde a preparagdo do
vidro {com agitagBe a 13001400 e passandoe pelc tratamento

térmice € chegandoe & caracterizagie do produto final, esceolheu-se



partir de um dos tipos de wvidro mais utilizados, o Pyrex. Este é
um vidroboroesilicato [78] que apé# o tratamento tLérmico pode ser
ptilizado como suporte, A comparacio da enzima imobilizada nesse
material, com a descrita na literatura {[(48] para o vidro n3o
poroso podera dar uma nogSo da eficiéncia do método.

O procedimento usado ¢ uma adaptagZco do mélodo descrito
na literatura (73,751:

- pedagos de vidro Pyrex s3o tratatados a 850°C, numa mufla,
durante & horas,

- deixa-se o vidro resfriar a temperatura ambiente e moe-se,
em almofariz ou moinho de bolas, classificande o pd na
granulometria desejada (32-80, 60-100 e 100~200 mesh, no casod,

- refluxa-se © material em Acido cloridrice 3IN durante 4
horas, resfria-se, filtra-se e lava-se com agua destilada até
remover todo o acido,

- seca~se em estufa a 110 °C e estoca-se o sélido para uso,

3.1.3 - SILICA

A obtengfc de silica porosa com dimeire de poro
adequado para imobilizagic de enzimas J{100-1000 XJ pode ser
conseguida mediante tratamento durantie o processo de lavagem e
secagem do gel, de forma gque o produto final tenha as
caracteristicas desejadas [62,863], ou entfo pelo alargamenioc dos
poros de um produtco (2 existente (61,5841,

Como a obten¢do da silica porosa pelo tratamento do gel
durante a lavagem envolve varias etapas, incluindo a substituigZo

da sgua do gel por cutros sclventes [62,63]1, optou-se pela

ra———




preparagio da silica gel de poros pequenos, usada como dissecante,
com posterior itratamento hidrotérmico para alargar os poros
(81.,621.

O procedimento adotado é:

~ prepara-se, ndum bequer, uma solugdo de 62,8 g de 4cido
cloridrico concentrade (d=1.18 grml) em 44 ml de &gus,

- adiciona-se, Sob agitaglo vigorosa, durante aproximadamente
B min. ,a 25-30° ¢, uma solugfo constituida de 173 g de silicalc de
s&dio neutro em 202 ml de Agua,

- despeja-se a solugHo em uma forma de vidre gquadrada, de
forma que o nivel deo liquido seja de aproximadamente 2 cm, e
deixa—-se em repouso a Lemperatura ambiente. Depois de 4-5 horas o
gel estid formado, podende ser utilizado apdés B horas.

- corta-se o gel oblido em pedacos de 2-3 com de lado e
lava—-se, num beguer de 2 1, sob fluxe ascendente de Agua corrente,
durante 12 horas. O objetive da lavagem & remover o cloreto de
sédie formado durante a gelificagfoc e © excesso de &Acido
cloridrico, que causam o esfarelamento do gel durante a secagem.

- lava—se duranite mais 12 h com dgua destilada, de forma a
remover o maximo de sais do gel (principalmente cloreto de sédiod

- escorre-se a agua da lavagem final e seca-se o gel em
estufa a 110°C durante 12 h. Antes de se colocar todo o gel na
estufa, aconselha-se retirar uma amostra e fazer um teste prévio
de secagem, para verificar se n3c ocorre esfarelamentoe do produto.
Em caso positive, preolonga-se a lavagem com dgua destilada.

~ despeja-se a silica seca em dgua degstilada e faz-se vacuo
durante 30 min., para remover < ar dos poros. Durante a secagem

do gel ha perda de B85-80 %X de sua massa, representada pela &agua



present® no seu interior. Essa eliminagBo de agua garante a
estrutura porosa ¢ causa grandes tensSes mecénicas na sdlido seco.
A rapida hidratagdoc pelo contato com a 4gua faz com gue as
particulas tensionadas se quebrem, conseguindo-se dessa forma
suportes mecanicamente mais estaveis e com granulometria mais
préxima & desejada para a imobilizacdo,

- seca-se novamente a 110°%¢C e peneira-se o produto, reti-
rando-~se as particulas menores, Ji& na granulometria desejada. As
particulas maiores sZo novamente +Gratadas com 4gua, secas e
peneiradas, repetindo-se o procedimenioc até gue poucas particulas
se guebrem durante o tratamento.

- guspende-se a si{lica peneirada obtida em &agua, retira-se o
ar dos poros com VYacuo e coloca-se a suspensfoc num reator
resistente a 100 atm de pressioc interna.

- trata-se o produto noe reator a 250%C (B20-630 psid, durante
5 horas, sem agitag3o.

- depols de resfriar, lava—se o produto, cuja cor mudou de
trangparente para brance leitoso, com adgua destilada e seca-se.

- gclagssifica—se o sdélido oblido em varias granulomeirias, na

faixa de 18 a 100 mesh, » estoca—-se para uso.

3.2 - DERIVAGARO ALQUILAMINA DO SUPORTE

Os suportes silicicos sZo funciconalizados através da

silanizacio com um aminosilanc. segundo as reagdes [65]:
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gsolvente

S i —OH \ e Si-0, c 48>
! © R-Si—R' N i l ﬁ’R
TEMGH R Te—e’ “R* —NH,
| ] |
Si—OH H,0 Si~0, H
5 . R#%iwﬁ’qﬁH: —_— l /ﬂ €460
S i—OH R s.—c’ \R ~NH,
!
| : I
HO-Si—R" —NH, *
Si—0_ B — Si—R' —NH, H20 R
N — {
i Si t R—Si—R"—H;
T‘"Q/ \Rnaw§ ~R" —NH, R’ n
HoN O R = Cl + CHa0 ou CHyCH,O
R' ® orgénico 80D
Os m&todos de silanizacFo usando

r-aminopropilirimetdxisilane ocu praminopropiltrietédxisilanc (APTSD
sHo diversificados, tantoc em relagdo ac solvente como &s condicBes

de reacic; sendo alguns apresentadoes na Tabela II.1.

TABELA II1.1i - METODOS DE SILANIZACRO COM APTS
[ APTS] Sol vente TG Ltempo Ref . Suporte
0
10 tol ueno z ref ]l uxe i dia 15,186,406 CPG
10 Agua } TO 32 horas 1,83 CPG
z acelona i 45 i 24 horas ! 46 vidro
2 acetona i Temp. Amb S0 min. 53 celite
O, 4 agua ; Temp. Amb 3 horas 52 celite
] = acelLona I 48 ] =5 horas l B4 vidro
i 1 Agua ; Temp. Amb i i noite ! 856 silica
] 10 toluenoc } relliuxo I 8 horas ' &7 silica
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Usou—se neste Lrabalho uma medificacZo do método
descrito na ref. [(88] e estudou-se o grau de silanizacfo em
relacio & concentragio de silano no meio reacional.

Procedimento:

- prepara-se uma solugfo de silanoc a € %X em Agua destilada e
deixa-se hidrolisar durante pelo menes 1 hora a temperatura
ambiente,

- cobre—-se o suporte a ser silanizado com essa solugio e
deixa—-se sob vacuo durante 30 min. ¢ wvidro: 1,0 mlirg, sflica: 2,5
ml g, celite: 3 mi @),

— filtra-se o excesso de solugio e deixa-se o suporte dmido
reagindo, numa estufa a 50°C, durante 12 horas,

- lava-se © suporte com dgua destilada até gque o pH da agua
de lavagem esteja neutro (6,8 - 7.0,

- seca-se a 100-110°C durante 12 horas e estoca-se.

Estudo da Silanizagfo

No procedimento descrito acima, varia—se a concentragiio
de silanc na solu¢fo adicionada ao suporte e a temperatura da
estufa. Usa-se no méilods a2 silica, gue Ltem maior Area
superficial, e acompanha-se © grau de silanizagZe pelc aumento de
massa do suporie apdés a reag¢dc, lavagem e secagem. . A reacic é
feita num pesa-filtro e as pesagems em balanga analitica, de modo
2 se minimizar a margem de erro decorrente do pequenc aumento de
magsa registrado, mesmo no caso da silica, que absorve mais silano

que os oulros supories.



2.3 - DERIVACARO ARILAMINA DO SUPORTE

3.3.1 -~ PREPARAGRO DO CLORETC DE 2,5-DINITROBENZOILA
CDNBCOD

O DNBC ¢ preparado a partir do &cido 3,5~dinitirobenzdico
CDNBAD . Entre os dois principais reagentes para sintese de
cloretos de acido (821, o cloreto de tionila (0C1 > e o
pentacloreto de fosforo (PClg, escolheu-se o primeiroc deles,

devido a facilidade em se remover o excesso de reagente no final

da reagZoc (51D,

?DOH ?OCl <515

SOCI 5

\ \
o,N/ NG, o,N/ NO,

Acido 2,5-Dinitrobenzdice Cloreleo de 32,8-Dinitrobenzolla

O procedimento utilizade & o seguinte [83]:

~  adiciona-se, nunm bal¥o de duas bocas eqguipade com
termdmetro e condensador de refluxe, os dois reagentes na
proporgdo de 3 ml de SO, destilado por grama de DNBA;

- gconecta-se & salda do condensador um sistema de guarda,
contendos uma solug3o de soda dilulida para coletar o© Acido
eloridrico liberado pela reaglo;

- aquece-se © bald3c e mantém-se o sistema em refluxe até gue
todo © reagente se dissclva & que n3c haja mais liberagfo de gases
{ a reagio leva 4-5 horas e a temperatura interna asumenta de 76,8
para 80°CY, indicande o final da reagio;

- desliiga-se © aquecimentc, deixa-se a reacdc parar de

refluxar e troca-se rapidamente o condensador de refluxo por um de

- BN .



destilacfo;

- destila-se o 50Cl1, ni¥o reagideo até gue a temperatura
interna suba para mals gue 130°C. O SX1, ¢ dessa forma
recuperades, podendo ser utilizade novamente.

« terminada a destilacXo, deixa-se o balZ%o resfriar e
adiciona-se piridina anidra {(destilada sobre NaOH e mantida em
peneira molecular?, obtendo-se, dessa forma a soclugio que serid
utilizada na reagio com o suporte alguilamino. 0O cloreto de acido
reage facilmente com 4agua, devendo a solug3c ser mantida bem
fechada e, preferencialmente, preparar-se apenas a quantidade
necessaria e usé-la logo em seguida. G DNBC também pode ser
estocado, bem fechado, na forma sélida, preparando-se a solugSo
com piridina imediatamente antes do uso; © inconveniente & que
pode vir a reagir com agua, voltando a DNBA, durante o manuseio

constante do frasco.

2.8.2 ~ FUNCIONALIZACAKO DO SUPCRTE

Partindo-se do suporte alquilamino, a preparag¢Zo do

derivado arilamino passa pelas reages apresentadas (820.

i DNBC i
m?i-{l—ci guil~NH, —— —?i-{i—dlquii—N&-{:ﬂ—qu—Nﬂz
Csuporte alquilaminod Na,8,0, (ditionito de
sddiod

] 520
—?i-—-ﬂmi qu il =NH—CO—ar il —NH,

(suporte arilaminod

A reaglfo do clorelo de Acido com o suporte alquilaming

pode ser feita em piridina (81 ou cloroférmic misturado com



tetraetilamina [135,54.,81,821. O método com piridina implica em
melhores resultados, na imobilizac3o de peroxidase [811. Nos
mét.odos encontirados [15,54,8R1 ,82] utiliza-se < cloreto  de
p-nitrobenzoila, em vez do cloreto de 3, S-dinitrobenzoila, mas nido
se encontrou nenhum inconveniente a respeito do uso do segundo.
A reducZe com diticonito de sdédic ¢ feita como ja
descrito [15,54,81,82].
Procedimento:

- pesa—se © suporte num balﬁo‘de boca esmerilhada, seca-se em
estufa a 110°C e resfria-se em dessecador com vacuo;

~ adiciona-se rapidamente a solugdo de DNBC em piridina
preparada anteriormente (3.3.12, na seguinte proporgfo: vidro (1,0
mi/g), silica (2,85 mlrgd, celite (3,0 ml-g> e tampa-se o balBo;

~ deixa~se reagindo durante 20 min., com agita¢So occasional;

- filtra-se e lava-se com Aagua destilada até se eliminar
completamente a piridina, e o DNBC n3o reagido;

- coloca-se ¢ suporte num erlenmeyser ¢ adiciona-se uma
solugBce de diticnito de sédic a § X, na mesma proporczc acima;

- deixa-se reagir, num banho em ebulig¢io, durante 1 hora, com
agitag¥fo ocasional;

- resfria-se, lava-se com agua destilada e seca-se a 110°C

durante 12 horas, para estocagemn.



2.4 - ATIVACAO DOS SUPORTES E IMOBILIZACAO

3.4.1 ~ VIA GLUTARALDEIDO

A ativagSc do suporte alquilamino com um agente
bifuncional ¢ um dos métodos mais simples de imobilizag3oc por
liga¢Zo covalente. O emprego de glutaraldeido come agente
bifuncional ¢ muito difundido (11,12,13,14,16,17,48,53,56,82,...1]
¢ aqui utilizado:

~ pesa-se © suporte silanizado num erlenmeyer e adicicona-se
uma solug3o de glutaraldeido 2,5 X, em tampdo citrato—fosfato 0,085
M, pH 7.0, até cobri-lo {vidro: 1,0 mlr.g; silica: 2,5 mlisg;
celite: 3,0 ml-gd;

- deixa-se o© suporte reaginde durante 1 hora, sob vacuo
intermitente, a temperatura ambiente;

- lava—-se o suporte ativado com agua destilada até remover o
excesso de glutaraldeido, terminando a lavagem com tamp3io
citrato-fosfato 0,05 M, pH 7,0;

- apds filtragdo, pesa-se o sélido imido e adiciocha-se uma
solucio de enzima cuja atividade tenha sido analisada (vidre: 1.0
ml ~g; silica: 2.8 mi - g; celite: 2,5 ml o, em tampio
citrato-fosfato 0,08 M, pH 7,0;

- deixa-se reagindo durante mais gque 12 horas, a 4°C, com
agitagSo ocasional;

-~ analisa—se © scbrenadante, filira—-se e lava-se com tampio
citrato fosfato C.085 M, pH 5.8, até que tede o excessc de enzima
livre seja removide, acompanhado pela andlise da alividade das

Aguas de lavagemnm. O calculc da atividade imobilizada é feito



considerando-se o© volume de sclug3oc de enzima adicionado, a
diluicic pela agua contida no suporte umido, pesada antes da
adigio da enzima, e a anilise final do sobrenadante;

- guarda-se a enzima imobilizada obtida em tampio citrato

fosfato 0,05 M, pH 5,850, em geladeira a 4°C.

3.4.2 - VIA DIAZOTIZACKO

A ativagio do suporte via diavotizag3io ¢ também um
método eficiente de se ligar a enzima ao suporte. Partindo de um
suporte que contenha grupos arilamino, deve-se converter o grupo

—MNH no sal de diacdnio correspondentco,  allamonle reablivo, que

r
reagirid posieriormente com os grupos amino esou fenol da enzima.
0O sal de diazdnio resultante tem a terminacio reativa -N;Cl—. como
mostrado na Capitulo I, f{tem 3.1.1 , e € obtido pela aglo do acido
nitrose, gerado pela adi¢d3o de nitrito de sédico em meio adcido. O
procedi mento & bastante utilizadoe [15,16,19,854,60,81 ,821] @
descrito abaixo.

- pesa-se o suporte arilamino (Cap. I, 3.3.2>, coloca-se num
erlenmeyer em banho de geloc e adiciona-se uma solucZo de HC1I 2 N,
também a 0°C € wvidro: 2,0 ml-g; sflica: 5,0 ml~sg; celite: 6,0
ml-gd.

-~ adiciona-se pouco a pouce & suspensdo obtida 25 mg de
nitrito de sdédio por ml de solugdco de HClI, mantendo agitac3o
manual da frasco, e deixa-se reagir durante 30 min a OOC, com
agitacio occasional. O suporte adquire uma coloragio amarelada ou

laranja forte, como no casce da silica.

-~ lava-se © sal de diazénio obtide com dgua destilada a 0%
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até remover o Acido cloridrico (pH > 5,8 e termina-se a lavagem
com tampfc citrato-fosfato .08 M, pH 7.0, também gelado.

- retira-se o excesso de liquido da dGliima lavagem, pesa-se o
suporte Umido e adiciona-se, ainda a 0%, uma solucioc de enzima
previamente analisada, em tampio citrato-fosfato 0,08 M, pH 7,0
Cwvidreo: 1,0 mlrg; silica: 2,5 mlr/g; celite: 2.8 mi-sgd.

O

- deixa-se reagir durante 1 hora a 0-4 ¢, analisa-se o

sobrenadante e lava-se até completa remog3c da enzima nio
imobilizada. O calculo da atividade de enzima absorvida ¢ feito
da mesma forma gue no método com glutaraldeido ¢ Cap. I, 3. 4.10 e

a enzima imoblilizada estocada da mesma forma.

3.5 - TESTES DE ATIVIDADE PARA GLICOSE OXIDASE

Entre os métodos de medida de atividade para glicose

oxidase, pode-se clitar os da Tabela II.Z2.

TARELA I1.2 - GLICOSE OXIDASE: MEDIDA DE ATIVIDADE
[Glicosel [Medlida |Fonte Tampio Unidade Ref.
Temp. ¢ | ©,

13.9 mM [o,1 ar citrato~-fosfatoe pmol 02 561
_—— 0,08 M, pH 5,50 mg. 8
———— [Glicl] ar pH 5.0 ol glicose [821
30 min
2,88 % fH, 0,31} ar fosfate O0,1M,pH 5,0 10 ug :T:;licese [50]
min
3% [0yl | ar pH 5,80 10 mm°0, [84)
30 min
13,8 mM iozi ar citrato—-fosfato pmol 02 [53
pH 5,5 min

O método adotado consiste em se seguir o© consumo de o,

na solugfio (devideo & reagRo: glicose + O, — gliconolactona +



Hy023,a 25°C, através de um eletrodo de O, [8B.,pag.481]. O meio
reacicnal consiste de tampic citrato-fosfate 0,08 M, pH 8,80,
glicose 13,8 mM e catalisador. O veolume final de rea¢3io ¢ de 3-10
ml e deve ser borbulhado ar para saturar o meio antes de se
iniciar a reagdo. A soclug3o de glicose a ser adicionada para
iniciar a reacfo deve ficar pelc mencs duas horas a temperatura
ambiente para permiiir o eguilibric entre os seus andmeros a e f.
O walor de km para a glicose & de 15,4 mM, sendo entZo a
concentragfc de glicose nico saturante, mas em grande excesso em
relagdo & de O,. A concentracio de O, na Agua saturada com ar, a
25°C, & de 0,286 mM [5] e a forga iénica do tampZoc tem efeito
desprezivel sobre esse valor.

Uma unidade de alividade ¢ definida como a quantidade de
enzima que catalisa o consumoc de 1,0 umol de O, por minuto nas
condicBes acima, e ¢ medida como uma taxa de reaéﬁo de primeira
ordem.

O método é execulado seguindo—-se a seguinte melodologia:

- adieciona-se a solugqo tampEc & cela de reac¢lo, satura-se
através do borbulhamente com ar e estabiliza-se a temperatura em
25°¢C;

- adiciona-se a amostra de enzima a ser analisada, livre ou
imobilizada, coloca-se o elelrodo de O,, liga-se a agitag3oc e
ajusta-se a concentragio de O, para 100 % no oxigrafo;

~ adiciona-se a solug3o de glicose (25 ul de solug3io a 100
mg-ml para cada ml de tampdo) através de uma microseringa e
comeca-se a cronometrar o tempoe quande a concentragio de 02 cai
para 96 % da saturagdo. Esze wvalor fol escolhide porgue no

momento da adiglo da glicose verificou-se um periodo transiente de
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reagsio, com taxa nio linear, descartado com Seguranga
croncmetrando—se o tempo abaixo de 88 X de saturagio (ver Grafico
g9, Cap. ITID

- quando ¢ consumidoc 20 % do O, ¢ {0O,] = 76 % da saturagl8od,
para—-se o© crondmelre e mede-se o© tempo tLtranscorrido. Os
resultados mostram que os valores mais precisos do método estio na
faixa de quantidade de enzima ajustada de tal forma que o tempo
transcorrido para consumir 20 X% do O, esteja entre 25 e 110 s. A

atividade & calculada por:

AL, = 0,20 x 0,28 » V x B0 pmol O, ¢ Urg ou mld
(_Vn ou mnD x t min x (ml ou g’ B3
onde: 0,20 = consumo de O,

0,25 (mM> = [O,] na soluglo saturada

V = volume de tampio (~ volume da reagZod (1)

60 = fator de convers3c (s s mind
Vq = volume de amostra (mlD
m = massa seca de enzima imobilizada

t = tempo de reagfo (sd

3.6 ~ REATORES UTILIZANDO GLICOSE OXIDASE IMOBILIZADA

Os reatores utilizande glicose oxidase gque aparecem na
literatura devem ser analisados do ponto de vista de seu objetivo.
Na ref.[83], a glicose oxidase ¢ utilizada, Jjunito com peroxidase,
em um analisador de injeglo de fluxo, para se determinar [0, em
amostras. Reatores tubulares continucs [46,88,84,81,82] e
reatores de batelada {483} com glicose oxidase sIo tLambém
utilizados para estudos cinélicos (mecanismoszs de reacZo e de

inativag#fiol da enzima imobilizada. Apesar dessas aplicagcBes, esta
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se buscando nesse trabalho o uso da enzima imobilizada em
processos gquimicos; nesse sentido, os trabalhos publicados estio

listados na Tabela II. 3.

TABELA 1I1I.3 - USOS DA GLICOSE OXIDASE EM PROCESSOS QUIMICOS
Enzimalsd Imo—|iGlicosel To ObjetivojpH [Fonte] Tipo de ref
bilizada {(s3 [ o de O, Reator

GOx. ~Catal ase 8 % | 30 jAc.Glic. {B.8] O, batelada [[48)]
(hidrogel de
silicad
istura
Gox.Cpellets [0,5-2,0 % | -~ |Ac.Glic. |5.0} ar |™°®
de micéliosd semi ~con— | [ BO]
t.inuo
GOx. #Catal ase 10 % 28 JAc,.Blic. |B.O H O, |batelada [[47]
Cecelulasd
GOX. Catalase |10 - BO 2 = Ac.Glic. {B. 2 Gz mistura [B861]

Cgelatinad continuo
GOx. #Cat. Cgel ovoes 37 JRemogio [6.0] —— batelada [I[RB7]
poliacrilamidal C~ O.3%0 Glicose

Como Jj& demonstrado experimentalmente, a presenca do
produto de reagloc H,O, acelera a inativag3o da enzima GOx [8@].
Estudos mais aprofundades no mecanismo de inativacZo concluem que o
envenenamento da enzima envelve o atague do perdxido ao complexo
glicose-glicose oxidase formado durante a reagZio [46]. Essas
caracteristicas sugerem que um reator operando com concentragBes
relativamente altas de glicogse (322 devem conter 2 enzima
catalase, adicionada com o cbietivo de degradar o peroxide formado
e que, ac mesme Lempo, aumenta a taxa de reagfo pela liberacfic de
oxigénio nascente no meic ¢ HR0, Eflfiﬂiﬂ»nzo + 1,205, O uso
de baixas concentracBes de glicose no reator implica em baixas
concentrag@es de perdxido, minimizando o problema da inatiwvag3o da
enzima, mas nEo € interessante do ponto de vista da preodutividade,
pois tem-se que eliminar a Agua para se isclar o &cido glicénico

formado.



Em termos de fontes de oxigénio, as que implicam em
maiores tLtaxas de rea¢io sdo, em ordem crescente: ar, oxigénio puro
e peréxido de hidrogéniorscatalase (47].

Por motive de simplicidade e disponibilidade de
material, optou-se por usar inicialmente uma baixa concentragfo de
glicose ¢ 2% 2 e ar como fonte de O,, de forma a2 se avaliar o
desempenho do reator nessas condigBes, Testou-se depois a mesma
enzima imobilizada com glicose 10 %, excesso de catalase e H202
como fonte de oxigénio, de forma a se comparar os resul tados.

O reator uvtilizado no primeiro caso ¢ Figura II.33 foi
aerado através de uma placa porosa localizada na sua partite

inferior e, no segundo caseo, ulilizou-se apenas um beguer com

|

II

Na reacdo aerada. carrega-se o reator com a solugcdoc de

agitagio magnética.
pHmetro

Figura II.3

Esquema do Reator Aerado

glicose 2 %, com pH ajustade em 858,80, usando-se NaQH e HCl
diluidoes. Adiciona—-se a enzima livre ou imobilizada, coloca-se e
liga-se o pHmelro e inicia-se a aeragfo em tempo =zero. A medida
gue a reagioc se processa, mantem—se o pH do meio em 5,40~ 5,860,
pela adig3o de scluglo padronizada de NaQOH. O avango da reag®oc ¢
medido em funcZo do volume de NaCH consumido.

Na reacloc usando-se perdxide de hidrogénio, coloca-se a

solucio de glicose 10 X%, com pH 8,50, num béguer, sobre uma placa



de agitagdoc magnélica e adiciocona~se a enzima imobilizada e a
catalase solavel. Inicia-se a agitagldo e adiciocna-se perdéxido de
hidrogénio 30 % a vazZc constante durante loda a reagZo. Em

relacic ac acompanhamento da reagdo, procede-se da mesma forma

anterior, pela adig8o de NaOH.
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CAPITULC II1 - RESULTADOS E DISCUSSAC

1 ~-PREPARACAO E CARACTERIZACXO DOS SUPORTES

1.1 - SILICA

Numa batelada tipica de silica gel obtém-se, apdés la-
vagem com agua destilada, um gel com 13,8% de sélidos, correspon-
dendo a um teor de 29% de s:aoz no silicato de sédio utilizado.

Apds tratamentoc hidrotérmico a 280°C durante 5 horas
obtém~se o produto utilizado na imobilizacgio de glicose oxidase e
gque foi caracterizado gquanto a distribuigZo de poros. A
classificagHo das particulas cbtidas sesulta na seguinte
distribui¢8o granulome- trica: 10-186 mesh (24%0; 16~ 24 (36%0;
24-8B2 (2220 ; 32-80 (1853 ; B80-100 (320D,

De acorde com o Grafico 1 {781 ha uma relaglio entre a
area superficial da silica porosa e o diimetro dos poros. No Gra-
fico 2 estid o resuliado da andlise da porosidade de duas silicas
com faixas de granulometria diferentes (16-24 e 32-68 meshl.
Embora a capacidade do porosimetro n3o tenha abrangido a totali-
dade dos poros presentes {opera de 350 a 8,75.105 A, testes uti-
lizande agua resultaram na penetracgie de (0,59 cnﬁ/g. valor masxdmo
que deveria ser obtido no porosimetro. A peneiragio de 0,43 cn?/g
de mercirio corresponde a cerca de 70% do valor maximo e a incli-
nagioc da curva indica uma faixa de poros estreita, como € esperado
para o suporte utilizado na imobilizagfo, com 80X entre 350 e 700
A° e um difmeirc médico de 440 A°. Pelo Orafico 1, esse valor

corresponde a uma area superficial de aproximadamente 40 mz,"g.
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2 wvolume retido nNos poros apos o alivio da pressdo (143

na silica 32-B0 e Z3% na 16-24, om relagdo ao total penetradod

indica a presenca de maloer guantidade de poros n8o ideais

{nfo cilindrices) nas particulas malores, como sSe poderia esperar.
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A 51 (16-24) A Silica (32-68)

L35

B3

.15

PEMETRACAD DO Hog Com3 )

z ; 7 1 ]
¢ B 0% 12 e 3 24 28 32 3% 4
LOG PRESSAO (psia)

Dismetro de Poro = C1785.P) x 10% ¢a%

Dismetro Médio dos Poros (a Log P = 3.8 ) = 440 A°

Hg penetradols) Hg relidolxx)
Silica 32-8B0 0. 483 cm g 0.081 em'rg
Silica 18-24 0.358 cm’ g 0.083 em’rg

(2> volume méximo de mercurio penetrado

(*%3 volume de mercurio retido apds alivio da pressic

Grafico 2 - Silica : Distribuicio de Poros
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1.2 - CELITE

Na eliminag3o das particulas finas do celite, feita
através de oito decantag@es durante 5-8 minutos, a partir de uma
suspensio contende 10% de sdélidos, obteve-se 785% de produto
classificado e 28% de finos.

A distribui¢3o de poros no celite classificado ¢ muito
mais ampla gue na slilica, como mostrado no Grafico 3, sendo que
80% dos poros estZo entre 8,8 .10% 44.10%A°.

0O celite ¢ formado pelo tratamento da terra de diatoma-
cea, gque consiste de esqueletos silicicos de microorganismos
fossilizados, centendo em geral um grande espago interno ocupado
originalmente pelo vacdelo [B8]. Durante o tratamento da terra de
diatomicea para oblengioc do celite, os microporos sZo destruidos e
as particulas de diatomita se fundem. obtendo-se,apds moagem, um
produtc macroporosoe e mecanicamente mais resistente [68].

O didmetro médic dos poros do celite ¢ 18,6 um (1,968 x
10° AP e o mercurio penetrado foi 2,97 cmax'g, ficande retideo,
apéds o alivio da pressio, B4X% desse volume. O grande volume de
mercuric penetrade e retido confirma a estrutura formada por
cascas porosas ocas, sendo gque o difmetro dos poros medidos
corresponde, na realidade, as passagens para © espago interior das

microestruturas que compSem a particula.
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Grafico 3 - Celite : Distribuicfoc de Poros

2 - ESTUDO DA SILANIZACEO

Com o objetivo de se otimizar a silanizagc¥o, em termos
da concentragfo de silano na soluclo aguosa, foi feito ifnicial-
mente uma reagldc a SGDC, durante 12 horas na estufa, variando-se a
concentragfio de silano de 0 a 10%. Como pode ser visto no Grafico

4, para concentragBes acima de 7,5% o ganho de massa de suporie
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devido a reag3o com o silanc se estabiliza em 15,8 mg/g de supor-
te. Aumentando~se © tLempo de reagdc para 18 horas observa-se que
a B0°C a sflica satura-se em concentracgBes mais baixas (4% de
silano) e com © mesmo ganho de massa (16,2 mg-g de suporte) da
reagfico em 12 horas. Reagindo-se durante 18 horas a 120°¢C verifi-~
ca—se um ganho de massa maior que o obltide a SOOC. com um masxino
de aproximadamente 18 mgrg de suporte, a 2,5% de silano, Acima
desse wvalor o© ganho de massa diminui & se estabiliza em aproxi-

madamente 13 mg g de silica.

e

A58 C 18 hH g 128 C, 18k
18, $ 58 C,12h

18

-1

14

12

18

Gars i e P e % woee st e mogpoabee )

& 1 i 4 s & 1 & 3 1

Concentracae de Silano (%)

Grafico 4 -~ Acompanhamentc da SilanizagHo



Considerando-se gque o aumento maximo de massa de 16.0
mg-g corresponda ac valor tipico de 4,5 ymoi/mz para a reagic da
superficie com trimetilsilance {68] (eqguivalente a um aumento de
massa de 4,5xC179 - 3xC1242) - 2xdA8) = 4,5d0° = 00,4635 mg m™
pode-se estimar a érea superficial de 16-,0,4638 = 34m'~/g. Como
tratam-se apenas de estimalivas grosseiras, esse valor obltido para
a area superficial e a obtida pelo Graficeo 1, 40 mz/g, podem ser

consideradas concordantes.

3 - ANALISE DA GLICOSE OXIDASE

e it

3.1 -ANALISE DA CONCENTRAGAC DE GLICOSE OXIDASE

O espectro UV-visivel de uma soluzfo de glicose oxidase
em tamp8c citrato-fosfato 0,08 M , pH 6.0 (Grafice B> mostra um
pico de absorg¢ic maxima em aproximadamente 275 nm, correspondente
aos aminocidcidos tLirosina e triptofano presentes na molécula de
proteina [98]. Embora a medida da absorbincia n3o permita uma
medida absoluta da guantidade de proteina na soluc3o, pois o
coeficiente de extingac nEc € conhecido, esse método pode ser
utilizado para se acompanhar a imobilizacHo  a lavagem da enzima
imebilizada [886]. Usando~se na imobilizagfo uma soclug8o de enzima
gque tenha sido inicialmenie analisada , come mostrado no Grafico
8, a guantidade relativa de proteina imobilizada pode ser avaliada

pela andlise do sobrenadante e ocu dguas de lavagem.
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Grafico 5 — Espectro UV-Visivel da Glicose Oxidase

Z.2 - ANALISE DA ATIVIDADE

A medida da atividade da glicose oxidase descrita no
item 3.8 do Capitulo II foi desenvolvida a partir de um estudo do
consume de oxigénio na resagio, considerando-se a  linearidade
¢faixas de concentrac®es em que a reacic € de 1° ordem em relagio
ao CED e a simplicidade do método . Primeiramente preparou-se uma
solugio de glicose oxidase e acompanhou-se o consumo de oxigénio
para varias gquantidades de amostra testadas, em 12 ml de meioc rea-

cional, como mostrade no Graficeo 7. Verificou-se dessa forma gue
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Grafico 6 —~ Curva de Calibrac¢3c da Concentragio de Glicose Oxidase

o consume de C}z nEo era linear abaixo de 60 de saturacio de GE noc
melio & gque o resuliados oblidos para essa faixa de atividade
8. 78x107%- 32,80x107 U ml> estavam um pouce dispersos, dando uma
reta com baixe coeficientie de correlagio (r= 0,89888 2, Grafico 8.
Considerando-se a metodologla utilizada nag anidlises
acima, deleclitou-se Os seguintes inconvenientes:
- @xiste uma OsScllagdo na medida da concentracio de O, no
momento da adigio da glicose para se iniciar a reagio, prova-

valmente devido & periurbagico do potencial da solugZo.
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- a medida de pequenas variagdes do consume de O, € muito
imprecisa, pois a escala do oxigrafo € graduada em divis@es de 24,
- o acompanhamentio cronometriceo da reac8c, para depois se
construir as curvas como do Grafico 7, e cialcular a atividade n3o
¢ simples do ponto de wvista pratico. Objelivande conseguir
m&lhores resultados gque os do Grafico 7, foram introduzidas as

seguintes modificagles:
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reta obtida: Atividade CUsmld = €1.714 + 0.3083 x VCuldd x 107°

coeficiente de correlacio = 93955
Grafico 8 — Curva de Calibragfoc do Teste de AtLividade

- em vez de se acompanhhar ponto a ponto o consume de O,
em fungio do tLempo, passou-se a fixar o consumo em determinado
valor éEO%D e a cronometrar o tempo gasto para que isso ocorresse;

-~ para eliminar o periodo inicial n3o linear da reagfo,

considerocu-se como Lempo zero a concentracio de G, de 8986% da

saturacfo, iniciando~se a reacfo em 100%. .
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TABELA I1I.1 - RESULTADOS DOS TESTES DE ATIVIDADE PARA GOx
Condi¢des: consumoc de 20% de O,, 8,0 ml de tampdc citrato-fos-
fate 0.05 M, pH B.8, 200 ul de solugio de glicose
a 100 mg-ml para iniciar a reagio.
Vol ume U~mk U-ml »* U /mi [T
de Tempo de calcu~ Errol calcu- Erro2
Enzima CsD Meio lada 20 lada 8D
Culd Ccis Creta 13 Cretasd
a2 s
2.80 | 210 0.0143 = - 0.0177 v23. 7
5. 00 107.85] 0.027Q Q. 0283 +1.4 O, 0282 +1.1
10,0 &50,0 G, 0800 0,406 -0,8 0,04062 -1,86
16,0 42,0 0,071 4 00,0708 -0,7 00,0701 -1,8
20,0 32,8 C,0018 0, 0gz2 +0,8 00,0810 -0,8
28,0 26,4 0,1136 00,1135 -0,1 0,1118 -1,
26,0 21,6 C,1389 - - 00,1328 ~4,3
35,0 ig.8 0,1818 - - 00,1538 +1,8
40,0 17.6 00,1708 - - Q,1747 +2,5
Erro 1 = <222812 o 100  Atividade = 2220 X 0,28 x 80 _ 3 .y 5
) T v
Brro 2 = S§%§§£§ x 100 onde: 0,20 = 20% de 02 consumi do
' 0,288 mM = [O,]
B0 = conversao (s -+ mind

Os resultados obtidos indicam que deve-se irabalhar em
faixas de atividade de 0,028 - 0,110 Ursml para se obter resultados
mais precisos (erro < 1,4%; Grafico @,

reta mais precisa, coefi-

ciente de correlagdc linear = .8388), implicande num tempo de

reagfco de 25— 110 s para consumir 20% do oxigénio. O erro obtido
para atividades abaixe de 0,028 Urml pode ser justificade pelo
fato da reta obtida n3o passar pela origem (Grafico 92, o que
sugere uma regifo de n3o linearidade. Para atividades acima de

0,110 Urml, e tempos de reagic menores gque 25 segundos, © erro na
cronometragem comeca a ser significativo: para uma diferenca de 1
segunds entre 20 e 21 segundos de reagfo a variagic na atividade

medida ¢ de aproximadamente 5X.
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reta total: Atividade L7.306 + 4,185 x VOul2o = 1Cf3 Urmi

CY. 0128 + 4.288 x Vluldd = 107 Urml

reta + precisa: Ativ.

H

Grafico 9 - Curva de Calibracico do Teste de Atividade

4 — IMOBILIZACAD DA GLICCSE OXIDASE

4.1 - COMPARACAG ENTRE O METCDOS

Como uma forma de se testar a eficiéncia dos dois méto-
dos de imobilizac®oc escolhidos (via glutaraldeido evia sal de dia-

z&niol, fez-se um teste utilizando os itres suportes. A imobili-

- TR -



zagio foi feitz como descrito no iftem 3.4 do Cap. i1,

utilizando-se uma soluglo de enzima com 4,0 Ursml.

TABELA III.&2 - COMPARAGCXO ENTRE OS5 METODOSE DE IMOBILIZAGXO

Atividade Obtida (Urg de suporte secod
Método
Sflica 1624 Celite I Vidro &0-100
Glutaraldeido .10 3.86 O.22
Diazotizagio 1.83 3.88 O. 24

Comparando-se os resultados da Tabela III1.2 vé-se que oS
valores obtidos para cada um dos métodos sZo parecidos, nXo
justificando o uso do mélodo de diazotaglo, muito mais dispendioso

em termos de custo e trabalho.

4.2 — DETERMINAGCAC DO TEMPO DE IMOBILIZAGAO

Para se avaliar o tempo de contabo necessario 4 imobili-
zagHo da enzima nos suporites ativados com glutaraldeido, acompa-
nhou-se a variag¢Sc da atividade no sobrenadante, conforme o
Grifico 10. Observa-se gue para todos os suportes grande parte da
enzima foli imopbilizada apéds 1.5 horas de reag3c. No caso da silica
10-1i8, que foi © maior tamanho de particula utilizada, vé-se que a
reacio ¢ mais lenta, provavelmente controlada pela difus3c de
enzima neo interior dos poreos. A medida que o tamanho da parti-
cula diminui, representadoc apenas pela silica 16-24, a reacio
tende a2 se tornar mais rapida e se completar durante as primeiras
horas. Por motivo de padronizagdio, principalmente no caso de se
trabalhar com varias reagces de imobilizagdc ac mesmo tempo,

adotou-se 12 horas como Lempo de rea¢io. O vidro nieo foi testado

- 70 -



porgque imobiliza uma quantidade de enzima pequena demais para ser

detectada com precisio,

188
A Silica 18-16 A& Silica 16-24
99 | 0 Celite
8& dfFMWMMHMFﬂwﬁwﬂwNM*
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ATIVIDADE REMOUL DN Dda SOLUCAS <35

1 ; T : T ] T T T g T
2 4 4 8 e 12 14 f 18 zZ@ 22 24
TEMPO DE IMOBILIZACAO (horas)

Grafice 10 - Curva de Imobilizacg3o

4.3 — DETERMINACAC DA CARGA DE ENJIMA NA SILICA

Un teste realizado com silica 16-24, variando-se a

quantidade de enzima oferecida e deixando-se a rea¢3o se completar

durante 48 horas forneceu o Grafico 11.

temente da guantidade de enzima oferecida,

- 8O -

Chserva-se que independen-—

a silica absorve cerca
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reta: ¥ = 1.284 + 0.8088 x X

Grafico 11 - Capacidade de Imobilizag3oc da Silica 18-24 mesh

de 90% da enzima em solugio, até o limite de 110 Urg testado.
Apesar do aumento linear da quantidade de enzima imobilizada,
guando se analisa a atividade do produto oblido constata-se que o
ganho de altividade wval decrescendo & a atividade itende assintoti-
camente para um valor maximo de aproximadamente 8,0 Us/g. Como os
testes de atividade sZo realizados com grande excesso de glicose
em relacio ao oxigénio, concluli-se gue o parametro gue controla a

atividade da enzima imckbilizada na silica & a difus3o do oxigénio
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nos poros . Mesmo para uma atlividade tedrica de 9,0 U-g, apenas 22%
desse valor ¢ efetivo. A medida gue a carga de enzima no suporte
aumenta, cada wvez fragiic menor da mesma participa da reaco,
devido & falta de O, disponivel; essas afirmagSes sZXo confirmadas

pelas curvas do Grafico 11.
4.4 — ESTUDO Da IMOBILIZACIZO

Os resultados apresentados nesse {tem foram obtidos
através de uma variagfo do método de imobilizagHo do f{tem 3.4.1 do
Capitulo II. Para cada um dos suportes foram pesadas amostras com
massas proximas an, i=1l,...,8 e colocadas em tubos de ensaio
(50— Q0 mg de silica, 150~ 200 mg de vidro e 40-70 mg de celitied,
Os suportes foram ativades com 0,85 ml de glulbaraldeido 2,8%,
lavados com tampdce citrato-fosfate O.05M, pH 7.0 e foram
adicionadas 0.5 ml de solugBes de enzima em cinco concentrages At
¢ Al= 48 U/ml, 38,4 U/ml, 28,8 Usml, 16,2 Uml e A = 9,6 Usmld.
Apés aproximadamente 24 horas de reagdo os sobrenadantes foram
analisados em termos de atividade e os suportes contendo a enzima
imobilizada foram lavados varias vezes com tampSo citrate—fosfato
C,05 M, pH B,5. A atividade das enzimas imobilizadas foi deter-—
mi nada experimentalmente como descrito no ftem 3.8 do Capituleo II.

A partir das medidas feitas calculou-se o©s seguintes
par&metros:

- Atividade Absorvida pele Suporte (Urg absorvidald: calculada
pela diferenga enire a atividade adicionada ac suporte ((0,8 ml de
solugiod x Ai) e a atividade do sobrenadantie CA;,imip_S) apds a

rea¢3o, considerando-se a diluig3o pela umidade do suporte



{bhaseando~se em resultadeos experimentais 50% para a zilica e o
celite e 10% para o vidrod.

Atividade Absorvida = U Absorvida = (0.8 x A;) - €CO0.B + f x

mD), onde f = corregfco devido A umidade = 1.0, para celite e silica

%

= 0,1, para o vidro
Atividade Tedrica (U g tLedricad = CALividade AIB'sizzse::rwl':ie:‘iaLJ'/m,t

Atlvidade Experimental (U-rgd
Atividade Tedrica CU-gd

Efetividade = x 100

4.4.1 - TMOBILIZAGCRO EM VIDRO

No caso da imobilizag3o em vidro 100 200 mesh n3co foi
possivel se medir a quantlidade de enzima absorvida de solug3o com
exatidio, pois os valores medidos nas condigBes da imobilizag3o
estiBec muito préximos da faixa de erro do métode de anilise. Os

resul tados obtidos sio dados na Tabela III. 3, e no Grafico 12.

TARBELA IX1.3 — IMOBILIZACAC DE GLICOSE OXIDASE EM VIDRO
{ GOx] Urg ofe-| massa U ml U-rg Urg gEficién-
CUrmid |} recida vidro sobrena~| imobili-~] medida cia
V=, Sml Cmgo dante zada 20
8. 60 21.40 laz4.12 7.62 2.06 5. 51 186
1.2 B832.7 156. 70 17.°7 3. 21 6. 32 187
28. 8 o5, 7 180.54 25.a 7.05 7. 07 100
38. 4 iz21.8 187. 62 35.0 7.32 7.2 108
48,0 150.6 1858. 38 4. 9 11.7 Q.24 78

aumenta a concentragfo de enzima na reagio de imobilizag®o,

ha um aumente da atividade imobilizada.

Como pode ser observade no Grafico 12, & medida gque se

também

Apesar de n3o ter sido

possivel determinar a eficiéncia exata da imobilizagHo, valores na

faixa de BO-100%

s3c esperados,

P~ =

J4 que

a

r &agﬁo ocorre na



superiicis do suporte, nio  sxastindo  portanmto resisténcias

internas de difusio.
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Grafico 12 ~ Imncbilizacl3o em Vidroe 100-200 mesh

4.4.2 - IMOBILIZACRO EM SILICA

A imobiliTagEo em silica fol estudada em funcio da gquan-

tidade de enzima absorvida peloc suporie e do tamanhoe da particula.

Verifijcou-se que o resullados do ftem 4.3 deste capitulo podem



ser extendidos até © valor de 400 U de enzima oferecida por grama
de silica, mantendo-se a absorgio de aproximadamente 80%x da
enzima da solucdo.

Como pode ser visto no Grafico 13, 3 medida gue o
tamanho da particula de suporte diminui, a atividade da enzima
imobilizada aumenta. Para a silica 10-18 mesh, a mé&éxima atividade
obtida ¢ de aproximadamente 7,0 Urg, chegando a 28 Urg na silica
&0-100, o que confirma a limitagio da atividade devido a

resisténcias a difus3o de 02.

48
4 Silica 18-16 4 Sitica 15-24
3] 0 Silica 24-32 B Silica 32-68
% & Silica 69-188
5
T 32
W
;
28
t .—-”“'rw—’_‘e\————'—"
8 -
El 24“' .r"”-..
; =
i e e |
é ze. & e

16, W
2] B‘M

b d ol Asoedle

T ] H H H H £
| 48 88 ﬁe 168 08 240 2§B 328 369 4ad
fitividade Teorica Iwobilizada (li/g}

Grafico 13 - Atividade da Glicose Oxidase Imobilizada em S{ilica
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No Grafico 14 apresenta—-se a fragfo da atividade tLedrica
imobilizada, calculada como a atividade experimentalmente medida
dividida pela atividade absorvida da soluglo, para varios tamanhos
de particula. Podem ser observadas nesse grafico as curvas de
eficiéncia da imobilizagio para cada tamanho de particula.
Obgerva-se gque existe um compromisso entre a carga de enzima e a
eficiéncia da imoblilizac3o. Para a siflica 860-100 tém-se uma
eficiéncia 24% (Graf.143 e uma atividade de 20 UrglGraf. 133,
para carga de 85 Ur/g, e uma eficiéncia de apenas 10% para uma
carga de 280 Urg C(Graf.14). Na selegic das condig@es de
imcbilizar;ao para uso do suporte em reatores, deve-se levar em
consideracio os custos envolvidos e as condigBes reais de
operagfo, devido a possivel redugido das resi sténciasl di fusionais

em funcio das condi¢fes de escoamento.
4.4.3 - IMOBILIZACAO EM CELITE

Oz resultados da imobilizagdo em celite esl3o no Grafico
158, incluindo a atividade obtida e a eficiéncia da imobilizagZo.
Observa-se uma gueda da eficiéncia com o éumento da carga de
enzima e um aumento muite pequenc da atividade na faixa de
concentracdes estudada, em relagio a atividade tedrica Embora o
comportamento do celite seja qualitativamente " similar ao da
silica, conseguiu-se uma eficiédncia de atée 768%, enguanto o valor
maximo para a silica foi de 285X (Grafico 13). Cbhteve-se
preparagBes imobilizadas em celite com até B0 Ursg, comparadas a 28
Urg para a silica 60-100. Essa maior eficiéncia é resultado da

estrutura do celite discutida no {tem 1.2, com poros de grande

- BB -



diametre facilitande a difusio interna. Atribul -se esse aumenlo de
eficidéncia a menor reasisténcia a difusio de 02, aumentando a sua
disponibilidade nas imediagles da enzima imobilizada e resultando

em maiores velocidades de reagio.
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Grafico 14 -~ Eficiéncia da Slicose OUxidase Imobilizada em
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Grafico 15 -~ Glicose Oxidase Imobilizada em Celite

5 - CARACTERIZACAQ DA ENZUMA 1MORILIZADA

Com o objetivo de se caracterizar a enzima imcbilizada,
foram felteos alguns testes de atividade comparando-a ooan s @Ivzline

na forma soldvel.



5.1 - ATIVIDADE X pH

A atividade da enzima soltvel e da imobilizada em silica
foi medida como descrite ne iftem 3.8 do Capitule II, mas
variando—se o pH do tampiio citrate-fosfate 0,058 M entre 3,0 e 7,0.

Alguns valcores encontrados na literatura para os pontos

extremos de pH usados s¥o dados na Tabela I11.4.Comparando-se os

resultados obtidos. com os dados dispersos encontrados na
TABELA III.4 - DADOS DE ATIVIDADE EM FUNGQAO DO pH
Fracio da Atividade Maxima (20O Suporte pH &timo ref.
pH = 3.0 pd = 7.0
E.L. | E.I. E.L.|] E.I. E.L. | E.I.
5 658 85 as carvio 5.8 6.8 851
22 as 50 78 micélios 5.0 B8.0 50
22 =20 73 7H poeliacrilami-} 6,0 6.0 87
da
20 853 24 a7 silica 6.0 6.0 48
650 3 46 37 vidro nZo 58 8.5 54
POr oso
36 50 T4 82 silica 5.8 5.8 leste
t.rab.
- 10 - 44 Ni-~NiQ 5.6 5.6 7S
E.L.. = enzima livre, E.I. = enzima imobilizada

literatura, pode-se dizer gue as curvas concordam com o esperado
CGrafico 162 n3c havendo alteragio do pH étimo da enzima e tende a
curva da enzima imobilizada se alargado, alterande a faixa de pH

com atividade >80% de 4,3-6,7 para 4,0-7.2.
5.2 - ATIVIDADE x TEMPERATURA

Aumentando-se a temperatura do meio nos testes de
atividade descritos no item 3.8 do Capitulo II, obteve-se o

Graifice 17. Observou-se gque a 50°C houve um aumento de 40% em

- 83 -
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Grafico 16 - Atividade da Clicose Oxidase em Fung¢io do pH

FUS C i A @ o a ; .
relaclo a atividade a 280 e gue essa variagioc ol praticamente

igual nos casos da enzima livre e imobilizada em silica. C aumento

B

maior ocorre na faixa de 28 - 3B C (28%0., sendo gue na faixa de
=4 .
temperatura 40 - S0°C o aunenlc e de apenas 7. e 2 atividade

tende a se establilizar. provavélmente para depols diminuir.préximo

4 ‘Lemperatura limie de atuacdo da enzima de B3% (ver item 5.3 )
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Grafico 17 - Atividade da Glicose Oxidase em Fung3do da Temperatura

5.3 —~ INATIVACAO TERMICA

O efeito do aguecimento sobre a atividade da glicose
oxidase tem sido estudado em varios trabalhos {48, 82, B&, 857 1,
mas em apenas dois desses a 80°C, COmo foi feito
experimentalmente. A temperatura de 60°C foi escelhida devido &
rapida inativag8o da enzima livre a temperaturas mais altas, (2
minutos, a 65°C [481),impedindo-se medidas experimentais precisas

nesse peguenc intervalo de tempo. Para se avaliar numericamente a

- g1 -
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Grafico 18 - Inativac3o da Glicose Oxidase a 80 °C

taxa de inativagio fol considerado o tempo de meia vida da enzima

(itempe para que a atividade atingisse BOX do valor iniciald e a

constante de inativag3o KiCuarf13 dada pela EgquagSo {3861:
InA = 1nA ~k (-t D
(=] L <
onde A= atividade no instante ©

Ao= atividade no instante ¢ inicial
O

Observa-se como mostrade no Grafice 18, Uma

queda

relativamente réapida da atividade nos primeiros % minutos a 60°C e

a redugfc gradual dessa queda nas faixas de 5B5-40 e

- 08 -

4030



minutos,tanto para a enzima em solugZo gquanto as imobilizadas . Na
Eef. (BB a inativac3o rapida da enzima imobilizada ocorre nos
primeiroes 10 minutos de aquecimento a 61°C e a inativagZo mais
lenta, de 10 a2 30 minutos. As informagSes disponiveis nXo permitem
comparar o$ Tresultados obtidos acima de 30 minutos nem os
resultados para a enzima livre, gue sZo sempre tratados como uma

Gnica reta. Os wvalores numéricos obtidos s3oc apresentados ﬁa

Tabela III. 5.

TABELA III.5 - INATIVAGAO TERMICA A 60°C
k,x10% ] k10" ] k x10” |Meia Vida| Ref.
Ci7mind {4 7mind {4 mind Cmind
) 14 - - 48 57
Enzima
Livre 462 - - 1.8 56
az =7 2.7 11 este
trab.
_ vidro poli-
IE“"";;“"; ‘- 36 17 33 Se etilenimina
m:a da 14 - - 83 57 vidro
28 = 4 100 este celite
25 o 2 160 t"l‘iza" silica

A discrepincia entre os dados encontrados para a
inativac8o da enzima livre sé permite observar que se obteve um
valor intermedii&ric entre os da literatura, tanto em termos de Ki
como de tempo de meia vida. Com reléggo 4 enzima imobilizada, o
produto obtido apresentou-se mais estiavel termicamente, com até o
dobro do tempo de meia vida da Ref. [B7]. A enzima imobilizada em

si{lica ¢ mais estivel termicamente que a imobilizada em celite.

- gR -



5.4 — ATIVIDADE x CONCENTRACAC DE GLICOSE

A determinagd3o da wvariag3o de atividade em relag3o a
concentrag@oc de glicose foi feita como descrito no Capitulo II,
item 3.8, mas adicionando-se solu¢Bes de glicose mais concentradas
CiM ou 2M), de forma a se conseguir a concentragic de glicose
desejada na reagio sem aumento substancial do velume do meio. Os

resultados obtidos est8co mostrados no Grafico 1Q.
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Grafico 19 - Atividade da Glicose Oxidase em Fung3io da

Concentragio de Glicose
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No Grafico 20 esta plotado a equaglo de Lineweaver-Burk
Ceguacgio I. 170, para se calcular os valores de Km e v . Para a

enzima. Os resultados calculados foram:

v U x CmMD

THeax m
Glicose Oxidade Livre 0,18 28,8
Glicose Oxidase em Celite 0,17 29,8
Glicose Oxidase em Silica G,14 10,8

Segundo a literatura o km para a glicose oxidase livre €&
34 mM [47], prdéximo ac valor enconirado de 28,9 mM.

Com relagio ac efeito da imobilizagc3c sobre esses
parametros cinéticos, pode—-se observar dgque praticamente n3o
houveram alteragBes no caso da imobolizaglio em celite.

Embora se pudesse esperar a mesma igualdade de valores
para o casco da enzima imobilizada em silica, tal fato n3o ocorreu.
A interpretagd@o dessa grande variag3o de km para a enzima em
silica ¢ dada pela anidlise do Grafico 18, onde pode—~se observar
que a2 medida que se aumenta a concentragic de glicose comega a
ocorrer um decréscimo da velocidade de reacfo, em relagcio a curva
cinédtica da enzima livre. Essa diferenga de comportamentento &
explicada pelo fato de gue os dados coletados n3doc sfEo puramente
cinéticos, para a enzima imobilizada, englobando efeitos de

transferéncia de massa.

6 - DESEMPENHO DA ENZIMA EM REATORES

A atuagBo da enzima imobilizada foi estudada princi-
palmente num reator de leito fluidizado operado em batelada. A

solugcio de glicose &% utilizada como substrate, com pH ajustado em



8580, & adicionada ao reator juntamenie com a enzima imobllizada e
a agitagio & aeragic do melo sio promovidas pelo borbulhamento de
ar atraves de uma placa porosa que constitui o funde do reator,
ver item 3.6, Cap. III. A reacic € acompanhada pelo volums de

solusZo de NaOH 0,850 M adicionado para manter o pH constante en
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T.50G, pela neulralizagdo do acide glicdnico formado na reagio.

Cutro teste fwito fol a reagac &m batel ada,
utilizando—se uma barra magnelica para a agitagio & perdxido de
hidrogénio com catalase soluvel como fonte de O,

Feoi wutilizado nas reagles um volume de 120 ml de solugio
de glicose a Z20g-s1l,. num reatlor de 4.0 ocm de didmetro internc e 12
cm de altura, uma solugdo de NaOH 0.08M para neﬁtralizagﬁo e uma
vazic de ar de aproximadamenie 100 1.h. Inicialmente foi testada
a atuacio de cada suporte & da enzima livre em testes de duragXo
relativamente longa, seguindo-se a reagdo até 78 de conversio ( o
consums de NaOH tedrico & de 26.67 ml, para 120 ml de glicose 20
g1 reagido?. Os resultados para a reagidc utilizando enzima livre
e imobilizada em celite e silica 3E2-80 estio no Grafico 21. No
casc da enzima imoblilizada em vidro 100-200, o enszic foi de
duracioc menor = os resuliados estdc no Grafico 228, Chservou-se em
todos os casos um periodo inicial de baixa velocidade de reacio |,
provavélmente devide & estabilizacic das concentragdes na
proximidade da enzima. A =zmeolugZEo de glicose do meio reacional
deve se difundir nos poros dos suportes e substituir a solugio
tampiico inicialmente presente, alé que seja estabelecido o perfil
de concentragoes nes poros, delterminado pelas Ltaxas de difusSo e
de reagic. Apds esse periodo inicial, atinge-se a wvelocidade
maxima de reacdco mantida durante a conversdoc de aproximadamente
metade da glicose, nas condigdBes estudadas (8% de glicousel. A taxa
de reacic comega enld3o a decalr lentamente, devido a reducic de
concentracioc do subsiralo, ate se anular ac término da reagio.

No caso de reacizo com a onzima imobilizada em vidreo, n3Ic

foi possivel se extende-la durante muito tempo devido ac falo de
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Grafico 21 - Curva da Eeacdo de Formacio de Acido Glicdnico

gue as particulas tendem a Se acumular nas paredes acima do melio
reacional, arrastadas pelas bolhas de ar. A atividade desse
guport@ no reator calculada pele Grafico 22 fol de 1,74 Urg, o que
corresponde & um valor mainimizado., ja gue uma parte da enzima esti
sempre fora do meio reacional ndo participando da reagHo. Devido
a esses problemas. oz ensalos com & enzZzima em vidro., em reator
aerado, {foram abandonados.

Apds esses ensalos preliminares foram realizados outros
de mais curta duragdce, para se avaliar o desempenho da enzima em

celite, silica 24-32 e silica 3&2-80,. Os ensaios foram feitos nas

-G8 -
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Grafico 22 — Formag3o de Acodo Glicdnice Catalisada por Glicose

Owidase Imobilizada &m Vidro 100-200 mesh

mesmas condiclexs anleriores. Ltomando-se o culdade de se analisar
as enzimas imobilizadas quanto a atividade e se lava-las, pesi-las
& seca~las apds a reagico, delerminando-se a massa exata utilizada.
Os resultados obtidos est3c no Grafico 23, A atividade das
enzimas ulilizadas foi de 28 U.g. 17 Ursg e 18 Urg, para celile,

silica 24~ 32 & silica 32-80, respeciivamente . A atividade maxima
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$,14 Urg & 8,46 Urg,

adicionada.

calculada pelas r

Esses resultados,

correspondendo a 67%,

de Formag3oc de Acido Glicédnico

etas do Grafico 23, foi de 18,8 U-g,
B4% e S2% da atividade

similares ao obtido na reago aerada

da Rﬁ?f . { 4? »

Fig. 31.

atribuidos a

podem  ser

resisiéncias

&

transferéncia de oxig®énico do ar para a solugdo e da solug8o para a

enzima denlro do poro.
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Para se testar a limitacdo da reagi3o devido & escassez
de oxigénio fez-se a reagioc utilizando-se a enzima catalase na
forma solavel e peréxido'de hidrogénio come fonte de oxigénio., A
catalase catalisa a reag3o de decomposigdo de perdxido de
hidrogénic em agua e oxigénic (Ha02 w—s ;/ Oz-i- HZOD e fol adicionado
ac meio reacional, enquanto o perdxido de hidrogénio € adicionado
continuamente.

Na execugdo da reacg3oc, foi adicionado a um béguer 30 ml
de sclugio de glicose a 100g-1, com pH ajustadeo em 5,5,
aproximadamente 1 mg de catalase Catividade=~ 10* Urmg> e a enzima
imobilizada em celite. A reag¢lo fol iniciada e mantida pela adig3o
de 10ulsmin de perédxido de hidrogénio 30X e acompanhada pelo
consumo de NaOH 0.5M para manter o pH em 5,5. 0Os resultados
obtidos estSo no Grafico 24. A atividade da enrxima em celite
adicionadoe era 25 U-g e obteve-se noc reator 88 Ursg, calculada pela
reta do Graficeo 24, representande um aumento de 170%. Esse grande
aumentc de atividade confirma a2 limitag¢3o da atividade devido A

insuficiéncia de oxigénio no caze da reagio aerada.

- 301 -~
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rReferindo-se aos objetivos propostos ne Cap. I, ftem 8,
desenvolvidos no decorrer do trabalho, colocam-se as seguintes
conclusBes e perspectivas de desenvelvimento

1 — Suportes silicices da mesma natureza ja& foram
ytilizados na imobilizag3o de glicose oxidase. Como‘mastrado na
Tabela IV.1, +todos osx suportes utilizados s3Ho adegquados a
imobilizagioc, em relag3o Aas propriedades fisicas e ac uso em
reatores de leito fixe e balelada. A silica e o vidro tratados
tem a wvantagem de poderem ser classificados na granulometria
desejada, fator importante quando se consideram as perdas de carga

para o caso de ultilizag3c em reatores de leitc fixo.

TABELA IV.1 ~ SUPORTES SILICICOS NA IMOBILIZAGQAOC DE GOx
Tipo de Reator Caracteristicas do Suporte Ref .
PFR vidro poroso, dp = 728, ¢ = 100-200 g3
estocagem vidro poroso, dp = 738 £ 80 80
PFR (reciclol vidro nEo porosce, ¢ = 40-60 54
PFR vidro poroso, dp = 475, ¢ = 80~120 ’ 40
PFE, batelada vidro niio poroso, ¢ = 16-20 46
batelada celite, ¢ = 20-30 e SO-BO ' 53
batelada celite S6B0, ¢ = 100-2300 858
PFR celatom MP-76, ¢ = 32, 20-532 e B8-10 e8a
PFR = reator de leito fixo
dp = difmetro de pore Cangstrons)
@ = diametro da particula (meshd

Os suportes silicicos amino silanizados podem ser
utilizados para muitas enzimas e com diferentes métcodos de ligagio
covalente (9, pag. 17-18 (diazotizagZod; pag. 27 (ligag3o

peptidicald; pag. 38-40 (glutaraldeidol], o que proporciona grande



campo de aplicagBes para os suportes estudados, A utilizagdo do
tratamento hidrotérmico para alargamento dos poros da silica
permite a obtengic do produte com diferentes tamanhos de poro,
dependende da temperatura do tratamento {61], possibilitando assim
o estudo e a otimizaglo da imobilizaglio de determinada enzima em
funcia desse parametro. Embora o vidro nZoc tenha sido
caracterizado, a atividade imobilizada de B8 Ursg (Cap. III, 4.4.1D
representa de dez a cem vezes os valores obtidos anteriormente
{46], sugerindo que © tratamento feito (Cap. 11, 3.1.27 deve ter
alterado a estrutura superficial do vidro, melhorando as suas
propriedades para a imobilizagHo.

2 — O estudo das condicBes de silanizacBo feito com a
sfilica permitiram o estabelecimento de condig¢®es simples de reagZo
em relagio a outros métodos descritos na literatura (Tabela 11.15,
com uma boa cobertura do suporte (Cap. II1.25. O método de medida
pelo ganho de massa do suporte apds a silanizagZo (Cap. I1II.3.2>
pode ser aplicadeo a um suporte silicico de &area superficial
conhecida, determinando-se assim a quantidade média de grupcs
amino disponiveis por unidade de Area do suporte.

3 - Apesar da alta capacidade de absorgZo da enzima
durante a imobilizag3o ( até 110 Urg para o celite e 400 Urg para
a silical houve limitag3oc da taxa de reacfo devido a efeitos de
difusfc interna, principalmente na casco da éilica. Essas
resisténcias foram atiribuidas principalmente 4 difusZoc do
substrateo em conceniragio limitante, o oxigénioc, & parcialmente
venclidas pelo aumente de sua concentragfio através do uso de
catalase + perdxido de hidrogénio (Cap. III, 8. A imobilizacHo

de enzimas gue catalisem reag¢les envolvendo um dGnico substrato
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deve ser considerada como uma melhor forma de avaliar esses
efeitos difusiconais, além de se esperar nesse caso uma melhor
eficiéncia do produtco imobilizadeo devido & auséncia do segundo
substrato de concentracio limitante.

Comparando-se as atividades obtidas (Caté 28 U-sy para a
silica ¢ B0 Urg para o celite) com as do produto oferecido pela
Sigma (Catalege Sigma, Sigma Chemical Company, 1889, iaag. 643,
item G 9285, prego : 285 U x USE 3.382-1U00, imobilizado por oclus3c
em gel de poliacrilamida, com 20-40 Urg, pode—se considerar que a
glicose oxidase oblida & compativel com as caracteristicas de um
produto comercial, embora n3o tenha sido feita uma analise de
custos.

4 - As atividades da enzima livre e imobilizada em
relacio aoc pH, temperatura e concentragic de glicose concordaram
com os resuliados encontrades na literatura (Cap. III, 5.1, B.2,
5.40. Em termos de estabilidade térmica, obteve-se um produto
mais estavel gque os descritos (Tabela II1I1.5.

5 ~ Os resultados com reatores aerado e utilizando
perdxido de hidrogénic, também estio de acordos com os esperados,
obLendo-se uma atividade muitco majior no segundo case [471.
Congsidera-se esses testes com reatores apenas como uma avaliagHo
prévia porgue o ideal seria utilizar um reator de leito fixo, com
reciclo, reduzinde os efeitos de difusioc e operando em
concentragBes préximas as desejadas num processo (pelo menos 10 %

de glicose na alimentaglc do reatord.
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