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RESUMO
-
Essa dissertacdo apresenta os resultados, com o objietivo
de se produzir suportes silicicos de porosidade controlada para a
imobilizac30 de enzimas.
Inicialmente, silicas de tr&s procedfncias, uma prepara-—
da em laboratério e duas disponiveis comercialmente, foram subme-

tidas a tratamento hidrotérmico em cinco temperaturas, Os produtos

resultantes caracterizados pﬁr pare%&metria de intrus3o de merco-
rio e -suas capacidades de imobilizaﬁao da enzima amiloglicosidase
avaliadas. Us resultados sugeriram uma relacd3o linear entre &
pressdoc do tratamento hidrotérmico e o diametro de poro médio re-—
sultante, mostrando também que a silica preparada em laboratério
era a mals adequada para imobilizagdo da enzima.

Parﬁindmwﬁe.doa dadtios anteriores, comecou—-se a otimizar
0 método de preparacd3o da silica, como o cobistivo de melhorar &
capacidade de imobilizac3o do material, avaliando-se a qualidade

s

dos produtos pela medida do volume de intrus3o de agua, porosime-—
tria de mercurio e imobilizagdo de amiloglicosidase. 08 suportes
foram considerados adequados gquando se conseguiu  imobilizar uma
guantidade de enzima equivalente aos melhores dados encontrados na
literatura. Para suportes tratados a 15@0-27@8°C, obteve-se didme-
tros medios de poro de 100-7920A e conseguiu-se estabelecer uma re-
lacdo simples entre a temperaturs e o tamanho de porg resultante.
Esses suportes foram caracterizados por porosimetria de mercurio e
microscopia eletronica de varredura e utilizados na imobillizagdo
de "horsehadish" peroxidase, amiloglicosidase. glicose oxidase,
invertase, lactsse e albumina de soro bovino. Para cada proteinsa
foi estabelecido o diametro de poro 6timo para imgbilizaclio e a

relagdo entre a atividade retids apts a3 imopilizagao e © tamanho

de particula, nesse didmetro 6timo.



Ds resultados foram comparadeos com publicados na litera-
tura para cada gnzima e tambeém fol sugerido um mélodo pars se ava~

liar o didmetro de poro 6timo para imobilizagdo de determinada

proteina, a partir do seu peso molecular.



ABSTRACT

This dissertation preéentﬁ the results a;minq the
development of controlled pore siliceous supports for enzyme
immobilization.

At first, silicas from three sources, one prepared in
laboratory and two commercially available, were submitted to
hydrothermal treatment in five temperatures, the resulting
products were characterized by mercury intrusion porosimetry and
their capacity of immobilizing the enzyme amyloglucosidase were
evaluated. The results suggested a linear relationship of the
hydro thermal treatment pressure with the medium pore diameter and
also showed that the silica prepared in laboratory was the more
suitable for enzyme immobilization.

VStarting from the previous data, the method optimization
for preparation of the silica support was initiated, being the
quélity of the products evaluated by measuring the water intrusion

’

volume, mercury porosimetry and amyloglucosidase immobilization.
The - supports were - considered suitable when the amount of
immobilized enzyme was equivalent to the best data on the
literature., Supports hydrothermically treated in the range of
159-27@0°*C, the medium pore diameter was 108-278A, and a simgle
relation between the temperature and the resulting pore diameter
was established. The last supports were characterized by mercury
porosimetry and scanning electronic microscopy and the
immobilization of horseradish peroxidase, amyloglucosidase,
glucose oxidase, invertase, lactase and bovine serum albumin were
afforded.

For each protein, the optimum pore diameter for
immobilization and the relation between the immobilized activity

and the particle size, in this optimum diameter, was established.



The results were compared with the previously published
on the literature, for the enzymes under study, and a method to

evaluate the optimum pore diameter for protein immobilization,

from its molecular weight, was suggested.
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INTRODUCZO GERAL

A imobilizacdo de uma enzima significa gque ela fol con-
finada ou localizada numa regi3o definida, com retengdoc da atividg
de, de modo a ser continuamente utilizada. Ha diversos motivos
que tornam a imobilizac¥o um procedimento desejavel, destacando-se
o fato de que a enzima pode ficar retida no reator, o que poderad
significar uma economia aprecidvel quando se considera o custo e~
levade da maioria delas. Na utilizacd¥o da enzima na sua forma so-—
lavel, aleém da necessidade de recarga do reator, o produto obtido
sai contaminado com a mesha, podendo requerer uma oOperacido para
sua remoclc ou inativagdo, o que acarretaria um aumento de custo
do processo. A imobilizaglo normalmente tende também a aumentar a
vida dtil da enzima, otimizando dessa TfTorma seu aproveitamento.
Dutfa'vantagem & a possibilidade de coimobilizac¥o de mais de uma
enzima, aumentando a efici®ncia global no caso de se utilizar uma
sequéncia catalitica (Bailey & 0Ollis, 198&). Essas caracteristi-

’
cas fazem com que a enzima imobilizada seja atrativa para produgi3o
em largQa escala e/ou utilizaecgldo de enzimas de elevado custo de
obtencdo.

A tecnologia da imobilizacdo de enzimas envolve basica-
mente a escolha de um suporte e do método de imobilizac3oc a esse
suporte que resulte num preparado imobilizado ativp e estavel.
Pigplie—se atualmente de vérias técnicas de imobilizac3o de enzimas
(Chibata, 1978), assim como de um grande numero de matrizes
(Woodward, 1983), englobando materiais organicos e inorgdnicos,
naturais ou sintéticos. Apesar da existfncia de suportes baratos,
como polimeros e minerais naturais, 8 utilizagdo de enzimas imobi-
lizadas em processos tem exigido a elaboraglio de matrizes especi-
ficas para essa finalidade, gque resultem em preparados imobiliza-

dos com altas atividades e caracteristicas hidrodin3micas adequa~-



das a0 uso em reatores.

A imobilizacdo de biccagalisadmres ewstd agora amadure-—
cendo como uma tecnologisa estabelecida e com fronteiras delinea-
das. Beu sucesso estd intimamente ligado ao desenvolvimento de
novas enzimas e as metodologias de imobilizacdc comecam a ser con—
sideradas como uma opcio no desenvolvimento de processos. Nesse
contexto, & producso de um suporte especifico para a imobilizac3o

representa uma etapa chave no estabelecimento da autonomia na tec-

nologia de enzimas imobilizadas. O potencial de aplicacdes tem se

estendido as areas de processo industrial, tratamento médico, ana-

litica e estudas bioquimicoa, entre outras (Rosevear, 1984),.

Em 1986 foi defendido o primeiro trabalho de tese da En-
genharia Quimica da UNICAMP no campo da imobilizacdo de proteinas
(Peres, 198&). Nesse trabalho foi pesquisado o uso de suportes
poliméricos na imobilizagdo de aﬁtigenos da doemnca de chagas para
realizacdo de testes ELISA (Enzyme Linked lImmunosorbent Assay) em
andlises clinicas rotineiras. 0 campo de tratamentoc de sdperfi-

'
cies dentro da Engenharia Quimica ficou, dessa maneira, aberto a
futuras pesquisas, atendendo avs diversos campos de aplicagdo. Em
1988, outro trabalho nessa linha demonstrou a abilidade desses su—
portes poliméricos em imobilizar invertase e glicoamilase
(Cardoso, 1988). Dando continuidade a esses trabalhos, no sentide
de contribuir na area de materiais aplicados a biotecnologia, co-
megou—-se a estudar o uso de suportes inorgd@nicos na imobilizagdo
de proteinas. Dessa fdrma, em 1990 foi concluido um trabalho ob-
jetivando a preparacdo de suportes silicicos para imobilizac3o de
proteinas, testados com & enzima glicose oxidase (Trevisan, 1990).
Considerando os bons resultados obtidos, os estudos agora desen—
volvidos visam a Qtimizagéo dos suportes silicicos, objetivando a

generalizagdo do uso dos suportes, de forma a propiciar condicgbes

Gtimas de imobilizag8o para gqualquer proteina.



COPITULO I — SUPORTES INORGANICOS PARA IMOBILIZACED DE ENZIMAS
1 - INTRODUGHO

Guando se considera & utilizac3o de uma enzima imobili-
zada em reatores, deve-se procurar o tipo de suporte mais adeqguado
as caracteristicas de fluxo e no qual a enzima possa ser eficien-

temente imobilizeda. (s materiais disponiveis podem ser classifi-

cados em organicos e inorganicos, de acordo com a composicdo, e

naturais ou sintéticos, segundo o método de obtencdo (Tab. 1.1).

Tabela 1.1 - Matrizes pare Imobilizacgdo de Enzimas

Suportes Organicos:

Folimeros Naturais - Poligsacarideos - celulose
’ amido
dextrana e agarose
quitosana e quitina

— Proteinas - colageno
seda

- Materials de Carbono

i

Poplimeros Sinteéeticos Poliestirenos

- Poliacrilatos = poli{meta)acrilato
anidrido polimetacrilico
poliacrilamidas
poliacrilonitrila

- polimeros do anidrido mal@ico
~ polipeptideos
~ polimeros alilicos e vinilicos

-~ poliamidas

Suportes Inorg@nicos

Minerais - argila
bentonita
celite
pedra pomes

Sinteticos ~ vidro de porosidade controlada
Gxidos metalicos
metais
vidro ndoc poroso

Ref. (Scouten, 197&)



Embora os primeiros artigos se referissem & enzimas imo-
bilizadas em suportes inorg&nicmsn(Nalﬁmm B GriTiin, 19146 Tatoe &
Lyle, 1944), na fase seguinte de desenveolvimento os poliscros e
ganicos foram favorecidos, devido 4 facilidade com que as enzimas
podem ser ligadas &5 suas superficies. O0Os procedimentos utiliza-
dos eram muito uteis e gquimicamente compreensiveis, mas ndo davam
€nfase adequada ao uso da matriz em larga escala, onde o seu custo
e as propriedades hidréulicas s3o as caracteristicas mais impor-
tantas;wm
.. Muitps materiais inorgdnicos podem ser fabricados na for
ma de corpos porosos raigidos e mecanicamente resistentes. Esses
materiais tem sido usados ha muito tempo na induistria qQuimica e
possuem muitas das propriedades necessdrias acs suportes para imo-
bilizac¥o de enzimas. Embora muitos pos inorgadnicos tenham carac-
teristicas adsortivas adequadas e sejam baratos,; suas propriedades
fisicas e hidraulicas geralmente requerem que eles sejam produzi-
dos ou modificados especificamente para a imobilirzagdo, Dessa

#
forma, varios suportes foram desenvolvidos, de modo a comportar a
enzima e 0s substratos de alto peso molecular geralmente presentes

Weetall & Filbert, 1974; Tomb & Weetall, 19743 Messing, 1975;

Miles & Thomson, 1976).
2 - PROPRIEDADES

Com o objetivo de maximizar o contato enzima-substrato,
o suporte deve ter também a area superficial maximizada. Para se
conseguir isso pode—se utilizar particulas n3o porosas muito finas
( < 5@ um)} (Robinson et &l., 1973), ou particulas porosas maiores,
onde a superficie interna acessivel através dos poros compensa a
reducdo da area externa peloc aumento de seu tamanho {(Weetall,

1975; Messing, 1975a). O contato mais eficiente com o fluide de



processc normalmente @ conseguido atraves de um leito de particu-
las rigidas, gque ndo devem ser mulito pequenas, NO caso de um leito
fixo, para ndo restringir demasiadamente o fluxo. Por essas ra-
zbes, ps trabalhos recentes estdo concentrados na utilizagdo de
particulas inorganicas porosas, na faixa de 100-1000 pm.

As principais propriedades dos suportes inorganicos em
relacio aos orgidnicos s3do?

2.1- Propriedades fisicas e hidraulicas: os suportes i-

norganicos éﬁa incompressiveis, mesmo scbre_pressio hidrostéatica,
o que pode ndo occorrer com os organicos, implicando em empacota~
mento do leito, com alteracdo do tamanho e forma da particula.
Embora tais problemas ndo ocorram com polimeros fibrosos comoc &
celulose, esse tipo de material n3o & muito versatil do pontp de
vista do uso em reatores. Outra diferenga entre os dois tipos de
suporte ¢ a maior densidade dos materiais inorgadnicos, facilitando
sua retenclp em sistemas de leito fluidizado. 0Os suportes inorgd-
F

nicos podem também ser esterilizados com vapor a altas temperatu-—
ras e até mesmo calcinados, de forma a remover residuns orgdnicos
e permitir sua reutilizacdo.

0 tamanho e formato dos poros e importante pelo fato das
enzimas serem moléeculas grandes (50-500 A), e também os substratos
em alguns casos. Dessa forma, a utilizac3o de materiais rigidos &
vantajosa, no sentido de gque os poros podem ser controlados duran-—
te a sua preparacgido e sua forma e tamanho serio mantidas durante a
utilizacd¥o.

A estabilidade meca@nica dous suportes inorgdnicos resulta
fnum leito de particulas com velocidades de escoamento constantes e
baixa gueda de pressdo (mesmo com fluidos viscosous), o que minimi-

za os custos de bombeamento e simplifica o controle do processo.



2.2~ Propriedades quimicaes: & maior vantagem dos supor-
tes inargdnicos & o fato deles se;em relativamente inertes.

A insolubilidade do suporte & um dos requisitos para a
imobilizac¥o, j& que sua solubilidade, mesmo baixa, pode acarretar
liberagdo da enzima imobilizada, alteracles na estrutura dos poros
ou mesmo oD colapso das particulas.

A inércia quimica ¢ vantajosa em minimizar possiveis e~
feitos da superficie sobre a enzima ou substrato, além de reduzir
o potencial do material como substrato para microorganimos e per-—
mitir o uso de calor e reagentes fortes para sua esterilizaclo e
limpeza (Messing, 1975). & importante lembrar que a recuperacio
do suparte pode representar a reduc3o dos custos operacionais em
uma planta utilizando enzimas imobilizadas.

flutra caracteristica decorrente da baixa solubilidade
dos suportes inorgdnicos @ a sua baixa toxicidade, caracteristica
primordial em indistrias alimenticias e farmac@uticas. & claro
gue a técnica de imobilizagldo também deve ser considerada nesse

4
Caso.

3 - SELEGZO DO SUPORTE

Na selec3o de um suporte para imobilizac3o de enzimas,
deve-se considerar os sequintes fatores (Eaton, 19743 Weetall,
19763 Porath & Axen, 1976):

1- propriedades mecdnicas, como & rigidez e & durabilidade,
quando submetido a agitaclo mecdnica & compressdo;

2- forma fisica (grios, fibras, tubos, etc.) e tamanho das
particulas}

3- resisténcia a ataque quimico e microbianog

4- caratteristicas de superficie, como: carga -eletrostatica,

hidrofilicidade, possibilidade de adsorver substdncias, area su-



perficial, composigdo guimica;

5- morfolegia (poroso, n3o poroso ou gell;

&~ permeabilidade;

7—- capacidade de ser derivatizado {ativadoly

B- preco e disponibilidade comercialy

9- possibilidade de regeneragio.

A andlise desses fatores deve levar em considerag3o as

caracteristicas da enzima, do substrato, do meio reacional e do
tipo de reator ; ser Q?ilizado, eHE?é buiras. Nesses termos,

Eaton (1974) fornece uma "arvore de decis3o” com as qguestbes que

devem ser respondidas em relacdo & enzima e a0 suporte para sua i-

mobilizacg3o:

Com relacdo a enzima

1- qual é O peso molecular e fﬁrma da enzima?

Z2—- guais as condicles experimentais para que se tenha ativi-
dade catalitica méxima, com relégan & escolha do tampi3o, pH de a-—

:
limentacdo, concentracio do substrato e presenga de ions ativado-
res?

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

4~ quais sd0 os inibidores da enzima?

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

&— gual a técnica de imobilizac3Ho que serd adotada?

7— em que condighes a enzima imobilizada sera wtilizada?

Com relacdo ao supeorte:
1— a morfologia do poro permite a entrada da enzima?
2- a enzima pode ser imobilizada no suporte?
3- a4 enzima imobllizada, e 0 suporte, sdo guimicamente resis-—

tentes a:(l) meio acido?, (2) meio basico?, (3) meios salinos?



4~ ¢ material pode ser convenientemente manuseado?

5~ 0 suporte resiste a compressao?

6—- a carga de enzima no suporte & adequada a0 sistema 7

7- qual a maxima queda de pressio tolerada pelo sistema®?

8- como a queda de pressio & afetadsa pelo tamanho e forma da
particula e pela vazao?

9~ qual & a meia vida operacional do sistema?

i~ como a meia vida & afetada pela temperatura, pH e outras
condigbes?

11- em que condiclies a enzima imobilizada deve ser estocada?

12- gqual o custo do éistema imnﬁilizado?

Das quéstﬁes apregsentadas acima, a mais importante con-
sideragio a fazer e em relagio ao tamanho do oro e da enzima,
pois deve-se considerar que o poro deve comportar a enzima e ©
substrato durante a reac3o. QOutra obﬁervagaé importante @ em re-—
lac3o as condicles de reacgdo, pois deve—se usar um suporte quimi-
camente inerte, quando submetido ao meio reacional.

4

Devido ao grande numero de metodos e enzimas existentes,
n3o se pode fazer generalizaghes quanto & escolha do suporte, mas
apenas coletar a maior quantidade de informacbes disponivelis sobre
o sistema enzima—-suporte gue se deseja estudar e procurar obter u-

ma enzima imobilizada de baixo custo, com boa atividade especifica

e estabilidade operacional.
4 -~ MgTODOS DE PREPARACAD DE SUPORTES SILiCICOS

Desde minerais baratos ate materiais ruidadosamente con-
feccionados tem sido usados como suportes para imobilizac3o de en-—
zZimas. Embora o uso de minerais tenha a sua importancia, devido
a0 baixo custo do suporte, o desenvolvimento de suportes inorgani-

cos sintéticos fez—~se necessdrio devido & escassezr de aerogéis ma—




croporosos naturais. Normalmente o suporte deve ter poaros com
didmetro na faixa de 250 a 1000 A.;ara permitir o acesso da enzima
e do substrato (Huanq,“lqa?). 0O volume de poros também deve ser o
maior possivel, sem comprometer as propriedades mecdnicas. Acima
de tudo, o suporte deve permitir a formacd3o de um "composto” ativo
enzima-suporte.

O suporte sintético mais amplamente empregado é © wvidro
de porosidade controlada {controlled pore glass, CPB), um vidro
rhacrupé;bso com alto teor de silica preparado por lavagem da fase
alcalina de um vidro bourosilicato (Huang, 19893 Weetall, 1975;
Eaton, 19743 Yang & Huang, 1989; Tanaka, 19873 Nakajima et al.,
19863 Hitachi, 198%; Mivazaeki, 19823 Sumitomo, 19813 Sumitomo
198la; Sumitomo, 1981bj; Haller, 1965). 0 volume & tamanho dos po-
ros pode ser controlado até certa extensdo, de modo a se conseguir
‘propriedades proéximas &s desejadas. 0O problema encontrado no CPG
é gque ele se mostrou instavel em operactes de longa durag3o, devi-
do & continuidade na reﬁogzo da fase alcalina, aumentando o tama-
nho é volume dos poros. O custo do CPG (US$ 19,26/m1 )} (Sigma,
1992) torna-o indesejavel para certas aplicacbes (Messing, 1974),
mas putros materiais porosos mais baratos podem ser fabricados.
Silica, alumina ou titd@nia podem ser produzidas em particulas de
porosidade controlada, pela formagXo de uma pasta com sais de zir-
cénic e aquecimento a &BO°C (Messing, 1975a); alternativamente, &~
cidos orgd@nicos € seus sais podem ser utilizados na formag3o da
pasta (Messing, 1974a). A fabricacdo de suportes silicicos poro-
s05 pode ser tambem a partir da hidrédlise de compostos silicicos,
como o tetraetdxi-silanco ou o tetrametdoxi-silaeanco (Zorvya et &l.,
198%9; Kakuta et al., 1989; Sakubana & Yukitsuka, 1989; Boonstra et
&l., 1989; De la Rosa-Fox et al.,1987; Ota, 1987; Shimadzu, 1984;
Suwa, 1983).

Outro método utilizado para a preparacio de suportes
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consiste em se tratar hidrotermicamente geéis de silica. 0O proce-
dimento compreende em se prepara;‘a silica gel microporosa a par—
tir de silicato de sodio neutro e acido cloridrico (Trevisan,
199@; Novak & Berek, 1984; Pal et al., 1984; Tamenori & Yoshagawa,
19853 Klein, 1985; Broecker et al., 19863 Yamauchi & Nomura, 1986)
e tratid-la numa autoclave, de modo a se obter o tamanho de poro a-
dequado a impbilizagao de enzimas. Embora Jjéd existam trabalhos
que considerem o uso do tratamento hidrotérmico como meio de alar-—
gar os poros de materiais silicicos (Le Page, 1973; Kiselev et
al., 1975y Pak & Chu, 1988), nenhum deles se dedicou Wespecif}caw
mente ao estudo de éua aplicacgdo na imobilizacdo de enzimas.

Em trabalho recente (Kondo et al., 1989), silicas sinte— -
tizadas pela decomposigido de silicato de sddio e tetraetoxido de
silicio foram tratadas hidrotermicamente, obtendo—se suportes com
didmetro de poro entre 4@ 97957 A, utiliéados no estudo da adsor-
c3o de albumina e fibrinog®nioc bovino. A preparagio de silica gel
a partir de uma soluci3o de silicato de sddio (um sol de silica es-

P

tabilizado) compreende as seguintes etapas (Hench & West, 1990):

1 - Ge]ificag&b t com a desestabilizagido da solucdo de sili~—
cato de sGdio pela variag3c do pH as particulas coloidais se li-
gam, formando uma estrutura tridimensional. A viscosidade do sol
aumenta drasticamente e resulta num corpo sé6lido com o formato do
recipiente que o contém. 0 tempo necessarioc para a gelificag3do va
ria em func3o do pH e a curva obtida tem um maximo em torno de pH
2 e um minimo em pH 5-6 (Hench & West, 1998). As reacbes de poli-
merizaglo que ocorrem (1.1) s3p ativadas termicamente, de modo que

o aumento da temperatura acelera o processo, diminuindo o tempo de

gelificacldo (Mackenzie, 1986).
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2 8i(DH)a —— (HO)5~5i~D-8i-(0H)x + H=0

l & Si-{OH)a

Si(0OH) = Si(OH) (1.1)

: b
(GH}x"Si—U“éi—m—mﬂmwuéi_U“Si”(QH}3

b b

éi(OH)a éi(ﬂH)m

2 Envelheﬁimenéa: implica em se manter o gel durante
determinadd tempo imerso num liquido. Quando o gel & mantido com
liguido nos poros sua estrutura e propriedades continuam a mudar
depois de atingido o ponto de gelificaglo. Alguns processos gque
podem ocorrer durante o envelhecimento si3dot

a) As reactes de policondensacdo (1.1) continuam a ocorrer na
estrutura, desde que hajam grupos silandis suficientemente proxi-
mos. Esse fenémeno pode ser acelerado pelo tratamento hidrotérmi-
co, que aumenta a taxa da reacso de condensacio.

b) O envelhecimento do gel e a resultante expulsido de liquido
dos poros & chamada singrese (Hench & West, 19983 Scherer, 1988;
Yoldas, 198&). 0 fendmend octorre devido a4 formacgdo de pontes de
ligagdo entre as particulas coloidais do gel © é€ controlade pelo
balango entre forgas de repulsiio eletrostatica e de atragio por
forcas de van der Waals, podendo ser controlado pela adic3o de
eletrolitos. A taxa de contracldic do gel por sinérese tem um
minimo no ponto isoelétrico, que para os silicatos ocorre num pH
proximo de 2. A sinérese aumenta com a concentragl3o de silica e a
temperatura e diminue com o tempo, resultadoc do aumento da rigidez
da estrutura pela formacd3o de "pontes" (Hench & West, 19790).

c) 0 endurecimento do gel envolve dissoluc¥o e reprecipitac3o

na estrutura. Como superficies convexas s3o mais soluveis do que

concavas, 0 material dissolvido tende a reprecipitar em regibes de
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curvatura negativa, preenchendo poros pequenos € ligando regibes
na estrutura. 0O resultado & um a;mEﬁtc do tamanho médio dos poros
e decréscimo da area superficial.

Durante o envelhecimento a rigidez do gel! e aumentada,
diminuindo sua quebra durante a& secagem. 0s principais pardmetros
que controlam o protesso s3o 0 tempo, a temperatura e o pH. De-
pois que o gel foi formado, o envelhecimento pode ser utilizado
com a finalidade de reforgar sua estrutura sem alterd-~la ou aumen-
tar o tamanho‘ﬁo porémé diminuir a sua Aarea superficial (lIler,
1986). O envelhecimento térmico envolve dois estagios distintos
{Hench & West, 1990): primeiramente o volume e didmetro dos poros
aumenta, com pouca mudanga na area superficial; prolongando-se o
envelhecimento a 4rea superficial comega a diminuir ¢ o tamanho do
poroc continua a aumentar, sem alteracgdo significativa no volume de
poros. )

33— Secagem: durante a secagem do gel, que pode ser divi-
dida em trfs estagios (Hench & West, 1990; Kawaguchi et al., 19843
Dwiv;di, 1986), o liguido & removido da sua estrutura.

12 Estaqio: o decréscimo de volume do gel & igual ao volume
de liquido perdido por evaporacdo. A estrutura se deforma devido
a grandes forgas capilares, o gue causa 0 encolhimento do gel. As
maiores mudancas em volume, massa, densidade e estruturais occorrem
nesse estidgio, gue termina quando cessa a contraci¥o do gel.

22 Estagio: o 19 estagio termina e comega o 28 quando o ponto
critico & alcancado. Nesse ponto a rigidez da estrutura aumentou
suficientemente, devido 4 maior densidade de empacotamento da fase
stlida, para impedir que e®la continue a contrair-se. Durante esse
estadgio ocorre o esvaziamento dos poros, que ficaram cheios duran-—
te todp o estagio anterier de secagem.

32 Estdgior inicia-se quando os poros estdo praticamente wva-

zios e comeca a evaporagao dos filmes superficiais. No inicio desg
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se estégio o gel pode ja ser considerado seco, pois n3o hé mais my
dangas dimensionais, mas apenas uma perda lenta e progressiva de
peso ateé se atingir um ponto de equilibrio, ditado pela tempera-
tura e pressdo parcial de agua no ambiente.

A guebra do gel durante a secagem dificilmente ocorre dy
rante o 19 estagio, a n3do ser que o gel ndo tenha sido suficiente-
mente envelhecido e esteja muito fragil (Scherer, 1986; Scherer,
1987; Scherer, 1987a; Scherer, 1987b; Scherer, 1987c¢; Scherer,
1988), porém ocorre com fregu®ncia no inicio do 29 estagio. Neste
ponto os po?os maiores pararam de contrair-se, devido 4 perda mais
rapida de liquido, e os menores ainda est3o se contraindo, gerando
altas tensBies ng material. Durante o 382 estdgioc n%o ocorre guebra
do gel.

O tratamento hidrotérmico consiste em se manter o gel,

com os poros cheios de 4gua, durante deterﬁinado tempo, em condi-
clies de temperatura (e pressi3io) acima do ponto normal de ebulig3log
da agua. Apos a gelificagdo, esse tratamento acelera o envelheci-
:

mento do gel, aumentando sua resist@ncia, tamanho e volume de po-

ros, com decréscimo da sua area superficial. Submetendo—se o gel
apos secagem ao tratamento hidrotérmico pode-se observar apenas o
aumento do tamanho de poro, com decréscimo da éarea superficial,
sem alteracdo do volume de poros. O processo € semelbante ao 29

estagio do envelhecimento e parecem predominar os fenémenos de disg
s0lugdo e reprecipitacdo, com reaglies de condensacdo entre os gru-—

pos silandis préaximos.
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CAPITULO 11 - ENZIMAS

“u

1 - INTRODUGHO

Enzimas &30 catalisadores bioldgicos, constituidos de
proteinas ou glicoproteinas, gue participam de muitas reagles qui-
micas nos seres vivos. Ao conptrario dos catalisadores quimicos,

as enzimas catalisam as reacbes em condigles muito brandas, geral~—

mentérem salugmesmaaﬁosas neutras, a temperatura e press3o ambien-
tes. As enzimas também se caracterizam pela especificidade em re—
lag3o ao substrato, algumas atuwando num limitado grupo de compos-—
tos, enquanto cufras agindo quase que exclusivamente sobre um uni-
co substrato.

As enzimas sdo usadas hd muito tempo, mesmo antes de se—
rem conhecidas, e seu uso extendeu—-se gradualmente & producdo de
bebidas, alimentos, t&xteis e medicina. 0 desenvolvimento da bio-
quimica, a elucidag3do dos mecanismps de reagdo e o desenvolvimento

]
de novas fontes de enzimas diversificaram as suas aplicagies.

2 —= ENZIMAS COMO CATALISADORES

Um catalisador & um composto gque aumenta a velocidade de
uma reacdo quimica, sem sofrer uma mudanca qQuimica permanente na
sua estrutura. Embora o catalisador altere a taxa de reagsio, di-
minuindo a energia de ativagiio reguerida parsa gue ela se complete,
ele nido afeta o seu eguilibrio.

A principal diferenga entre um catalisador sintético e
una enzima & a especificidade. A maloria dos catalisadores sinté-—
ticos n3do sdo especificos, catalisando reacgbes similares, envol-
vendo varios tipos de reagentes. 0 grau de especificidade das en~

zimas depende do seu papel biplégico, n3o se podendo esperar, por
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exenplo, vm alto grau numa enzima cujsa funclo seja hidrolisar pro-—
-
teinas parae produzir aminodcidos,
Dutra caracteristica das enzimas € a Trequente exig®ncia
ge um cofator, um ccmpustp nido protfico que combina-se com uma
proteina inativa (apoenzima) para resultar num complexo cataliti-

camente ativo. Existem doils tipos de cofatores, os mais simples,

que s3o ions metdlicos e &s coenzimas que s3o0 moléculas orgadnicas

complexas. A exist@ncia de cofatores €& um ponto muito importante

a se considerar na produc3o e aplicag3o de énzimaﬁ:w measmo  porqu
enzimas com o mesmo nome, mas de diferentes fontes, podem exigir
cofatores diferentes.

Outra diferenca entre os catalisadores sintéticos e as
enzimas & que as Ultimas exigem um manuseio cuidadoso, pois & re-—
lativamente facil perturbar a configuracdo nativa da enzima e des-—

truir suas propriedades cataliticas (Bailey'& Ollis, 1984).
2.1 - Atuacio das Enzimas

Embora n3o haja uma tecria simples gue explique a ativi-
dade e a especificidade da catalise enzimAtica, ha varios fenome-
nos, baseados em evid@ncias experimentais, que podem ser combina-
dos de modo a conferir caracteristicas especiais as enzimas. A a-
C3o da enzima ocorre através da formagio do complexo enzima—

substrato, pela regi3io da enzimsa denominada sitio ativeo, onde o0-

corre posteriormente a reacdo & os produtos sdo liberados., A 1i-
gagido enzima-substrato geralmente ocorre devido a forcas de atra-
gdo fracas, como pontes de hidrogénio, embora algumas ligaglies do
tipo covalente sejam conhecidas. Acredita—-se que apenas uma pe-
quena fracdo da enzima participa do sitio ativo, sendo gque o res—
tante dos aminoadcidos determina a estrutura espacial {(terciaria)

adequada para a catdlise.
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Ha algumas teorias sobre a maneira como & enzimea atua

o

sobre ols) substrato{s):

1- efeito da proximidade: a enzima "segura” o subs-

trato de forma que o0s grupos cataliticos da enzima e o(s) grupo(s)
reativo(s) do substrato estejam proximos,

2— efeito de orientacio: a enzima orienta o subs-

trato para a posicgdo mals favoravel a reac3o,

3— acoplamento induzidg: algumas medidas feitas de

forma é avéliar mudangas na estrutura da enzima, devido & intera-
G - com o substrato, evidenciam uma molécula levemente flexivel,
cuja estrutura se ajusta de modo a acoplar o substrato, e wvai .Qe
alterando a medida que a reacdo progride, de forma a acelerar a

transformacdo de cada intermediario (Bailey & 0Ollis, 1986).

2.2 - Cinética Enzimadtica

, Um experimento tipico para medir a cinética enzimatica
consiste em se misturar, em tempo zero, scoluctes de substrato e
enzima, purificados, num recipiente com agitaclio moderada, fechado
e isotérmico, contendo uma solugdo tampdo para controle de pH. A
concentracio de substrato e/ou produto & monitorada a medida que a
reagio se processa. Tipicamente, s3o usados dados relativos a ve-
locidade inicial de reac3o, pois nesse ponto as concentraglies sao

bem conhecidas. A inclinacdo inicial da curva de substrato, ou

produto, em relacgdo aoc tempo ¢ estimada a partir dos dados:

dp/dt|g-¢ = - ds/dtlt_m = vluum (2.1)

concentragado inicial de substrato

L
c
)
pe
=3
D
L]
H
i
&
1

concentragdo inicial de produto

o
It
s
H

Deve-se considerar, durante os estudos cinéticos, a pos-—

csibilidade de degradaciio da enzima durante o experimento.
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Devido ao fato das enzimas serem obtidas como uma mistu-
ra de.diveraas proteinas, que difi;ilmente podem ser separatas e
dosadas individualmente, além da possibilidade da presence de
‘moléculas de enzima inativas, n%o se mede a guantidade de enzima

pela "massa de enzima", mas sim pelo numero de unidades de ativi-

dade. Uma unidade significa a guantidade de enzima gue oferece u-

ma certa atividade catalitica sob condicgbes padrfiies fixadas peara

gsta enzima; por exemplo, uma unidade de glicose oxidase pode ser
especificada como a gquantidade de enzima que catalisa © consumo de
1 uymol de glicose (ou de uxig@niu}; durante um minuto, a 25 °*C, em
tamp3ic citrato-fosfato 8,85 M e pH 5.5. A flexibilitdade em rela-
Gedo a definigdo da atividade, sem uma norma padronizada, faz com
gue uma mesma enzima seja dosada em condicbes de reacdo e em sis-
temas de unidades diferentes, ndo permitindo uma comparac3o direta
dos valores &isponiveis na literatura.

A modelagem dos dados cinéticos pode ser feita atraves
da adogdo de um mecanismo de reacdo, seu equacionamento e ajuste

#

dos par3metros a partir de dados experimentais. 0 tratamento pro-
posto por Michaeles-Menten &€ o0 mais simples usado e geralmente a-
plicado como uma derivagd3o de mecanismos mais complicados, sendo,
por isso, apresentado aqui. Como mecanismo de reacdo, assume—se a
formacdo de um complexo ES (enzima-substrato) que pode se disso-

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

Ka
S + E == ES (2.2)
K= -
EE —0s E + P (2.3)

Por questdo de simplicidade, nas equagles abaixo consi-
dera—-se: e = [E]l, {(es) = [EB), ee = [Eaw] @ 5 = [5]
Para a reacgdo em equilibrio (2.2) define-se a constante

de dissociacio
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Km = €.8/(es) = k_3/k: {Z2.4)
onde {(es) & a concentracgio do comp;exo ES.
A formag3o irreversivel do produto (2.3} & dada por
v = dp/dt = ka.{es) {2.5)
Um balango de massa da quantidade de enzima fornece:

e + {es) = B (2.6}

Para um restor agitado fechado tem-se

v = ~gs/dt = kys.e — k—,(es) (2.7)
dies)/dt = kys.82 — (ks + kx)(es) (2.8)
t =08 =5 s((B) = sa , (es)(@) =0 (2.9}

Pouco depoils de se iniciar a reagdo, quando pode ser a-

dotada a aproximacdo do estado guasi-estacionario, tem—se
dies)/dt = @ (2.18)
Substituindo nas equagbes anteriores e eliminando e

e (es), tem—se:

kmEm‘.‘s

v = - ds/dt (2.11)

i

{{keat kald/kg) + 5

L

Fazendo Vmen™ Kkp@e 8 Ko™ (koyi+ ka)/k,, resulta na equsa—

cdo de Michaeles—-Menten:
Vmawx s S

v = — ds/de = o (2.12)

A avaliaclo de Vaoex B ke & feita rearranjando-se a egqua~
céo de Michaeles—Menten de forma a se adapti&—la melhor aos dados
experimentais. TEé&m—se, dessa forma, as seguintes eqguagbes deriva-
das:

a) Equacd3dco Original

V =2 VaanxeS5/ {ke + 8) {2.13)

b) Equagdo de Linewesaver-Burk

i/v = 1/ Vo + (Ka/Vmax) - (1/5) (2.14)
c) sem denominacido

E8/V = Kken/Vemmr ¥ {1/ Vaowx )5 (2.15)
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d) Equacdo de Ladie-Hofstee

.

V = Ve ™ KmaeV/S (Z2.16)
Para se obter maelor procisio, deve-sg medir vVea. por Bl

ou ) e retornar—~se 8 a) para calcular-se o valor de k. & de

Veomus 2o

3 - CARACTERISTICAS E APLICAGCUES DAS ENZIMAS UTILIZADAS

3.1 - Amiloglicosidase

A amiloglicosidsase & uma exoenzima que catalisa a produ-
¢c3¥o de PB-glicose a partir da extremidade n3o redutora da molécula
de amido (Fig.2.1), clivando as ligacties glicepsidicas a-1,4 t3Jo
mais rapidamente quanto maior o grau de polimerizacdo do substra-—
to, por exémplo, da ordem de 0 vezes mais rapida para a maltopen-
tose do que para a3 maltose.

, fmiloglicosidase isolada de diferentes microorganismos
apresenta propriedades ligeiramente diferentes, de acordo com o
tipo de cultivo e o métodos de purificacido empregado. Assim. por
exemplo, a maioria das linhagens de A. niger produzem, prinpcipal-
mente, duas isoenzimas: amiloglicosidase 1 e 11, normalmente pre-
sentes nas solucgbes comerciais em proporgbies variaveis. fAs  duas
isgenzimas diferem no comprimento. sendo que & amiloglicosidase 1
apresenta um peso molecular da ordem de BZ2.000 (66.000 sem o car-
boidrato associado), enguanto gue a Il apresenta a mesma seqli®nclia
de aminoacidos, poréem é deficiente de um C—terminal. A amilogli-
cosidase I & 4 vezes mals estavel que a 11. A remogd3oc do carboi-
drato, por oxidag3do, diminue a atividade e estabilidade da enzima
{Reilly, 1983). HNas solugbes comerciais, além das isoenzimas 1 e

11, podém ser encontrados como principais contaminantes as enzimas

a-amilase e transglicosidase.
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Figura 2.1 — Representacio esquemadtica da agio da amiinglitasidase_—
(+) na dextrina-limite

A amiloglicosidase também hidrolisa as ligagles a-1,6,
no ponto de ramificacdo da amilopectina, porém mais lentamente do
que as ligacgles a—1,4, sendo a velocidade da ordem de A0 vezes me~-
nor. Embora hidrolise preferencialmehte as ligacbes a—1,4 e
G¢—-1,&4, a amiloglicosidase também atua nas ligacbes «-1,3 (nigero-
se), ;pesar da velocidade ser de 1 atée 190 verzes mais lenta do gue
para as ligacbes a~1,6 (Burcke, 1@82).

Outras propriedades sdo (Gould, 1975)

pH (6timol: entre 3,80 e 5,5 a enzima mantém acima de BBL de
sua atividade no pH 6timo, que & em pH 4,0 * 8,53
pH (estabilidade}: a enzime ¢ mais estavel entre pH 4 e 5;

temperatura: a atividade aumenta até um maximo entre &8 e

4&5°C, porém cal rapidamente a 65°C. A 6@°C, 75%Z da atividade esta
ainda presente apos 1 hora em pH 4,2;

aplicaches: produgso de glicose a partir de amido, completan-—
do a solubilizagdo iniciada com a-amilase; degradagdo de dextrinas
residuais nous processos fermentativos para produgso de cerveja e

vinho {Wiseman, 19275).
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2.2 — Lactase

A lactase (B~galactosidase) catalisa a hi@r&liga do ter-—
minal B~D—galactose n¥%o redutor de B—galactosideos. Assim comp &
atividade hidrolitica, que & medida pela producl3oc de glicose, rea—
ghes de transfer€ncia, com produgio de oligossacarireos, também o-
éarrem (Pazur et al., 1758).

A enzima poude ser obtide de diversas fontes, incluindo

plantas, orgaﬁsrde‘animais, leveduras, bactérias e mofos, sendo
que as-—Sformas -isoladas de microorganismos s3o mals adequadas para
uso  industrial (Matioli,'1??1), destacando-se a lactase isolada dsa
levedura K., fragilis, apropriada para uso em alimentos (Mahoney &
Whitaker, 1977).

Q preparado comercial utilizado, denominado Lactozym e
produzido pela NOVO A/S, é produzido a partir de cepa selecionada
da levedura Kluyveromyces fragilis. A enzima utilizada fol a Lac-
tozym 39000 LAU/ml Tipo HP {High Purity), recomendada para o trata-

P
mento de leite destinado ao consumo direto.

A lactase de Kluyveromyces fragilis tem um peso molecu—
lar de 281.8080 Daltons, di3metro molecular de 16 nm (por microsco-
pia eletrénica) e ponto isolétrico 5,1, nio tendo sido detectado
nenhum carboidrato ligsdo (Mahoney & Whitaker, 1978). 0 preparadg
Lactozym 3000 LAU, além de poder ser estocado por varios meses a
5-1B8*C, tem as seguintes propriedades:

pH (6timo): 6,6, com boa atividade entre 4,5 e 8,5, sendo
fortemente reduzidalfmra desta faixaj

pH (estabilidade): establilidade maxima entre pH 6,5 e 7,5, a

3I7°C;
temperatura: a atividade méxima & alcancada a 40°C, acima
desta temperatura a desnaturacio & multo répidag

inibidores: metais pesados, incluindo cobre e ferro s3o ini-
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bidores fortes, mas este efeito pode ser minimizado pela adigdo de
agentes redutores como cisteina e ;ulfito de sodio (Stimpson &
Stamberg, 19%4). 0 leite cru também possui um inibidor,:que" pode
ser inativado por tratamento térmico. lTons calcio e sodic ftambeém
inibem a enzima (Mahoney & Adamchuk, 1980);

ativadores: ions potassio, numa concentragiso minima de 5 mM,
e ions magnesio (Mahoney & Whitaker, 19773 Mahoney & Adamchuk,
1980);

aplicacBes: hidrélise de lactato para formar glicose & galac—
tose, produtos mais doces e de maior solubilidade; remocdo de lac-
tose do leite para pessoas com intolerdncia € para consumo do soro
por aves. Também ¢ utilizada para tornar o soro residual dos la-

ticinios um melhor substrato para produg3o de proteina uwnicelular

(Niseman, 19735).
3.3 - Invertase

A invertase (B-fructofuranosidase) catalisa a hidrodlise
do terminal n3o fedutor do residuo B-D-fructofuranosideo em fruc-—
tofuranosideos. A maioria das enzimas originadas de leveduras
contém atividade de B-glicosidase, mas isto resulta nos mesmos
produtos finais com a sacarose, A invertase também catalisa rea-—
gies de transfer®ncia com outros aceptores além da agua. Isto re-
sulta na formaclo de oligossacarideos, reagdo cuja taxa aumenta
com 0 aumento da concentracdo de sacarose (Bacon, 1954). A inver-
tase & isolada de leveduras e as preparacgbes obtidas contem
"mannan” fortemente associada. 0 peso molecular da enzima & de
279.080 { aproximadamente 507 como carboidrato). Outras proprie-
dades s3O:

pH (Stimo): aproximadamente 4,3, com bos atividade na faixa

de pH 3,5-5,9;
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pH {estabilidade}): boa estabilidade entre pH 3,5 & 5,5

temperatura: atividade maxima € alcangada entre 50 e &68°C em

p?e%enga de soluches de sacarose diluida. Altas cpncentfagﬁes de
saCarose melhoram a estabilidade da enzima e podem permitir sua
utilizacido em temperaturas de ateé 65-70°C;

inibidores: ions de metais pesados, incluindo Ag* como um po-
tente inibidor, que se combinam reversivelmente com os residuos
histidina da enzima (Myrback, 1957). A taxa de reagd3o € também
“dépendénte da concentracio de sacarvuse, Acima de 8% de sacarose,
-8 taxa de reacdo comeca a diminuir, chegando a apenas um guarto da
atividade com 704 de sacarose. Uma razdo disso & a reducdo da
concentracio da agua no meio.

aplicacties: produc3o de agucar invertido, principalmente para
producdo de geléeias, onde a menor cristalinidade do agucar inver—

tido, em relagiio a sacarose, nido deixa que haja cristalizacgso.

3.4 - Glicose Oxidase

A glicose oxidase & obtida de micélio de fungos como os
Aspergilli e Penicillia , e normalmente contém como impurezas ca-
talase, invertase, maltase, amilase e celulase. & comercializada
como pd ou cristais, soluveis em agua, resultando em solucbes ama-
relp-esverdeadas., Trata-se de uma flavoproteina tendo como grupo
prostético o dinucleotideo flavina—adenina (FAD), exigido na pro-
porgdo de dois grupos por molécula de enzima.

Em termos de especificidade, além de agir sobre a glico-
se, outros substratos podem ser oxidados pela glicose oxidase, mas
com taxas de reacdo muito menores {(Keiling & Hartree, 1948) como,
por exemplo: &é-—metilglicose ( 1.85 % da taxa da D—glicose), manose

(@,98 %), xilose (8,98 %), maltose (0,19 %), galactose (@,14 %1).
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Outras propriedades sdo {(Gould, 1973)

bl

Fonte Aspergillus niger FPenicillium notatum
Peso Molecular 186.000 152.000

KL Eeom- 1.1%1@~2M P Lx1@™

k9= 2.0x10-°M -

pH G¢timo: 5,50 (sendo mantida mais que 506 % da atividade
entre 3,5 ¢ 7,0)

pH (estabilidade): totalmente estavel entre pH 4,0 e 6,8, a
4@'0, durante 2 horas."Prené;Egﬁes estabilizadas para serem uti-
lizadas em pH 2,0 s3o0 encontradas e o uso em pH 8,0 exige uma alta
concentracio de glicose.

temperatura: muito instavel acima de 58 "€, perdendo total-
mente a atividade em poucos minutos a 65 *C, Peguena mudanga de
atividade entre 15 & 68°C.

inibidores: sais de metais pesados & reagente de p-cloromer—
curicbenzoato. A enzima de A.niger também & inibida por D-arabi-
nose.

2
aplicacbes: As principais aplicacgbes para a8 gQlicose oxida-

se sdo:
Protecio de alimentos: como antioxidante, pela remogo

de Oz em refrigerantes, vinhos, molhos, alimentos desidratados e
enlatados em geral (Wiseman, 19753 Merck, 19831

-~ para remcgdo da glicose de ovos anites da desidrataclo (se-
cagem) de forma a impedir o escurecimento e desenvolvimento de sa-
bor desagradével. A gquantidade de glicose na clara de ovos pode
ser reduzida de 1% péra @,1% em 4 haras de reagsio , a 3@°C pH
5,0~7,5 (Bailey & 0Ollis, 1986,p. 23531

— misturada com catalase, aumenta a estabilidade de alimentos
marinhos (o acido glicenico formado diminui o pH e inibe o cresci-—-
mento de microorganismos (Wiseman, 1973)),e & wutilizada também no

tratamento de invélucros para alimentos, impedindo a sua deterio-
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rizagdo oxidative (Merck, 1983}.
- pstabilizante em solugdo de acido ascorbico e vitamina Bix
(Merck, 1983).

Producdo de acido glicenico (Wiseman, 1986)

-~ o acucar invertido (glicose + frutose } pode ser transfor-
mado em acido gliconico + frutose, que podem ser separados por
cromatografia de troca idnicaj

- a agdo sobre a glicose produz &cido glicénico, utilizado
comp agente complexante de ions metalicos em alimentos e remédios
e como adocante alternativo para diabéticos.

Analises:

- fabricagdo de papéis de teste para controle de diabetes e
testes de fertilidade (Wiseman, 1986);

-~ andlise automatizada de glicose, através de acoplamentoe a
um espectofotdmetro (Scouten, 1976);

~ determinag3oc de glicose através de um sensor de 0O (Scou-
ten, 1976).

’

Das aplicacbes citadas, o potencial para utilizag3o da
enzima imobilizada estd na producdo de Acido glic8nico, remogio de
oxig8nio das bebidas antes de serem embaladas, remogdo da glicose
de alimentos e utilizac¥3o analitica , onde o uso da enzima imobi-
lizada pode ser continuo e prolongado, permitindo um grande namero

de andlises no caso de métodos automatizados.

3.5 ~ Horsehadish Peroxidase

Perouxidases tem sido encontradas nas células da maioria
das plantas estudadas e parecem ser um componente normal dessas
células, Todas as peroxidases isoladas de plantas contém o grupo
prostético hemin ou ferriprotoporfirin, As fontes mais ricaes de

peroxidases s3o a seiva da figueira e as raizes de rabanete, sendo
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gue desta dltima se extrai a "horseradish peroxidase” (HRF)}, fa-
cilmente purificada na forma crist#&ina (Maehly, 1953; Dunford &
Stiltiman, 197&4).

A HRP ¢ uma glicoproteina, com 18,8-18,5% de carboidrato
asspciado, sendo esse fato associado & estabilidade da enzima,
mesmo a temperaturas elevadas (Dunford & Btillman, 1976).

0 mecanismo da reacgdo catalisada pela enzima pode ser

esguematizado pelo seguinte ciclo (George, 1952):

HRP + HoOz ey HRP-1
HRP-1 + _ AHz ey HRP-I1 + -AH
HRP-IT + Az —y HRF + ~AH

onde AHz & o substrato redutor.

A especificidade da reacio catalisada pela HRP e alta,
sendo que apenas apenas Hz0z, MeOOH e ELO0O0OH se combinam com a en-
Zima ﬁéra resultar em cmplexos enzima—substrato ativos {(Maehly,
1955). Por outro lado, a especificidade do complexo em relac3o ao
doador de hidrogénic {(AHzx) & baixa, sendo gue varias subtS8ncias
sd0 f;ailmente oxidadas, incluindo fenodis, aminofendis, diaminas,
indofendis, acido ascorbico e certos aminodcidos (Maehly, 1955).

A anadlise da atividade da enzima normalmente e feita a-
través da oxidacdo de compostos (AHz) gue produzem substdnciss co-
lgridas ou fluorescentes. Os método mais usandos (Maehly &
Chance, 1954) incluem a oxidag3do de guaiacol {Makinen & Tenovuo,
1982; Marshall & Chism, 1979), pirogalol {(Marshall & Chism, 1979),
mesidina e benzidina. Entre os varios metodos wtilizando outros
doadores de hidrog@nio desenvolvidos mais recentemente podemos
destacar o da o-dianisidina (Lundguist & Josefsson, 19713 Marshall
& Chism, 1979), o-fenilenodiamina (Bovaird et al., 1982), 3,3 -
diaminobenzidina (Herzog & Fahimi, 1973), cloridrato de 3-metil-2-

benzotiazolinona e acido 3-(dimetilamino) benzdico (Ngo & Lenhoff,

1980) e N,N-dimetil-p-fenilencdiamina (Sastry et al., 1985).
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Dutras propriedades s3o (Maehly, 1935):
Peso Molecular: 39.800 - 40.200
FPonto isoelétrico: 7,20
Solubilidade em aguar Sg/1808ml (com tracgos de sais)
Estabilidade: entre pH 5,5 e 12, na presenga de fluoreto;
entre pH 4,5 e 12, na presenga de outros dons
de halogénios, N~ e CN™ e
entre pH 3,5 e 12, na auséncia de todos os ions
acima.
-~ Estavel durante 15 min a 63°C e durante semanags a
temperatura ambiente.

Usos: a principal aplicacg3o da HRP estéa na area analiti-

ca, sendo utilizada principalmente na determinac3o de glicose, as-—
sociada a enzima glicose oxidase, como no Método 1.2.2 desse tra-
balho e em testes ELIGA. | )

Além de utilizada diretamente na andalise de | H=0=
(Olsson, 1985), taébém ¢ aplicada em associacdo com outras enzimas

+

que podem resultar na geragdo de Hz0z, para anédlise de outros
substratos como a glicose (Método 1.2.2) e oxigénip dissolvido
(Dlsson &t al., 1983). A HRP tambeém pode ser utilizada na andlise
de uma série de substdncias que afetam a sua atividade catalitica
{enzyme effectors), como compostos orgdnicos nitrogenados, compos-
tos organicos contendo enxofre e ions metdlicos {(Dolmanova et al.,
1987)., Outras aplicacgtes potenciais s30 no tratamento de efluen-
tes contendo aminas ou fenols (Dezotti et al., 1¥91; Klibanov,

19823 Klibanov & Morris, 1981; Paice & Jurasek, 1984) e sintese de

compostos arganicos {(Klibanov et al., 1981).
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2.6 - Albumina de Sorog Bovino

"~

£ aibumina & a menor e mais abundante proteina do plasma
sanglineo {(cerca de &0%). Ela esta envolvida na ragulage& osmoti—
ca e no transporte de produtos metabdlicos pouco soluveis de um
tecido para outro, especialmente de acidoes graxos livres. BHuas es—
trutura consiste de uma cadeia polipeptidica sem carboidrato asso-

ciado, conectando quatro segmentos globulares de tamanhos diferen-—

tes; ela é‘géfabilizada por dezessete ligaclles dissulfeto (Merck,
19833. A albumina obtida da Sigma Chemical Company, com um teor
de 98-99%, tem um peso molecular de 64.800 Daltons (Sigma, 1993,
p-1578). A molécula de albumina, no forma dobrada, tem o formato
de um elipsdide com 4 x 12 nm, sendo seu ponto lisoelétrico 4,7
(Kondo et al., 1989).

Uspgs: na forma imobilizada, a albumina tem sido utiliza-
da principalmente adsorvida em silica, como fase estaciondria para
regoluéao de isémero opticos em HPLLD (Thompson et al., 198%;
Vinde;ogel et al., 19885 Aubel & Rogers, 1987:; Aubel & Rogers,

1987a). ODOutra aplicaci3o em potencial & nsa hidrélise enantiosele-

tiva de ésteres arilpropidnicos {(Kamal et al., 1991}.
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CAPITULD 111 - IMOBILIZACAO DE ENZIMAS EM SUPORTES S1LICICOS

~

1 - INTRODUGRO

Nelson e Briffin (1916) constataram que a enzima inver—
.tase, adsorvida em carvio ativado, tinha a mesma atividade que a
enzima soluvel. Sumner (1948) descobriu gue uma forma insoldvel
da urease, precipitada em etanol 30% com cloreteo de sddio, conti-
nuava ativa. Apesar dessas descobertas, a primeira tentativa de
se imobilizar uma enzima com o objetivo de melhorar suas proprie-
dades foi feita em 1953 (Grubhofer & Schleith, 1953}, quando car-—
boxipeptidase, diastase, pepsina e ribonuclease foram imobilizadas
numa resina poliaminopoliestireno diazotizada.

A maioria dos trabalhos comecou a aparecer no inicio dsa
deécada de &8, Eendﬁ gue o desenvolvimento extensivo deu-se no ini-
cio da década de 780. Embora um grande volume de trabalbhp tenha si-~
do realizado nesse periodo, apenas o processo de resolugdo optica

2

de aminodAcidos foi estabelecido em escala industrial (Chibata et
al., 1972y, 0 campo de aplicacles para enzimas imobilizadas pare-
cia estar mais restrito & processos em pegquena escala, com produ—
tos de alto valor agregado, onde as rotas guimicas convencionais
seriam supgradas pela alta especificidade enzimatica. Contrarian-—
do essas expectativas surgiu, nos meados de 78, o0 processo de pro-
ducdo em grande escala de um produto de baixo valor agregado, o
xarope de glicose isomerizado (Chem.Eng.News, 1973), mudando as
perspectivas em relacdo ao uso das enzimas imobilizadas.

Embora as enzimas sejam catalisadores eficientes, na3o
sdo catalisadores ideais do ponto de vista pratico, principslmente
por serem instaveis, n3#p tolerando solventes orgdnicos e tempera-

turas elevadas. Com o objetivo de se conseguir um catalisador e~

ficiente e estavel, dois caminhos estdo sendo investigados: um de-
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les consiste em se sintetisar compostos que tenhem atividade seme-—
lhante as enzimas (chamados "synzymes") e 0 outro consiste em e
modificar a s#strutura das enzimas produzidas por seres _vivcm, de
forma & tormi—-las mais estdveis (Chibata, 1978). 0 método de img-
bilizag¥o se enguadra nesse segundo caminho citado., Uma enzima i-
mobilizada ativa, que seja estavel e inscluvel em aguae poderd ser
usada da messae maneira que um catalisador gquimico sdélido, com as

vantagens ds especificidade e das condigbes brandas de reac3io, mi-

nimizando o consumo de energia e a formacdo de subprodutos.

2 - MeTDOS DE IMOBILIZACRO EM SUPORTES

Por definigdo, imobilizac3o significa o confinamento da
enzima numa regifo definidsa, sem perda da atividade catalitica,
permitindo s=u uso continua @ repetidamente.

Oz métodos de imobilizacdo gue resultam numa enzima in-
spluvel podem ser agrupados em tr€s categorias, subdivididas como
P
mostrado na Fig. 3.1, e serdo considerados com maiores detalhes.
i -~ Bigacdp a suportes insoluveis

ii - ligacles cruzadas

iii - sclusdo

E.Ilnsoluvel E.Soldvel
| |
I i § ;
Ligacss Oclusdo Membranas Derivatizacio
i s
i } i i i
Lig.Cruzadas Lig.a Suportes Em BGel Em Fibra Microencap-
[ sulac3o
{ 1 ¥ i
Adsorgao Lig. Lig. Lig.
Fisica Idnica Covalente Metalica

Figura 3.1 - Métodos de imobilizagao de enzimas (Ken‘nedy & White,
1985)
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0 método de ligacdo da enzima a suportes so6lidos & o
mais antigo e principal método de imobilizaglo. Pode ser subdivi-
dido am gquatru categorias, de acordo com o tipo de interacdo enzi-

ma-supprte: adsorcdo fisica, ligac3o idénica, ligac3o metalice e

ligac3o covalente.

2.1} ~ fAdsorcdo Fisica

Baseia-se na adsorcdo fisica da enzima na superficie deo

s6lido. Por n3o haver espécies quimicas envolvidas, hd pouca mu-
danga conformacional da enzima, obtendo-se um derivado com pro-
priedades semelhantes as da enzima livre,

A adsorcgido depende de variaveis experimentais como o pH,
natureza do solvente, forga iémica da soluc3o, quantidade de enzi-
ina .- adsorvente, tempo de contato e temperatura. A principal va-
riavi-l durante Q'imohilizagao & a concentracido de enzima na solu-
cio, cujo aumento acarreta acréscimo da atividade imobilizada ateé
um valor maximo assintodtico para concentracdes elevadas. 0Os efei-

*
tos difusionais s3o importantes, principalmente no caso de supor-—
tes porosos.

Uma grande desvantagem desse metodo ¢ a dessorcdo da en-
Zima do suporte, causando perda de atividade e contaminag3o do
produto com a enzima.

Como suportes para esse método, usa-se carvdc ativado,
materiais inorganicos como vidro poroso, argila, caolipita, alumi-

na, silica gel e beptonita ou polimeros naturais como amido e glu-

ten (Woodward, 1985).

2.2) Ligac¥o Isnica

Baseia—-se na ligagdo ignica entre a enzima e suportes
contendo residuons de troca isgnica. Em muitos casos -ocorre, conco-

mitantemente adsorgdo fisica, sendo apenas diferenciada pela forga
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de interacgdo enzima-suporte, mais forte no caso da ligagdo iénica.
—
Apesar disso, pode ainda ocorrer liberaci3o da enzima do suporte.
As mudancas conformacionalis sdo pegusnas e o derivado & também se-
melhante 4 enzima livre (Kennedy & White, 1985).
s suporites empregados s3o os trocadores de ijons, con-—
tendo grupos amino como alquilaminas, guanidina e aminas qguaterna-—

rias, no caso de anisnicos (DEAE~, TEAE~, ECTEOLA~-) e grupos sul-

fato, fosfato e carboxil, no caso de catiénicos (SDI? PGZSJ.

2.3) Ligacdo Metdlica {(ou Quelatizacdo)

Consiste em imobilizar enzimas usandp compostos de me-—
tais de transicido para ativar a superficie de suportes orgdnicos
ou inorgdnicos, ou &xidos metdlicos precipitados a partir de sais
metilicos.

Embora o tipo de ligagdo deste metodo seja "parcialmente
covalente”, observa-se 0 desprendimento da enzima do suporte, em
operaches de longa durac3o.

’ UOs sais metalicos utilizados no processo de ativag3o
tem sido TiCls, TitCle, Tiz{(S502)a, Fells, ¥Fellz, FeS0s, InCls,
5nClz, 5nCls e VCla., A teécnica usada constituli principalmente em
se umidecer o suporte com uma solucgieo do sal metalico, seca-lo,
lava—-1lo para remover o excesso de sal e colocd-l1o em contato com a
soluc3o de enzima. Us suportes utilizados s3o organicos, como pa-—
pel filtro, pd de serra, quitina e celulose ou inorganicos, como

celite, vidro, 13 de vidro, alumina, silica e titdnia porosa

{Kennedy & White, 19835).

2.4) Ligagdo Covalente
Consiste na ligagdo covalente entre enzimas e suportes
ingoluveis. & o método mais difundido e investigado de imobiliza-

cdp. A selecdo das condicbes de imobilizacdo & mais dificil que
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nos outros trés métodos e,.a$ vezes, ndo reguer condighes tao
brandas de reagdo. A ligagio enz;maw%uporte & mais forte, de tal
forma que Ndo hd perdas de enzima para a solugdo, mesmo na presen—
¢a de substratos ou sclugbes de alta forga iénica. A ligagdo da
enzima deve envolver qualquer grupo guimico que ndo seja essencial
a4 atividade catalitica, o que significsa que o sitio ativo nio deve
ser afetado pela imobilizag¥do (Zaborsky, 1973).

A grande variedade de reacles de ligaci%o e de matrizes
com grupos quimicos capazes de participar diretamente ou de serem
ativados para formar as ligagbes, faz com gue esse método seja de
aplicac3oc guase geral. Infelizmente, na maioria dos casos, a &s—
trutura da enzima n3do ¢ conhecida, de forma que fica dificil esta-
belecer regras geérais para a imobilizag3o, excluindo o©s grupos do
centro ativo, que n3o devem participar da ligagdo.

Os tfﬁs principais fatores considerados para a& imobili-
zZagdo de uma enzima, usando-se um método especifico de reagdo,
sdio (Scouten, 1974):

N

a} 0 agrupg funcional da proteinsa adequado para a ligacdo

covalente em condicbes brandas de reacio.

Levando-se em consideragdo a reatividade dos grupos e a
estabilidade da ligag3co formada, 0s residuocs de aminoacidos mais
convenientes para se ligar a suportes s3o, em oprdem decrescente:
L-lisina, L-cigteina, L-tirosina, L-histidina, L-acido aspéartico,
L-&cido glutd@mico, L-arginina, L~triptofano, L—-serina, L(—treonina

e l.—metioninaj

b) Reacbes ¢e acoplamento enzima suporte

A reagdo normalmente & feita submetendo~-se o suporte,
previamente ativado, a uma soluclo de enzima, em condicbes bran-

das. As principais classes de reacbes de acoplamento usadas sdo,



entre outras, como mostrado ne Tab. 3.1.
- giazotizagao

- formac3o de amida (ligac3o peptidica)
[

- alguilac¥o e arilagao

- formacdo de base de Sohiff

Tabela 3.1 - Métodos de immbilizagﬁo de enzimas por ligacdo cove-

lente, mostrandoc o grupo do suporte ativado e ol(s) da

enzima que sera actoplado {(Kennedy & White, 1%83)

Grupe Rea- Grupts Reg Reagldo de Grupt Rea- Grupos Reg Reagdo de
tive do gentes da Acopis- tivo dao gentes da Acopla-—
Buporte Enzima manto Suporte Enzima MENTO

~hHy C1
-@.A,*c: - ~5H ligacko N
diazo ~gf i ~NHz arilagio
sal de diazdnio @nn N=(
cl
-£0, tormaglo triszinil
p —NHz= da amida
- ~{-CH-CHax Nz
aridrigo acido ' w=0H alguilagho
: ™ tormagio X = 3NH,>0,>8 —GH
~EH2C0NS G de amida
azida de acila
4<::>~UH ~NHz )
»0~CHzCH2802CH=CH= ~HH alguilagio

- . formagio viniisulfonila ~0OH
pnNH ~NHz de amida

- 0

imidocarbonate ~NHn

T ariiagsc
~-R-NCS ~MNHz formagyo -0 -3
isoptiocianate de amida ’ o
cetovinilice
m%(i:>—NCG w“NHz torsagis ~LHO ~NHz formagdo de ba-
de amida aldeido se de Schiffs
isocianato ‘
~Ra

wCHaEOC1 ~NHz formaclio ) N H=C wllOaH reacdo de Ligi

cloreto de acila de amida R= P

-0
bag =N formagio TH

- . de amida =L=0CxHun =Nz amidinagdo

varbonato ciclico imido ester

R -~ “Nida amidinacso
| cianeto
?H formagao
~-L0x-C ~MNiiz de amida _éf:§> . troca tiol-
" ~&-5 wBH dissul feto
*NH
! N=
R residus dissulfeto
D-acilisouréia
—Eia—C=CH-CO-NH-CaHa -4<:j>HgC1 - iH interagic mer—
Tornmagao curic-enzima
~NHx de amida derivado de merocurio
E0=" M E* acoplamento ine
derivade o reagente radical do racdical duzide por ra-—
Kk de Woodward wuporte da enzima ... diagao p
F ~NH.» Py Tormacuo
amina —C0= de amida
MO ~MNH = arilagao
L ONHNH 2 wiNHg
ND= hidrazida de ~C0H formag3o
S5—-filuocro~2,8-dinitroanilida acila de amida
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- Diazotizagao

0 método de imabilizagaohvia diazotizacio & um dos mails
comumente usados & baseia-se na ligacgio da protfteina a grupos ele-
trofilicos arildiazébnio do suporte. A ativacg3o do suporie conten~-
do grupos amino aromaticos & feita com mitrito em meio Acido:

Os grupos da proteina gue participam da ligacio via sal

de diazénio sdo principalmente o amino, fenol e imidazol.

- Formatdo de Amida

0 método comum de formacgido de ligacgdo peptidica € o ata-
que de grupos nucledfilos { amino, hidroxil, tiol) da enzima a
grupos funcionais ativados do suporte. As reactes sdo normalmente
realizadas em valores intermediarios de pH ( 7,5 - 8,5 ) e & bai-
xas temperaturas ( ™ 4°C ), de forma a se evitar desnaturagdo da

enzima.

- Alguilacido e Arilacido

Baseados na alquilacdo ou arilac3o de grupos amino, fe-
nol ou tiol de uma enzima, com suportes contendo grupos haletos a-

tivos, oxiranos, vinilsulfonilicos ou cetovinilicos.

- Formac3oc de Base de Schiff

Baseado na formacgdo de Base de Schiff entre grupos car-—
boxilicos do suporte ativado e grupos amino da enzima. Normalmen-
te o suporte ativado contém um grupo aldeido, © a imobilizagdo o-
corre segundo a reacdo (3.4).

Suportes contendo grupos amino podem ser ativados com
glutaraldeido e, posteriormente, utilizados na imobilizag3o, como

na reacido (3.3).
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c)] matrizes para ligagdo covalente

De acordo com a composicio quimica, o0s suportes podem

ser classificados em orgdnicos e inorg3nicos e subdivididos como
mostrado anteriormente {(Tab. 1.1, p.3).

Entre os vérios métodos de imobilizacdo de enzimas em
materiais Eiiicicng exictentes (Chibata, 1978), o da ligacg3oc cova-
lente ao derivado silanizado do suporte, utilizando glutaraldeido
como agente ativante & um dos mais simples & geralmente leva a
formacio de prepafadas éﬁziméticms ativos e estaveis (Kent et
al., 1978; Weetall, 19735; Kennedy & White, 1985} .

A sequfncia de reacbes estéd mostrada nas reaglbes (3.1)

a {(3.4).
(RO}Ya~-Si—-{CHz)a-NHz > (HD)3-Si—{CHz)aNHz
| +3H20  -3R-OH (-1
R=Me, Et .
OH
. A é
H + (HD)8~8i—{CHz2)s-NHz — _ — _ ~Gi-(CHz)a-NHz2
— H20 é (3.2)
: H
OH CHO OH CHO
-»éi-»(CHz)s-*NHz + (éHz):s —_——y —éi“(cHz}amN=CH“(éHz)s
é é — HzO A
H HO H (3.3)
OH CHD OH CH=N-E
“éi“(CHz]3~N=CH~{éH2)a + E~NH2 ey *éim(CHz)a—N=CH—(éHz)a
eL — H20 cL
H H (3.4)

Embora varias tecnicas de imobilizag3o possam ser usadas
para uma mesma enzima, nenhuma delas pode ser considerada como  um
métodou geral, devido a diversidade estrutursal das enzimas, subs-—-
tratos e produtos. Cada mé&étodo tem as suas limitacbes especificas
e, para uma aplicacg¥o em particular, precisa-se encontrar um pro-

cedimento simples e barato, gue resulte numa bos atividade e esta-—
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bilidade operacional. A Tabela 3.2 sumariza algumas das vantagens
e desvantagens de diferentes proce%%mS de imobilizagi3o (Scouten,
197&) .

A imobilizag3o por métodos quimicos (ligagbes covalen-
tes) envolve modificaclies na estrura da enzima e pode causar desa-
tivagdo parcial quando o sitio ativo participa da ligac3o. Assim,

a imobilizag¥o por esses métodos deve ser feita em condicgBes mais

brandas possiveis, de forma a minimizar esse problemas. A ligaclo

enzima-enzima ou enzZima-suporte ¢ muito forte, dando uma alta es—

tabilidade operacional. A recuperac3o dos suportes & dificil ou
impossivel, principalmente no caso de serem orgdnicos.

A imobilizac3o pelos outros trés métodos (adsorc¥o fisi-
ca, ligac¥o iénica e metdlica}l pode ser feita facilmente em condi-
cbes brandas, com ligactes fracas enzima-suporte. A estabilidade
ocperacional da enzima imobilizada & baixa, podendo ccorrEﬁ des—
prendimento da mesma. Como ndo ha modificagbes na estrutura qui-
mica da enzima, a retencido de atividade & boa. Dutra wvantagem

*

desses métodos & que 0 suporte pode ser recuperado toda vez gue a

atividade retida cai abaixo de determinado nivel.

1abels 3.2 — Comparacdo entre os Metodos de Imobilizacgdo

Caracteristicall.igagtesi{Adsorciojligaciol|ligagio |Ligacio Oclusio
Cruzadas]| Figsica [lénica (Metalica[Covalente

Preparagdo +- simples |(simples|simples [dificil dificil
Forga Ligac3o forte fraca +— +— forte +-
Atividade baixa +— alta alta alta baixa
Recup.Suporte impos. pos. pos. pos. rara impos.
Custo +— baixo baixo o alto -+
Ecstabilidade alta baixa +  — alta baixa
Aplicabilidade nao sim sim sim nio sim
Pfgteg?o +-— nso nao nao nao sim
Microbiana

Ref: (Scouten, 1976&6] + - = intermediario

pos,.= possivel
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No método de oclusdo ndo ha ligagdo enzima-suporte e,
por isso, deve-se esperar uma boa retenci3io da atividade, limitada,
no caso, a substratos é'pradutos de baixo peso molecular.

>4
=

3 - PROPRIEDADES DAS ENZIMAS IMOBILIZADAS

Durante a imobilizaclo, a enzima pode ter suas proprie-

dades alteradas, principalmente as cinéticas, geralmente diminuin-

do sua atividade especifica, ou seja, seu poder catalitico. Esse
fenémeno podg ser atribuido a fatores como os efeitos estéricos e

conformacionais, de partigdo e difusionais (Silman et 1., 1980).

3.1 - Efeitos Estéricos & Conformacionais

0 decréscimo de atividade & geralmente atribuide & mu-
dancas na estrutura tercidria da enzima, causadas pela introdugdo
de ligaches enzima-suporte, ou a impedimentos estéricos, dificul-

&
tando 0 acesso de substratos ao sitico ativo. Para minimizar esses
dois problemas, deve-se selecionar cuidadosamente as condiglies de
imobilizagd8o, protegendo a enzima com um inibidor, substrato ou

produto, antes da reacdo e introduzindo um "espagador" entre a en—

zima e o suporte (Scouten, 1976).
3.2 - Efeitos de Partigdo

Ocorrem quando a enzima estd ligada a um suporte
egletricamente carregado. A diferenga de comportamento cinético em
relacdo & enzima livre & atribuida & efeitos de partic3#oc, que
causam diferencas de concentraclivo das espécies carregadas nas
imediacbes da enzima impbilizada, devide a interacgdes

eletrostidticas com o suporte. A principal conseqléncia desse
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efeito & a mudanca do pH o6timo da enzima {(Goldstein et a&l., 1964).

A particdo de substratos ow produtos carregados tambeém

altera o comportamento da enzima devido a4 mudangas das concentra—

clies proximas ao suporte. Fara um substrato positivamente carre-—
gado, utilizando-se uma uma matriz negativa, tem—se uma concentra-—
gdo mais alta proxima & enzima que no meio liquido &,
consequentemente, a atividade, relativa a uma matriz npeutra, é

mais alta.

3.3 — Efeitos de Transferéncia de Massa

Os efeitos de transferéncia de massa existem na enzima
imebilizada porgue o substrato tem que se difundir da solucdo até
atingir o sitio ativo da enzima. BSe a enzima estd ligada a um su-
porte n3o poroso, ha apenas éfeitos externos de transfer®ncia de
massa, pois o substrato deve deslocar—-se da soluc3o até a superfi-
cie externa do suporte. 0 transporte do substrato & realizado por
dist&o na camada estagnante, na superficie da particula, e con-
trplado pela.velocidade linear do fluido. A medida que a veloci-
dade aumenta, a concentracdo de substrato em contato com a enzima
aproxima—se da concentragso do meio e a taxa de reagdo aproxima-se
do valor cinetico.

Guando a enzima & imobilizada num suporte poroso, além
dos possaiveis efeitos de difusdp externa, podem tambem ocorrer re-
sisténcias internas a difus3o do substrato e do produto, que tEm
que se mover atraveés do poro, da superficie da particula ate a en—
zima & vice-versa. Conseqientemente, um gradiente de concentracio
de substrato e de produto & estabelecido ao longo do poro e con-—
trolado pela velocidade de reacgdo. A taxa de reaglo medida, no

caso, depende da concentracgio de substrato no meio e da dista@ncia

da enzima até a superficie do suporte. 0Os efeitos de difusdo in-
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terna podem ser minimizados atraveés da reducdo do tamanho da par-
*w

ticula, diminuindo, desta forma, a distd3ncis que o substrato tem

que percorrer até a enzima.

Quando os efeitos de difus3o externa e interna estdo
presentes simultaneamente, as contribuigbes de cada um devem ser
analissadas separadamente @ quantificadas pelos fatores de efetivi-
dade correspondentes.

4 - APLICACBDES DAS ENZIMAS IMOBILIZADAS

Segundo levantamento bibliografico até 1977 (Kent et
al., 19783 Chibata, 1978), pelo menos 5B enzimas diferentes j& ti-
nham sido imobilizadas, por diferentes métédcs, em silica e vidro
porosos. A grande diversidade de enzimas e metodos de imobiliza-
Gdo ja& desenvplvidos permite afirmar que gualguer enzima pode ser
imobilizada num suporte silicico, sendo que a atividade do produto
dependeréd principalmente da escolha do tamanho do poro e da parti-
cula: bem como do tipo de ligag¥o & matriz. Além de enzimas, tem
se fixado nesses suportes proteinas em geral, células 2 grganelas,
exigindo—-se, consequentemente, propriedades adequadas para cada
Caso.

0 campo de aplicaches das enzimas imobilizadas abranje
as seguintes 4reas (Chibata, 1978):

1—- Processos quimicos: envolve a utilizag3o catalitica das en

zimas em reacbes de oxidagdo-redugdo, transfer&ncia de grupos, hi-
drolise, sintese assimétrica e isomerizagdo. Entre os produtos
obtidos estdo os aminodcidos racémicos, L-DOPA, glicose, acucar
invertido, penicilinas, cefalosporinas & frutose;

2- Analitica: sio vérias as aplicacbes na guimica e na
medicina,

- analise automatizada de variaes substdncias como eta-



nol, acido latico, acido L-malico, glicose, uréia, sacarose, maltg
s€, lactose, acido L-aspartico e ;“triptafano;

- eletrodos enzimaticos (biosensores) para anéliﬁe de a-—
minoacidos, glicose, uréia, penicilina, perdxido de hidrogénio, e~
tanol, colesterol e sacarose, entre outras;

- tiras de teste para analise de glicose na urinag

- andlise estrutural de proteinas, polipeptideos e Aci-
dos nucl®icos;
do sangueg

3— Médicas
~ administragdo de enzimas impbilizadas em terapis enzi-
maticas

-~ ensaios imunelogicos;

L P[océssamento de alimentos como leite e cervejajg

55— Cromatografia por afinidade para purificacdio de substidn

cias biolégicas de acordo com suas propriedades especificas.
:

Além das aplicagdes para as enzimas a metodologia utili-
zando.microerganigmos, células vegetais ou animais e organelas de-—
senvolveu~-se paralelamente e estd amadurecendo {(Woodward, 1985).

Com o objetivo de ampliar o aproveitamento desse enorme
potencial, principalmente no caso de processos guimicos em larga
escala, & que se prople preparar uma matriz cujo tamanho de poro
possa ser ajustado de acordo com a estrutura a ser imobilizada e

cujo tamanho da particula possa ser selecionado para a escala de

produc3do planeiada.

5 - OBJETIVOS

Sabendo-se que o diadmetro de poro otimo para a albumina

de soro bovino (PM = 6&46.0008) ¢ de 308 A (Kondo et al., 1989), para
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a amiloglicosidase (PM = BZ2.080) & 3590 A& (Laton, 1974, para a
. } uﬁ ¢
186.000), 420 A (ﬁ@%%imgi 1978) & para o

f

glicose oxidase (FPM
fribrinogé&nio (PM = 330.000), 700 A (Kondo et al., 198%Y), acredi-
ta~se que suportes com poreos de até 1.008 A devam comportar a
maiuria das enzimas isoladas, garantindo um campo amplo de aplice-—
¢ches. Considerando-se esses paradametros, escolheu-se as seguintes

enzimas, de acordo com a disponibilidade no mercado:

Amiloglicosidase PM=82.,000 {Zanin, 1989, p.22)
Glicose Uxidase PM=1590.008-188.008 (Bouing et &1., 197&)
B—-Galactosidase PM=2@1.000 (Gekas et al., 19895)
HRP PM=4¢.000 (Mahehly, 1238)
Invertase PM=270.000 (Gascon et al., 1967)
Albumina de Soro Bovino PM=6£8.000 {Kondo et al., 1989}
[ BO}e
WOOj. 60 |-
' &)
. Hon,
¢ 3
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4
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100 1000 4] 400 800

DIAMETRO DE PORO {A)

Figura 3.2 - Relag3o entre tamanho de poro & & atividade enzimd-
tics imobilizada para as enzimas amiloglicosidase
(A) e glicose oxidase (B). ABU = unidades de amilo-
glicosidase, GOU = unidades de glicose oxidase.

Como exemplificado para a amiloglicosidase (Fig. 3.2AR)
(Eaton, 1974; Weetall, 1976) e glicose oxidase (Fig.3.2B)
{Messing, 1978), & medida que se aumeﬁta o didmetro de poro do su-

porte, diminuindo sua area superficial, chega-se pum ponto otimo,
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onde a quantidade de enzima imobilizada €& maxima. Antes de se a-
tingir‘ esse ponto o poro ndo @ sufﬂicientemente grande para permi-
tir a entrada da enzima e depois desse ponto ha um decréscimo na
quantidade de enzima imobilizada devido & menor area superficial
(Weetall, 1976). Nesse trabalho pretende-se estabelecer curvas
como as da Fig.3.2 para as enzimas estudadas, determinando-se as-

sim os pontos Otimos de imobilizacl3o & as condicgbes de preparacdo

do suporte gque levem a esse ponto para cada enzima.



CAPTITULD 1V MATERIAIS

Os reagentes, a5 proteinas & enzimas
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foram wtilizados

nesse trabalho na forma como recebidas do fornacedor, sem nenhuma

purificacdo adicional.

1 — REABGENTES

acetato de sédio triidratado 99,5%
acido aceético glacial _
acido citrico 99,94
acido 3,5-dinitrosalicilico monoidratado
acido cloridrico >36,5%

acido fosféorico BLHY

amido soldvel

I-aminopropiltrietéxi silano >96%

azida de sodio >79%

bicarbonato de stdio >99,7%

brilliant blue G B@%Z (TLC)

citrato de sédin.2Hz0 >99%

cloreto de céalcio.ZH=0 99%

cloreto de magnésio.bHaU

cloreto de p—-nitrobenzoila »>99,5%

cloreto de tionila 99%

ditionito de sodio >87%

fenol 9%

fosfato dibadsico de potassio

fosfato dibdsico de stdio diidratado »>99,5%
fosfato monobasico de sddio

D-glicose anidra

glutaraldeidao (solugdo 2Z5%)

Procedéncia

Merck
Merck
Merck
Aldrich
Reagen
Merck
Ecibra
Fluka
Merck
Grupoc Quimica
Sigma
Reagen
Reagen
Ecibra
Fluka
Carla Erba
Merck
Reagen
Reagen
Merck
Reagen
Ecibra

Vetec



hidroxido de potassio B854

hidréxido de sodia 99%

kit p/ glicose (o-toluidina)

kit p/ glicose (GOD-PAP)

D—-lactose moncidratada

nitrito de sodio >98%

peroxido de hidrogénio (Peridrol 3804)
piridina >99,5%

pirogalol 98%

sacarose comercial (agucar refinado)
silicato de sodio neutro

sulfito de sddio >98%

sulfato de potassio >99%4

tartarato de sodio e potassio >?9%

2 ~ PROTEINAS E ENZIMAS

albumina bovina (fragido V)
amiloglicosidase 2000 |
glicose oxidase {(tipo X-8)
invertase N 200.000

lactase {lactozym 3000L HP-G}

"horsehadish” peroxidase (tipo VI)

I - INSTRUMENTACRO

espectrofotémetros:

i-Micronal, Modelo B382 (UV-Visivel)}

2-Micronal, Modelo B280

3-Van Den, Modelo VDC1220
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Merck
Merck
Biobras
Merck
Reagen
Vetec
Merck
Merck
Sigma
Unido
IC1I
Vetec
Inlab

Ecibra

Proced®éncia

Higma
NOVO
Sigma
NOVO
NOVO

Sigma
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oxigrato:
~-Biological Oxygen Monitor, da Yellow Springs Instrument
Co., Modelo 5300

porosimetrop: as andlises de porosimetria de mercurio foram e
secutadas no instituto de Quimica da UNESP de Araragua-
ra, num porosimetro marca Micromeritics {Pore Sizer mo-
delo 9318) com capacidade para ateé 30.000 psia, ro que
corresponde a um di@metro mainimo de poro de 72 A

.;icrascépio eigtrahica de varredura:

—Marca JEQL, Modelo JSM 35CS

4 - REATORES

reator de vidro encamisado autoclaves de 10 & 200 ml
em ago inox
cesta com enzima

suporte imobilizada
gl n= metaiSeo
do - ro5queéve1ﬂ |
banho N . -
t?rmosta* meio barra corpo da
tizado reational . autoclave
magnetica
—
camisa
—

5 - EQUIPAMENTOS

- estufa com contreolador de temperatura ateée 1900°C
- estufa com contreolador de temperatura ate 3I00°C

~ agitador mecdnico
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capfTULD V - METODOS

.

1 - MeTODOS ANALITICOS GERAIS

1.1 — Determinaglo de Proteina

0 metodo para andlise de proteina foi o do Coomassie

Brilliant Blue G250 (Sedmak & Grossberg, 19773 Bradford, 1974). O

métodgkbaseiawse na convers3o da forma leuco de corante G250 numa
forma de cor azul. intensa, quando o @nion do corante interage com
grupus NHx" das proteinas.

As ampstras s3o diluidas com Agua para se adequar & fai-
xa de operacio do método (4,0 ~ 5,0 pg/ml).

0 corante coomassie é preparado como uma soluclo a @,B64
em HC1 2,2% (@,6N) e filtrado para eliminar possiveis insoluveis.
Como alguns lotes do corante possuem uma cor laranja mais forte do
que ocutros pode~se diluir a solucd3o obtida com HCl de forma a se

#

obter uma absorb3ncia de 1,3-1,5 a 465 nm, absorb&ncia maxima para
a forma leuco do corante. Estas solucbes podem ser estocadas por
longo tempo a temperatura ambiente (Reisner et al., 1975). Em tu-
bos de ensaio contendo 1,3 ml de soluci3o de proteina a ser anali-
sada adiciona-se 1,9 ml da soluc3o de coomassie, mistura-se, dei-
xa—se reagindo durante 19 min e 18-se a absorbidncia a 620 nm num
espectrofotametro, usando-se cubetas de vidro de 1,0 cm de caminho
gptico. A andlige & conduzida a temperatura ambiente.

A calibrac3o do zero no aparelho ¢ feita pela adic3oc de
1,5 ml de dgua destilada 4 1,5 ml do corante.

A concentragd3c de proteina @ calculada através de uma
turva de calibragdo obtida com uma série de concentraghes de albu-

mina bovina padrio, na faixa de 4,80 a 56,0 pug/ml. Nessa faixa de

concentraclies as absorbidncias medidas estldo entre 0,033 e 0,388.
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1.2 - Determinacio de HBlicose

1.2.1 - Método da Orto-Toluidina (Cooper & McDaniel,

19708) .

As amostras sdo diluidas com agua destilada para se ade-
quarem & faixa de operacgdoc do método (8,1 -~ 0,9 mg/ml)
0 reagente de o—-toluidina foi cbtido como um kit comer—.

cial da Biobras.

Em tubos de ensaio coloca-se U,1 m! de amostra e adicio-
na-se 9 ml do reagente orto—toluidina. Deixa-se em um banho de a-
gua em ebulicl3o durante 7 min. Resfria—-se em um banho de 3agua a
temperatura ambiente & agita-se em “"vortex". A cor & estavel du-
rante 3@ min. A abaorb&ncia ¢ lida em um.espectrofotometro a &25
nmy utilizando-se cubetas de vidro de 1 cm de caminho 4ptico.

A calibragdo do aparelho é& feita utilizando-se um branco
pre;aradm pela adigdo de 9 ml de resgente orto-toluidina a 8,1 ml
de Agua destilada, tratado da mesma forma gque as amostras.

A concentragio de glicose ¢ calculada atravées de uma
curva de calibrag¢do utilizando—se concentracbes padrides de glicose

na faixa de 0,1 a 08,9 mg/ml. Para esta faixa as absorbdncias 1li-

das estdo entre 8,070 e B,700.

1.2.2 -~ Método GDD-PAP

Este metodo enzimatico, cujos reagentes s¥o obtideos co-
mercialmente na forma de kit, baseia-se na reagdo da glicose com
D= catalisada pela enzima glicose oxidase, liberando acido glicé~
nico e peroxido de hidrogénio. 0 perdxideo liberado pela reac3o

anterior reage, catalisado pela enzima peroxidase, com 4-aminofe-
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nazona e 2,4-diclorofencl, formando o produto colorido antipiril-
clorogquinonimina, cuja quantidade ;ormada & proporcional & quanti-
dade dé glicose presente na amostra. 0 procedimento adotado e

— adicona-se 2,0 ml da solucdo reagente (diluida éegundo a
recomendacdo do fornecedor) & 180 pl de amostrag;

~ agita-se e deixs—se reagindo durante 20 min num banho a
25°C;

- adiciona-se 3,0 ml de &agua destiladaj
mwl“aéitgwge € l18-se a absorbdncia em 325 nm, utilizando—-se co~
mo branco, para zerar o aparelho, uma amostra de a&agua destilada
tratada nas mesmas condicbes.

- & concentracio de glicose & calculada através de uma curva
de calibragdo utilizando-se padrdes de glicose nas concentracbes

de 8,85 a 0,48 mg/ml, obtendo—-se absorb3ncias na faixa de B,0466 a

2,534,

1.2.3 - Método do DNS
0 procedimento utilizado ¢ uma variagdo do meétodo origi-
nal (Miller, 19593 Summer, 1921), modificada no Laboratério
Lawrence Berkeley (Dove et al., 1981), no que se refere & prepara-
30 do reagente e aoc comprimento de onda de leitura. Ouantc ao
volume de regente adicionado, optou-se pela metodologia empregada
no laboratdrio de Berkeley, com diluic3do da amostra apés o desen—

volvimento da cor.

A~ Preparagio do reagente DNS (acido 3,5-dinitro salici-

lice)
i) Solugao 1 — dissolve-se 24 g de NaOH em 200 ml de agua

destilada e deixa-se resfriar a temperatura ambiente, podendo-se

utilizar um banho de aguag
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ii) Solucdo 2 —~ dissolve-se 8,0 g'de DNS (moncidrato ou  sal
monossodico) em 300 ml de agua dasé&lada;

iii) Solugdo 3 - dissolve-se 5,0 g de fenol em B8 ml de agua,
utilizando um banho & 45-350°C;

iv) Solucdo 4 - adicona-se, sob agitacdo, 15 ml da solucgdo 1
sobre a solugdo 33

v} Solucdn S — adicions—se lentamente o restante da solugdo 1
a soclucido 2, agitando-se para dissolver;

vi) Soluclo & -~ adiciona-se 200g de tartarsto de sédio e po-—
tassio & solucao O e agita—-se até dissoluclo completa e n3o se ob-
servar malis liberacdo de bolhasg

vii) Solugdo 7 - adiciona-se &;1 g de sulfito de sbédio & so-
lugdo 4 e agita—se até dissolugldog

viii) Solugdp B — adiciona-se a solugdo 7 & soluc3o 6 ¢ com—
pleta-se o vﬁlume para 1 1;-

ix) filtra-se a solucgdio 8, adiciona-se 6,1 g de sulfito de
sO0dio e mistura—se até dissolver;g

’

%) guarda-se a solugdo em frasco escuro sob condigles minimas

de luz (proteger o frasco com papel aluminio).

B- Determinaci3o de Acgucares Redutores na Amostra

- tomar 0,52 ml da amostre e adicionar 2,50 ml do reagente de
DNS

- coplocar em um banho maria em ebulic3o e deixar reagir du-—
rante 10 ming

- resfriar em &gua a temperatura ambiente durante 3-5 ming

- adicionar 3,2 ml de Agua destilada; a cor & estavel durante
30 ming;

-~ agitar em "vortex" e ler a absorbancia em &00 nm, zerando o
aparelhbo com um branco preparadoc com uma amostra de agusa destila-

daj;
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- a concentracdo de (glicose + frutose) & determinada atraves
de uma curva de calibragso utilizando quantidades equimolares de
(glicose + frutose) até uma concentragio total de 1,8 mg/ml. Para

a faixa de concentracbes de 0,1-1,0 mg/ml as absorbdncias obtidas

estio entre 0,023 e 0,660.
2 — DETERMINAGCRD DAS ATIVIDADES ENZIMATICAS
A atividade enzimatica ¢ determinada pelo meéetodo das ve-

locidades iniciais. A curva de progresso da maioria das reacbes

enzimaticas tem a forma representada na Fig.4.1.

Conversso
de
Substrato
] -
0 Tempo
! Figura 4.1 — Curva tipica de reacg3do enzimatica

Os fatores que podem contribuir para o decrescimo da ve-
locidade de reacdo s3o: (i) inibicio da enzima pelo produto; (ii)
diminuicdo do grau de saturacdo da enzima devido ao decréscimo da
concentracldo de substrato a medida que a reagio avangay (iii)
maior contribuicdo de reaclies reversas & medida que a concentracdo
de produto aumenta; e (iv) inativacido da enzima pela temperatura
ou pelo pH. Esses fatores podem agir isoladamente ou em conjunto,
de forma que a curva de reagdo enzimatica ndo segue exatamente as
equaches das reagbes homogéneas (Dixon & Weeb, 1979; Hawcroft,
1987).

A atividade enzimatica & medida através da velocidade i~

rnicial de reagso, uma vez gue no inicio da reacdo os fatores acima
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mencionados ainda nam.cmmegaram a se manifestar e se conbece, nes—
se ponto, as condicles exates em q;e 5@ pProcessa a reagdo. Dessa
forma, utiliza—-se ¢ inicio da curva de progresso da reagam, qug &
praticamente linear até uma conversdo de aproximadamente 20 %
(Dixon & Weeb, 1979).

A evoluglo da reacdo enzimatica pode ser seguida de duas
maneiras: (i) método de amostragem; e (ii) métodos continuos. No
metodo de amostragem as analises sido realizadas em amostras rebti-
radas em varios tempos, obtendo-se varios pontos separades da cur-
va de progresso. da reagdo. A retirada de varias amostras permite
a verificagdo da linearidade da curva de progresso no intervalo de
tempo considerado. No método continuo a curva ¢ construida no de-
correr da reaci3o por meio de um grande namerco de leituras e/ou  de
registradores automaticos.

A Comissdo de Enzima da Uni3o Internacional de Bioquimi-
ca recomenda a seguinte definicdco de atividade (Dixon & UWeeb,
1979) " uma unidade (U} de atividade & a quantidade de enzima que

:
catalisa a transformacdo de 1 pmol de substrato ou a formacd3o de 1
pmol de produto por minuto", nas condigles do ensaio.

As atividades de todas as enzimas foram determinadas num
reator de batelada, utilizando-se & enzima livre ou imobilizada.
Nos testes com a enzima imobilizada, ela era colocada num cesto e

imersa num reator encamisado, a temperatura constante e contendo o

substrato sob agitacgdo.

2.1 - Amiloglicosidase

~ carrega-se 0 reator com 3% ou 50 ml de amido liguefeito a
3% em tampdc acetato B,85M, pH 4,05 e estabiliza~-se a temperatura
em 45°0C;

-~ adiciona-se a enzima livre ou coloca~se o cesto com & enzi-
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ma imobilizada e inicia-se a8 contagem do tempoy

- retira-se, a cada 2 min, u;a ampstra de @,% ml, adiciona-se
a um tubo de ensaio com teampa contendo 1,5 mi de aqua destileda e
deixa-se inativando num banho em ebulic3o durante 10 ming

- resfria-se a amostra, dilui-se, caso necessdrio e analisa-
se o teor de glicose pelo método da o~toluidina (1.2.1), obtendo-
se assim a concentragdo de glicose no reatorg

- considerando-se que a cada amostra o volume de meioc reacio-

nal diminue em 8,5 ml, calcula-se a guantidade de glicose presente

"no reator a4 cada amostra, em pmoles, pela equaglo:

Glicose (uymoles) = [Glicose (mQ/ml)].Ve/0,180
onde Ve=volume de soluc3o de substrato presente no reator quando a

amostra fol retirada
P,180=massa mplecular da glicose (mg/umol)}

- plota-se a curva da quantidade de glicose liDEﬁada {pmoles)
em funcio do tempo (min), considera—-se a regido linear do método
das velocidades iniciais e calcula~se a atividade de amiloglicosi-
dasé presente como a inclinagdc da reta obtida. A atividade da
enzima imobilizade & calculada como a atividade medida dividida
pela massa seca de enzima imobilizada utilizada na determinacg3o.
A atividade especifica & calculada dividindo-se a atividade obtida

pela massa de proteina presente no preparado enzimdtico utilizado.

2.2 - Lactase

0 procedimento utilizade & basicamente o mesmpo da amilo-
glicosidase, com as seguintes diferencas:
~ o0 substrato constitui-se de lactose 4,5%, em tampi3io l4atico,
pH 6,33
- 0 tamp3o latico, ajustado em pH 6,5 com NaOH/HC1 4N tem a

seguinte composicios
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Componente [Ball (mM)
Citrato de Sodio ) 2,70
Acido Citrico 7,91
Sulfato de Potassio 1,83
Fosfato Dibasico de Potassio 2,99
Hidréoxido de Potassio 19,43
Cloreto de Magnésio 4,08
Cloreto de Calcio 5,10
Hidréoxido de Sdédio 4M (ml/1) 10,0
Bicarbonato de Sddio J,33
Azida de Sodio (NaN=x) @,e1%

— a guantidade de glicose formada e analisada pelo Méetodo

GOD-PAP (1.2.2).

2.3 - Invertase

0O procedimento utilizado para se determinar a atividade
da invertase @ basicamente o mesmo da amiloglicosidase, com as se-
guintes diferengas:

i ptiliza~se como substrato uma solugso de sacarose a 54 em
tampdao acetato @,05M, pH 4,5, a 45°C;

- para anadlise das amostras utiliza-se o Método do DNS (1.2.-
3), com uma curva de calibracdo utilizando uma misturea eguimolar

de (glicose + frutose).

2.4 - Blicose Oxidase

0 método adotado consiste em se seguir o consumd de (O
na solucdc {devido & reacdo: glicose + Oz -9 gliconolactona +
H=20=),a 25°C, através de um eletrodo de 0= (Bouin et al., 1976}.
0O meio reacional consiste de tamp3o citrato-fosfato @,05 M, pH
5,90 e glicose 13,9 aM. O volume final de reacg3o & QE 190 ml e de-
ve ser borbulhado ar para saturar o meioc antes de se inicida-la. A

s0lugdo de glicose & ser adicionada para iniciar & reagdo deve fTi-
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car pelo menos duas horas a temperatura ambiente para permitir o
equilibrio entre os seus anémeros ; e B. O valor de kn para a
glicose & de 15,4 mM, sendo ent3o a concentracdo de gli:cse nAo
saturante, mas em grande excesse em relacdo & de U=. A concentra-
cdo de Oz na agua saturada com ar, a 25°C, & de 8,25 mM (Bouin et
al., 1976) e a forga iénica do tampido tem efeito desprezivel sobre
esse valor.

Uma unidade de atividade e definida como a guantidade de
enzima que catalisa o consumo de 1,2 pmol de Oz por minuto nas
condicbes acima; e e pedida como uma taxa de reacgio de primeira
ordem.

0O método ¢ . executado seguindo-se a seguinte metodologia:d

- adiciona-se a solug3o tamp3o 4 cela de reagdo, satura-se a-
través do borbulhamento com ar e estabiliza~se a temperatura em
25°Cs -

- adiciona-se a amostra de enzima a ser analisada, livre ou
imobilizada, coloca-se g eletrodo de On, liga-se a agitagdo e a-

’
justa-se a concentracgdo de Oz para 180 “Z no oxigrafoy

- adiciona—se a solugdo de glicose (25 pl de solucdo a 108
mg/ml para cada ml de tamp3o) através de ums seringa & liga-se o
registrador acoplado ao oxigrafo, plotando-se o consumo de 0O do
meio em funcdo do tempo {(min):

- & atividade & calculada em fungilio da inclinagl3o da re-

ta I (% O=/min) obtida do consumo de O em funcgido do tempo pela

seguinte equacio:

At. = I x 8,25 xw ¥V pmol O ({ U/g ocu ml)
. (Va OU Ma) x 100 min % (ml ou g)
ondet 2,25 (M) = [0z] na solucdo saturada

V = volume de tampldo (™ volume da reacao) (ml)
Va= volume de amostra (ml)

M.~ MasSsSa Seca de enzima imobilizada
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2.9 — Horsehadish Peroxidase (HRP)

.

No caso dessa enzima a atividade € determinada utilizan-
do-se o procedimento e a definic¥o de atividade determinada pelo
fornecedor (5igma, 1992). Devido & dificuldade em se acompanhar a
alta velocidade de reacdo numa cubeta de 3 ml, como descrito no
método do fornecedor, principalmente no caso da enzima imobiliza-
da, utilizou-se um volume de reacdo de 30 ml 8 acompanhou—se D au-

mento de absorb3ncia num espectrofotdmetro com recurso para aspi-

rar amostras de 1 ml do meio reacional. 0 procedimento adatagp
foi:

Reagentes Volume

tamp¥o fosfato B,1M, pH 6,0, 20°C 3.2 ml

peroxido de hidrog®nio 8,14/M 1.6 ml

pirogalol 5% . 3,2 ml

dgua destilada 22 ml

- mistura-se os reagentes na ordem acima; no reator termosta-
tizado a 20°C e espera-se 8 min, ate gue a absorbancia fique cons-

F
tantey

-~ adiciona-se @,4 a 8,7 uﬁidades de peroxidase (livre ou imo-
bilizaﬂa), aciona-se o crondmetro e aspira—-se as amostras de 30 em
38 s, aguardando 15 s para & leitura da absorbancia em 420 nm.
Como a cada 3@ s é retirado 1 ml do meio reacional, corrige—se o0&
valores obtidos multiplicando por 38/V, no caso das amostras de
enzima imobilizada, onde V & o volume de melo presente no reator
quando a amostra fol retiradaj;

- plota—-se a curva da absorbd@ncia corrigidse versos o tempo,
em sequndos;

~ toma-se a reta das velocidades iniciais e calcula-se a ati-

vidade como:

1,2 X Ma

/g =
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onde s AA/20 = variag¥3o de absorbidncie verificada em 20 s
1,2 = absortividade molar/10

Mmae = massa de enzima utilizada

3 - PREPARAGAD DA SILICA

3.1 - Obtencdc da Silics Microporosa

A obtengdo de silica porosa com diSmetro de poro adequa-

do para imobilizacido de enzimas (250-1000 A) pode ser conseguida
mediante tratamento durante o processo de lavagem e secagem do
gel, de forma gue o produto final tenha as caracteristicas deseja-
das (Aboutboul et al., 1972; ie Page & Duchene, 19&7), ou ent3o
pelo alargamento dos poros de um produto jid existente (Kiselev et
al., 19753 Le Page, 1971), considerando-se como matéria prima o
silicato de sddio.
Como a obtengio da silica porosa pelo tratamento do gel

durante a lavagem envolve varias etapas, com a substituiglo da a-
gua do gel por outros solventes (Aboutboul et al., 19723 Le Page &
Duchene, 1967), optou-se pela preparacio da silica gel microporo-
8, com posterior tratamento hidrotérmico para alargar os poros
{Le Page & Duchene, 19673 Kiselev et al., 1975). A metodologia a~
dqtada -}

- prepara-se, num béquer, uma soluc3o de 62,6 g de &cido clo-~
ridrico concentrado (d=1.19 g/ml) em 44 ml de agua,

- adiciona-se, sob agiﬁa;ao vigorosa, durante aproximadamente
5 min.,a 25-30°C, uma solucglo constituida de 173 g de silicato de
s0dio neutro em 202 ml de &gua,

- despeja-se a soluglio em uma forma de vidro gquadrada, de
forma que o nivel do liquido seja de aproximadamente 2 cm, ¢ dei-
xa-se em repouso a temperatura constante. Apods determinado tempo,

fixado em 16 horas na maioria dos ensaios, deixa-se o gel atingir
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a temperatura ambiente,

- corta-se o gel obtido em pe;agmﬁ de 1-2 cm de lado e lava-
s@, Com agus destilada, até gue o pH do sobrenadante esteja neu-
tro. O obietivo da lavagem & remover o cloreto de soddio formado
durante a3 gelificacdo e 0 excesso de acido cloridrico, gue causam
o esfarclamento do gel durante a secagem.

- num béquer, cobre-se o gel lavado com dgua destilada e dei-
xa-se envelhecendo durante determinado tempo (geralmente 16 h) a
temperatura constante, R

- ESCOrre-se a agua e seca-se 0 gel em estufa a 120°C durante
12 h. Antes de se colocar todo o gel na estufa, retira-se uma a-
mostra & faz-se um teste de secagem, para verificar se ndo ocorre
esfarelamento do produto. Em caso positivo, lava-se novamente o
gel,

—~ despeja-se a silica seca em dgua destilada e agita-se oca-
sipnalmente com uma espatula durante 3@ min., até gque ndo haja
mais liberagdo de bolhas de ar. Durante a secagem do gel ha perda

:
de 85-9@ %L de sua massa, representada pela agua presente no  seu
interior. Essé 2liminacio de agua garante a estruturae porosa e
causa grandes tensbes mecadnicas no solido seco. A rapida hidratsa-
Gdo pelo contato com a dgua faz com que as particulas tensionadas
se guebrem, conseguindo-se dessa forma suportes mecanicamente mais
estaveis e com granulometria mais préoxima & desejada para a imobi-
lizacdo.

- seta-se novamente a 120°C, moe-se e peneira-se © produto,
classificando—o nas faixas de granulometria desejadas.

Para uniformizagdo dos ensaios e maior controle da in-
fluncia dos pardmetros de preparacso nas caracteristicas da sili-
¢a produzida, dividiu-se o procedimento nas seguintes etapas

(Hench & West, 1990).

- gelificagdo: etapa decorrida entre a mistura do siliceto de
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sodio com o HCl, até a adicio de agua de lavagem ao gels

.

- lavagem: @tapa durante a qual o gel fica em contato com a

adgua de lavagem, até a remogdo completa do excesso de HI1 e do

NalCl formado durante a gelificacldog

- gnvelhecimento: tempo em que o gel lavado é mantido imerso

em agua destilada, a temperatura constante.

3.2 - Tratamento Hidrotérmico

- suspende-se a silica em agua, retira-se o ar dos poros com
vatus e coloca-se a suspensio num reator de ago inox resistente a
100 atm de press3o interna.

- trata-se o produto no reator a temperatura constante duran—
te U horas.

- depols de resfriar, lava-se o produto com agua destilada e
seca-se a 1Z20°C.

-~ amostras tratadas nas condigbes acima podem ser analisadas

]

através do método de intrus3io de mercurio determinando-se a curva

de distribuicdio dos poros.

3.3 - Caracterizacio da Silica

A caracterizagdo das silicas obtidas foi feita, espe—-
cialmente do produto final, por porosimetria de intrusiio de mercu—
rio e microscopia eletrdnica de varredura, em aparelhos destinados
a esse tipo de andlise, descritos no Cap.IV. Como as analises ci-
tadas acima s30 caras e dependem da disponibilidade de egquipamen-—
tos de outras instituicbes, fora da Faculdade de Engenharis Quimi-
ca e mesmo da UNICAMP, acompanhou~se a otimizagiio do método de
produc3o da silica pela medida do volume de poros por intrus3o de

dgua, comforme método descrito abaixo.
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3.3.1 - Medida do Volume de Poros por Intrusio de Agua

-

0 método utilizado consiste em se preencher 0s poros do
suporte com agua, pesa—-lo, secé—lo e pesd-lo novamente para se
obter a massa secta. A guantidade de agua dentro dos poros & medi-
da pela diferenca de massa 0btida. Embora o erro do método seja
relativamente grande, devido & dificuldade em se remover seletiva-
mente somente & agua do exterior da particula, ele foli empregado
para as particulas maiores (®,5-0,7 mm), considerando-se o objeti-
vo de uma avaliacdo prévia.

Procedimento:

~ adiciona-se Agua destilade a uma certa quantidade de silicea
{ ™ 10 g) até® cobri-la e faz-se vacuo, eliminando-se todo o ar dos
poros;

~.filtra—se & éiiica tmida num funil de placa porosa média a-—
te gque n3do se observe mais gotejamento e aguay

- transfere-se a silica Umida para um béguer tarado e deter-—

2
mina—se sua Massas

-~ seca-se a silica em estufa a 120°C e pesa-se novamente, de-
terminando-se a massa de 4gua eliminada na secagem por diferenca.

— considerando-se a massa especifica da agua como 1,8 g/cm™,
calcula~se 0 volume de intrusdo de agua como sendo a razio entre a

massa de agua removida por secagem e a massa de silica seca.
4 — PREPARACAD DA SILICA ALAUILAMINADA
Os suportes silicicos sdo funcionalizados atraves da si-

lanizac3o com um aminosilano, segundo as reacbes (Bruchka & Kikta,

1977):
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(RO)3~5i—(CH=)=—NHz y  {HO)5-Si-(CHz}s~NH=
+3Hz0  —3R-0OH (4.1
R=Me, Et
OH
H +  (HD)5=Si-{CH=)s—NHz — 2 | “£i“(CHz)s“NHz
— Hz0 &
H (4.2)

Usou~se neste trabalho um método descrito antericrmente
(Yrevisan, 19%&y.
Procedimento:

- prepara~se uma solucdo de silanoc a 2 % em agua destilada e
deixa—se hidrolisér durante pelo menos 1 hora a temperatura am-
biente,

- cobre-se 0 suporte a ser silanizado com essa solugio e dei-
xa—-se sob vacuo durante 3B min (2,3 ml/g de silica)ﬂ

-~ filtra-se o éxcesgo de splugiio e deixa-se 0 suporte uGmido
reagindo, numa estufa a 6@8°C, durante 12 horas,

‘o lava—-se o suporte com agua destilada até que ¢ pH da agua

de lavagem esteja neutro (46,3 - 7.0},

- seCa~se a 100-1180°C durante 12 horas e estoca-se.
5 — PREPARACAD DA SILICA ARILAMINADA

Partindo~se do derivado alquilamino obtido pelo método
anterior, o objetivo dessa etapa & se consegulr um derivado arila—
minado da silica, permitindo dessa forma a ativacsop wvia diazota-
cdo. O método baseia—se nas reacbes (4.3) e (4.4), e o procedi-

mento utilizado e uma modificacdo do descrito em (Olsson, 1985).

OH OH

—£i“(CH2)$“NHz + C1-CO-p-NOz -y —éi”(CHz}a"NH-CG—ﬁmNGz

&H | ' $H ' {(4.3)
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OH ' OH
é NazSaea é .
~Bi-(CHz }x—NH-CO~p-NOz gy ~8i~({CHz } x—~NH-CO-g-~NH=
A
b | b (4.4)
¢ = anel aromatico
Procedimento:

- prepara-se uma solucXo de cloreto de p-nitrobenzoila a 5%
pfv em B m1~dé piridina seca (destilada apds secagem sobre KOH)
contendo 30 pl de cloreto de tionilag

-~ adiciona—-se esta solugdo a4 um tubo de ensaio com tampa ros-
quedvel qpntendo 1,8 g de silica silanizada seca e deixa—se reagir
durante 30 min num banho-maria em ebulicdo;

~ deixa-se esfriar atée 40-50°C, filtra-se a solugdo e lava—se
a silica exaustivamente com 4gua destilada, até remover toda a
piridina, @ o excessy de cloreto de acido ndo reagido;

~ adiciona~-se & silica lavada ainda udmida 1@ m]l de uma solu-
ca#o de ditionito de sédio a B4 p/v e deixs-se reagindo num banho-
maria em ebulicdo durante 1 hi

:

- resfria-se, filtra-se e lava-se com agua destilada. Seca-

s2 a4 S0-60°C para estocagem.

& - ATIVAGAOD DOS SUPORTES E IMOBILIZAGCARD DAS ENZIIMAS

6.1 — Via Blutaraldeido

A ativagdo do suporte alquilaminado com um agente bifun—
cional & um dos métodos mais simples de imobilizacdo por ligacdo
covalente. 0 emprego de glutaraldeido como agente bifuncional &
muito difundido {(Weetall & Detar, 19743 Marshall, 19733 Marsh &
Tsao, 19763 Lobarzewski & Paszczynski, 19833 Mason et 21., 19753
Kvesitadze & Dvali, 1982; Malikkides & Weiland, 19823 Bouin

Hultin, 1982; Wasserman et al., 1980; Olsson et al., 1983), sendo
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também aqui utilizado:

- pesa-se o suporte silanizaéb num erlenmeyer e adiciona~-se
uma soluc3o de glutaraldeido 2,5 %, em tamplo fosfato &,05 M, pH
7,8, até cobri-lio ( 2,9 ml/g silica);

- deixa~-se o suporte reagindo durante 1 hora, sob vécuo in-
termitente, a temperatura ambientej

- lava—se o suporte ativado com agua destilada até remover o
excesso de glutaraldeido, terminando a lavagem com tamp3o fosfato
2,85 M, pH 7,8;

- apos filtracgdo, pesa-se o solido umido e adiciona-se uma
solucio de enzima cuja atividade e/ou teor de proteina tanha;.side
analisadosg

~ delxa~se reagindo durante aproximadamente 24 horas, a 4°0C,
com agitagio ocasionalg

- analisa-se o scbrenadante,.filtrawse e lava-se com tamp3o
apropriado até qgue todo o0 excesso de enzima livre seja removido, o
aue pode ser detectado pela analise das aguas de lavagem. 0 cédlcu~

’
lo da atividade imobilizada ¢ feito considerando-se o volume de
solucdio de enzima adicionado, a diluic%o pela agua contida no su-
porte umido, pesada antes da adigldo da enzime, € a andlise final
do sobrenadante;

- guarda-se a enzima imobilizada obtida em tamp3o apropriado,

em geladeira a 4°C.

b.2 -~ Via Diazotizaclo

0 procedimento adotado & o que fol utilizado para a en-
zima peroxidase (Olsson et al., 1983):
- prepara-se uma solugdo de HC1l a 2,4M e outra de nitrito de

sodic a 200mg/ml, deixando—as depois resfriar até 8°C num banho de

gelos
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- ¢goloca-se 1,0 g de silica arilaminoc (Metodo 111.3) num  tu-
bode ensalio, adiciona~se 1@ ml de QGL Z2,4M gelado e faz—-se vacuo
para remover © ar dos poros. Coloca-se entdo o tubo mumlbanha de
gelo e deixa-se a temperatura estabilizar na faixa 0-1°C3

~ adiciona—se, gota & gota, 1,0 ml de solugdo de nitrito de
s0dio, agitando-se o tubo a cada gota e mantendo-se a temperatura
na faixa de B-2°C;

- apss o término da adicglo, deixa-se reagir durante mais 3@
min a @—é:E; filtra-se a lava-se com agua destilada até que o pH
da_ adgua de lavagem esteja aproximadamente neutro {(pH >6);

— adiciona—se aprcximadamente 5 ml de soluc3o de enzima em
tampi3o fosfato #,05M, pH 7,8 (medir a quantidade exata de solu-
cdo), cuja atividade e/ou teor de proteina tenham sido analisados.
Deixa-se reagindo em geladeira a 4°C durante 24 h, com agitag3o o-—
casional ;

- filtra-se e lava-se o sOlido 4 ou 5 vezes com 10 ml de tam-
pao apropriado para & enzima cada vez. Colets-se separadamente o
sobré;adante e as aguas de lavagem para analise. A quantidade de
proteina e/ou atividade imobilizada & caltulada come & diferenga
entre a adicionada e a recuperada no sobrenadante e dguas de lava-
gem;

- apds a ultima lavagem, estoca-se a enzima imobilizada na

geladeira, imersa em tampldo apropriado.
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CAPTITULD VI - RESULTADOS £ DISCUSSAD

a

1 —~ OBTENCHED E CARACTERIZIACED DA SILICA
1.1.TESTES PRELIMINARES

Nesta etapa preliminar de desenvolvimento do projeto pre
parou~se um lote de silica microporosa fixando-se o tempo de geli-
ficagdo em 16 h. O gel obtido foi lavado (e envelhecido) - durante
24 h a temperatura ambiente g depois seco comgrdescrito no Método
3.1, obtenﬁowﬁe a8 silica codificada como "Série 1".

Como base inicial para avaliac3o dos par@metros, trfs ti
pos de silica de proced@ncias diferentes foram submetidas ao tra-
tamento hidrotérmico (Método 3.2):

1-'8ilica Série I (tamanho de particula = 8,50-08,70 mm)
2- Silica Gessy (temanho de particula = $,30-1,00 mm)
3~ Silica Merck 68 (tamanho de particula = 0.9060-8,20 mm)

A utilizacdo desses dols produtos comergiais visou ava-
liar o efeito do tratamento hidrotérmico em materiais ja produzi-
dos industrialmente, considerando-se a possibilidade de se utili-
za~los diretamente na obtencdo de suportes para a imobilizac&%o de
enzimas.

Quanto & temperatura de tratamento, tomou-se como valor
intermed Aario 258°C, de um dado obtido anteriormente, resul tando
em um didmetro médio de poro de 440 A (Trevisan, 19990) e optou—se
pelas seguintes condigbes: 213°C, 243°C, 265°C, 2B1°C e 296°C.

05 resultados das anédlises dos produtos, obtidos por po-
rosimetria de mercurio, est3o mostrados nas Figs. 6&6.1-6.3. Nas
Figs. &.1a-6.3a os mesmos resultados estio normalizados em funglo

do volume de intrus3o maxima, de forma a facilitar a visualizagio

das curvas.
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Figura 6.1 - Distribuiclo do tamanho dos poros em fungdo do volu-
me de intrus3o para a silica Série 1 tratada nas se-
guintes temperaturas, no sentido indicado no gr&fi-
co: sem tratamento, 213°C, 243*C, 265°C, 281°C e
296°C.

—
b
o

3

o
3

o
3

=
3

o
S

Volume de int. Cum. Normalizado

_1o* 10°? 10,} 10° 1wt
Diametro de Poro {Angstrons)

Fiqura &.la — Distribuigio do tamanho dos poros em func3p do volu-
me de intrusdo normalizado para a silica Geérie [
tratada nas seguintes temperaturas, np sentido indi-
ctado no grafico: 213°C, 243°C, 265°*C, 281°C e 296°C.
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Distribuig3o do tamanho dos poros em funcio do volu-
me de intrusdo para a silica Gessy tratada nas se-
guintes temperaturas, no sentido indicado no gréafi-
co: sem tratamento, 213°C, 243°C, 265°C, 281°C e
296°C.
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Figura &.72a — Distribuicdo do tamanho dos poros em fungdo do volu-

me de intrusdo normalizado para a silice Gessy tra-
tada nas seguintes temperaturas, no sentido indicado
grafico: 213°C, 243°C, 265°C, 281°C e 29&6°C.



&8

Yo (ee/kq)
g g

:

IR EE RN NN AN RN

Volume de Intrusdo Cumulative {cc/kg

H
10 L1072 10°? 10,2 . 10°
Diametro de Poro (Angstrons)
Figura &.3 - Distribuic¥3o do tamanho dog poros em fungdo do volu-

me de intrus¥do para & silica Merck tratada nas se-—
guintes temperaturas: sem tratamento, 213°C, 243°C,
265°C, 2B1°C e 296°C.
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Figura &.3a - Distribuigloc do tamanho dos poros em funcgdo do volu-
me de intrusdo normalizado para a silica Merck tra-—
tada nas seguintes temperaturas, no sentido indicado
no grafico: 213°C, 243°C, 265°C, 2B1°C e 296°C.
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Naé Tabs. 6.1-6.3 estdo sumarizados os resultados da ang
lise de cada amostra, incluindo m.hiﬁmetro médio de poro levando-
se em considerac3o trfs barﬁmetroﬁ: a distribuicio de Area super-—
ficial, a distribuicgdo de volume de intrusdo e o calculo direto a

partir do volume de intrusdo ¢ da 4area superficial, dado como

aV/A.

Tab. 6.1 - Dados da Anédlise de Porosimetria da Silica Berie 1

N I O Diametro Médio de Poro (&)

T(*C)y |P(atm}iVicc/g)iA(m=/g){(g/cc)] (Volume) {Area) (4v/A)
A - lo,3061 | 37,69 |1,025 | 333891 99 325
213 28 @2,4715 38,17 {1,358 472 433 b25
243 35 @,43534 17,27 11,357 760 H70 1850
265 5@ a8,706%9 28,21 (2,943 995 831 - 10@2
281 6o 8, 6699 23,33 11,976 1121 264 1149
296 80 @,6%946 23,61 12,188 1289 18465 Y177

T=temp. do tratamento, P=press3o de equilibrio ligquido-vapor,
V=volume de intrusi3o total, A=area superficial total,
de=densidade cristalina da silica

r

Tab., 6,2 — Dados da Anadlise de Porosimetria da 8Bilica Gessy

; s Didmetro Médio de Poro (A)

T(°C) P(atm)jV{cc/g)iA(m=/g)l(g/cc) | (Volume) (Area) {4v/M)
TA - 2,0913 10,91 |1,3700] 362058 182 335
213 28 08,3928 83,47 11,9572 i&é8 146 188
243 x5 a,4035 37,97 11,9832 264 225 278
265 50 B,3696 28,35 {1,9925 561 465 521
281 65 @,3920 21,02 {1,9986 8ip 625 744
296 8@ 0,3877 16,74 12,0282 984 777 F26

T=temp. do tratamento, P=pressdo de equilibrio liquido-vapor,
V=volume de intrusdo total, Axarea superficial total,
de=densidade cristalina da silica

Como pode ser visualizado nas Figs. 6.1-6.3a, o aumento
na temperatura de tratamento resultou, como se esperava, em um au-

mento do tamanho dos poros (Hench & West, 1990). Num caso ideal,
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‘considerando-se um material com todos 0% poros cilindricos e do
tom

mesmo tamanho, & curva obtida por intrusio de mercurio deveria ser

do tipo da ilustrada na Fig.6.4, constituida de uma reta vertical.

Nesse caso, o digmetro médio dos poros seria unico, por volume, a-

rea ou 4v/D.

Tab., 6.3 ~ Dados ds Andlise de Porosimetria de Silica Merck

- [ Diametro Médio de Poro (&)
T(*C) |[P(atm)iV(cc/g)|A(m=/g)lifg/cc)i(Volume) (Area) (4V/7A)
TA - 11,1698 79,80 |1,120%1] 326740 93 586
213 20 1,6244 58,53 {2,3207] 296965 391 _ii11@
243 35 1,4507 | 31,26 [2,2595] 302075 598 1856
265 50 1,4412 28,308 (2,2847] 319937 562 28357
281 65 11,3402 27,96 (12,4099 2714355 175 1921
296 (23] 11,3593 16,34 |2,1969] 354907 &89 3327

T=temp. do tratamento, P=press3o de equilibrio liquido-vapor,
V=volume de intrusiio total, fA=area superficial total,
de=densidade cristalina da silica )

! Volume
de
Intrusdo
Cumuliativo
log {(Di@metro de Poro)
Figura &.4 - Anédlise por intrusio de mercurio de uma amostra com

poros uniformes e cilindricos (ideal).

Comparando—se as curvas obtidas (Figs. 6.1-6.3a) com &
ideal, ronstata-se que a silica Merck apresenta uma distribuicio
de poros muito pouco uniforme, n¥o sendo adequada & preparag3o de
uma silica de porosidade controlada. A silica Gessy fol a gque a-
presentou uma distribuigdo mais uniforme de poros e um melhor com-
portamento em relagdo a4 temperatura de tratamento, _resu}tando emn

curvas bem distintas nas Figs.3 e 3a, com didmetro médio de poro
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entre 168 e 786 A, No caso da silice Série 1, o comportamento das
curvas foli semelhante ao da ﬁilic; Gessy, mas ovs didmetros de poro
obtidos foram malores (entre 472 e 1289 A) &8 o comportamento em
relagdo & temperatura de tratamento n3c foi tdo distinto,

Complementando essas informagles, fol feita a imobili;a*
c30 da enzima amiloglicosidase em todas as amostras analisadas,
pelo método do glutaraldeido (p. &2), de forma a se relacionar as
propriedades dos suportes com a imobilizagdo de enzimas. Os re—
sultgaas obtidos est3oc na Tab. &.84 e detalhados no Anexo V. De a-
cordo.-com dados da literatura o did3metro de poro 6timo para se i~
mobilizar esta enzima & de aproximadamente 3080 A (Eaton, 1974).
No caso da silica Merck, as atividades obtidas foram maiores aque
para as outras duas e na amostra tratada a 213°C, com o menor did-—
metro de poro e malior area superficial, a atividade foi maior.
Para a silica Gessy, a maior atividade foi obtida para a silics
tratada a 213°C, com didmetro de poro de 168 A. Para a silica Se-
rie I, o maximo ée.atividade foi observado na amostra tratada a

4

213°C, com did@metro médio de poro de 472 A, sendo a atividade trés

vezes maior gue para a silica Gessy.

Tab. 6.4 ~ Atividade de Amiloglicosidase (em U/g) Imobilizada
Temperatura Série I Gessy Merck
TA i63 ~ 8 615
213 &34 175 712
243 534 138 523
265 480 138 245
281 352 113 285
296 370 99 235

Baseando-se nos resultados apresentados até agui, descar
tou-se a possibilidade de se utilizar as silicas OGessy e Merck,
cuja preparacloc n3o pode ser controlada; a primeirs por apresentar

area superficial muito baixa € a segunda devido & distribuigido he-
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terogénea de tamanhos de poro. Passou-se entdo a considerar a oti-
mizagdo de uma silica culjo tratam@#&o hidrotérmico levasse a  um
produto mals adequado & imobilizacdo de enzimas.

Na tentativa de se estabelecer uma relacdo entre a tem—
peratura do tratamento hidrotérmico e o di@metro médio de poro re-
sultante, a melhor correlacdo encontrada fol entre a pressio de e-

gquilibrio liquido-vapor da agua e o tamanho do poro. Como mostra-—

do na Fig.D, esta relac3o & aproximadamente linear e depende do ti

po de silica tratada.

:
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Pressao de Tratamento (atm)
Figura 6.9 — WVariacdo do didmetro médio de poro em fungdo da

pressdo do tratamento hidrotérmico. (1} Silica Seé-
rie 1, média por areaj Silica Gessy, média por a-
rea; (3) Silica Merck, média por 4V/A.
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1.2.0TIMIZAGKO DO MeTODO

Baseando-se nos resul tados preliminarés thiﬁos, princi-
palmente no fato de gque os poros da silica Seérie 1 foram muito
grandes e a primeira temperatura de tratamento jaé resultou na ati-
vidade maxima para a enzima amiloglicosidase, preparou-se a silica
Série 1I, nas condigbes da Tab.bh.é6. Diminuiu-se o tempo de geli-—
ficag3o, na tentativa de tornar o método mais rapido e reduzir o

tamanho dos poros (Ota, 1987).

0.20

Cumutatic\;o (cc/q)
T
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Volume dg intrusqo
o
o

3

o io?

10 - 1 .
Diametro de Poro {(@ngstrons)
Figura &.6 — Distribuic8o do tamanho dos poros em fungdc do volu-

me de intrus3io para SBilica Série Il tratada nas se-
guintes temperaturas, no sentido indicado no grafi-
co: sem tratamentc, 188@°C, 213°C, 234°C, 251°C,
265°C e 277°C.

Como sumarizado na Fig.6.6 © na Tab.6.5, as novas condi-
chies de preparo resultaram na reduciio do volume de poros para a me
tade em relacidic &4 Série I. 0 didmetro médio de poro também dimi-
nuiu bastante, para a mesma temperatura de tratamento., 0 teste de

imobilizacdo de amiloglicosidase resultou em atividades muito bai-

" xas, N30 avaliadas com precisdo e, por essa razd3o,ndo apresentadas.
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e,

Tab.6.5~ Didmetro Médio de Poro da Silica Série 1
{pelo volume de intrus3o de mercurio)

T(*C) P(atm) Dn (A)

186 10 -

213 20 .99

234 30 119

251 40 129

265 1] 158

277 & 249

Tendo-se em vista minimizar o numero de amostras para a—
nalise por porosimetria d& mercirio e considerando-se gque o aumen-
to ¢ tempo de gelificacgdo aumenta o volume ¢ tamanho dos poros,
preparou—-se uma série de amostras (Tab.6.6) utilizando como para-
metro de controle o volume de poros por intrus@o de d&dgua (Método
3.3.1).,

Preharau“se inicialmente a silica Seérie 111, em condi-
cies similares &s da Serie I, para confirmaci3o dos resultados.
N3do querendo estender-se o0 tempo de preparo da silica microporosa
por periodos superiores a 48 h, como no caso da Série 111, passou-
sE a considerar as temperaturas de gelificac3o e envelhecimento
como novos parametros a serem estudados. Dessa forma, fixou-se o
tempo de gelifitag&o em 16 h, o tempo necessario pars a lavagem
foi estimado em 7 h & o tempo de envelhecimento tambem foi fixado
em 16 h.

Pela Tab.b.6, para Tgel=535°C e Tenv=ambiente, o volume
de poros subiu para 0,71 cm™/g. Nas mesmas condigBbes de gelifica-

cdo, para Tenv=55°C e 70°C, o volume de poros foi de 8,78 e 0,85

cm®/g, respectivamente. Quando Tgel e Tenv passaram de S5°C para
60°C o volume de poros subiu de 8,74 para 0,78 ocm™/g. Para Tenv=

80°C, o aumento de Tgel de 65°C para BB°C n3o resultou em mudancga
significativa do volume de poros. O aumento de Tenv para 158°C

resultou num acréscimd significativo do volume de poros mas, por
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implicar no uso de uma autoclave na etapa precedente ao tratamento
LY
hidrotérmico, & pratica dessas condigbes s0 sera. considerada no

casp de ndo se chegar a resultados satisfatdorics com as outras si-

licas.

Tabela &.46 - Resumo das Condigles de Preparacgdio das Silicas
Amostra tgel(h) Tgal(fC) tlavih)jtenvih)|Tenv(°C)|{Vporicc/g)
Série 11 & TA 24 TA @,35
Serie 111 22 TA 24 TA 2,55

i 16 55 7 14 TA u,71
S~ : 55 2,74
——— 78 @,85
Série IV 14 60 7 16 (3] 0,78
e = 16 &5 7 1b 80 a,93
oo 16 80 7 16 80 8,92
—_— , 152 1,25
Sgrie V 16 65 7 1é 86 2,94
tgel= tempo de gelificacgio, Tgel= temperatura de gelificacao,
tenv= tempo de envelhecimento, Tenv=temper. de envelhecimento,
tlav= tempo de lavagem, Vpor=volume de poros (intrusio de agua)

Paralelamente & analise da silica por intrus3o de &gua,
o gque definiu a aplicabilidade do suporte para imobilizacdo de en-—
zimas e a faixa de temperatura para o tratamento hidrotérmico fo-
ram os testes de imobilizac3o com a enzima amiloglicosidase, rea-—
lizados nas silicas Série 111, IV e V.

Na silica Serie 111, com volume de poros de 8,55 om™/g,
como mostrado na Tab.6.7 (dados detalhados no Anexa.VI) conseguiu~
se imobilizar um maximo de 21,9 mg de proteina por grama de supor-—
te, sendo que a diferenc¢a ndo foi significativa para as silicas
tratadas a 180-234°C. A atividade maxima foi verificada na silica

tratada a 180°C, mas permaneceu praticamente constante em 1B@-

234°C.
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No caso da silicae Série IV, com volume de poros de ©,78

g

cm¥/g, a capacidade de imobilizag3o de proteina dobrou em relacdo

Tab.b.7-Imobilizacko de Amiloglicosidase na Silica Seérie 111

Proteins Imobi Atividade Imp

TeO | Platm) lizada (mg/g) bilizada (U/g)
TA - 8,7 ~ @
152 S5 8,9 242
180 10 18,7 562
T 200 ¥Y5— - ¢ - 21,9 534
213 20 20,5 534
224 25 19,7 489
234 0 19,4 528
243 35 i7.4 34%
250 49 15,4 325
258 50 13,3 250

4 Seérie 111, chegando-se a um valor maximo de imobilizagdo de pro-
teina e atividade em 192~-215"C (Tab. &6.B e Anexo VIII). Um teste
feito com uma silica de porosidade controlada (8PC) da Corning
Glass Works revelou uma capacidade de imeobilizagdo de proteina i~
gual & da Série 1V, embora a atividade observada fosse 38% maior
para a primeira (Tab. 6.8, ultima linha). Essa diferen¢ga de ati-
vidade pode ser resultante de efeitos difusionais internos na par-
ticula, implicando que particulas maiores resultem numa atividade
menor, para a mesma quantidade de enzima imobilizada (Eaton,
1974), pois a SPC tem um didmetro medio de particula de 8,446 mm,
sendo de 0,60 mm para a silica Série V.

Nos testes feitos com a silica Serie V observou—-se um
aumento da capacidade de imobilizacl3o para &8 (mg de Proteina)/g
(Fig.6.18), considerado suficiente para se interromper a otimiza-—
cio das condigbes de preparacdo do suporte para imobilizac3o de
enzimas. As temperaturas para o tratamento hidrntérmico ficaram

na faixa de 150-278°C e as analises por porosimetria de mercurio
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desses suportes, considerados como produto final, estdo sumariza-—

[

dos nas Figs.6.7-6.% & na Tab.6.%.

Tab,6.8 - Imobilizac3o de Amiloglicosidase na Silica Série IV
_ Proteina 1Imobli Atividade Img
TesC) | Platm) lizada (mg/g) bilizada (U/g)
TA - ~ 8 -
130 5 ~ @ ' -
152 4,95 27,5 210
192 12,94 37,2 - — &76 .
215 20,79 43,4 : 663
240 33,05 0,9 : 5&l1 .-
SPC - 41,3 a90

Figura 5.7 -
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Distribuic3o do tamanho de poro em funcdo do volume
de intrus3o para a Silica Série V tratada nas tempe-
raturas (sentido da seta nas linhas cheias): 131,
181, 203, 215, 225, 236, 245, 255 e 270°C. Linha
pontilhada = SPC 58DA da Corning.

Para a silica Seérie V, observa-se, pelas Figs.b6.7 e 6.8,

uma curva distinta para cada temperatura do tratamento hidrotérmi-

co, resultado de um aumento gradual no tamanho dos poros em toda a

faixa de distribuic3o. A curva obtida para a SPC, utilizada espe-
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cificamente como suporte na imobilizagaa de enzimas, exibe o mesmD
tipo de_compartamento e confirma a“ﬁualidade do suporte preparado.

Nas curvas de distribuigdo do tamanho de poro em relac#o
a area superficial (Fig.6.%) pode-se constater a r@dug%OJ da area
superficial com o aumento do tamanho dos poros. Outro efeitc ob-
servado foi uma maior dispersi3o dos poros nas temperaturas mais
altas de tratamento. A curva obtida para & SPC (pontilhada no

grafico) vem mais uma vez confirmar a semelhanca com o suporte ob-

tidm,"néé temperaturas de tratamento entre 236 e 245°C.

-t e
& g 8 3 B

Volume de Intr. Cum. Normalizado
3

o

L LR S B By A B )
o* 103

10 N 1 _
Didmetro de Poro {Gngstrons)

Fiqura 6.8 - Distribuig3p do tamanho de poro em fungdo do volume
de intrusi3o normalizado para a Silica Seérie V trata-
da nas temperaturas {sentido da seta nas linhas
cheias): 15), 181, 203, 215, 225, 236, 245, 255 e
270°C. Linha pontilhada = SPC 50BGA da Corning.

Além da caracterizacdo preliminar dos suporites pels me-
dida do volume de poros através do método de intrusi3o de agua e da
andlise da distribuicdio de poros por posimetria de intrus3o de
mercuric, tentou-se caracteriza~los por microscopia eletrénica de

varredura (MEV). Devido as limitagbes do aparelho utilizado, nao
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Figura 6.9 -  Distribuicdic do tamanho de poro em funcglo da éarea

superficial para a Silica 8Bérie V tratada nas tempe-
raturas (sentido da seta nas linhas cheias): 151,
181, 203, 215, 225, 236, 245, 255 e 270°C. Linha
pontilhada = SPC SB0A da Corning.

se conseguiu visualizar a estrutura da maloria das amostras anali-
zadas, pois as dimensdes a serem consideradas estido na faixa de
100-1000A (0,010,190 um). Apenas para a silica com didmetro médio
de poro de 792 A foram conseguidos resultados satisfatorios, como
mostrado nas Figs.6.1@, 6.12 ¢ &6£.13.. Na Fig.6.19 estad maostrada
S uma visdo geral da superficie da silica onde, além da superficie
porosa relativamente uniforme podem ser verificados alguns pontos
‘gque parecem ser macroporos, devido ao contraste da foto. Numa am-
pliacac de um desses pontos, conseguida para uma amostra de silica
. de 464 A e mostrada na Fig.6.11, pode-se confirmar o fato dessa
regido irregdlar ser apenas superficial, ndo se estendendo ao in-
terior da particula. Na Fig.6.12 estd mostrada uma ampliac3o da
regido uniforme da superficie, onde ja& pode ser observada & sua
estrutura porosa.

Finalmente, na Fig.6.13, a melhor ampliac3o que se con~

seguiu da superficie, pode-se visuallizar e estrutura porosa do ma-
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terial obtido, formada por um emaranhado de material sGlido, for-

y

mando poros interconectados, uma estrutura parecida com a de uma

esponja.

Figura 6.

18 - MEV da Silica Seérie V, 792 A,

:

cala:s 3 mm = 1 micron

tratada a Z70°C. Eg—

Tabela 6.9 — Dados da fHnadlise de Porosimetria da Silica Série V
: O Didgmetro Médio de Poro (A)
T(°C)|Piata) |V(ce/g)A(a=/g) ] (g/ce) | (Volume) {Area) (AV/A)
TA - @,3004. 87,13 |@,95% 131 191 138
151 4,96 |B,7937 (290,79 1,675 183 100 1@a9
ig1 1H,5 18,8389 (198,56 (1,716 173 147 169
203 i6,9 {@,8330 131,94 1,877 273 260 253
215 Z21.5 18,8308 (105,63 {1,917 42 324 315
225 24,0 10,8499 95,92 11,719 399 375 254
23& 31,8 (08,8362 77,12 }1,886 495 464 434
283 37,2 10,7951 64,6484 11,965 Y= 526 492
255 44,1 {B,81é61 58,43 12,005 &79 &1% 559
278 56,1 {@,7962 43,65 (1,776 835 792 730
SPC - ?,56431 56,49 (1,171 543 502 453
T=temp. do tratamento, P=pressido de eguilibrioc liquido-vapor,
V=volume de intrusdo total, A=area superficial total,
du=decidade cristalina da silica :




Figqura 6.11 — MEV de uma regilioc irregular da Silica Seérie

A, tratada a 236°C, Escala: 5 mm = 1 micron,

Figura &.12 - MEV da Silica Seérie V, 792 A, tratada a 27@°C. Es-

cala: 30 mm = 1 micron. As regilies mais claras 30

devido a irregularidades na metalizagdo da amostra
para a micrografia.

Comparando—-se a micrografia da silica apresentada na

Fig.6.13 com a do vidro de porosidade controlada da Fig.é6.14

(Halléf, 1965), pode-se constatar que o tipo de estrutura dos su-~

=31

V., 464
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portes ¢é o mesmo guanto ao formato e distribulic3o dos poros. Em-
bora na micrografia da Fig.6.14 apenas @ superficie do suporte te-

nha sido tratada para dar contraste, a remogdo completa da fase

alcalina deve levar A mesma estrutura da silicse cobtida.

Figqura &.13 - MEV da Silica Série V, 792 A, tratada a 270°C. Es—

. cala: 3@ mm = 1 micron.

Figura .14 - Eletromicrografia
do rearranjo de wmicrofases no
processo de obtencloc do vidro
de poropsidade controlada. A
fase scluvel foi removida ape-
nas o suficiente para dar con-
traste (Haller, 1965).
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Em um trabalho recente, Nakanishi & Spoga (1992) estuda-
ram a separacdo de fases num Eiﬁt;;a spl-gel de silics contendo a—
cido paiiacrilicé; Embora no caso 0 gel fosse preparadq a partir
da hidrolise de tetraetdxi— ou tetrametdxi~ silano, sendo os did-
metros médios de poro obtidos na faixse da 10°-10° A, a morfologis
dos géis preparados, com poros interconectados, & similar & das

silicas produzidas por tratamento hidrotérmico, como pode ser ob-

servado comparando—se a Fig.6.1%4a com a Fig.6.13.

oS-
bt

5

GADEr EEK

Figura &6.143 - MEV das morfologias dos geéls preparados por
MNakanishi & Soga (1992), variando-se a concentragdo
de Acidop poliacrilico.

Pelos dados plotados na Fig.6.15, foi confirmada a rela-
cdo linear entre a pressdo do tratamento hidrotermico (considerada
como sendo a press3o do vapor d'agua em equilibric na temperatura
do tratamento) © o diametro médio de poros da silica. De acordo
com esses resultados, uma vez padronizadas as condigbes de preparo
da silica microporesa e estabelecidsa uma curva do tipo da
Fig.&.lﬁ,,aode-se pobter suportes silicicos com uma aistribuigam de

poros relativamente estreita e com o dismetro médio de poro dese-
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jado, pela selecdo da temperatura do tratamento hidrotérmico; sen-

do esse o objetiveo do trabalho proposto,.

€dio (dngstron)
[
g g

'S
3

Odededoiad bt bodd L b bddedode ek oot b denbd b b L L b b

[3i£'3r'ﬁe$:r<:=m de Poro M
&

o

10 20 3

- 4G 50
Pressdo de Tratamento (ata)

Figura 6.19 — Efeito da pressio do tratamente hidrotermico no dia-
metro médio de poros (por Area superficiallda Silica
Série V.
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2 — IMOBILIZAGAD DAS ENZIIMAS

Os suportes produzidos pelo tratamento hidrnyermica da
silica Série V, cuja andlise porosimétrica foi mostrada nas Figs.
&.7-6.9 & na Tab.6.%, foram utilizados na imobilizagdo de cinco
enzimas com pesos moleculares distintos: Horsehadish peroxidase
(HRP) (PM = 42.800 (Mahehly, 1955), amiloglicosidase (PM = 82.000
(Zanin, 1989 }), glicose oxidase (PM = 150.000-180.000 (Bouin
";tuéi; 1976) ), invertase (PM = 270.9000 (Gascon et al., 1967)) e
-~ lactase (PM = 2081.000 (Gekas & lLopez-Leiva, 18835)), além da albu-

mina de soro bovino (PM = 66.000 (Sigma, 1992)).

2.1.IMOBILIZACAQ DE HORSERADISH PEROXIDABE (HRP)

A enzima HRP fol imobilizada & silice arilaminada atra-—

vés da ativacg3o via sal de diazenio, como descrito no Método 6.2,

com base em referéncias gue utilizaram esse método para essa enzi-
#

ma (Olsson, 1985; Olsson et al., 1983).

8

- N Ld
o o -

Quantidade Imobilizada

-
e

1 200 400 500 700
Didmetro de Poro Médio (Gngstron)

Figura 6.16 - (1)Proteina (mg/g de sup.), (2)Atividade (U/g de
sup.) e {3)Atividade especifica (U/10 mg de prot.)
imobilizadas em funcdo do digmetro medio de poro pa-
ra a enzima HRP,
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0 maximo de proteina foi imobilizado no suporte com dié-
metro médio de poro de 200 A (Figjé.lﬁ). Guanto & atividade, ob-
servou-se dois pontos maximos, um coincidente com o de prateina @
outro em 526-619 A. Durante a determinagio da atividade imobili-
zada, observou-se gue o produto colorido formado aderia-se a0 su-~
porte contendo a enzima logo que era colocado em contato com O
melo reacional. Considerando-se gue haja um blogueieo parcial dos
poros, tCausado pela presenca do produto aderido 4 superficie, seu

efeitoc ser& menor para poros maiores, podendo resultar no segundo

maximo de atividade, embora a guantidade de proteina imobilidada

seja menor.

C
g 5

Atividade Imobilizada
N
[

-
[~

.10 0 0.70

0 030 040 050 060
Digmetro de Particula {mm)

[l

Fiqura &.17 ~ (l1)Atividade (U/g de sup.) e (2)Atividade especifica
{LU/10 mg de prot.) da HRP Imgbilizada em Fungdo do -
Tamanho de Particula, para a siljca 167 A.

’

Em termos de atividade especifica, © valor maximo fol

obtido para a silica de 560 A (Fig.b6.14), coincidente com O segun-—

do pico de atividade maxima total, indicando gue para esse tamanho
de poro ha um maior aproveitamento da enzima imobilizada.

0O efeito do tamanho da particula do suporte na atividade



87

pode ser observado nae Fig.&.17. Para particulas senores que @,35
mm ha& uma grande varliagio na ativi&ade, emquantm que para particu-~
las maiores n3o hé& praticamente variaciic da atividade. Esse tipo
de comportamento sugere que nas particulas maiores a atiQidade es—
teja totalmente limitada pelas taxas de difus3o no interior do po-

ro, enguanteo nas menores a atividade esta apenas parcialmente 1i-

mitada, devido a&s menores resisténcias difusionais.

Tabela 6,18 - Atividades da Enzisa HRP lecbilizada

Hétodo de I-|A.E.L.IPr.Ie. {A.EMax. JA. T . 0ax, Referéncia

Suporte sobilizagio |(U/eg)] (ag/a)] (U/ag) |1.iU/g)
copoliserc (estireno covalente “= 35,73 13,7 7%
divinilbenzenn) Bojcik et al.
copolisero {setilme- |igiut.) -= 11,79 7.8 &0
tacrilato) {1998}
silica gel - 15,73 79,2 | 1548
. 2 Angiure
agargse topoliser, 180 [1h,7 A &5 et al. (1987)
, . . o Fipdurek et :
polisera {setacrilato)|adsorcdo 18,3 8,95 i 31, (1986)
I Angigro et
sepharose copoliser, o8 |6,09 A 125 al. {1989}
, T . . 125 Cremonesi &

D'Angiure (3983)

copoliseros (glicidil lcopolimer. a8 15-13 | §,7-2,61 26-34 |DAngivro et al.

setacrilato) (1988)
I . . Bartling et al.
peiildcido 4-metacri- |covalente 928 173 (1975)

Yoxibenzbico) {acilagdo) . . Bartling et al.

138 = (1974}
siiica 1674, 8,23 s Jcov.idiazo) | 499 | 15,3 | 3,24 89,2 Este

Como pode ser observado na Tab.6.18, no caso da HRP, os
resul tados da imobilizac3o em silica sd3o inferiores aos encontra-
dos na literatura, embora todos os dados comparati&bs utilixassém
polimeros como suporte. Os dados obtidos para a HRP permitiram a-
valiar a imobilizac3o principalmente em termos de proteina em fun-
cd0 do tamanho de poro, n3o se aconselhando a utilizagdo de sili-

ca, pelo menos via sal de diazénio, para a imobilizacd¥o dessa en-

zima.
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2.2 - IMOBILIZACAD DE AMILOGLICDSIDASE

A enzima amiloglicégidase foi impbilizada via glutaral-
deido, como descrito no Metodo 6.1.

No caso da amiloglicosidase, o maximo de proteina imobi-
lizada ficou na faixa de 260-324 A, sendp que atividade maxima foi
para o suporte de 324 A (Fig.4.18). Esses valores encontrados es-

t3c proximos ao de 300 A citado na literatura (Eaton, 1974).

80

o
Q

Quantidade Imaobilizadg
Y
o

3

2
Didmetro de Poro Médio (dngstron)

Figura 6.18 - (1)Proteina (mg/g de sup.), (Z)Atividade (U/100mg de
sup.) e (3) Atividade especifica (UU/mg de prot.) i-
mobilizada em funco do didmetro médio de poro para
a enzima amiloglicosidase.

Pela Fig.6.1% pode-se notar um grande aumento da ativi-
dade total e especifica a4 medida que se diminue o tamanho da par-—
ticula. Esse aumento & jﬁstificado pela redugdio nas resisténcias
a4 difus3o interna na particula & medida que o tamanho da particula
diminue, efeito este que serd observado para o restante das enzi-

mas estudadas.
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Figura &.280 - Atividade total da amiloglicosidase imobilizada em

funcdo da gquantidade de proteina e do tamanho de
particula.
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Figura 6.21 — Atividade total da amiloglicosidase imobilizada em

funcido da quantidade de proteina e do tamanho de

particula. {1) Dados segundo Balley & Cho (1983)

Comparando-se os resultados obtidos com os da literatura

(Tab.6.11) observa—se gue eles ectdo sensivelmente melhores, tanto

para particulas pequenas (8,23 mm), como para as maiores (08,605
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mm) . g resultados também foram melhores gue os obtidos com a i~
lica de porosidade controlads da Corning Glass Works. 0O Gnico re—
sultado aparentemente melhor encontrado {(Weestall et al., 197&) ¢,

na realidade equivalente ao deste trabalho, pois os ensaios de  a-
tividade, no caso, sdo reaslizados a UL, 2 nio a 453°C, Segundo a
literatura (Zanin, 1989), o aumento de temperatura de A45°C para
&0°C deve acarretar num aumento de atividade de 1504 para a enzima
livre. A atividade do preparado imobilizado obtido, com © mesmo
tamanho de particula (0,86 mm, 1161 U/g), levando—se em conta a
correc3do por esse fator, deveria E§t§f por volta de 29088 U/g, re-

sultado particamente igual ao valor méximo apresentado por Weetall

et al. (1976).
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Fiqura &.21a~ Atividade especifica da amiloglicosidase imobilizada
em funcdo da guantidade de proteina e o tamanho de —
particula. (1) Dados segundo Bailey & Cho (1983)

Com o objetivo de se avaliar melhor os efeitos da imobi-
lizagdo sobre a atividade foram realizados, com a amiloglicosida-
se, testes varilando-se tanto ¢ tamanho de particula guanto a quan-—
tidade de proteina imobilizada.

Nas Figs.6.20 ¢ 6.20a estdo apresentados os dados da a~



tividade total e especifica, em funcio do tamanho de particula,
para varias guantidades de amilm&licosidase imobilizada. Para
guantidades menores imobllizadas, h&é uma reducdo da atividade to-
tal @ um aumento da atividade pspecifica., Nessas condigbes, n3o
ha influfncia significativa do tamanho de particula sobre a ativi~
dade., QOuando se aumenta a gquantidade imobilizada, a atividade to-
tal aumenta e a especifica diminue, sendp agora mails significativa
a reducdo da atividade com o aumento do temanho de particula.

Os mesmos dados est3o apresentados nas Figs.6.21 e
H.21a. Pela Fig.6.21 pode-se observar que a atividade especifica
imobilizada tende & da enzima livre (representada pela reta ponti-
ihads EL) quando & proteina imobilizada diminue, para todos os ta—
manhos de particula, ou quando a particula diminue. Esse fato &
confirmado pela tend@ncia das curvas & atividade da enzima livre,
representadsa pelo ponto EL na Fig.6.21a. 0Oz dadops  obtidos por
Bailey & Cho (1983), para um anico tamanho de particula, apresen-—
tam essa mesma tend®ncia.

& A explicagdo para o comportamento dessas Ccurvas € que a
atividade da amilopglicosidase imobilizada depende quase gue exclu-—
sivamente das resisténcias & difusd3o do substrato no interior do
poro, sendo pouco afetada pelo processo de ligag3o & silica, Ja
que para particulas e/ou guantidades de proteina pequenasy, a ati-
vidade tende & da enzima livre. O que ocorre & que quando o tama-
nho da particula & reduzido, & dista@ncia gue o substrato tem que
percorrer no interior do porgo também o €3 quando a proteina imobi-
lizada @ reduzida, o processo de imobilizaglio ocorre apenas numa
"rasca" externa da particula (enzima ocupa os poros de fora para
dentro), ocasionando também uma redug3o da distancia que o subs-—
trato tem gue percorrer. Essa redugdo acarreta uma minimizac3o

das resisténcias difusionais e, consequentemente, um aumento da a-

tividade especifica da enzima imobilizada.
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2.3 - IMOBILIZAGRD DE GLICOSE OXIDASE

A glicose oxidase foi imobilizada via glutaraldeido, se-
gundo o Método &6.1. A curva de imobilizaglo de proteina para a
glicose oxidase n3o apresentou um maximo distinto, ficando ne fai-
Xxa de 464-619 A (Fig.6.22). A curva de atividade, por outro lado,
apresentou um maximo distinto em 375 A. Segundo dado da literatu-
ra, & atividade maxima para a glicose oxidase foi obtida em 428 A

(Messing, 1978), valor concordanté com o da curva (2) na Fig.6.22.

Tabela .11 - Atividade da Enzisa Asiloglicosidase Imobilirada

Suporte Método de 1-1A.E.L.[Pr.ls.iR.E.M4x, {A. Y. Méx.i Referincia
por sobilizagio |(0/mq)|tsg/o)| (reg) |Is. (/)
copolimero (estirenp -~ | 8,482 1,39 18,787
divinilbenzeno) tovalente Wojcik et &l
copolimer (netilse- - | 2,88 | 2,31 14,83 (1998)
| tacrilato) tglut.)
silica gel - 12,891 5,31 |89
resipa {troca ifmica {lip. ionica } 2,46 | 2B4,1) 2,32 659 Baxim &t al.
tracasente basica) | lig. rov. | 2,86 | 217,2] 2,37 [5id {1988)
* i1 . Wejcik ef al.
silica ge} tov. (BELS) 8,2 2,86 16,9 (1987
. Toldrd et al.
vidro porose covalente | 25,74) 183 | 3,80 1347 {1985)
polimero (aetacrilato)|adsorgdo — {128 0,85 |578 F‘Eﬂﬁizzbif il
. . tabral et al.
yidro poroso quelacap b8 - 98 (1984
tarvan ativade adsorgan - | &89 | 2,3} 16,6 Dennis et al.
sepharnse 4B tov. {CNBr) -~ 1 8,6 | 6,% {39,0 {19841
vidro oaross covalente | 48,5 | 3,7 11,29 [a1,e &Lﬁz::§22§ii
P (glutar.) | 115,8) 3,4 ja9,00 }208,9 4
{1983}
. . XivesitaGze &
] 4 3
vidro poroso Te@h fuelagan 2,15 ) 34 35,37} |12ee{?} Dvali (1982)
carvio ativado adsorcdo | 3,78 | 9-29 {1,7-1  |16-30 Baliffquf”“
iatwa & Hao
sepharose-CRE tov. (CEBr}[ 28 | 4 12,78 49 (1983)
silica 4004, 0,43 sx |cov. (glut.)| 68 | 117 |26,8 | seep | "eeeell e al
[1974)
silica 324%, 8,73 ma 87,6 | 56,3 | 43,3 2541
3248, 0w | OIS ol lng | ua Este
3248 8,50 as |glutaraldei~i 07,6 ) 54,8 | 19,0 1824 ' 5
aner B4 m do 393 ] 42,41 24,3 983
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por (Markey ef al., 1975).
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0 comportamento da curva de atividade em funcl3o do tema—

nho de particula (Fig.6.23) foi 5;5@1hant@ ao da enzima amilogli-~
cosidase (Fig.&;19).

Comparando-se a atividade obtida com dados da literatura
(Tab.6.12), verifica-se que 0% resultados obtidos s3o eguivalentes

aos melhores encontrados.

Tabela 6,12 - Atividades da Enzima 60x Isobilizada
Sunarte Nétodo de 1-{A.E.L.1Pr.1e [A.E.MA%. R, V. RAx, | Referincia
P aobilizacdoltU/eq})ing/g}] (U/mg) |Ia.il/g)
nylon-&,6 [sesbrana) jcov. (glut.) § 6,7 } 14,1 1 35,9 587 fa Eiizggzg al,
hidrogel de silica |aprisionas. | — | - | - | 112,8 I”’”"“;g;gajt il
concanavalin A - §e- fpal &
guelagdo - - - {288 Salesguddin
pharose {1983}
vidrne ndo parosc tov. {glet .l — — - 8,8 ﬂngzizlffgsg)
copolimero de glici- . _ - . V' Angiuro et al.
4il setacrilato cepoliser, 14 119-43 16,6-2,4 }125-181 (1988}
yidro revestido cos adspgdn + | N . 353 Hagsersan ¢t af.
polietilenciaina | glut. ! {1988}
purides celulares A especific.] -~ -= n— 118 HE;::::;r&§1?7?}
16,5 |6,5-43[1,4-8,38] 9-16,3 galjefigggﬁﬁ
carvas ativado adsorcao 15,3 { - - 9,8 |Cho & Bailey,1%78
b e |19 BE”“lflgéizg‘
sicélios cov.{glut.) | 8,11 ] -- - 11 Ka’“bilgi?ij'
silica-alumina covalglet) | — | — | — | 58,3 ”a’kfzqgéjii‘
silica 3754, 0,40 s» 33,12 48,7
358, 0,23 an |OONED BT ) 35 | g Este
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2.4, IMOBILIZACRD DE INVERTASE

e

A dnvertase fol imobilizada via glutaraldeido, segundo o

Meétodo 6.1,

foped ]
o o
cllllllttlliltil_{!]lllll,Lll}llli_Llll)!tiLJ

—
Lol

Quantidade Imobilizadag
[+ ]

o

.. 200 g R 8
Digmetro de Poro Médio (Gngstron)

Fiqura 6.24 — (1)Proteina {(mg/g de sup.), {(2}Atividade (U/10mg de

, sup.) & (3)Atividade especifica (U/8,1mg de prot)
imobilizadas em fungdo do didmetro médio de poro pa-
ra a enzimas invertase.

0 maximo de proteina imobilizada para a invertase ocor-
reu em 260-324 A, embora o pico de atividade estivesse em 4464 &,
A explicacdo para esta grande diferencga pode ser a presenca de im-
purezas prot8icas no preparado enzimdtico, com pesos moleculares
menores que da proprisa enzima. Esta justificativa se baseia no
fato de gue a invertase utilizada apresentava inclusive material
insoluvel, tendo-se que extrair a parte soluvel por filtracdo ou
centrifugacdo e utilizar o sobrenadante na imobilizac3o.

0 comportamento da curva de atividade em func3do do tama-—
nho de particula (Fig.6.29) também foi semelhante ao das enzimas

anteriores (Figs. 6.19 e 6.23).
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As atividades totais obtidas para & invertase imobilize-

/da na silica 464A foram superiores aos dados encontrados na lite-

"ratura, como maostrado na Tab.46.13. A grande difersnca entre as a-

tividades das enzimaes livres devem-se ao fato de serem expressas
em funcio da q&antidade de proteina ou de enzima gblida, O que as
vezes nXo é deixado claro nos trabalhos consultados. Como o teor
de proteina dessa enzima é narmalmenté baixo (5@% para invertase
pural), os valores expressos em U/mg de proteina sd3c bem mais altous
qée"os dados em L/mg de sdlido. Independentemente dessa observa-
(D, o valor da atividade imobilizada, em /g de suporte, pode ser

utilizado para comparacdo dos resultados.

&
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Selddadebdebodedal 3 Al bl b F A S b b ks i s st bl b gL
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Figura 6.25 - (1)Atividade (U/g de sup.) e (2}Atividade ecspecifica
(U/12 mg de prot.) da invertase imobilizada em fun-—
gdo do tamanho de particula. Atividade total imobi-
lizada (U/g de sup.) por (3)Mansfeld & Schellenber-
ger (1987) e por (4)Hasal et al. (1992).




Jabela .13 - Atividades da Enzies ?nvertaae iephilizada

T Hétodo de I-jA.E.LL|Pr. e, [A.E Bax [A.T.0&x. 1 Referineis
F eobilizacio|(U/eg) | (sa/g}] (U/ag) |1s.(U/g)
L ”“ - . Rbdellah ef al,
PEAE-cplulose lig. idnica 166 (1992)
H Hasai ef al.
t#lulas cov.{glut.} |28-26 1448 (1992)
silica es niguel  |cov.(glut.) | 4380 | 8,2 | 2358 | 449 s"*t:z;;iz"
- Ransfeld et al,
encapsulacdo] 180 36 {1991)
algodae-polietileno [adsogdo + e/ 148 _ Bodbole et al.
imina Jglut. —Isdlido fs8lido-} - (1998}
trocadores de ions balianica 7.25 | 0% | 8,17 1367 Hanig ef 2l.
sicos {fracos)covalente 7,25 1199 § 6,45 -1 1228 {1958}
Kansfeld & SChel
14 3 . SR
pelisstirenc covalente 30 | 6,% | I 1321 tenberger {1987)
_ Gnyezili
tubo de nylon cov, (glut.)| 183 87 {1987}

. L. De flleriis et
gelatina agrision, 122 18,2/sl] 48-73 j18-1%/al al. (1985)
setacrilato de g;i;:' covalente | 81,8 - | - | 595 | Marek et al.
copolimers {estireno . . 5,96

divinilbenzeng |TOY3EMEE ) 61,8 (3330/g) (1584)
telulose tovalente 61,8 - - 3,42

. - Annesin: el 2l
amberlite IRA-93 adsorgao - i @7 11983)
valin A sepha- Thial &
FOCAnavATIn % SEP Lquelagao — |~ | -~ | 4 | salespuddin
{1983}
silica 4644, 0,60 s | covalents | 2037 | 13,7 | 11 1387 Ecte
4544, 8,73 8= {glut.) 2837 1 13,7 218 348

1 Wiag de células

98
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2.5 - IMOBILIZACRD DE LACTASE

"

A lactase fol imobilizada via glutaraldeido, segundo o
Metodo 6.1.

FPara a lactase, o maximo de proteina imobilizada ocorreu
em 526 A, embora a guantidade fosse praticamente constante em 464~
619 A (Fig.6.26). U pico de atividade ocorreu em 464A.

A curva de atividade em funcdo do tamanho de particula
(Fig.6.27) foi semelhante & obtids para as putras enzimas {(Figs.

6.19, 6.23 e 6.25).

A comparacdo da atividade imobilizeda com dados da lite-
ratura mostra que os resultados séo melhores que os publicados,

embora utilizando outros tipos de suporte (Tab.b6.14).

60

3

g
L]

Atividade Imobilizada
3 2

e
o

200 a7 e
Diametro de Poro Médio (@ngsiron)

Figura &£.26 — (1)Proteina (mg/g de sup.), (2)Atividade (U/1800mg de
sup.) {(3YAtividade especifica (U/mg de prot.) imobi-
lizada em funcdo do didmetro medio de poro para a
enzima lactase.
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Figura 6&.27 — (1}Atividade J{(U/g .de sup.) 8 ({2} Atividade

especifica (U/10 mg de prot.) da lactase imobilizada
em funcdo do tamanho de particula, silica 464A.

]

Iabela 6.14 - Atividades da Enzima Lactase Imobilizads

Wétodo de I-JA.E.L.[Pr.Ie.|A.E. 4, 1A, T Rix, Referéncia

Suporte aobilizagio|(U/mg) |iag/g)| {U/mg) |Ts.{0/g)
# ceramica porpsa covalente | 161 ' 8,5 91,8 788 | Buzuki et al.
{PE {glut.) ONPB | 45,5 | 04,4 2938 (1991}
. ina® — - . Thare & bupta

albumina agrg. (ghut.) b4l E.L. 11998]

v . . . sorensen & teoorg
silicico cov. tglut.) B85 (1589]
copolimerp {&lcool Naringsingh ef

vinilicol covilente 1148 18,2/al] 23b 51,2/e1 al. (1988)
silica 350 & cov. {glut.} | -- - --  [4BR-588 | Baret {1987}

. ¥ierzbickl et al.

vidro poroso cov,{glet.} ] 3,5 | 180 8,89 89 (1974}

silica 4644, 0,68 s | covalents 3 | 80,7 B 483 Este
4644, 0,23 mr | {glut.) 4 | 39,6 ] 14,7 gre

¥ o-nitrofenil-P-D-galactopiranosiden {atividade 5-b vezes saior que cos lactose)
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2.6 - IMOBILIZACAD DE ALBUMINA Dt SDRO BOVIND

M

A albumina foi imobilizade via glutaraldeido, segundo o©

Metodo &.1.

s
<o

2

o~
3 2 2

Proteina Imobilizada (mg/g ou mg/m2)
3

o
0.00 20000 400.00  600.00  BOD.0O
Didmetro Médio de Poro (angstrons)

Figura 6.28 - Imobilizacgdo de albumina em NaCl ©,9%, em funcio do
digmetro médio de poro: (1) mg albumina/g de silica
e (2) mg albumina/i1B@ m= de superficie

&

Considerando um estudo de adsorg3o de albumina em silica
publicado por Kondo et al. (198%), onde o didmetro de poroc para
maxima adsorcdo em splugdo aguosa fol diferente do obtido em solu-
¢c3o de NaCl B,9%, resolveu—se fazer os testes de imobilizagso nes-
sas mesmas condicles.

Para a imobilizacg3o em NaCl @,9% (Fig.6.28), o maximo de
proteina imobilizado foi para a silica de 324 A (B5,9 mg/a) e, em
tampdo sem NalCl (FigQ.6.2%9), o maximo fol para a silica de 464-526
A (&9,0 mg/g). Segundo Kondo et al. (1989), Fig.6.38(1), o maximo
te albumina adsorvida ocorreu, em termos de mg/qg de suporte, em
180 A e, em termos de mol/m2 ge superficie, em 269 A. 0Os patama-—

res das curvas (2) nas Filgs.6.28 e 6.29 tendem ambos para um valor
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Fiqura .29 — Imobilizacdo de albumina em agua, em fungso do dia-
metro médio de poro: (1) mg albumina/g de silica e
(2) mg albumina/l19@ m= de superficie
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Figqura 6.30@ - Imobilizagao de albumina em NaCl @,9%, em fung3o ‘dm
diametro médio de poro: (1) mg albuminasg de silica
e (2) 10-®mol de albumina/m? de superficie

. 2 -
aproximado de 1,18 mg/m , ou 1,67x10 8 molfmz, indicando que ape-—
sar da moleécula de albumina assumir uma forma expandida na ausén-
cia de NaCl (refletindo num aumento no didmetro de poreo dtimo pare
impbilizagdo), a area ocupada pela moplécula impgbilizada na super—
ficie & ~8 2 . .
icie a mesma. O valor de 1,67x180 "mol/em obtido & concordante

com o obtido por Kondo et al. (1989), para a faixa de didmetros de
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poro estudsda. U0Us picos méximos de albuminae imobilizada (em mg/g)

sd0o nos mesmos didmetros de poro encontrados por Kondo et al. em
termos de mml/mZ. 0 fato dos picos de adsorgi3p peorrem em diSme-
tros menores (Fig.&6.38(1)), pode ser explicado, segundo Kondo et
al. (198%), por um preenchimento dos microporos similar ao que o-—
corre nas isotermas de adsorcido de N2'
3 — SINOPSE DOS RESULTADGS

Considerando-se 0 peso molecular de_cada umae das enzimas
estudadas & um valor ponderado do didmetro 6timo de poro, levando-
se em conta a guantidade de proteina e atividade imobilizadas nos
suportes, tentou-se estabelacer uma relacd3o entre o peso molecular
da enzima e o didmetro de poro otimo para imobilizéd-la. 0O resul-
tado a gue se chegou estd mostradb na Fig.b6.31, A reta (1) repre-

senta a relagdo entre o peso molecular & o didmetro de uma moleécu-

0" ]

o ;’ ;‘
E /
c 117
tad / ,,/
o
© f /
__83_10' ’I 37
8 i s
5] L
= 717
2 // / //
¢ /

104 /

10 10°?

. 102
Diagmetro (Dc:ngstrons)

Figura &£.31 — (1) Didmetro médio de uma proteina, calculado em
funclo do peso molecular, considerando-se uma esfera
de massa especifica 1,33 cm™/g; (2) Retas paralelas
a (1), incluindo np seu interior os dados experimen-
tais pare as enzimas estudadas.
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la de proteina, considerade como uma esfers de massa especifica

.

1,33 g/om™ (Segel, 1976), ou seia:z

- PM _ A - _ & p®
\ TN e M PP F s M e = volume da molécula

onde:

FM = peso molecular da proteina

d = 1,33 g/cm™

N = 6,0823.1027 moléculas/mol

r = raiop da molécula

D = didgmetro de molécula

De acordo com a Fig.6.31, o didmetro de poro otimo para
imobilizac3o & 4 a & veres o valor obtido pela reta (1). Embora

gssa correlagdo seja apenas aproximada, principaimente pelo fato
das moleéculas nio serem esféricas, pode ser utilizads comd uma es-
timativa com o obietivo de se reduzir 0 numero de testes de imobi-
lizag3o em busca do didmetro de poro 6timo pars determinada enzima

cujo peso molecular seja conhecido.

2
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CAPITULD VII -~ CONCLUSUES

Quanto & preparacdo da silicas

- Pode-zse comprovar o aumento da area superficial aém 0 voliu-
me de poros, para um mesmo tamanho de poro. Embora essa area pos-—
sa ser aumentada ainda mais, pelo prolongamento do tempo de enve-
lhecimento, considerou-se os resultados obtidos para a silica
bérie V satisfatorios, pois as condiches utilizadas poderiam re-
sultar em poros muito grandes e/ou maior fragilidade da silica
{Messing, 1974); _ N

~ Comparando-se a SPC da Corning, com poroc médic de S0B A,
com a5 silicas Série V de 464 e 3526 A, obteve-se curvas semelhan-—
tes de distribuigdo por volume de intrusdo (Fig.&.7) g area super-
ficial (Fig.6.%), sendo gue os valores maximos foram maiores para
a Silica Serie V. 'Como reflexo dessa malor area, conseguiu-se i~
mobilizar 10-13% a mais de proteina em invertase &€ amiloglicosida-
ze na silica Série V com o mesmo tamanho de poro da SPLC;

p

- A relacdo linear entre o tamanho de poro e a pressdo do
tratamento hidrotérmico depende das condicbes de preparo da silica
microporosa, sendo diferente para a Silica Série I e BGessy
{Fig.6.9) e para a SBilica Serie V (Fig.6.15). Na pratica, pode-se
padronizar o método de obtencio da silice microporosa, utilizando-
se Ccomp base os dados apresentados nesse trabalho, submeté-la ao
tratamento em varias temperaturas e determinar—se experimentalmen-—
te a condicg3o otima para se obter o suporte parsa se imobilizar de-
terminadalproteina, sem a andlise da sua distribuicldo porosimétri-
cas

-~ As silicas obtidas pelo processo sol-gel a partir de sili-

cato de sodio (Fig.6.13) ou de tetraetdxido de silicio (Fig.é&.1l4a)

e mesmo o vidro de porosidade controlada, obtido & partir da remo-

c¥o da fase alcalina de vidro borosilicato tratado termicamente
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(Fig. &.14), possuem estruturas similares, formadas por poros in-

-

terconectados que garantem a grande area superficial.

Quanto & imobilizac3o das enzimas:

- Quando se compara as curvas de atividade ¢ de proteina imo-
bilizada (Figs.&6.16, 6,18, &£.24 ¢ 6.26), observae-se que m alguns
casos O ponto maximo de proteina ou atividade ¢ bem acentuado, em-
bora nem sempre coincidentes. Entre as razbes gue possam gerar
esses efeitos citam—-se:

i) a presenga de contaminantes prot€icos na enzima com varios
pesos moleculares. A presence desse tipo de impurezas pode resul-
tar em curvas como as obtidaes para a invertase (Fig. 6.24). Para
um suporte de poro menor a enzima seria excluida, resultando na i-
mobilizac3o de uma grande quantidade de proteine sem atividade en-
zimatica. Aumentando-se o tamanho de poro, a guantidade de engima
excluida diminue, aumentando-se a atividade ate um valor maximo,
que depois decresce devido & reducdo da area superficialg

&

ii) a presenca de proteinas contaminantes com pesos mo-
leculares proximos e malores gue o da enzima. Esse tipo de enzima
pode ser obtido a partir de uma purificagieo por ultrafiltragio,
onde as proteinas de até determinado peso molecular s3o elimina-
das. Ag curvas para a glicose oxldase (Fig.6.22) parecem repre-—
sentar esse tipo de comportamento, onde se tem, para poros pegue-
nos, pouca proteina € atividade imobilizadas. A medida gue o poro
aumenta, & quantidade de proteina também aumenta, sem a definicdo
de um pico de maximo, pois as impurezas de maior peso molecular,
excluidas para 0s poros menores, comecam a ser imeobilizadas. 0
resultado @ um maximo da atividade no ponto em que a exclusido dos
contaminantes faz com gue a guantidade de enzima imobilizada pre-
domine;

iii}) o formato da mplécula de enzima, que por n3o ser



1@7

esférica pwde.panetrar em poros de varios tamanhos, resultando no
achatamento do pico de maximo de p;mteina imobilizadas

iv) a dispers&o'doa poros do suporte, principalmente nos
didmetros meédios de poreo maiores, ocasiognendo um achatamento dos
picos de atividade e/ou proteina imobilizadaes;

v) & resisténcia & difusdo de substrato e/ou produto du-
rante a reagan, gue pode implicar num aumento de atividade em pro-
pargdo menor ao aumento da quantidade de enzima imobilizadas

vi) a presenca de isoenzimas com diferentes pesos mole-
culares e atividades especificas,

Considerando-se p objetivo de se preparar silica de po-
rosidade controlada para imobilizacXo de enzimas e obter ps didme-
trog 6timos de poro para imobilizacloc de varias delas, pode-se di-
zer gque ele foi plenamente cumprido. Através do trabalho realiza-
d& tonseguiu-se produzir silicas de porosidsade controlada e fica-
ram estabelecidas as condigcles para se chegar ao suporte com o ta-
manho de poro desejado. 0O suporte obtido possue qualidade supe-

4

ripr ao da Corning Glass Works, em termos de capacidade de imobi-
lizac3o, embora sua geometria ndp seja esferica, como a do produteo
importado. € importante ressaltar que com o desenvolvimento desse
suporte fica preenchida uma grande lacuns na tecnologisa de imobi-
lizag3o e utilizacldo de enzimas 1mobilizadas em processos, jéa gue
ndo dispunhamos, a nivel nacional, desse tipo de materisl, j4 ubti-
lizado em processos industriais.

fuanto ao estudo da imobilizacgdo das enzimas, N caso da
HRP os resultados n3c foram satisfatorios, mas provavelmente devi-
do ao fato do metodo de ligacdo da enzima ap susporte n3o ser ade-—
gquado, jé gue nenhuma das refer@ncias gue tratavam da imobilizaglo
de HRP em silica formneciam resultados para comperac3o. Com rela-

a0 as demais enzimas, conseguiu-se estabelecer para todas elas u-

ma faixa otima de tamanho de poro para imobilizacgdo, resultando em
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atividades sempre maiores ou pelo menos semelhantes &as apresenta-
das na literatura. U estudo da at;vidadﬁ imobilizada em fungdo do
tamanho de particula, alem de permitir uma avaliacdo gqualitative
dos efeitos difusionais, ressalta a importdncisa de se uﬁilizar o]
menor tamanho de particula possivelpara se conseguir maior ativi-
dade enzimatica, ficando esse parametro sujeito 4s caracteristicas

fluidodinadmicas do processc.

Finalmente, em funcio das enzimas estudas, ficouw estabe-—

lecido como critério de seleg3o para o tamanho Otimo de poro para..

imobilizac3oc a escolha de um suporte com didmetro de poro 4 a 6
vezes o didgmetro da molécula de proteina, considerada com négféri;m
ta. Embora nido se espere que essa relacgdo sejs rigida, ndo fun-
cionando para © caso da albumina em tampdo sem Nall, pelo menos e-

la deve servir de base para uma minimizacgdo do numeroc de testes

com o objetivo de se determinar o tamanho Gétimo de poro.

CAPITULD VII1 ~ RECOMENDACUES E PERSPECTIVAS
’

Com relacdo ao método de preparagdo da silica da porosi-
dade controlada, pode-se sugerir que se realizem novos testes, com
o objetivo de se tentar aumentar ainda mais o volume de poros e,
consequentemente, a sua area especifica. LComo esse aumento pode-
ria acarretar numa maior fragilidade do material, tanto o suporte
jé obtido como outros deveriam ser submetidos também a testes me-
canicos estaticos ou em condigbes de trabalho, de forma a se esta-
belecer a sua estabilidade mec3nica e quimica.

Burante os testes de imobilizag3o da amiloglicosidase
verificou-se que guando a gquantidade de proteina ou o tamanho dea
particula eram reduzidos, a atividade tendia &4 da enzima livre,

chegando a 78% da sua atividade especifica. Serila interessante se

estender esse tipo de estudo para particulas e guantidades de pro-
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teinas menores ainda, com o objetivo de se verificar qgual & real-~-
mente o efeito da imobilizagdo sobre a atividads enzimatice, sem a
preszengas de resisté@ncies difusionals. fAssim Como No caso de  ami-
loglicosidase a atividade de enzima imobilizada parece ser proxima
da livre, na auséncie de efeitos difusionais, indicando gue o meé-
todo de imobilizagso e adequado, no caso de uma outra enzims guali-
quer pode-se conclulr que a atividade tenda a uma pequena fracdo
da enzima livre, na aus@éncia de efeitos difusionais, indicando que
outrokgétbdb de imobilizac3o ou tipo de suporte deva ser testado.

- - Complementando esse trabalho deve-se agora passar  ao
teste das enzimas imobilizadas em reatores, variando-se principal-
mente o tamanho de particula, de forma & se operar em condicbes
mais proximas possivelis 4ds regueridas em processos. Outro estudo
que estd se pensando em fazer e o do possibilidade de se utilizar
esse suporte na purificacdo de enzimas antes da imobilizacido, a&ad-
sorvendo as impurezas de baixo peso molecular imobilizaveis em si-
1i§a de tamanho de poro bem menor gue o otimo para a enzima. Alem

4
do uso como adsorvente, esse material poderia substituir fases es-—

taciondrias na cromatografia de exclusdo em gel, Jé& gue possul po-

ros de tamanho fixo e definidos.
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ANEXD 1

~

CURVA DE CALIBRACARD PARA ANALISE DE PROTEINA

As anédlises de proteinsa foram realizadas como descrito
no Método 1.1 utilizando Coomassie Brilliant Blue G250 como rea-
gente. 0Os resultados obtidos para uma das curvas estic mostrados
na Tab. Y & na Fig. 1. Os pontos representam médiss de duplica—
tas, com desvios de no maximo 2% em relacdo & média. Como & cor-
relagio dos dados ndo & linear para toda a faixa do método, & 1in-

terpolacdo dos dados fol feits atravées da melhor curve ajustada

estéa na Fig. I.

Tabela 1 - Absorbincias (Abs) obtidas para gquentidades padrbes de
albumina (pg de albumina)

pg de Albumina 6,138 12.273 18.413 24,550 3¢.4688
Abs (528 nm) 2.833 - 2.069 B.111 ©.145 $B.179
pg de Albumina 36.825 42.963 49,100 55.238 61,375
Abs (&28 nm) 2.218 5.250 B.277 @.318 @2.338
pug de Albumina b7.3125 73.650 72.788 B5.9295 92.80463
Abs (620 nm) B.361 @.3u80 &.4900 @6.414 @.435
&
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Microgramas de Albumina

Figura 1 - Curva de talibragdoc para determinac3o de proteina pelo

método do Coomassie
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ANEXD 11

“,

CURVA DE CALIBRACRD PARA ANALISE DE GLICOSE

MeTODD DA o-TOLUIDINA

As analises de glicose pelo méetodo de o-toluidina foram
reallzades como descrito no Métedo 1.2.1 - Os resultedos obtidos
para uma das curvas estdo mostrados na Tab. Il e na Fig. il. Os
pontos representam médias de duplicatas, com desvios de no  maximo
2% em relagidoc & média. A rets ajustads por regressio liﬁaar entre
a absorbidncis (Abs) e a concentracdo de glicose [Glic.] foi:

Abs (623 nm) = B,B18667 + B,637152.{Glic.] o= B,9998

Tabela 11 - Absorb3ncias {(Abs) obtidas para concentracbes padrfes
de glicose [Blic.] peloc método da o-toluidina

[Glic.] (mg/ml)} Z.182 0.20 D.30 @.40 0.50
Abs (625 nm) ©.079 ?.140 0.204 0.272 B.332
{Glic.] (mg/ml) .60 a.70 2.80 B.9e 1.0@
Abs (625 nm) 2.402 D.4672 B.524 2.580 BD.656
0.80 =

& .

= . e

1 0.60

o .

© ]

£ .

@ ]

o 7

]:: ]

o -

£ .

& -

o 0.20 —

0 -

< 3 /

D-m m1!iili!iliIiitlilli]Titllilli}f11llEifij[lf!f'[li!i]llil!ll!l
0.00 0.20 0.40 0.60 0.80 1.00 1.20

Concentractio de Glicose (mg/mi)

Figura 11 - Curva de calibrac3o para determinacgio de glicose pelo

metodo da o-toluidina



128

ANEXD T111

sy

CURVA DE CALIBRACKD PARA ANALISE DE GLICOSE

MeTODO GOUD-PAP (Glicose Oxidase~Peroxidase)

As analises de glicose pelo método BOD-PAP foram reali-
zadas como descrito no Método 1.2.2 . Os resultados obtidos para
uma fdas curvas estdo mostrados na Tab. 117 & na Fig. II1. Os pon-
tos representam médias de duplicatas, com desvios de no maximo 27
em relagdd & media. A reta ajustada por regressiio linear entre a

absorb3ncia (Abs) & a concentragdo de glicose [GBlic.l foi:

Abs (5923 nm) = B,802286 + 1,330952.1G6lic. ] ro= @,9998

Tabela 111 - Absorbdncias (Abs) obtidas para concentracbes padriies
de glicose [Glic.] pelo método GOD-PAP

[Glic.]} (mg/ml) @.25 @.16 ©.15 2.26 @.25%
Abs (525 nm} @.8s66 B.136 2,282 2.278 @.336
{(Glic.] (mg/ml) 2,38 2.35 @.40
Abs (525 nm) 8.408 @.462 B8.534

&
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u 3
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£ 020
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Figura 111 - Curva de calibrac3o pars determinagi3io de glicose pelo

método GOD-PAP
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ANEXD IV

.

CURVA DE CALIBRACED FARA ANALISE DE GLICOSE

METODD DO DNS  (acide 3,5-dinitrossalicilico)

As anal ises
comn descrito no
das curvaes estio
presgntam médias

lacso & média.

de glicose pelo método do DNS  foram realizadas
Metodo 1.2.3 . 0Os resultados obtidos para uma
mostrados na Tab. IV e na Fig. IV. 0s pontos re-

de duplicatas, com desvios de no méximo 2% em re—

A reta ajustada por regress3o linear entre a ab-

sorbdncia (Abs) & & concentracgiio de glicose [GBlic.] foi:s

Abs (&80 mim)

= -0,044933 + 9,6306060.[6Glic. ] ro= 06,9997

Tabela 1V - Absorbdncias (Abs) obtidas para concentracles padries
de glicose + frutose [G.+F.] pele método do DNS

EG.+F.3F (mg/ml)
Abs (&88 nm)

[G.+F.] {mg/ml)
Abs (602 nm)

0.60

0.40

0.20

Absorbéncia em 600 nm

TN AR SRR AR LT T T U O W A A A A A SR T W O R A A O

0.00

0.00

0.10 .20 2.30 @.40 2.5

2.023 0. 086 @.145 0.200 @.266

?.60 2.70 @.80 ?.90 1.00

2.330 ?.391 @.462 8.526 @.590
0.2¢ 0.40 0.60 0.80 1.00 1.20

Concentragdo de Glicose (mg/ml)

Fiagura IV -~ Curva de calibragdo para determinac3o de {(glicose +
frutose) pelo metodo do DNEG
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AMILOGLICOSIDABE IMOBILIZADA NAS SILICAS SERIE I, BESSY E MERLDK

Curva para glicose: Abs(620 nm) = @,009294 + §,80608{6Glic.]
Calculos segundo Meéetodo 2.1

Amostrat

Silica Seérie [

(sem tratamento)

Tempo Vi Abs [Blic.] Glic. massa de silica:
(min) {ml)} (&25nm) {mg/ml) pmo i 181 mg
® 20,0 0,158 1,763 195,9 ﬂil“igff&da AMOSEras
3 19,5 2,208 2,356 255,72
6 19,0 0,261 2,984 315,8 | Taxa de Reago:
9 18,5 2,295 3,387 348, 1 16,47 umol/min
12 18,0 2,360 4,158 315,8 . ]
is | 17,5 | o,%00 4,632 | 4se,3 | Arividade Toralt
18 17,8 | 2,450 5,225 493,5 & .
Amostra: Silica Série 1 (tratade a 213°C)
Tempo Ve Abs [Glic.1 Glic. massae de silicad
(min) {ml) (625nm) {mg/ml) pumol 136 mg
2 20,0 2,044 1,372 152, 4 ﬁllulgfﬁzga AmoStra:
3, 19,5 o,104 3,743 405, 5
& 12,0 @,151 5,600 591,1 Taxa de Reatc3o:
) 18,5 2,225 8,525 876,2 67,22 pmol/min
12 18,0 @,274 10,46 1046 . ]
15 17,5 8,323 172,40 1205 “thldigi ;?ta;;;
18 17,0 @,377 14,53 1350 9 .
Amostra: Silica Série I (tratada a 243°C)
Tempo Ve Abg {Glic.3] Glic. massa de silica:
{min} {ml) {625nm) (mg/ml) pmol 11& mg
o 20,0 | ©,045 1,411 156,8 ﬁll”lg??zga Amostra:
3 19,5 ®,084 2,952 319,8
') 19,0 @,126 4,612 4B86,8 Taxe de Reacdo:
9 18,5 @,190 7,140 733,8 61,95 pmol/min
12 18,0 @,244 9,275 927,5 . .
15 17,5 2,281 10,74 1045 “t1V1dg§§ ;?ta;;I
18 17,0 @,347 13,35 1261 @ .




Amostrar Silice Série 1 (tratada a 265°0)
Tempo Ve Abhs [Glic.] Glic. masua de silica:
{min} {ml} (&25mm ) img/ml) ume 113 mg
@ 20,0 ®,041 1,253 139,2 B**”‘gffzga Amostra:
3 19,5 B,086 3,831 328, 4
& i9,@ B,125 4,573 482 ,7 Taxa de Heacdo:
o 18,5 2,174 6,509 668,9 54,20 umol/min
12 18,0 @,217 8,208 820,8 . ]
15 17,5 2,271 10,34 1005 ﬁtlv*djgg ;?taétl
18 17,0 @,302 11,57 1893 g sad-
Amostra: Silica Seérie I (tratada a 281°C)
Tempo Ve Abs Blic.]. ) Glic, messa de silica:
(min)} {ml) {623nm) (mg/ml) wmol 118 mg
) 20,0 8,105 1,702 189,1 Bllulgff?da Amastra:
3 19,5 o, 200 3,391 367,4
& 19,0 8,276 4,743 508,6 | Taxa de Reag3o:
9 18,5 0,347 6,001 6516,8 41,59 pmol/min
12 18,0 ®,458 7,980 798, o i
15 17,5 8,499 8,709 846,7 “t*V‘digg ;?ta;fl
18 17,0 @,566 9,900 935,0 8 St
Amostra: Silicas Série I (tratada a 296°C)
F]
Tempo Ve Abs [Blic.] Glic. massa de silica:
{(min) {ml) (625nm) {mg/ml) umol 119 mg
2 | 20,0 2,084 1,476 164,0 - D*1“1g§flga Amostra:
3 19,5 ®,156 2,899 314,0
& 19,9 @,228 4,322 4546,2 Taxa de Reacdo:
9 18,5 ?,302 5,784 594, 4 48,02 pmol/min
12 18,0 9,373 7,187 718,7 . .
15 17,5 2,442 8,550 831,3 “thIGQgg 53ta;;1
18 17,0 @,526 10,21 964,73 9 y
Amostra: Silica Gessy {sem tratamento)
Tempo Ve Abs [Glic.] Glic. massa de silica:s
(min) (ml) (625nm) (mg/ml} pmol 124 mg
e 20,8 | ©,287 1,535 178,6 Bllulg?flga Amostra:
3 19,5 e,087 1,535 "
& 19,0 B,083 » " Taxa de Reac3o:
9 18,5 @a,882 " " 00,00 umol/min
12 18,0 2,885 ) ) Atividade Total:
15 17,5 2,086 208 Uso sil
18 17,0 @,282 " " 9 ®il-.




Sario 1 {sem fratamento)

Kicromoles de Binone

H004 /

L
200 ).l
300}

vt

100

& 1
0 &

» ® 20
Tempo (min)

Serie | (tratada a 243°C}
Micromoles de Qlicoss

1400

1200

4000 -

;

e 5 ® %
Tempo (min)

Serie | {tratada a 281°C)

i'mmmlea ds QGlicose

Serie | (tratada a 213°C)

o e ® B m
Tempo {(min)

Serie § {tratads a8 265°C}

Micromoles de Glicoae

1305
1000

ol

wt

[ &

» B ™
Tempo (min)

Serie | {tratada a 296°C)
Micromoles de Glicoae

1000

800

SO0

o s B B =
Tempo (min)

132
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Amostra: Silice Gessy (tratade a 213°Ch

Tampo Ve fibs [{Glic.] Glic. massa de silica:
{(mir) {ml) {6HZ25nm} fmgsml} pmol 12% mg
2 20,0 2,083 1,456 161,8 Smlulgfiiga fmpstras
3 19,5 @,114 2. D&Y 229,1 T
é 19,0 @, 160 2,978 314,3 Tarxa de Reacldio:
9 18,5 8,193 3,630 373,1 21,89 umol/min
12 18,8 8,232 4,361 436,14 . .
18 17,5 0,271 5,171 502, 7 “t1V1“?§§ ;?ta;tl
18 17,0 @, 305 5,843 551,8 8 =il.
Amostra: Gilica Gessy (tratada a 243°C)
Tempo Y Abs [Glic.] Glic. messa de silicas
(mir) {ml} {625nm) (mg/ml) pmol 184 mg
i i d :
@ 20,8 | ©,084 1,476 | 164,0 911u1g??1ma Amostra
- 19,5 a,108 1,958 211,33
& 19,0 0,126 2,306 2483,4 | Taxa de Reaco:
9 18,5 g.,17@ 32,1764 326, 4 14,38 umol/min
12 18,0 Q0,179 3,353 3E5,3 .. .
15 | 17,5 | @,212 4,005 | 389,4 Atlv*“jgg ;?ta;il
18 17,0 0,233 4,420 417,48 8 83t
Amostra: Silica BGessy (tratada a 265°C)
Ta&pm Ve Abs [Glic.] Glic. massa de silica:
{min) {ml) {(&25nm) {mg/ml) umol 121 mg
2 20,0 | @,087 1,535 170, 6 Bllulgfﬁlga Amostra:
3 19,5 B,114 2,859 224,1
& 19,8 @,141 2,602 274,77 Taxa de Reagao:
g 18,5 0,168 3,136 322,3 16,72 pmol/min
iz 18,0 2,194 J.650 365,08 . .
15 17,5 8,230 4,361 424,0 Qtlv‘”fgg tha;il
i8 i7,@ 8,264 5,033 875,32 g sii.
Amostrar Silicae BGessy (tratada a 281°C)
Tempo Ve Abs [Blic.] Glic. massa de silica:
(min) {ml) {625nm) {mg/ml) umol 123 mg
) 20,0 | ©,084 1,876 | 164,@ | Diiuiclo 43 Amostra:
3 19,5 @,105 1,891 204,9
& 17,8 @,130 2,389 251,8 Taxa de Reagdo:
9 18,5 @,149 2,746) 2g3,8 13,92 pmol/min
12 18,@ 2,181 3,393 339,33 - .
15 | 17,5 | o,z08 3,847 | 374,0 | Atividade fotalr
18 17,0 @,230 4,361 511,9 . g sl




Gessy {sem fratamonto)

WMicromolos de Glicose

500
s "SUN " SNV WA
160
100}
B0
a - X, x
o 5 © * 20
Tempo (min)

Bessy {tratada a 243°C})
500 Micromoles de Glicoss

200

100}

F)

% & w®
Tempo {min}

Gessy {tratada a 281°C)
Micromoles de Glicose

800

400;

o 5 ®
Tempo (min)

* 20

k- E

Gessy (tratada a 213°C)

mﬂmmw de (icose

HOD

400

3ot

&80

4

100+

o X "]
& & w 2

%
Tempo (min)
Gessy (tratada a 265°C)
Micromoles de Glicose

BOC

400

3001

2004

1007

o i A, A,
& & © % 20

Tempo {min)

Gessy (iratada a 296°C)
Micromoles de Qlicose

600

400! *

300}

200}

100}
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Amostra: Silica Gessy (tratada a 296°CY

Tempq' Ve Abs fGlic.] Glic, massa de silicar
{min) {mi) (&29nm) {mg/ml) pumel 104 mg
0 20,0 @,084 1,476 164,0 Qll“lgfflga Amastra:
3 19,5 @, 101 1,617 196,3
& 19,0 @,124 2,267 239,3 | Taxa de Reac¥o:
4 18,5 @,205 x,828 393 .4 12,51 pmol/min
12 18,0 B,152 7,820 282 ,0 o
15 | 17,5 | @,173 3,235 | 314,5 | Atividage Loealt
18 17,0 @,205 3,867 365,72 9 st
ﬁmogt}a: Silica Merck {sem tratamento)
Tempo Vi fibs [Glic.] Glic. massa de silica:
{min} {ml} (HZSnm) fmg/ml) umo 115 mg
o 22,0 | ©,038 1,134 126,0 DlIUIQf?Zga AmoStra:
3 19,5 @,104 3,743 55,5
6 19,0 9,168 6,272 662,08 | Taxa de Reaco:
9 18,5 @,241 9,157 941,1 70,80 umal/min
12 18,0 a,282 16,78 1078 . .
15 | 17,5 | o,348 13,39 | 13gz | Atividade fotal:
18 17,0 @,377 14,53 1372 g sl
Amostra: Silica Merck (trateda a 213°C)
Tem%a Ve Abs [6lic. ] Glic. massa de silicar
(min) {ml) (625nm) (mg/ml) pmeol 184 mg
o 20,0 2,050 1,609 178,8 Dli“*giﬁzga Amostras
3 19,5 2,114 4,138 448,73
& 19,0 8,163 6,874 H41,1 Tarxa de Reagio:
9 18,5 ?,228 8,643 888,3 78,67 pmol/min
12 18,0 @,290 11,89 1109 . .
15 17,5 @,351 13,50 1313 gt1V1d§23 ;?taiiz
18 17,0 @,421 16,27 1537 8 .
Amostra: Silica Merck (tratada a 243°C)
Tempo Ve Abs {Glic.] Glic. massa de silica:
(min) {ml) {625nm) {(mg/ml) pmol 116 mg
2 20,0 0,042 1,293 143,7 Dllulgfﬁzga Amostra:
3 19,9 0,866 2,281 242,8
& 19,0 D,185 3,782 399,2 Taxa de Reagdo:
9 18,5 B, 190 7,141 73%,9 58,34 pmol/min
12 18,0 0,220 8,327 832,7 .
15 17,5 2,256 9,750 947,9 “tivxdggg E?ta;zl
18 17,0 - - - . 9 .




Merck {sem tratamento)

) 3. b1 i

] & w0

® ®
Tempo (min)

Merck {tratada a 243°C)
Micromoles de Glicose

1000

% s 4 6 8 1B U B
Tempo {min)

Merck (tratada a 281°C)
Micromoles de Qlicose

1000

BOO

13&

Marck (iratada a 213°C)
Micemolos de Glicose

600
1400
1200
000

0 - k. A A
L1 L w» 20

T
Tempo {min)

Merck (tratada a 265°C)
mhﬁ@mm de Clicoas

FOUL

% s ®  ® w0
Tempo (min)

Merck {tratada a 296°C)
Micromoles de Glicose

0

800}

600
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Amostra:

Bilica Merck (tratadse a 265°%()

Tempo Ve Abs [Glic. ] Blic. massa de silicats
{(min} {ml) {&25nm) {mg/ml) pmol 118 mg
@ 20,0 2,080 1,397 155,2 Dziulg??iga Amostras
3 19,5 ®,124 2,267 245, 4
& 19,0 @,174 3,255 343,6 | Taxa de Reaclo:
9 18,5 @,233 4,420 454,3 28,92 umol/min
12 18,0 @,263 5,013 501,3 _ _ .
15 17,5 @,318 &, 100 593, 1 At‘V1d§ﬁg 5?taétl
18 17,0 @,374 7,287 &80, 7 ERe
Amostra: Silica Merck (tratada & 2B1°C)
Tempo Ve fibs fGlic.] Glic. massa de silicas
{min} {ml} (&25Nnm ) {mg/ml) pmol 126 mg
) 20,0 9,082 1,437 | 159,7 Dli“lg?flga Amostra:
3 19,5 8,167 3,116 337, 4
é 19,6 0,224 84,2482 447 .8 Taxa de Reacdo:
9 18,5 ®,273 5,211 535,6 35,89 pmol/min
12 18,0 2,346 6,653 665,3 o i
15 17,5 8,378 7,286 708, 4 Qt*V*d;gg Sft&;:l
18 17,0 @,862 8,945 844,8 BAg sal.
Amostra: Silica Merck (tratada a 296°C}
Fi
Tempo Ve Abs [Glic.] Glic. massa de silicas
(min) {(ml) (625nm) {mg/ml) pinol 118 mg
@ 20,0 @,075 1,377 153,0 Dllulg?figa Amostra:
3 19,5 ®,124 2,267 245,64
& i19.@ a,1563 3,837 328,6 Taxa de Reagdo:
9 18,5 0,228 4,322 444,72 27,78 umol/min
12 18,0 @,260 4,954 495, 4 . .
15 17,5 | ©,385 5,843 568, 1 Qtl“‘”gg? Z?taétl
18 17,0 0,361 6,950 656, 4 g 81t




Enzimas

Tempp de Imobilizacl3os
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ANEXO VI
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Amiloglicosidase a 9.78 mg prot./ml
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IMOBILIZACAD DE AMILOGLICOSIDABE NA BILICA SeERIE 111

1@ wuil

Condigbes: 45°C, pH 4,3, amido 54
Glicose: Abs(&28 nm) = 0,2024 + 0,352742%9 x [(Glicose (mg/ml)]
Amos—iTara|Sil.|{BrutocliAgual|Bruto 18ol.iAbs. [ [ProtliiProtl}imob
tra |(mg)|(mg) u?;g? (mg) e?i;?a f;;; &ig (mgml) (;QF. (mgg)
m1)
TA |9453] B8 |9641—{100 |10046 405 |,35&] 7,72 | 9,63 (0,69
152 193@4| 85 |9498 199 VS 14637 289 6,248 7.71 18,98
188 (19569 8% 19751 Q7 1131463 1412 1,223 4,88 5,92 118,7
200 |9418| 92 |9606 |1@4 |10008 |402 |,177| 3,79 | 4,76 21,9
213 9424 8L 9688 8 (12020 (412 1,206 4,43 5,49 1280,5
224 (93811 B (9572 16@ 2985 (1415 |,208] 4,47 5,99 19,7
234 9397 88 9580 1100 |i1000@ (415 | ,213! 4,57 5,67 19,4
243 (9444 90 |9635 1181 |10042 ;407 },221; 4,75 5,93 j17,4
250 19425 90 [9613 98 1190818 405 s 28] 5,13 q,38 (15,4
258 {9372] 90 [9568B [106 | 9548 {414 |,254! 5,49 | 6,89 [13,3
Amostra: Silica Série II1 (sem tratamento = TA }
Tempo Ve Abs [Glic.} Glic. massa de silica:s
{(min) (ml) {625nm) {mg/ml} umol 88 mg
@ 52,0 | ©,090 1,66 461,90 Dllulgffiga Amostras:
2 49,5 &,a92 * "
4 49,9 2,889 " " Taxa de Reag3o:
& 48,5 0,092 " " @B,00 umol/min
g 48,0 @, 090 " " ..
10 47,5 2,092 o " At1v1dage Sgtaltl
12 37,0 2,093 " " 9 sil.
14 44,5 2,087 " "
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Amostra: Silice Série 111 (tratade a 13270
Tempo Voen Abs fblic.] Glic. massa de silica:
{mir) (ml) {&20nm) (mg/ml) pmol 85 mg
o 8,0 | 0,088 1,62 450 n;zungfiga Amostrat
2 49,5 @, 195 1,95 536
4 49 ,@ @, 12e 2,23 &B7 Tara de Reagdo:
& 48,5 @,128 2,38 &H41 29,85 umol/min
! 48,0 &,15@ 2,80 747 .
10 | 47,5 | ©,155 2,89 763 | At Aate e eil
12 47,0 0,163 3,04 794 Copecificas 9 ®al.
14 45,5 n,1g2 3,41 g8i 38 U/mg prot.

Amostra: Silica Bérie il (tratads & 18E°C)

Tempo Ve Abs [Glic.] fbilic. masse de gilica:
{(min) {ml) (&Z25nm) {mg/ml) pymol BS mg
@ 58, @ 0,088 1,62 450 Dllulg??lga Amostra:
2 39,5 @,1@2 1,89 520
4 49,0 8,126 2,34 637 Taxa de Reac3o:
6 48,5 0,139 2,59 698 47,79 umol/min
8 48,0 @,166 3,10 827 .
1 | 47,5 | ©,183 3,42 ses | Qtividade o
12 47,0 2,206 3,86 1008 Eeoocitioe, @ =%
14 46,5 2,230 4,32 1160 pets :

38 U/mg prot.

Arastra: Bilica Série I1Y (tratade a 200°C)

Tempo | Ve Abs [(Blic.] | Glic. | massa de silica:
{(min) {ml} (625nm) tmg/ml) umol 92 mg
o 50,2 ®, 090 1,66 861 D&iulg??lga Amostra:
2 47,5 @,111 2,06 567
P 49,0 2,126 2,34 637 Taxa de Reac3o:
& 48,5 2,149 2,78 749 49,11 pumoal/min
8 48,0 2,174 3,26 869 .
e | a7,s 0,189 3,54 934 ?;i;;?ag§4 Usa sil
12 47,0 2,208 3,90 1018 Eopocifica: 9 sii-
14 46,5 0,242 4,54 1173 28 U/mg prot.




Serie 1 (sem tratamen
Micromoles de Glicose
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400}
300}
200}
100}
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Serie B (tratada a 180°C)
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1200 : %

R EEREER]
Tempo (min)
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0 1 i 'y b ud el
60 2 4 8 8 0V B U B
Tempo (min)
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0 2 4 £ 8 0 B W B
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Serie B (tratada a 200°C)
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1400

TROT

000
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800+

;0T

200

o i 5, i £ A & A
0 2 & 68 B R W U B
Tempo {min)

Sarie [ {iratada a 224°C}
Micromoles de Glicose

1200

000
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Amostra: Silice Série 111 (tratada a 213°0C)
Tempo Ve Abs fGlic.] Glic. massa OF Silicas
{mim} {ml) {620nm) {mg/ml} umol BE mg
@ | so,o 2,088 1,85 433 ﬂxiuig?figa Amostrar
2 49,5 @.099 1,83 b1 S
& 49 .0 0,185 1,95 531 Taxa de Reagdo:
& 48,9 2,125 2,532 &H25 46,87 pmol/min
8 48,0 &,156 2,80 747 C .
10 | 47,5 | @,176 3,29 Beg | NIVIAa0e e il
12 47,0 2,189 3,54 924 ﬁzpm;“m‘ g sii.
14 45,5 @,222 4,16 1874 26 U/mg prot.
Amostrar Silica Série 111 (tratadse a 224°0C)
Tempo Vi Abs {Glic.] GBlie. massa de silica:
{(min) {ml) (&25nm) {mg/mi) pmal 89 mg
@ 50,0 ?,080 1,47 408 Dllulg?flga Amostra:
2 49,95 2,181 .87 514
4 49,8 @,127 2,36 H42 Tara de Reagdio:
é 48,5 6,143 2,66 717 43,58 pmol/min
8 48,08 @,156 2,91 776 S
10 | 47,5 | w©,174 3,25 gse | AIviOade e eil
12 47,0 @,194 3,63 948 Egpecifica, 9 sid.
14 46,5 0,215 4,83 18431 25 U/mg prot.
i

Gmustra:

"Bilica Berie 111

{tratada a 234°C:

Tempo Ve

{min) {(ml}
@2 59,0
2 49,5
4 49,0
& 48,5
2] 48,0
10 47,95
iz A7,0
14 45,5

Abs
{625nm}

°, 088
2,105
®,132
2,146
8,166
2,186
2,213
2,224

{Glic.]
{mg/ml)

1,62
1,95
2,486
2,72
3,10
3,48
3,99
4,28

Glic.
pmel

458
8336
b76
733
827
718
1242
1085

massa de silica:
88 mg

Diluigdo da Amostra:
118

Tarxa de Reacdo:
46,51 pmol/min

Atividade
Total: 528 /g sil.
Especifica:s

27 U/mg prot.
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Amostra: Silica Série (11 (tratada a 243°0)

- Tempo Ve Abs fGlic.] Glic, massa de silica:
{min) {ml) (&259nm) {mg/ml} g 1 P8 ma
Dy Foao da fAmostirae:
2 30,0 2,088 1,62 360 *1“33if1%% fAmostra
2 39,5 @,108 2,00 444
4 39,8 0,123 2,28 508 Taxa de Reagdo:
& 38,5 @,137 2,95 5535 38,91 pumeol/smin
g 38,0 B,155 2,89 &18 S
1@ | 37,5 | ©,168 3,14 o3 | frividage /g sil
12 37,0 0,193 3,41 752 e :
14 _ ~ 7 - Especificas
2@ U/mg prot.
Amostra: Silice Série 111 (tratads a 258°C)
Tempo % Ve Abs PGlic. Glic. massa de silica:
{mir} Aml} (&25nm) (mg/ml) pmol o9& mg
Di i i :
@ 50,0 v,088 1,62 460 11U1g??1m& Amostra
2 49,5 @,102 1,89 S20
4 49 ,@ @,115 Z2:13 588 Taxa de Reac3o:
& 48,5 @,123 2,29 H17 29,27 umol/min
8 48,8 @,137 2,99 &HBUY ..
12 | 47,5 0,150 2,80 739 ?éz;i?agzs We eil
12 47,0 8,164 3,06 799 Eopecificas g :
14 44,5 @,181 3,39 876 21 U/mg prot.

&
Amostra:

Silica Série 111

{tratada a 238°C)

Tempo

{min) -

Ve
{ml)

50,0
49,5
49,0
48,5
48,0
47,5
47,0
46,5

fAbs
(&25nm)

2,098
®,110
B,117
@,127
0,134
@,142
@,161
@,172

[Glic.]
(mg/ml)

1,81
2,04
2,17
2,36
2,50
2,65
3,081
3,22

Giic.
umol

431
583
531
625
747
868
F24
ia74

massa de silica:d
F@ myg

Diluico da Amostras
1/10

Taxa de Reacdo:
22,52 pmol/min

Atividade
Total: 250 U/qg sil.
Egpecifica:

19 U/mg prot.




Serie B {iratada a 234°C)

m@-@?&:mm&f@& ¢o Cilicose

OO0 +
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406G+

200F

o 1 . 'l & ] 1 1 -
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]
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Serie 1 (ratada a 243°C)

Micromnolos da Ghrnse

400}

200+

o 2 4 ¢ & ® £ #
Tempo {min)

Serie B {(iratada a 258°C)

Micromoles de Glicoss

1500

00

2 4 8 B W E U B
Tempo {min)
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IMOBILIZACRD DE AMILOGLICOSIDASE Na SILICA SERIE IV

Amiloglicosidase a 18,49 mg prot./mil

Tempo de Imobilizacdo:

29 n

Volume de amostra para andlise de proteina: 16 ul

Amostras TA, 130 & 152: 5 ul
Condices: 45°C, pH 4,5, amido 5%
Glicose: Abs(&625 nm) = B,8@24 + B,527429 » [Glicose {(mg/ml) ]
Amos~tTara|S5il,. |BrutoiAguaiBruto [Sol.lAbe.l{Frot]ilFProtliinob
tra t(mg)i(mg) uT;d? (mg) E?ilfa Ezz; 652 (mgml) (gar, (mgg)
9 9 9 Fa1d
TA GIG] @0 19610 116 [18136 526 1,210 9,04 111,83 6,080
13@ |9333] 96 |9966 [137 10088 (322 ,206] 8,86 111,19 10,06
192 (9425102 [9667 (140 10189 3522 |,188] 4.4 S.12 127,5
192 19474 98 |9724 152 110245 (521 |,114; 2,41 3,11 39,2
215 |93@4; 98 |9542 (140 |1@063 (523 {,08%] 1.86 2,33 143,48
248 {9439 99 19698 |16@ 18212 1514 |,169| 3,46 4,54 |3@,9
sbc |9asz| 98 9693 1140 |1B207 (517 |.,1@6! 2.,1@ 2,67 141,3
Amostras Silice Seérie IV (tratada a 192°0)
Tempo Ve Abs [Gilic.] Glic. massa de silica:
{min) {ml) (&620nm} (mag/ml) morl 182 mg
o 50,0 2,088 1,62 450 D“mg?"jiga Amostra:
z 49,5 2,103 1,91 529
4 49,80 2,187 1.98 537 Taxa de Reacdio:
é& 48,95 2,119 2,21 595 21,41 pmol/min
g 48,0 a,127 2,36 &29 -
10 57,5 2,137 2,55 673 ?t;:i‘f’agf‘a U/a sil
12 47,0 @,148 2,76 721 Qrati < e
Ecpecafica:
7,68 U/mg prot.




Amostrat

Silica Seérie IV

{tratada a 192°0C)

Tempo
{min)

e e 00 B N

N8

Ve
{mi)

50,0
49,5
49,0
48,5
48,0
47,5
47,0

Abs
{(HZ25Bnm)

@,088
2,108
?,135
2,158
2,189
@,222
0,252

{GBlic.]
(mg/ml)

1,62
2,00
2,51
2,95
3,54
4,16
4,73

Glic.
pmol

458
556
&85
725
P44
1098
1235

massa o8 SLiicat
98 mg

Diluigdo da Amostra
1718

Taxa de Reacdo:
b, 29 umal/min

Atividade
Totals &76 U/g sil.
Especifica:z

17,24 U/mg prot.

Amostra:s

Silivea Série IV

(trataﬁa.a 215°C)

- Tempo | — Ve .. fAbs [Glic. ] Glic. massa de silicas
{min} (ml) {6Z25nm) (mg/ml} umeorl 98 my
2 50,0 0,088 1,62 450 Exluagfﬁiga Afmostra:
2 49,5 2,129 2,82 5936
4 49,0 W,141 2,63 71& Taxa de Reacdo:
b 48,5 0,171 x,28 B&2 &4 ,98 umol min
8 48,0 @,203 3,82 1013 s :
10 47,5 0,224 4,20 1108 ?Eili?aiig U/a sil
12 47,0 @,244 5,58 1196 P q st
Eepecificas
15,38 U/mg prot.
Amostra: Silica Série IV (tratada a 246°C)
2
Tempo Ve Abs = [Glic.] Glic. massa de silica:
{min) {ml) {H253nm; {mg/ml) pmol 97 ma
@ 50,0 @,088 1,62 450 Dlluig??lga Amostra:
2 49,5 B,11@ 2,64 561
4 49,08 2,136 2,53 &89 Taxa de Reacio:
& 48,5 G,166 3,10 835 55,534 umol/min
8 48,0 a,.188 E. 02 939 I
e | a7,s @,207 3,88 1013 ?éi:;?agzz Ge eil
12 47,0 @,225 4,22 1102 P 9 sii-
Eospecifica:s
18,15 U/mg prot.
Amostra: Silica SPC da Corning
Tempo Ve Abs [Blic.] Glic., massa de silica:
{min) {ml) (625nm) (mg/ml) umol 98 mg
2 50,0 2,088 1,62 450 ﬂllulgiglga Amostras
2 49,5 2,118 2,19 &02
4 49,0 9,155 2,89 787 Taxa de Reagdo:
b 48,5 8,192 3,99 L7 87,18 pmol/min
8 48,0 2,229 4 .30 1144 L.
10 | 47,5 | ®@,265 4,98 1314 | Qfividage /g sil
12 47,0 - 8,382 5,68 1483 Especifica:
21,58 U/mg prot.




Sarie IV (tratada a 152°C})
Micromoles de Clicose
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4001

s 2 & 6 5 W T H
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Serie IV (tratada a 215°C)
icromoles de Glicose

1400

12007
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m&%mmi&a dga Gileose

000

2 4 6 &8 © 7
Tempo (min)

QC:

i4é



Enzima:r

ANEXD VIII

o

IMOBILIZAGKED DE HRP NA STLICA HSRIE OV

HRFP a 4,64 mg proteina/ml
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Quantidade adicionada: 200 pl = 6,928 mg de proteinas
Tempo de Imobllizagio: 24 h
Volume de amostra para andlise de proteina: 135 ul
Condicghies de Atividade:25°0C, pH . 6,8, pirogslol (Método 2.5)
Amos—| Tara |Sil.|Sobrenadan—{Sobre~} Abs. | [Frotl|Protei] Imob
tra {mg) {mg) |te(pesagem) {nadan-| &20 (m9ﬁi) na (mgg}
(mg) te(mg) rim (mg)
151 {947@,9|18,8| 9885-9410 | 395 |@©,131| 1,474| 0,582 18,4
181 |19451,7124,4) 9832-%433 399 0,061 B,719) @,287] 26,3
203 |9332,8(22,1| 9821-9408 413 |@,@088] 1,018 0,417 23,1
215 {9383,3(26,2] 9834-7438 98 |a,098) 1,031 0,816 19,8
225 19387,3124,9) Q7779375 4062 0,103 1.,i7@; @,47@) 18,4
236 |9431,2121,1 9783-9384 399 (8,119 1,343] &,334; 18,6
245 |9423,3123,8] 9806-9413 393 |@,123) 1,387 @,545] 16,6
285 |9397,2123,7]| 9927-9529 98 0,127 1,430 6,569 19,1
Amostra: Enzima HRP Livre
Tempo Ve Abs Abs concentracio da enzima
(s (ml) (42@0nm) |corrigida na reagdo: BE-3 pa/ml
3@ 29,0 2,815 TQEQL?ZE?G ga:zggéfs
6@ 28,0 @, 087 e
S0 27,0 @,1&62 .. .
120 26,0 0,233 Atividade (28.AA/12):
15@ 25,08 2,301 Total: 3,988E~-3 U/mi
180 24,8 8,362 Especifica:
218 23,0 0,416 498,35 U/mg proteina
249 22,08 @,4562
278 21,8 2,502
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Silica Derie

S

{tratada a 151°0C)

fAmostra:
Tempo Y
{s) {ml}
27 29 .0
& 28,8
S0 27,8
12@ 26,0
152 25,8
182 24,9
219 23,2
240 22,0

Abs
(428nm}

-0, B30
®,027
@,090
@,154
2,218
®,275
®,330
@,382

Abs
corrigida

-0, 030
@, 026
B, 084
?,138
@, 1688
@,228
B,262
B,290

massa de silicar 6,2 mg
inclinagdo da reta

{AAdbhs/ /ALy 10B0: 1,873
fAtividade (20.A0,.29/12.m) 2

Total: 14,60 U/g silica
Especifica:
0,793 U/mg proteina

amobstras

Silice Seérie WV

{tratadsa a 1817}

Tempo
(s}

3a
&8
2@
120
150
ige
21
24e

Vi
(ml)

29,0
28,0
27,0
26,0
25,0
24,0
23,0
22,0

ADs
{AZ20nm}

-@,835
2,006
@,043
2,086
@,133
@,185
B,238
@,294

Abs
corrigida

-0, 035
@,006
@,040
Q2,077
?,115
@,153
@, 189
@,223

massa de silica: 3,8 mg

inclinagdo da reta
(SAbs /AL )x1080: 1,242
Atividade (Z20.A68.29/12.m):

Total: 15,88 U/g silica
Especifica: .
@,588 U/mg proteina

2

amostras

Silica Gérie V

{tratada a 203°0)

Tempo
{(s)

3@
&HB
78
122
150
180
210
248
278

Ve
{ml)

29,0
26,0
27,0
26,0
25,0
24,0
23,0
22,0
21,0

Abs
(428mm)

-0,035
2,812
2,064
8,120
2,182
0,245
B,311
©,394
2,484

Abs
carrigida

-8,035
0,012
8,060
@,108
?,157
®,203
@,247
?,300
?,350

massa de silica:r 5,86 mg

inclinacdp da reta
(AAbs /ALt ) x1BBB: 1,594
frtividade (20.AR.29/12.m):

Total: 15,43 U/g silica
Especifica:s
0,668 U/mg proteina
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Ampstra:; Silica Série W {ftratade & 215°03
Tempo Vo fAibg fibs

(=) {ml) (428mm) corrigida massa de silicar 7,4 mg

@ 29,8 | -0,01%9 9,019 ﬁzgéi?zg?fiégmfﬁiazaa

& 28,8 B, 860 @,058 . : *

9@ 27,8 @,13% B,129 . .
12 26,0 0,225 0,202 Htividade (Z20.A8.29/712.m)
158 25,8 &,3a8 @,266 Total: 19,53 W/g silica
186 24,8 2,398 @a,329 Especifica:

218 23,8 @,48v 2,348 2,785 UWmg proteina
240 22,0 @,584 &, 4843

Amostra:

Silica Serie W

{tratada a Z225°C}

Tempo
{5}

30
60
%]
120
150
188
210
240

Ve
Eml)

29,0
28,0
27,0
26,0
25,0
24,0
23,0
22,8

Abg
(428nm}

-@,819
@,060
@,139
B,225
a,308
2,398
@,48%
@, 584

fAbs
corrigida

~@, 049
~@ , 009
©,B834
0,076
2,119
B,162
B, 190
0,225

masca de silica: 4,8 mg

inclinacso da reta
{ABbs/ /ALY 100@: 1,325
Atividade (20.AK.29/12.m):

Total: 13,34 U/g silica
Especifica:
8,725 U/ mg proteina

Amostrazy

Silica Série V

(tratada a 23&70)

Tempo
(s)

30
&
70
iza
158
180
210
249
278

Ve
(ml)

29,0
28,0
27,0
26,0
25,0
24,0
23,0
22,0
21,0

fAbs
(428nm}

-0,044
-0, 006
@,837
2,085
8,136
2,190
?,245
0,297
0,348

Abs
corrigida

-@,044
-2, 006
2,034
0,076
@,117
0,157
B,194
2,225
B,252

massa de silica: 4,6 mg

inclinagdoc da reta
(ALbs/AL)x1008: 1,266
Atividade (20.A0.29/12.m):

Total: 13,38 /g silica
Especifica:
BG,715 U/mg proteina
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Amostra: Silica Série V  (tratada a 245°C)
Tempo Wi fiki FATRT: !
() {ml) (4%dnmy jooryigicda) oo de silicar 4,7 ;g
30 29,0 | -2,044 ~@, 044 "f‘;f"fff”?fg%?iggwf@?&%
60 28,0 @, 003 3,503 P e e s Tt
ol 27,@ 0,856 .52 . ) ]
120 26.0 8,117 100 fAtividade (20.80R.29/12.m):
150 25,0 B,171 8,147 Totals 16,32 U/g silica
18@ 24,8 8,241 @,200 Especifica:
218 23,8 2,314 2,249 @,9%95 U/mg proteina
248 22,0 @,28%9 B, 295 '
278 21,8 8,865 B,3346
Amostra: Silica Serie V  (tratada a 255°C)
Tempo Vi Abs Abs o
{s) {ml} (428nm) jcorrigida massa de silica: 4,2 mg
so | zs.0 | o.0m | oees | IGClRc cnrets
60 28,0 ®,148 2,143 % "o
9@ 27,0 0,202 ©,188 - .
190 26,0 8,259 0,232 Atividade (20.AR.29/12.m):
15 25,0 @,319 @,275 Total: 16,08 UWg silica
i8@ 24,0 B,384 . @,518 Especifica:
218 23,8 @,454 @,368 ' 1.8%& U/mg proteina
240 22,0 0,328 B,4081
276 21,8 a,687 @,440

IMOBILIZACKDO DE HRP NA BILICA Sg2RIE ¥V TRATADA A 181°C
VARIANDO-SE O TAMANHO DE PARTICULA

Enzims:

HRP & 2,78 mg proteina/ml

Quantidade adicionada: 200 ul = @,5596 mg de proteina

Tempo de Imobilizag3o: 24 h

Valume de amastra

para analise de proteina: 2% ul

Condicbes de Atividade:Z25°C, pH 6,0, pirogalol (Méetodo 2.5)
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Amos-| Tara (Sil. | bobrenadan— 5@br@— Abs. {IProtliProtesi | Imob

tra {mg) {mg)ite{pesagem) nadan—| 628 (mgml) & (mgg}
{mesh) {mg ) te{mg) rim {mol
SA-R2 19A94,8117,81108529-9393 554 18,060 @,425, @,278 15,6
I2-35 (9407.,.8128,8) 99449301 &8% 8,059 @.418) 0,268] 14,4
IG-42 19412,48119, 41100469422 &24 186,858 @,412 8,257 15,4
4248 (9374,2117,46110062-9428 634 18,062 @,438) 0,278 15,8
48-460 |9378,3119,4]|10087-9454 &3Z (@,859 Q418 O,264) 15,8
&B-&D [9477,7117,5]110099-9458 &89 1@, 0631 @,444) Q288 15,3
Amostra: Silica Hérie V fratadse a 181°C, Z24-32 mesh {(@,604 mm)
Tempo . Ve Abs Abs

{s) {ml) (428nm} jcorrigida massa de silica: 4,8 mg

5@ 29,2 | -9,056 ~@,056 tﬁé;?zg?iig;mﬁeiaam

6@ Z28,0 —~&, 002 -@, B0z T

@ 27,8 &, 857 @,n53 L .
128 26.0 2,120 @, 108 Atividade [(20.A8.29/12.m}:
15@ 25,08 8,185 @,159 Total: 18,1 U/g silica

186 24,0 Z,250 B,207 Especificas

210 23,8 @,315 B2.250 1,16 U/mg proteina

240 22,@ 3,383 2,291

&
Amostra: Silica Série V tratade & 181°C, 32-33 mesh (@,46@8 am)
Tempo Vi Abs Abs

(s) fmi) (42@nm) jcorrigida massa de silica: 3,9 mg

inclinacg3o da reta

3@ 29,0 -G, 856 T .

o0 28,0 _ - {AADs/ALI®1BODB: 1,444

i 27,0 @B,025 a,024 L .
120 26,0 2,075 0,070 Atividaede (20.AR.29/12.m):
150 25,0 D,127 @,114 Total: 17,9 U/g silice

180 24,0 B,184 2,159 Especifica:

210 23,0 2,245 Q,203 1,24 U/mg proteina

240 22,0 a,310 0,246

278 21,0 Q,377 2,286
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Bmostrar

Gilice bérie V tratads a& 18170,

30-47 mesh (@, 5387 mm)

Tempo
-

11
&
e
128
15
188
230
240

W e
{ml)

29,9
28,0
27,0
26,0
25,8
24,0
23,0
22,0

43432
(A7 0mm}

~@, 250
-0, Q02
?,0° 1
B,0%6
B,162
0,225
@, 292
@, 388

4334
corrigida

~@, BEE
-0, 002
2,047
7, BE6
@, 140
3,186
B,232
2,094

massa e silicar 3,9 mg

inclinagdo da reta
(ARDE/ AT ) JBBD: 1,687
Artividade (28, A8.29/712 .m0

Total: 19,9
Enpecificas
1.2%9 Uimg proteina

WUig milica

Amostra: Silicae Serile V tratads a 181°C, 4¢-48 mesh (&,3246 mo)

Tempo
{s)

e
&G
T
12@
156
ige
219
243

Vi
(ml)

29, @
28,0
27,0
26,8
25,0
24,0
23,0
22,0

fhs
{428nm)

-0, 035
@,045
@,127
2,211
@,304
®,398
@,581
2,620

Abs
corrigida

-0, B56
2,843
M,118
#,189
2,262
B,329

$ 8,397
2,470

massa de silica: 4,2 mg

inclimnac¥o da reta
{ARDs/ AL =108 2,590
Atividade (Z20.48R.29/12.m):

Total: 29,8 U/g silics
Fepecafica:
1,89 U/mg proteins

Aamostrar Silica Série V tratada a 181°C, 48-46@ mesh (8,274 mm)
Tempo Vo Abs Abs
(s {ml) {428nm) lcorrigida massa de silica: 4.8 mg
s | zmo | oo | oo | MSINAEe g rere
&G 28,0 @,108 B, 164 ) *
N2’ 27 @ G,237 8,221 -
19 26,0 2,394 0,353 Atividade (2B.AR.29/12.m):
15@ 25,8 6,554 0,478 Total: 36,9 Urfg silica
188 24,8 @,712 @, 592 Espacifica:
210 23,8 2,873 8,694 2.46 U/mg proteina
24¢ 22,@ - -




£

o

ampatray Silica Série V tratada a 181°0C, &8-49 mesh (B,25380 mm)

YU

Tempo
fs)

@

&

S
124
150
hR=1%
218
248

W opm
fml}

29, @
28,
27,0
76,8
25,0
24,0
23,0
22,0

Lbhw
{ A28rm)

-p,0324
@,878
@, 186
0,298
#,410
B,516
0,629
@, 740

b
corrigida

-, 824
®,875
B, 175
@, 267
@, 353
@, 427
@, B0
@, 561

massa de silicar 3,1 mg
inglinacio da rets
{aAbs /AT xi00B: 3,153
Atividade (20.A0.29/12.m)s

Total: 49,2 U/g silica
Feapecificar
.21 W proteina
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IMOBILIZIALED DE AMILOGLICDSIDABE WA ST 1C0A SgRIE W

Enzima: Amiloglicosidese a 10,945 mg proteina/ml
Tempo de Imobilizagso: 48 b

Volume de amostirs para analise de proteins: 18 pl
Cﬁnﬁig&eﬁ: 4570, pH 4,5, amido 3%

Glicose: ARs(62% nm) = w@§2&7,1@“3+ 2,86B3 x [Glicose (mgs/ml)]

Amoa— i TeraiSil. iBrutol AouglBruto (Sol.l6bs, [[ProtdiiProtliimoh
tra (mgli{mg)iumido (mg) @ﬁZlma Enzg.|&cd ngml} Cor . {mgg}
(mg) {m} {{mgi] nm (mggmH

BFC 193981 73 (9078 107 (10118 [&1@ |, ZVA414,803 15,4489 (44,43
151 (9396108 [9682 1178 [1219@ 14628 | ,353614,0060 17,758 118,09

181 (9483 75 (9661 1131 112270 1 68% |, 27714,863 5,909 141,05

203 |9371] 71 {9569 127 [1@1&2 (593 | ,18313,889 3,751 (68,25
215 19434) 75 19620 (111 1@225 (605 | ,1752,958 [3.4%91 (68,29

225 194143 70 19628 139 (10228 |6BY | ,172 Z2,9DB8 13,572 159,15

236 (9438] 71 19632 123 18235 683 | ,LZ2913,924 4,728 (55,008
243 19410 71 (9597 116 118197 (60@ | ,252:4,367 (5,211 148,62
295 i« 7] 71 [P635 (115 1182486 (611 },47614,8483 5,750 144,84

278 {93331 75 {90538 {1i3@ (18144 [ &B6 | ,29915,331 6,450 [346,48

Amnostra: Enzima Amiloglicosidase Livre

Tempo Ve Abs [Glic.] Glic. Concentracéo da en-
{mir) {ml) {625nm) (mg/ml) {umol/ml zima: 27.41 ug/ml
2 50,0 0,875 1,83 10,17 QLIUlG?flga Amostra:
2 49,5 @,111 2,61 14,50
4 49 .8 B,130 3,83 16,83 Taxa de Reac3o:
6 48,5 0,164 3,76 20,89 1,555 umol/ml.min
8 48,0 0,183 4,18 23,22 . oy
10 47,5 Q,207 4,70 26,11 “thlgzdi ﬁ?gEC‘jlia
12 47,0 @,234 5,28 29,33 ’ g prot.
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fmpstra: Bilice BPC da Corning
Tempo W b IBlic.l Hlic. masss o silica:
{min} {ml; { &2 5mm) timgdml ) FE e R 73 mg
Pl da fAmostras
D 50, @ @,875 1,83 508 ﬁliug%?fiaa mustrs
2 49,5 @,a95 2,827 &H23
4 49 .8 @126 ZyFa LGB Tarxa de ReaCdo:
& 48,5 @,183 B n2 FHE FEL.FE pmol/min
8 45,8 @,185 41w 1ix4 -
1@ | 47,5 | B,204 4,67 1223 f;i;i?mgiw Urg il
oy L = : H y i ®
12 47,6 @B,230 5,20 1357 Fepecificas
22,5 Wmg prot.
Amostra: Silica Série V (tratada a 181°0)
Tempo Ve fAbs fGiic. ] Glic. masss g silica:
{min) {ml} {&EZ5nm) {mg/ml pmex 1 7S mo
o 58,0 0,075 1,83 @8 Dilulgf?}ga Smosiras
2 49,5 7,083 2,00 951 '
4 49 . @ @,11@ 259 i Tara de Reagio:
& 48,5 0,127 2,96 798 &B,77 pmol/min
8 48,0 #,152 3,58 34 L
1@ 47,5 ©,175 4,00 1056 ﬁzizz?agf@ U/e mil
12 47,0 @, 196 4,44 1164 helE - e
Eepecatficasr
19,7 U/mg prot.
Amostraz: Silica Série V (tratade a 203707
Tempo Ve Abs | [Blic.3 Gilic. masse o silica:
{min} {ml) (&23Nnm) {mg/ml} amol 71 mg
o 50,8 2,075 1,83 s5@8 Dllu;giilga srmostrat
2 49,5 @,.885 2,85 5&3
4 49,0 @,184 2,50 &82 Taxe de Reag3o:
& 4g,3 @,127 Z2,96 798 59,49 pmol/min
&8 48,¢ 0,150 3,46 923 o
10 47,5 0,173 3. 56 1045 $§§:i?a§§9 Use eil
12 87,8 @,194 4,42 1153 PLS 8 =il
Especifica:
13,9 Usimg prot.
Amostrar Silica Serie V (tratada a 215°C)
Tempo Ve Abs [Glic.] Glic. massa de silica:
{min) (ml) {623nm) {mg/ml) pumol 75 mg
o 50,0 2,875 1,83 spa 011ULG??133 Amostras
zZ 49,5 B,.092 2,20 605
4 49,0 @,10% 2,57 699 Taxa de Reag3o:
& 48,5 2,140 3,24 874 67,20 umol/min
8 48,0 @,161 3,78 F8& o
10 47,5 ®,184 4,20 1108 ?;é;;??ggé U/ il
12 47,0 0,216 4,89 1278 ? S g Sis-
tapecifica:r
14,9 U/mg prot.
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Amostrar Silica Serie V (tratads a 228°0)

Tampo } W g Fibs fGlic.] Glic. mansa o milica:
{min} {mi} {47 3nm} {mgsmly Y Ing T omg

@ 5¢, @ 0, 07s 1,83 508 m&*”1gffl§ﬁ AMOSLra:

? 49,5 @, nse 1,94 533

4 49, @ G897 AT &2 Tara de Reacso:

& 48,5 @g,1z22 2,85 pE=ys bé, 7@ pumol/min

8 46, Q0 B,152 I, 50 934 o

) S5 4 )
1w | 47,5 | @,172 3,94 L I BRI
12 47,@ @, 2o 4,55 1187 JotALE wuy Ug st
bepecificas
15,@ U/img prot.

amostrar Sailice Serie V (tratada a 283670

Tempao Vs Ahs [Glic.] Glic. massa de silica:
{min) {(ml} {&20nm) (mg/sml) peemen 71 omg
N L4 LG
2 50.0 0,075 1,83 508 1EUigi?iga Ampstra
2 49,5 @,289 2.13 1= '
4 49,8 @,1a7 2,53 &8 Taxa de FAesgao:
é 48,5 B,131 S ED 8721 1,14 pmol/min
& 48,8 B, 156 3,39 957 ..
10 47,5 @,174 3,98 1051 ?;i:;?&gil Ura il
1z 47,0 @,202 4,59 1198 : EE e
; tepmcafica:
16,2 U/mg prot.
Amostra: Silica Seérie V (tratads a Z45°0)
Tempo oy Abs [Glic.l Glic. messa e silica:
{min) (ml) (&Z25mm) (mg/ml} pmol 71 mg
2 5@, 8,075 1,83 Spa mzlulg??lga Amostra;
2 49,5 @.0%93 2,22 &11
4 4.0 @B,113 Zsbb 723 Taxa de Heacso:
& 48,5 @, 130 3,83 815 52,37 pmol/min
g 48,8 @,148 342 711l S
12 | 47,5 ®,170 3,89 1028 ?Eili?aiie Ge eil
12 47,0 ©,192 4,37 1142 £ E
Especifica:
15,2 U/ mg prot.
Amostra: Silica Série V (tratada & 2353°0;
Tempo Ve Abs [Glic.] Glic. massa de silica:
{min} {ml) {625nm) {mg/ml) pno t 71 mg
o 50,0 0,075 1,83 508 911u1g??lga Amostras
2 49,5 @,08g 2,11 581
4 49,0 2,187 2,53 &80 Taxa de Reagao:
& 48,5 8,124 2,90 780 51,87 umol/min
8 48,0 0,142 3,29 876 R
10 47,5 0,163 3,74 988 ?;i:;?aggl Lra o5l
12 47,0 0,186 4,24 1108 P § =id-
Especifica:
16,3 U/mg prot,
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Gmostra: Silica Série V (tratada a 278°0)

Tempo Ve b IGlic.] GBlig., | massa de si1lica:
{(min) fmly (&Z25nm) {mg/ml) umol Thomg
i = £ o "
@ s@, 0 a,875 1,83 S8 @1Xu1§???§& Bmostera
2 49 % BLEEE vy &3 S
4 49,30 - : ConT P aYY Tava de Hoagao:
& 48, % Gyide * oy e = o, 5E pmolAimin
2] 48,8 B,144 RN BB C
10 47,5 @,159 3,66 65 ?é;;;?dzgl U/a sil
12 47,0 2,184 4,20 1096 : g Side

tepecaficat
17,8 Ulmg prot.

S

IMOBILIZACAD DE AMILOGLICOEIDASE NA SiLICA DeERIE V TRATADS A 210°C
VARIANDO-SE O TAMANHO DE PARTiCULA

Enzima: Amiloglicosidase & 11,5375 mg proteina/ml
Tempo de Imobilirzac&o: 40 h
Volume de amostra para andlise de proteina:; 18 ul

Condigbes de Atividade: 4 $°C, pH 4,58, amido 54 {Método i

Anps—iTara (5i1.BrutojagualSol.] abs.![ProtlliProtl)imob
tra ((mg) fmgljumido Enz.| &28 ((m cor. {m
{mesh) {mg} (ma) (mg ) Fim m1) (m;m&) Qg}

24-32 194725|21,3[95054]32,9|206 18,292!5,168 15,993 (54,0
32-35 |946B9|20,6[95015|32,6(201 {@,29915,311 16,177 52,7

35-42 |94335121,0|94663(32,8|201 [0,281(4,944 |5,751 |55,7

4Z2-48 94442121 ,6 94834139, 21285 16,2846 15,840 16,818 (52,8
48-68 |94374120,0(94953137,91201 (@,298 (5,298 16,288 (53,1

6B-65 [94993121,1]954368144,5]|202 |0,26714,663 |5,690 [56,3

Amostrat Enzima Amiloglicosidase Livre

Tampo Ve Abs fGlic.] Glic. Concentracaon da en—
(min} {ml) (&25nm) (mg/ml} jumol/ml zima: 16,54 upg/ml
2 35,0 | @,17@ 2,382 | 13,23 Qllulgfﬁgda Amostras
4 34,5 0,282 2,840 15,78
& 34,0 2,232 3,270 18,17 Taxa de Reagao:
8 33,5 2,255 3,600 20,20 1,118 pmol/ml.min
18 33,0 @,284 4,215 22,38 o .
At E i
12 32,5 2,313 4,430 24,61 ividade Especafica

67,6 U/mg prot.
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fBmostra: Silices Série V trataeds a 213°0, 24-37 mesh (@,684 am]

Terpo
{m. ")

0 bR

1@

Y
taml)

35,0
34,5
34,0
33,5
33,9
32,5

~bs
{ &2 5mm}

i

[Bric.]
{medml)

{d B R R
b (03 LB &
NIon i &
LT N o ¢

Glic, Maswe de silica:

PR L 21,3 mg

s e P Diludickn My Amontrat
I . )

iy 7 wvs UE Reagssl

877 v & z 218  umol/lemin

zii’f Atividade
' Total: 1824 U/g

Fospecaticas:; 19,80 WU/img prot.

Amos tral éiliﬁa Serie V tratada a 2150, FZ2-305 mesh (8,468 om)

Tempo W . Abs [Glic. ) Elic. Masse de silicae:
(min} (ml} {625 ) (mgsml} pme i 20,85 mo
0y i cdo da g :
v 35,0 | 0,130 1,809 | 351,7 11”39§f@ & Amastra
4 34,5 @?,1435 2,824 x87,9
& 34,0 @.,167 25539 441,48 Taxa de Reasgao:
8 33,9 2,183 2,568 478,80 23,91 umplismin
1@ 3%,0 8,208 2,898 531.,2 L
, Atividade
12 32,95 B,2346 3,327 &HQ0 7 Totals 1161 U/g
. tspecyfica: 22.0 U/mg prot.
Amostrar Silica Série V tretadse & 215°0C, 35-42 mesh (8,387 mm}
Tempo Y Ahs [Glic.] Glic. Massa de silica:
{min) {ml) {(&25nm) {ma/ml} pumol 21,8 mg
2 35,0 | ©,135 1,881 345,7 mll”lgffgd& Amostra:
4 34,5 B,160 2,239 429 ,1
& 34,60 G,184 2,582 487,868 Tara de Reacao:
g 35,5 @,208 £:.926 544, 8 21,12 pmol/min
i@ 33,8 8,236 5,327 6188 .
i Rtividade
1z 32,5 2,268 3,786 &83,5 Total: 1682 U/g
tepecaticar Zé,.6 Uimg prot.
Amostra: Silica Série V tratada a 215°C, 4Z-48 mesh (B,326 mm)
Tempo Ve Bbs {Glic.] Glic. Massa de silica:
{min) {ml) (625nm) {mg/ml) pmol 21,6 mg
2 35,0 0,145 2,024 393,5 0‘1“1gi?8da AMoStras
& 34,5 2,172 2,411 452,00
6 34,0 2,203 2,855 539,2 Taxa de Reagao:
a8 33,5 2,236 3,327 &19,2 38,12 umol/min
18 33,0 8,268 3,757 &£88,8 Atividade
12 32,5 0,300 4,244 766,3 Total: 1765 U/g
tepecaticar 33,4 U/mg prot.
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Amostra: Silica Série V tre ada a ZrE0, 4860 mesh (8,274 mm

Tempo
fming

bon ot
SRR r e B o S

Wom
{ml}

35,@
34,5
34,0
35,5
33, ¢
37,8

il
{&28mnm )

@,144
@B,171
@, 206
@, 229
W, 263
@, 295

(Blic.}
fmgimi)

2, BB
7,396
2,898
3,227
3,714
4,172

Blic.
phene

39,7
459 .3
547, 3
L0, 6
&80, 9
75%,3

Masna de silicas
OB mg

Diluicao da fwmostras
i/78

Taxa de Heergao:

S6,9E pmolsmin
Atividade
Total: 1848 WU/ g

Faperaticas

4.8 U/img prot.

ABmaostras

Silice Serie V tratada a 215°C,

L&D meaeh (B, 2538 mm)

Tempo
(min

o
MNEBODr bR

Ve
{ml)

35,0
34,5
34,0
33,5
33,8
32,5

fbre
{&29nm)

@,148
@,189
@,232
0,267
0,318
2,359

LGric.]
tmg/sml)

2,067
2,554
3,270
3,771
4,502
5, Y

Glic.
pmol

41,9
08,7
617,7
701 ,9
825,3
916,8

Massa de silica:
21,1 mg

Diluigao da édmostra:
148

Taxe de Reacao:

51,51 uyumoi/min
Atividade
Jotal: 2441 Wig

Eeperitics:s

43,4 U/mg prot.
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ANEXD ¥

IMOBILIZAGAD DE AMILOGLICOBIDASE NA SILICA SERIE WV TRATADA A 215°C
VARIANDD-BE & GUANTIDADE DE ENZIMa £ O TAMANHD D& PAaRTLCULS

Enzima: Amiloglicosidase a 1,887 mg proteinasml
Tempo de Imobilizasgéo: 17 h

Volume de smostra para andlise de proteins: 50 pl

Condigbes da Atividade: 45%°C, pH 4,9, amido 5%
Glivose: Abs{&Z9 nm) = mﬁgﬁglﬁiﬁmg% B,6104 % [Glicose {(mg/ml)]
Amps-{Tara 1S:i1l,.18rutoldgua 5ol 2 Lﬂywt}iﬁﬁrmt} Imobh
t ami SPVE e Bl T atn :
(m@ii} e e mT;g? tmd ) img) M (ﬂgmi) {;u (m§g)
- ?mi)
. - —
24352 409 52 Y5831 76 (512 [@,11E5(D,393 10,451 (10,1
F2=-35 QA5G B3 G005 72 (50Y (0,11910,403 [W,46B 113,7
E5-42 Y469 51 F6@4) B4 1517 18,118:0,408 (D,46% 14,4
4260 F446; 49 Y5861 91 515 |@,11918,483 10,474 14,8
SPC 24091 S@ $8251 &6 (503 18.1551@,522 180,624 12,7
Amostra: Enzima Amiloglicosidase Livre
Tempo Y Abe {Blic. Blic, Concentracado da en—
{min} {ml) (&Z23nm) (mg/ml) jumol/ml zima:r 23,54 pg/ml
2 15,0 ?,113 2, 66 14,75 D”m‘;ffiga Amostras
4 4,5 @,133 3,89 17,17
& 34,0 2,157 S,.61 Ze.a7 Taxs de Reacaop:
8 E,5 @,177 4,85 22,48 1,382 pmol/ml.min
1@ 33,8 @, 198 4,50 25,82 R s
Atividade Especiftica
12 32,5 B,221 5,00 27,79 55,31 U/mg prot.

Amostray Silica Serie V tratada o 215°C, 24-32 mesh (0,604 mm)
Tempo Vi Abs [Glic.] Glic. Massa de silica:
{min) {(ml) {&25nm) (mg/ml) pmol 52 mg

> 35,0 @,134 2,25 350 DIIULG??Bda Amostra:s

4 34,5 @,162 2,70 415

& 14,0 2,185 3,98 465 Taxa de Reagao:

8 33,95 2,214 3,55 528 27,87 pmol/min
10 33,8 @,239 3,95 580 Cs

Atividade
1z 32,5 8,261 4,31 623 Total: 528 U/g
tspecitica: 37,5 U/mg prot.
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Ampetra: Silice Série V tratada a 219%°C, 372-35% mash (@,868 mm:

Teampe
{maim}

MNE O BN

b g

Vew
fmld

35,0
34,5
34,
33,5
33,0
X2,5

e
{&78nm )}

B,
8,162
2,187
o, 708
©,245
@,276

fGiic.]
feviy /vl }

7, 7h
2,70
3,4
3,45
4,05
4,56

Gilic,
g 1

A52
415
47
514
554
&HHE

Eepeciticas

Messa de silicat
33 mg
Diluicao da Ampstras
178

Tava de Rescao:
3,16 umol/smin

Mtividade
Total:  56% U/sg
4L, 5 UWimg prot.

fmostras Silice Serie V tratadse a Z15°C, 3%-42 mesh (&, 387 mm)

Tempo Vm b tBlic.] Glic. Messe de silicas
{(mim} {ml3} {&£25nm) (modml) pmol 31 mog
o 35,0 0,141 2,36 17 @ﬁiulg?fada nostra s
4 34,5 B,165 2.75 422
& 34,8 @, 19¢ 3,16 477 Taxa de Reagdo:
B8 33,9 8,218 Sebl 538 AB,78 umulfmin
19 33,0 @a,253 4,418 &13 .
Atividade
12 32,5 @,281 4 ,.&4 &7@ Total: 602 U/g
tspecaticar 41.8 U/mg prot.
ABmostra:s Silicae Serie V tratadae & 215°0C, 42-40 mesh (B,298 mm)
Tempo Ve Abs [Glie. ] Glic. Massa de silicas
{mim) {ml) (&250m) tmg/ml) pmeal 49  mg
> 35,0 @,139 2,33 58 Diiulgifada AMoBLra:
4 34,5 gi,165 2,75 4272
& 34,0 Z,193 3,21 478 Taxa de Reacao:
8 33,5 @,218 LIS 538 X@,96 pmol/min
i@ 33,8 @,252 4,17 &1 _
fAtividade
1z 32,5 B,281 4, 64 &70 Total: 632 U/g
tepecifica: 42,7 Uimg prot.

Amostra:

SPC da Corning (6,468 mm)

Tempo
{min)

(S
NSO PN

Ve
(el )

35,0
34,5
34,0
33,5
33,0
32,5

Abs
(625%nm}

2,125
@,147
0,173
0,194
®,217
@,237

[Glic.]
{mg/ml)

2,10
2, 46
2,88
3,22
3,60
3,92

Glic.
pmol

327
377
4356
480
528
567

Massa de silica:s
58 mg

Diluicao da Amastra:
1/8

Taxa de Reagao:
24,24 pmol/min

Atividade
Total: 485 U/g

Eepecitica:

38,2 U/mg prot.
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Enzima: Amiloglicosidase a 3,767 meg proteinag/ml
Tempo de Imobilizacao: 17 h

VMolume de amostre para andlise de proteinar S8 ]
Londicoes da Sl oidade: 45°0, o4 4 % wapn ay

Yo o widni g

Glicose: Abs(6Z3 nm) = ~4,381.10 “+ B,615& » [(Glicose (mg/ml))

Amos-tTara 1531, (Bruto AguaiSol., Abs. P IProtl  {Protd Inoh
tra {mer ) (g jumido Ernz. &20 {m L Tl {
{mewh) ' {mg) (mg) {mg} I 9ml) (m§m1} 9g)

2452 FE7L1 DR FOB@y 7Y I52B (@, 1s8 0,898 1,83 28;§'
A2-3% 25887 52 FEID1 B (515 18,16310,915 .87 (27,8

55472 4311 91 FOEB) 98 (512 j0,148/0,943 1,12 126,56

42— &l FATF) 535 6301 Y8 (510 1@,15070,822 1@,980 (26,8

SPE FRLTE H1 F494, T& (511 1@,18%) 1,07 1,23 125,4

Fmozstra: Silice Série V trateds a 215°C, 24-32 mesh (§,684 mm)

Tempo 5 g Abs fblic. ] Glic. Massa de silica:
(min) {(ml) (L£25nm) {(mg/ml) umol 5@, mo

> 35,0 0,163 2,72 473 D;luzqiﬁaﬁa Amostra:

4 34,5 0,195 3,24 497

& 4,0 7,228 2,78 571 Taxa de Heagao:

8 35,5 8,258 4,26 &35 33,78 pmol/min
1@ .9 0,29a 4,78 7az _—

‘ Atividade
12 32,9 2,319 5,25 759 Total: 674 U/a

Fepecificar 23,46 UWag prot.

amostras Silice Seérie V tratade a Z15°0, 32-3% meshn (2,460 mm)

Tempo Ve abs fBlic.]d Glic. Massa de silica:s
{min} {ml) {&25num) {mg/mi) pmol 5@ mg

5 15,0 0,162 2,70 471 ﬁllulg??ada Amostras

4 34,5 @,197 3,27 S0z

& 34,0 B,234 3,87 584 Taxa de Reagdo:

8 33,5 8,262 4,33 bH44 39,77 pmolfmin

12 33,0 0,302 4,98 730 o

Atividade
12 32,5 2,349 5,74 829 Total: 795 U/g
bEspecificas 28,6 U/mg prot.
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Amostra: Silica Série V tratada a 2150, 315-47 meah 18,387 mm

,

Tempo
fmin)

NSO &M

T

W
fmll

35
54,5
34 @
33,5
35,0
32,5

e
L& wm

B, L
2,284
@,279
%,318
0,372

[Giic.]
{mgiml}

LR
5,4

&84
4,68
Sy L4
b, 11

Glic.
mes

418
avz
&1
LEls
768
8e3

Massa e ssliog:
BE 0 mg

Diluicdo da Amostra:
/8

Tara de Resclo:

446,780 pmol/min
Rtividade
Total: Pié g

HEspecificar 34,4 U/img prot.

—

Amostra: Bilica Série V tratade a Z15°C, 42-40 mesh (0,298 om)

Tempo 4 Y I fAbs iGlic.d Glig, de malica:
{min) (ml) {&Z25nm) {mg/ml) pmol 33 mag
5 15,0 0,164 2,74 476 &iiulgf?gﬁa Amostrat
4 34,95 @, 2a9 3,47 537
& 34,8 @,263 4,34 &7 Taxa de Reagdo:
B8 33,9 2,304 5,81 T a4k 54,46 pmol/min
i@ 33,8 ?,361 5,74 871 o
Atividade
12 32,5 a.409 &,72 F7E Total: 1031 Usg
tepeciftica: 38,35 U/mg prot.
Amcstra:r SPC da Corning (@, 450 mm)
Tempo Ve Abs [Blic.] Glic. Massa de silica:
{min) (mi) {&Z2anm) {mg/ml) pmol 51 mg
- 15,0 ®,147 2,46 %@ D&iungﬁeda Amostras
& 34,3 2,185 3,08 472
& 34,0 @,222 3,68 5956 Taxa de Reacdo:
=] 33,5 @,25% 4,28 &7 37:95 upmol/imin
16 33,@ 8,286 4,72 &2 L
‘ ‘ Artividade
12 32,5 @,322 5, 38 7bb Total:s 744 U/g
cepeCcaticas 29,3 U/ mg prot.
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Enzima: Amiloglicosidase a 95,65B mg proteinalml

Tempo de Imobilivaclo:

17 K

Volume de avosire para endlise de proteirna: @ ol

Londighes da Atividade: 45°C, pM 4,5, amicdo 5%

Glicose: Abs{&6Z5 nmy = wﬂ$$@1,£®"$w @:6104 » [Glicose (sg/mid
th§~ Eara (Sil. |Bruto AguaiBol . Sue. L5 L 1vat}ﬁimgﬁ«
ra me) ) {mgliumido Ermz. LY D {mg o . {mg

{ma ) gmi) e }
{mesh) . . G
- “ {mg) {mg) Ty (mgml}
2422 Yai4p sp F34GT TH 1525 (18,205 1,74 1,99 (38,4
32-35 G375 51 YOUT BE 1519 18,1840 1,53 1,880 1239,2
35-47 FE84] 53 P52l Y1 151& 16,1680 1,47 1,67 138,7
4268 GREZL A3 FA4BL| Y9 {510 1@, 19%1) 1,862 1,93 (37,9
8eL Q3981 B3 YOI3) B2 {519 j@,217) 1,88 214 134,01
Amostra: Silice Série V tratada a 215°0C, 24-32 mesh (&,684 mm)
Tempo Ve Abs {Glic.] Glic. Massa de silica:
(min) {ml)} {&£25nm) (mg/ml) pmol 5@ mo
o 35,0 @,094 2,74 a7 ﬁliulgfilga Ampstra
4 34,5 @,122 Z2,8% 547
& 34,0 3,148 S 24 &12 Toara de Reacdo:
8 33,0 2,162 3,74 &EF7Z 41,484 ymol/min
i@ 33,0 @,1%0@ 4 .33 774 Ativi
. tividade
12 32,95 @,288 4,72 8582 Total: 829 U/g
Eepecitica: Zi,6 U/mg prot.
Amostra: Silice Serie V tratada & 215°C, 32-35 mesh {(@,468 mm)
Tempo Ve Abs Fblic.] Glic. Massa de silica:
{min) {ml) {(&£2%nm) (mg/mi) uwmol 51 mg
Dilui da A tra:
2 35,0 0,098 2,33 453 : “lgf?ma mostra
4 34,5 B,119 2,79 534
& 34,0 2,148 3,42 &45 Taxa de Reagldo:
8 33,5 @,172 3,94 7E3 46,94 upmol/min
1@ 33,0 B,199 5,52 830 .
. Atividade
12 32,5 0,224 5,07 F15 Total: 920 U/g
EFspecaiticar: 23,35 U/mg prot.
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Tompo

fml}

35,0
34,5
34,0
35,5
33,0
32,5

Comysmld

2433
2,98
S, bé
&, 29
q.98
Gy b

Amostras Silica Serie V tratada a 250, 3542 mesh (9,387 mm)

LA T
[FE Tl

4535
s
&9 1
PR
13
lda1

Tepecifl

Masoa de silicar

53 mg
Biluic#o de Omwostras
/1@

Taxa de Reaclo:
SEL, 14 paol/mon

Atividade
Totaly 1097 U/g
cat 28,3 Ulmg oprot.

Amostra: Silicae Série V trateda a Z15°C, 482-60 mesh (8,278 mm)«?
Tempo Vi fAbs [Glio.] Glic, Massa de silica:
(min} (ml) (&28nm) |- (mg/ml) —| umol .. 50 mg
2 35,8 | @,101 2,40 46k ﬁ”‘“gi"figﬁ Amostra:
4 34,5 o,132 3,87 588
& 4. @ @,188 3,81 719 Taxa de Feaglo:
8 33,5 @,201 4,57 850 62,34 pmol/min
1@ xx,0 2,234 5,28 Ga ..
Atividads
12 32,9 @,267 &, 3D 19084 Total: 1247 U/g
repecaitica: 32,9 U/mg prot.
amostra: DFPU da Corning (8.468 mm)
Tempo Ve Abs [Glic.] Blic. Massa de silica:
(min) (m1Y | (6Z05nm) {(mg/ml) pumol 53 mg
i i Al tras
2 35,0 | @,098 2,33 453 ﬁli“lg?flga mostra
4 34,9 0,120 Z,81 538
& 34,8 @,142 3,29 &21 Taxa de Reacdo:
8 33,5 @, 160 3,68 L84 36,44 upmol/min
1@ 33,0 v, 180 4,11 754 .
Atividade
12 32,5 o,200 4,5% 821 Total: 688 U/a
Eepecitica: 20,2 U/mg prot.
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Enzima: Amiloglicosidase a 7:534 mg proteina/mi
Tempo de Imobilizaec3o: 17 n

Volume de amostra - Y aﬂ%%i%é de proteinar 1% wl
Condiches ofa A6icitanes 4070, pH 4,5, amido 5%

Glicose: AURislZd nm) = waﬁza;,l%“3¢ Wy 61948 w {(Glicose (mg/mly]

Amos-iTara |5il. |Brutoldgua Sol. | Obs. {FrovliiProtlinob
tra | (mg) {mag) lamido Ernz.] 620 ({m COF . {m
(mesh) (mg ) tmg) (mg) nm 9m}§ img 1) 9@)
m

24372 AL 53 FUB2L BB {521 {0,226] 7,58 2,98 144.,8
5235 Y395 B1 F523] BO (H19 (9,204 2,29 2,64 14,8

35-42 | 9304 Sz | 944s] @ |519 |0, 202 2,28 | 2,68 48,4

42-60 | 9566| 50 | 970B| 84 517 (0,219 2,49 | 2,09 |40 .o

BRL FETEL G FE92) &9 [B17 10,271 3,16

ol

L5846, 9

Amostra: Silica Série V tratada a 215°C, 24-32 mesh (0,608 mm)

Tempo | Ve Abs [Glic.] | Glic. | Massa de silicas
fmin) *{ml)} (HZ20nm} (mg/mi) umol 55 g

2 35,0 0,100 2,37 462 a;au1g??13a Amostra:

&4 4.5 B,123 2,87 551

& S34.8 8,153 3,93 bbb Tara de Reagdo:

g8 33,5 B,182 4,16 773 47,74 pmol/min

12 3.0 2,202 4,59 841 .

Cer Atividade
12 32,5 8,229 5,18 35 Total: 91 U/g
Especitficay 28,1 U/mg prot.

Amostra: Silica Seérie V tratads a 215°C, 32-3% mesh (8,458 mm)

Tempo Vi Abs fGlic. ] Glic. Massa de silica:
{min) {ml) {&25nm) {mg/ml) umol 91 mg

o 35,0 8,099 2,35 437 ﬁllulgffiga Amostra:

4 34,5 B,122 2,85 547

b6 34,0 @,151 3.48 &£58 Taxa de Reagdo:

8 X%,.5 @,180 4,11 7548 55,88 pmol/min

16 33,0 0,215 4,87 893 .

Atividade
12 32,5 a,240 5,41 978 Totals 1078 U/g
Especaticar 21,7 U/mg prot.




i7b6

amostra: Dilice Série V trataeds a Z15°0C, 2542 mesh (8,387 mm)

Tempo Wom Pl Feiic.] GBlic. Massa e $ilica:
{min) {mi} Ed s Tom ) {mgdml) L i [V (o
e o ”} - "3 v T w‘}ﬂs.t - ™~
2 35,8 | @108 2,59 295 viiniege 0o fnostras
4 34,5 @,148 T.42 £5% o
és L @, 188 84,89 Hig Tawa de Feagio:
& 33,5 @,214 4,85 FEE &1,87  umollmin
1@ 3%,8 B,2482 S, b 19@1 -
. . rtividade
12 I2.5 AT :
i 9,26 528 1159 Total: 1190 U/g
tepeciticar 24,6 U/mg prot,
Ampstrar Dilice Lodrie V traetada a 215°C, 42-68 mesh {0,258 am)
e et e e 0 S 111 i .w-......‘.w.“......u{
Tempo Ve e Fsiic. ] Glic. Masse e silica:
{mif} {(ml) {(HESMm - Emodml} pmo 58 mo
33 Lo E = Mos LG
5 35,0 @,117 2,74 R L}ZU1§??i§w Amostra
4 34,5 @,154 x,5% 500
& 34,8 &, 200 4,53 8o Taxa de Reaclo:
8 33,5 @,2472 S48 1816 V53,60 pmol/imin
1@ 33,8 g,282 by 33 1140 L
Atividade
i2 32,5 @,313 7,08 12464 Total: 1472 U/g
Especafice: 30,7 U/mg prot.

Amostra:

BPC de Corning (B,4468 mm)

Tempo
fmin}

Z
4
&
8
1@
1z

fAbse
(625nm)

2,099
?,123
®,158
0,174
@, 203
0,230

[Glic.]
{mg/ml)

2,35
z,87
3,63
3,98
4,61
5,20

Glic.
umol

457
551
&HBH
741
BA&S
G339

Fepepcitica:

Massa de silica:

58 ma
Diluicdo da Amostra:
1/18&

Tarxa de Reacdo:

47,81 pmolimin
Atividade
Totals:y 954 Usig

2%,4 U/mg prot.
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Enzima: Amiloglicosidase a 9,417 mg protewnasml

Tempo de lmobilizac¥o: 17 b
Volume de anustra para andlise de proteina: 18 pl
Condighes J: Stividade: 45°C, pH 4,5, amido 5%

Glicose: GLS(62D nm) = ~4,381.10 + 2,6158 » [(Glicose (mg/ml)]
Amos-iTara 154l [Brutoligus!{Sol. b i Praot ] iPrmt}IEmmb
tra |{mg; fmg ) sumido Bz, LB T im oo {m

. ' {mg) Fml ) EEY
{mesh) {m g
! R 901
24-32 H4IRT 52 GOHTZ BL 1525 18,7 3 3,83 4,42 (50,5
Z2-35 G4241F B@ FO5ST Bl BER @, 288l 3,53 4, (55,7
3542 457 =3 o8] 93 520 1@, 19%) X,37 X,97 18%,4

Zfld S4121 S0 TE54] 94 575 |@,2190 3,66 4,%2 |BE,5
SPC FE87 1 83 Fol&) 76 100S 1B, ZD0 4,33 4.%0 (42,4

Amostras

Gilica Serie V tratads a Z218%5°C, 24-37 mesh (0,604 mm)

Tenpo
(min)

P
NEBOC BN

Ve RAbs fGlic.] Glic. Massae de silica:

{ml} (&Z25nm) {mo/ml} wimcl 52 myg

35,0 0,087 2,09 g7 D;iuzg??iga Amostra

34,5 @,12% 2,92 559

a0 3,105 3,835 &bé Teaxa de Reagldo:

33,9 @, 182 &y lb T3 49,74  wmol/min

T8 &,203 4,61 845 L

¥ ’ ? atividade

32,3 3,223 ,85 911 Total: 958 U/g

bepeciticas: 1%,1 U/mg prot.

fBmostras

Tempo
{min)

[
NSO bN

Silice Seérie V tratedse a 2195°C, 32-25 mesh (B,450 mm)
Ve (AT 413 [Glic.] Glic. Masss oe silica:
{ml) {625nm) (mg/ml} umel 58 mg
35,0 2,096 2,29 545 DliUlg?flga Amostras
34,5 @,127 2,98 5&7
34,0 @B,162 x,72 783 Taxa de Reagdo:
33,9 8,196 4,486 g83@ 57,67 umol/amin
35,0 B,226 5,11 937 N
Atividade

32,5 @,247 5,56 19@&35 Total: 1153 U/g

tspecitfica: 28,7 U/mg prot.




17

Berie V tratada a 2150, 3547 mesh (B,.387 mm)
Ghs IGlic.} Glic, Mansae de silicas
Emant LT {dT5Mm ) (mgdml; Limes i B3 mg
- 35,0 @, 103 2,44 474 ﬁziuxg??qga fmnestras
4 34,5 ®,137 3,18 LN -
& 54,8 @, 169 .87 F i Tara ve Neaclo:
£ 33,5 @, 284 4, 68 B8R &7 .71 wmmolimin
1@ 1E, @ @, 746 5, 54 lais L.
.- i oy . Rtivicdads
172 32,5 28 3 5 ‘ -
' @, 2849 by BT 115@ Total: 1287 U/g
Cepecifica: 23,9 U/img prot.
Amnstras Dilice Série V tratade a Z215°C, 47-60 mesh (U,298 mm)
Tempo Vs Abs EGlic. ] Gilic. Messa de silica:s
{min) {ml) {&Lonm) fmg/ml) Tty - 3B mg
5 15,0 @,106 2,46 476 &llu}gfilga fAmnstras
4 4.5 7,143 5,30 &4
& 34,0 @,181 4,13 TEl Taxa de Feagio:
g 33,5 B,231 HD.E2 2?71 1,96 pmol/min
1@ 33,2 B, 269 bH, 04 11@g N
' Atividade
- 3
12 32,5 @,323 722 1383 Totals 1639 U/g
Especatacar S@,6 U/mg prot.
Amost-=+ SPC da Corning (2,460 mm}
Tempe 1 MNe Abs {Glic.] Glic. Massa de silica:
{min)} t {ml) (&Z25nm) {mg/ml} umol 53 mg
o i 35,0 ?.099 2,35 a57 ﬁ11ULg§?13a fanpstras
4 | =45 2,128 2.98 572
& 34,0 @,148 2.42 645 Tara de Reacdo:
8 33,5 2,181 H4,13 769 47,87 pmol/min
1@ 33.@ @, 286 4,68 8697 L
Atividade
- ] ;
1z 32,5 0,228 2,195 F31 Total: 903 U/g
Fepecafica: 21,3 U/mg prot.
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IMOBILIZACRD DE BLIOOSE

Erzima: Glicose Oxidase Bigma & H,180 mg proteina/ml

¥i.1 o~

ONEXD KT

.

DX IDADE N& STUIOA SgERIE ¥

IMOBILIZIADAD DE GLICUSE OXIDASE SI16MA

Tempn de Imobilizagdor 24 n
Volume de amostra para proteinar 5 pl (151, 181 e Z03)
8wl (outras;

Condigbesy Z0°0C, pH 5,5, glicose 13,9 oM, sesturads com On, 10 ml
— e - e e " . ——
Fmos— [ Taralsil. Brutoldous  Broto (S0l ldbe LProt T iProtd! imob

t A i Mz Lma RN . [ 57 SO .
ra lmgdyl (mag) u?;q? (ma ) @?ﬁgia i;z) &;ﬁ {m@ml? {LDF (mgg}
- " ”; . = ’ m?mﬁ }
151 (94711 B4 (9683 (128 110189 [0@& | ,20%) 7,11 2,91 B, &
181 (9433 8B (9683 [1462 101880 1497 |,157 5,29 7,01 b, 13
203 (94080 7Y 19677 (148 11@17@ 1493 1,898 3,89 4,82 125,5
210 194231 84 (9600 (142 11@1446 1496 1 ,1@1 1,72 2,22 154,7
225 (9479 B7 (9744 (178 (11€242 1499 @781 1,22 Lebb [1346,9
236 pwoBB] 8@ (9598 (130 (10894 |[4%94 | ,879 1,37 1,73 189,85
245 .9439 g6 [9&AL (136 110160 1499 1,857 1,81 1,29 (39,5
295 (F4131 83 (9655 (159 12148 (493 | ,0&6) 1,16 1,83 139,08
fmoc— | Masse de Froteina Taxa Atividade i Ativ, Ativ.
tra [Enz.lImob. Imob. Reacdo jCalculsda] Total i Espec.
fmg ) tmg/g) (h/7min) (L) (Usa)y i {U/mg?
EL 8,180 ug o e 26, b, a5dl - Z1 N
8151 ig,3 ~o@; 18,5 B,262%5 14,3 -
8181 i8,0 bh,y,13 38,5 B,7625 42,4 6,92
G203 9,3 25,5 20,5 B,5125 55,1 2,16
8215 a,7 34,7 23,9 @,58735 67,9 1,95
8225 7,0 36,9 21,5 @,5375 76,8 Z, 88
5236 7.7 39,5 20,5 2,5125 &b6,7 1,69
5245 19,8 39,5 26,0 @,6500 60,2 1,952
5299 11,1 32,0 23,0 08,5750 51,0 1,33
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P ers

XE.2 - IMOBILIZAGED BE oL TCO0SE OxIDasyE mMILES
Enzima: Bilicose Oxidese Miles a 5,84 mg proteinasml
fompno de Imobillizagdor 24 hn
Volume de amostra para proteina: 3 pl (151, 181 e 283%)
19 ul {outras)
Condigles: 25°0C, pH 35,3, glicose 13,9 mM, ssturadse com O, 19 ml
Amos~ | Tara 841 . [ BrutoiAguaBrute [Sol. ifAbs. i {FrotliFrotl]inok
tra (mgd | (mg) u?;d? (mg) @?il?a %Ez; ﬁfg {m§ml} (iwr, {m?g)
g C} g ! E‘Egmi}
181 (939&] €6 [F&631 1189 [1@174 1945 [,124) 4,19 D, 53 B,
181 {934y 9@ [(9&21 {147 [1812@ [a49% | ,@894] 3,272 4,17 4,83
ZR3 194741 82 19719 1199 [19214 (499 | ,.062] 2,19 2,89 11381
215 19367 86 |F783 1138 110284 15081 | ,093; 1,63 2,8% (17,4
229 |9371 81 [F&146 1158 11@1@5S 495,883 1,43 1,89 119,3
236 12453 84 9684 (143 118181 (497 | ,@73) 1,27 1,64 128,21
2450 (9489 83 1964@ 146 110138 1498 | ,@63) 1,11 1,44 (21,1
255 19384 82 (9534 (148 11@B30 (496 @61 1,98 1,400 22,0
Amos-—- | Massas de Proteins Taxa Atividadeinhtiv., jAtiv.
tra |Enz.1lmob. Imob. Reaczo |Calculadal TotallEspec.
{mg) {mg/a? (A/min) (L} (Usgy | (U/mg)
EL 20,16 ug - 2h,5 @, e1ivs = I, a2
MiDB1 14,8 ~ @ 5,8 @,1458 16,4 -
Mi181 28,0 4,83 22,8 o,5000 27,3 5,7@
M283 13,8 13,1 28,5 8,3125 I9.4 5. ha
MZ215 i, 17,4 18,25 @,4563 45,6 2,62
M225 12,3 19,3 22,5 89,5625 45,7 2,37
MZ236 ig,6 20,1 28,5 @B,51235 48,3 Z2.48
M245 13,2 21,1 224D 0,5625 42,6 2,82
M255 12,1 22,0 15,75 22,3938 32,59 1,48
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AT.5 - ITMOBILIZOCRD DA GLICOSE OXIDASE S16MA VORIANDO-GE
U TAMANHD DA FARITCULS (Silica 225900
Enzimer Wlicose Oxidace Sigma a &,27 mg proteinalml
Tempo de Imobilizagdos 44 R
Volume de amestra para andlise de proteina: 15 upl
Condigies: 25°0, pH 5,95, glicose 13,9 mM, saturasde com Oz, 1@ ml

Armos—(Tara (5il. 1 Brutolbgua Bol. ] abs, i {Protl | iFrotl!isnoh

-y

tra | {mg} (mo ) jumido (ma ) Eng.l &28 {m?fl) CEr . (m9 )
{m@sh) {mngg) EX {mg} el i {mgmik o

24-32 F4LD) 53 YHBBT F2 1343 0,074 8,081 1,12 13E,3
3E-35 F41@{ S2 FELHEIBA 347 B, 021,052 | 1,87 (Ap, T

3582 @i711 o7 FERATIIZLE 1342 (D, BHIZ B E0E 9,68 152,05
oo S

42-48 F384 1 52 954931113 (335 (0,857 &,675
AB-50 F414F 53 GOBY 122 1342 10,0588, 400 g.,81 155,¢

&B-&65 g438!1 55 G617 1124 (331 18,84210,511 2,780 133,95

Amcs- [Massa de Proteina Taxa Rtividade|dtiv., (Htiv.
tra jenz.lmob. Imob. Feacdo [Caelculadsl Total bspec.

{mg) {ma/g) (A/min) {4 (UZg i tl/ma)

24-3%2 11,8 35,3 23,8 &, 5750 ag,7 1,46
F2-35 8,1 32,7 22,5 &,5620 &G 4 2,12
3542 14,3 32,95 29,5 @,737%5 7il,6 e
4248 18,8 34,6 33,5 n,B375% 77,5 2,24
48 -6 8,3 8.2 I 0, 8258 ¥, 4 2,82
6HP—~65 7,8 3%.5 34,0 @, 8508 199,8) 3,25
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FARINE SHTS S |

IMOBILTZALA0 DE FRWERIASE O S1 106 SPRIE Y

bovzira: Inivelaese a 7,530 mg proteina/ml
Tempo de Imobilizacao: 4@ h
Volume de amostira para andlise de proteina: 10 pil

CondicBes: 45°C, pH 4,95, sacarose 5%

Glicose: Abs{600 nm) = -0,047 + B,6357 x [Glic.+Frut.(mg/ml)]
— A A ——————
Amos=|Tara|Sil. |BrutoiAgua{Bruto (Sol. |Abs.jIFrotilFrotl]|lmob
trs (mg) i (mg) {umado (mg) enzimea Eﬁzj @?@ (m;ml) Cor. (mgg}
(mg ) {mg) (gt oom (m$”1)
t

4o
|

SPL (9459591 7@ 19628 187 118225 el £S5 4,980 o,84 14,5
151 (9470 73 19661 111B 18270 689 | ,308B[5,496 &, Db =,08

181 9566 73 9774 135 j123821 607 |,26514,623 5,65 (15,6

203 9381} 71 |9576 124 |10180 604 |,26004,524 | 5,45 [17,7
215 |9366] 72 195602 122 {10169 689 |,26114,544 | S,85 17,6

225 |94@9) 75 |9601 {117 (12207 (604 |,Z263(4,584 287 117,46

236 |9430| 72 |9632 [126 (10238 610 |,267 4,663 | 5,63 |16,1
245 9410 74 {96B6 {122 10217 |61t |,27114,783 | 5,69 (15,2
295 {¥3Ba| 73 {9567 {110 }10168 |e@1 |,278|4,884 | 5,78 |14,4

278 (959306 73 (9712 ;109 [1@315S 683 | ,286(5,045 5,96 113,08

Amostra: Enzims Invertase Livre

Tempo Ve fAbs G + F1 &G + F Concentracdo da en-—
(min) {ml) (&B8Nm) (mg/ml) pumol/ml zima: 1,506 pg/ml}
2 S@,0 2,000 o, 00 o0, 00 Dll“‘cifqga Amostra:
2 49,5 0,047 5,91 16,43
4 A9 ,0 G,104 9,50 26,39 Taxa de Reacdo:
& ag,s 2,154 12,65 35,13 4,451 pmol/ml.min
8 48,0 2,202 15,67 43,57 . L
1e 47,5 2,254 18,94 52,61 Atlv;ggde 5fpec*f‘ca
12 47,0 8,308 | 22.23 62,85 & U/mg prot.
14 46,5 2,353 25,17 69,91
16 46,0 2,386 27,24 75,68
18 45,5 0,428 29,89 83,02
20 45,0 0,572 32,66 90,71




frstrar Silica BP0 da Curmaing
i ; P o B
+ ) iy { {mg/mll
L 2,806 1,789
% 49,9 W, 149 3,08
£ G, B W, 2a 4,53
] a4, 5 B 54y &, By
i e, 0 W, 4083 T h
12 475 b, 5487 Fel7

Bilivos

P

Votrateda

de silica:
e b mg
DiluicHo da fmostracs
Lal:
cde Heasgdo:
=0 B pmo ] Smin

el & 5

Tawa

ST iwvicade
Fotal 1429 Urg =41,
R ST =S ol T A W=

19l Urimg prot.

Tenpa g e R G+t N
Cmir) | R LT rg Sl ) preacy G N RSt
2 50,0 | ®,074 8,76 tgs,7 | MHIVIEES ga drostres
4 49 .5 7, BEY @, 66 Li6,5 | o dw’wﬁafﬁgg
& 49, @ B, 101 U, 93 124,1 oo - ﬁé@yéméﬁfmiﬂ
g 48, 5 @,111 @99 129,08 Q%ivid;é; T
12 45,0 @,122 1,06 135,9 1 L i en 8 Use el
12 47,5 2,130 1,11 139,72 P ER
Eepecifica:
&.ET USmg prmt:J
Aoeestra: Silica Bérie V tratads & 181°C
Tempo Vi Aie [~ + F3 G+ F masss de silica:
{min} (ml) {&BBnm) i a/mly pmol &8, 6 my
~ 50,0 ¢.134 P14 158,72 Dlluzg??qda Amostra:
4 49 .9 @,229 1,71 232,79 Tara de Reacho:
& 4%, @& @,.334 2,48 319,6 =7 oo gmé%fmim
= 48,5 0,433 3,02 394,31 . igade
10 48,0 @,517 3,59 453,48 Total: 576 U/g =il
12 87,9 B,629 4,25 531,7 - T .
teprpraficar
36,9 Ulimg prot.

Amostra:

Silica Bérie V tratada a Z283°C

Tempo Ve
{min} (mi}
2 58,0
4 49,5
& 49 .08
8 48,5
19 48,0
12 87,3

Abs
{&0Prm)

2,091
@, 131
@,207
2,284
2,371
2,450

{6 + F]
{mg/ml)

2,17
2,80
4,00
5,20
6,58
7,82

6 + F
pmo }

301,5
381,1
532,7
&79,7
840,2
977,2

massa de silica:
&3,8 mo
Diluigi3o da Amostra:
1718
Tarxa de RHeagdo:
74,99 pmol/min
Atividade
Total: 1173 U/g sil.
Especifica:
b6b,4 U/mg prot.
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1

Amowtrar Silica Seérie V tratada a g§54$” )
Tormpo e fits 7 I O O [T RS S Q@ Srllods:
{mainm) {mi} { &G nm) (o T b il &8 .7 mg

~ <7, @ R a7 SR Diluicio Q& GmteLras
4 49,5 | @,139 EN- S e
6 49,0 0,000 5,93 szq,3 | (ens df?“fi%f“f}/ .
& 48,5 @, 290 50 592, 1 AR R
10 ag, 0 0,372 b, 99 Q47,2 ??%Y;?”“ﬁw o
17 47,5 @,a55 7,90 gg7,1 | otels 17 U/G sa
Cepecsfica:
gb, D U/ mg prov,
fnostrasr Bilica Série ¥V tratada a 275°0
Tempos Vo s {5 + ] G o+ mansa 0 sillica:r o
{mir} (mi (EB880m) {mg/mll pnd HE S mg
2 50,0 | 0,073 1,89 267, 1 Ej}wlg?flgé R
4 49,5 @, 199 3,10 42148 1 L d; oo
& 49,0 0,247 4, 472 blb, 6 éa.g;biw;lfmiﬂ
8 4g,5 2,328 5,90 7701 | ot R
19 4, @ @, 448 7,79 P94, ?migi-a}i@& Usa eid
17 47,9 @,526 7,01 1127 Eww;fizn g Ea
T £ &F
77,6 U/Smg prot.

Amostra: Silics Série V tratadse a Z35°0C
Tempo Ve Abs (& + 1 G + ¥ massae de silica:
fminy  (ml) (6Q@nm) {mg/ml) pmol &2,7 mg

2 58,0 8,067 1,79 249,0 Dll“lg?fl;& Amostras

4 49,5 &,150 3.1@ 421,49 Taxa de Reacso:

& 49,0 B,242 4,5% EBb, 1 66 .87 gméi!miﬁ

= 48,5 @,322 5, B0 737,68 ﬁtivid&d; h

1@ 46,0 B,426 744 90,7 | Yotal: 1385 U/g sil

12 47,5 ?,521 8,93 1172 &Spacifiaaj *
B&,0 Uimg prot.

Amostra: Silica Série VYV tratada & 240°(C
Tempo Ve Abs [G + F1 G+ F massa de sailica:
{min) {mi) (&HQDnm) {mg/ml) pmol &6,1 mg

- 50,0 0,074 1,98 264,73 ﬁxlulg??lga Amostra:

4 4945 0,14@ 2,94 Aoe, s Taxa de Reago:

6 49,8 | 0,229 2,54 278,8 82,15 umol/min

8 48,5 2,328 5, 58 729,08 Atividaﬁ;

i@ 48,0 2,405 7,11 08,5 Total: 1243 U/g sil

12 47,5 2,503 8,45 1081 Espec;fica' 8 .
81,8 U/mg prot.




fhr

Civiet g oy
i} N H

. A ]

i 49, 5%
£ 449, @
& GE 5
18 40,8
12 47,3

stras Silica Série VW tratada a 29970

{0 )

W, eas
P, 894
?,17%
0,247
0,519
@, 391

Amosteral

Tempo W

{mair} {ml}
2 S5, 8
4 49,5
& 49 .4
=] 48,5
1@ 48,8
1z 47,5

Hilica

s
EDBnm)

0,855
@512
©,168
@,232
?,313
2,393

PG o+ B3
{onglml oy

L,4a%
222
A AL
4,62
.5
&, B9

Serie Vo otretada @ Z276°0

- Y

SR SRR S

o B o4 B e
RO 0 & &

o

G+ ¥
ey i

L7 D
301,
61,4
EWBE,
RN

865, 1

manna e s liosc:
B4, Y g
Dituicso da fmostras:

1419
Taxa de Reaclo:

AT 5L umolfmin
Atividade
Totals 18357
Faopworsfioar

L@ Wrg prot,

Sl

L

G+ F
phne 1

plr:
340, 4
45,9
572,9
72,6
B&S, 1

menna e malicat
G780 mg
Diluwicdo ds Amoetrar
1718
Tarxa e Reagdo:

&4, 24 pmol/wmin
Stividade
Total: 956 U/ig =s4i1.
Eomecsfica:

73,5 Uimo prot.

IMOBILIZACXKD DE INVERTASE NA SILICA SERIE vV TRATADA 6 234°C

Enzimas
Tempo de Imobilizecdio:
Volume de amostira para analise de proteinss

Condigles: 45°(C,

pH 4,0,

4@ b

Halalrane

Invertase & 7,981 mg proteana/ml

A

18 i

Glicose:

fhs (600 nm) = ~-B,047 + B,46357 x [Glic.+Frut.(mg/mi)]

Amps— | Tara Sil, iBruto [Agua!Bol.| Abs.|{[Protli{lProtl]liomob
e e R e Kot vt I B Pt e
Fm1)
24-32 |9378,6121,46{2429,8137,62806 16,310,5,537 &,54 113,7
32-35 19432,8121,4]9489,5135,31207 18,317 (5,4682 &,6% 12,9
35-42 19395,4122,2]9455,6(38,0|205 |0,314]5,620 b,bb 12,2
42-48 19379,2(19,9|9432,6]33,5|208 |©0,320]5,745 &,67 13,7
4850 19387,0124,019455,6144,6(206 (0,311 5,559) b,7&6 18,35
6065 19383,6(20,417441,4137,41206 10,32515,852 &,91 11,8




Saria ¥ {295°C)

LY i
syt ;
P

800} /

A5 /

S TSRS SRt S P A ——.
8 & B ot W
Tempo {min)

Serie ¥ {245°C)

Micromolas de (Bfic +Frad)
m S ——

fledy

B0

L

400+

pl—ma SO S S
¢ & 4 &8 &8 B 1 W

Tempo {min}

Serie V (270°C}
Micromaodes de (Glic.+Frut.)

OO0

8o

£00

400+

0 2 4 & &8 L MR W

Tampo (min)

19

By i)
PR
./"f
gy [
O y
. /4/4
S
B0l /a*’
A /”“‘/
a0t
-
ﬁ PR SRR SO DT ST S, .
g B £ & 8 B om

i

Temeo {mind

£

e Y o(0nD

Micromoles de (Gl Frut)

/

I}

¢ 2

4 & B ®© 1w

Ternpo (min)



ABmmatbeas

e

Vempo

i}

o

4
&
&
AR Y]
12

ST
3%, 5
33,0
22,5

A

(&0 mm )

B, @ne
D,079
@, 143
G, w0
7, 780
@, 379

GErie Vo trataedas a 234°0, F4-52 mesh (@, &84 mm)

s o B &g o+ F

g Al )

@, 74
1,19
1,79

192

massa de Silicas
Pleb omyg
Dilwigdo da Amoeioa:
176
Tarxa de FAeagdol
PELVE pmollmin
Atividade
Totael 1351
bepecifrioal
Y e Umg

GA b

U/g

prot .

2235 mesh (Q,850 mm)

Tempo G+ F Mmansg g B3 108
fmin) pmer 21,4 my

- 35,0 0,050 0,97 54,5 ﬁi}uig%m da Amostras

4 34,5 | @127 1,64 157,68 | o e

& 34,0 @, 709 2,62 28,2 ax& o Reagdo: _

8 33,5 2,299 %26 03,9 QtjviG;§;23 wmel/min

i@ 35,0 @,463 5,75 389,3 ot i1vo6 Urg sil

12 32,9 f,5911 5,27 475,4 Cer . ] - ‘

ceppoatica:
138,6 Usmg orot.

Aampstra: Silica Seérie V trateds a 234°C, 35-472 mesh (@,387 mm)
Tempo Ve fbs (6 + FjJ G + F masea de silica:
fmin) (ml) {HBBNnm) {mg/ml) umol 22,2 mg

5 35,0 @,e53 0,94 91,7 Dzlulgiiéda Ammstra:

4 34,5 @,135 1,72 164 ,6 Taxs de Reac3o:

& 34,0 @,233 2y b4 249 . b 4 73.umé}/min

2] 33,5 B.324 3,58 I25,9 Qtividamé

ig 33,8 @,429 4,49 411,86 Total:iB35 U/g sil

12 32,5 @, o3 D,52 498, 4 S '

Capecifica:
13,6 Wimog prot.

Amostra:

Silica Série V tratada a 234°C,

L42-48 meash

(@,326 mm)

Tempo
{min)

2
4
&
8
10
12

Ve
{ml}

35,0
34,5
34,0
33,5
33,0
32,5

Abs
{ 6B0nm)

0,050
?,141
@,232
2,318
0,416
2,527

[G + F]
{ma/ml}

1,01
1,78
2,63
3,44
4,37
5,42

G + F
wmo l

98,2
170,0
248,7
320,6
400,6
489 ,1

massa de silica:s
19,9 mg
Diluicso da Amostras
1/&
Taxa de Reagdo:
38,83 umol/min
Atividade
Total:19531 U/g sil.
Especifica:
143,4 U/mg prot,




Omontra: Silicae Gérie V tratada a 204

T
Nl

Cfmostras

Vo

(ml}

58,8
4,5
Sa L@
AE,5

3%, 0
32,5

Temono
{mir)
iy
4
&

&
i@
12

N o
{mI7T
35,0
34,5
34,0
33,5
33,0
32,3

Liltica

Wy idut
B, 18Y
UL
w,547
G,a73
@,b697

Serie V tratadae a 234°0,

{masml)
1,248
2L.E3
. A0
4,66
IR

E

(G o+ F)

6 + K3

{mg/dmil

1,25
2,06
3,07
4,12
5,20
b,41

G+ F

+

{._} (S5

171,10
197,7
2E8g, 7
383,09
76,7
578, 5

4
FA

AL mewsny {B,274 mm)

o b LA

YOEH .8 Uimg prot,

H@-6D mesh (0,Z23538 mm}

masss e silicar
FELA my
Diluican da
16
de Reagdos
46, B8 pmol/min
Ltivigade
Total ;2283 U/g il
Foppodfica:
ZEBL,E U/mg prot.

N,
Sy L

Tara

o q




eoolicromoles de (GliesFrut)

P P JSPURIS S L S
g & 4 6 g8 % wu

Ternpo (min)

Sene V 535-42 mash

BOG

ﬁ’"[/
4% 3 /
GO /“ '
2001 /

100

1

-

¢ 2 4 & B W B W
Tempo {min}

o0

800

BO0

A00

0 2 4 & &

Serie V 48-60 mesh
Migromotes de (Glic.+Frut.}

i x i, F 5 b,

»
Tempo (min}

"

[ SR S

T WU S

. A |
6 2 &4 & B W ow W
Teripo {rang

Sarte V 42-48 mash

y

By }r’/

A0 ,,/

S
soot /‘
200 /'/
/x‘
100
///w
@L 1 1 L.
& 2 4 & B B B W

Tempo {min}

Sarig V 60-65 mash

mmmm{m&% de (GlcFrut.)

A0

>

/

8 & 4 & & W ©wW W

Tarmpo (min}

LD
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AREITXG KErg
IMOBILIZACRD DE L& ASE HA STLI0A SERlE v
Errimas Lactace a 9, 4% MO Deeteina/ml
Tewmpo de Imobilizecdor 40 K
Volume de emcstra para anélise de protleina: 10 il
Condiglies: 44°C, pH 6,5, lactose 4,57
Glicose: ADs(DZ0 na) = ©,UV1422 + 1,324 u EGlio. fay/mly )

e e o . R _
amos-i Tars é&#qnz iutj Lﬁrwt} T
ti’“a ( Tt ) : LN 3:-*‘” T ¢

G i; Eé;i : {;}f?t} 3 |€;uf’ . \m»};t" ,
181 |42 B2 [ iiel s,34 | 7,08 |14,4
| H
] |
ZAE Y455 0@ (o6l 114D 10187 [ HRY §;l?@ 2,93 Z, 62 53?,@
218 (90864 79 (G767 12D 1 1OEWY I8A7 | 180 7,34 2,58 14A3%,3
225 19431 21 FEH4L 134 19174 528 @Bes 1,63 2,048 47,5
236 193830 8@ (9586 1123 118118 524 4,885 1,47 1,82 49,2
285 193&6&1 B2 9854 194 1988s 517 L2778 1,35 1,62 L@, 0
255 19RB@; BB 19584 124 113103 1519 | ,@80 1,39 1,72 149,3
278 [(valp| 82 FH44 154 18164 518 LBTB 1,38 1,4% (48,3
Ampstra: Enzima Lactase Livre
Tenpo Ves Abs PGiic. ] Glic, Concentragdo da en-
{(min) {ml} (525nm} (mg/mly jumol/ml zimar 13,33 pg/ml
o 35,0 0,048 ?,264 1,758 ﬂliuxg???da Amostra:
4 34,5 9,093 G,481 2,670
1) 34,0 @,138 a,7a7 5,982 Tara de Reaclo:
8 33,5 @,173 b,708 5,082 @,611 pmol/ml.min
1a 3,0 3,212 1,894 &, D8 . g
Atividade Especifica
12 32,5 @,2Z258 1,346 7,480 45,8 U/mg prot.




Ty I W

{ i} ]}
/’ B
I Y
& i
14
12

Gmonetras

Silica Série Vo tratada a 18100

Sl

{ v D )

ALY
N
7,10
0,172
@, 214
©,753

flic. ]

{mgdml )
&, 2
B, 4853
R, 75

11,
Laman i

4%, 4

g5 L1

Sitige SévieV tratada a FR3I°0

masnsa de silicas
HE o ing
DituioaEo de Doouibeas
Ir7

o

ara de Reagdo:
P12 pmolSmin

SGtividade

240 g si1l.

Eopeciticas:

17,8 Wmg prot.

Y e o 1
Tovbals

Tempo Ve Sl fGlic.] Gilie. massa de 2ilica:
{mir) fml) (o Srvm) fmg/AmT ) pmol HE O omg
> 35,0 0,086 @,a64 H6 3 uxluzg???ua RINTEIR a
4 4,5 @, 163 @, HLE 162,55 Tana mé Cear o
& 34,9 @,249 1,278 241,4 ‘ SO
- S8, &7 pmol/min
£ 33,9 B,318 1,661 30T, 2 Btividoge
12 33,0 @,387 Z,823 370,9 e )
Total: 483 U/g sil.
12 32,5 @,455 2,380 429, 7 . s
‘ Eeperificas
12,9 U/ mg prot.

Amogstras Silica Série V tratada & 215°0
Tempo V= Abw f(Glic. ] Glic. massa de silica:
fmin} {ml) {525nm) {mg/ml) umol 79 my
o 35,0 @, 283 ?,47 83,2 ﬁziulg?m?da Ampstras
4 34,5 2,168 0,874 167,5 | o d@fﬂgag&m*
& 34,0 @,254 1,325 250,3 g oo um;}/mim
8 33,5 @,322 1,682 313,11 &t;vidad;
18 33,@ @,408 2,133 391,31 Total: 493 U/g sil
12 32,5 o, 859 2,454 4430 T . - i
Esnepraficas
1.4 U/mg prot.
Amostra: Silica Série V tratada s 225°C
Tempo V fAbs [Glic.] Glic. massa e silica:
{(min) {ml) {525nm) fmeg/ml) pumel Bi mg
Diluic3o da Amostra:
2 35,0 @,084 0,433 84,3 177
4 34,5 8,169 @,858 164,5 Taxa de Reac3o:
& 34,0 0,246 1,283 242, 4 e 3?g ol smin
8 33,5 2,319 1,666 S1B,1 | aiioi e H
1@ 33,0 @,3886 2,018 3I78,0 Total: 498 U/ 1
12 32,5 ?,867 2,417 436,48 o g9 st
Especifica:
14,5 U/mg prot.




hficromoles de Glicoss

K}

B

200

160

Micramoles de Glicose
S

400

200

100+

Bow W

S A [ U —
2 £ & &
terpo (min)

Série ¥ (208°C)

Ao

o ¢ 4 & &8 © B 4

Tempo (min}

Série V (225°C)

e

/

A~

4 F b i ! L

¢ ¥ 4 & B ® uw W

Tempo (min)

150 /

e i

e s oy #
LERTHAG L

win)
Sérle V (2167C)

_BEor

SO0 /
B0

200 /
100 /

renes e Gionse

G oz & & 8 ® w4

5 &z & & & © B

Tempo (min}

Série V (238°C)

m?\mmm§m de Glinose

A00 ~

iy

100}

1w



Aot ea:
Teme 4 e
fmin} fml )

2 AT
4 S N
& S4.,@
o 35,9
R 55,9
12 32,5

Silica Sdrie V bretada a 235670

@, 0
g, 163
D, 2658
9,555
B, 407
@,a71

Ampstra:

Sallos

Fie Vo otratadas a 2435

179

zalican

i {Mg
ofa

the
1,
i lerl g3

147
Reag&o:

SopmolAmin

(AR “_‘ g
s Lo 8

faxa dJde
mtivigads
Tetals 512
Egpecifican
19,8 Ulrmg prot.

©wal .

Lidg

e S50
Tempo N Shal- faliic. ] Glic, mansa o Silicar
{miee) fmly T (S2%mmy Loy A ] ) pamin l 8 myg
- . ) : e T Diluigio da Amosirat
2 554 @, 0ah B, 407 BHELE 177
4 S4,5 g, 168 B, u74 167,59 — d# Boscdo:
& 34,0 @,249 1,799 4%, 4 Pere Z@ éfg?m*lf )
g8 33,5 2,319 1,666 318,10 | 4ieigaae < pmEmeman
@ 33,8 @, 583 Z,002 B6HT L) Totel: 499 U/g il
12 32,5 @,457 2,391 431,46 e i o
bepecatica:
F,%0 Wimng prot.
Amostra: Dilice Gerie V traeteds & 255°0
Tempo Vo Aabs tGlic.] Gilic. massa de silica:
(min) Sfml) { B25nm) {(mg/ml) pmol HE  mg
o 35,0 0,000 @, 412 8o,z ﬁmluxg???ﬁa Amostras
4 34,5 @,158 @B,g22 187,95 Taxa de Reacso:
& 34,0 #,321 1,285 227 .4 3? li‘ymé}/min
8 33,5 0,306 1,598 297 ,4 Atividade
19 33,0 @,370 1,934 354, 6 ? cal: G464 U )
12 32,5 0,435 2,275 s1p,g | [OFa1i 468 U/g sil.
Emperaticat
.41 UWeg prot.

Amostras

Silica Série V tratada a 270°0

Temp
{(min

2
4
&
8
i@
12

[w ) VR
) {(ml)

35,0
34,5
34,0
33,5
33,0
32,5

Abs
(528nm)

?,869
0,140
?,208
@,275
0,337
2,400

{Glic.]
{mao/ml)}

@,355
®,727
1,084
1,436
1,761
2,091

Glic.
pumol

59,0
139, 4
204,8
267,2
322,8
377,6

massas de silica:

82 mg
Diluicdo da Amosira:
1/7

Taxa de Reag3o:
33,31 umol/min
Atividade
Total: 4808 U/g sil.
Egpecifica:
8,46 U/mg prot.




oV (245760)

te Glicoea

s e
,3&3{3‘ Y
i /
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H b
ol o
el g
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[P NS 1. FURE DS, IR —
4 i & & & e 2 H
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.
e 12
g% i
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TMBIL T 20y an

Eriyima:

1

o e

L e
s e ol

Glice

IR

Lavtane a

filbys (325

DE

Imobiliracio:

40,

[ e Y

LAalTost Na

Y@, 30% my

pHo&, By,

PR

48 R

amostra para analiue

= @, BR140E +

Tavto

SELLLS SeRIE

i
o

VoTReTADs o A4

proftesnalmi

e proteodoa: 18wl
G 4, B
1324 x [Glic.(aeg/mi )

P LEroti] iPratl | inob
(m;;i} LY ziéwg, Mg
SR I DR R B
24-32 Xy 4,49 S 7
IS5 61 | 416 les,o
|
35-47 3,18 | 3,68 61,8
4248 3,43 | 4.1 67,4
48-60 2,76 | 3,30 |&3,3
60-65 2.9% 1 3.857 99,6

W

Ampstra: Hilica SBérie V tratadse a 234°0C, Z24-32 mesh (@,46048 mm)
Tempo Y abs [Glic.] Glic, massa de silica:
{min) {ml; {DZ25nm) [mg/ml; pmel 28,7 my

2 15,0 8,272 ?.106 28,6 Dl}“lgffzﬁa Arostra:

4 34,5 @,150 @,223 A2, 7 Yaxa de‘ﬁpag§@~

& 34,0 @.216& @,321 &50,8 1025 “mégfmiﬁ

a8 33,5 2,291 B,43 g, 8 &tividad;

1@ 33.,@ Z,35% 2,838 FE, 3 Tﬁtai: 486 Usa il

1z 32,5 2,456 &, 682 123,1 e T ’

Especificar
8,80 U/mg prot.

Amastra:

Silica Serie V tratada a 234°C,

32-30 mesh {(B,6@4 mm)

Tempo
(min)

2
4
')
8
1@
12

Ve
{ml)

35,0
34,5
34,0
33,5
33,0
32,5

Abs
(525nm)

2,085
B,172
2,256
2,327
2,813
0,496

{Glic.]
(mg/ml)

2,125
8,256
0,392
@,488
@,617
0,742

Glic.
Mmool

24,4
49,0
72,1
90,9

113,1

133,9

massa de silica;
28,2 my

172
Taxa de Reaclo:

Atividade
Total: 549 U/qg sil.
Especifica:

Diluigd#o da Amostra:

11,89 pamol/min

8,55 U/mg prot.




fAmostras: Selica Gérie V trataeda a Z234°0,

et

b
{m1md

RPN
[

Gy 14
G147
@, 234
if} M 1’ }”5 ﬁ

@, 332

flic.]
{mig /el )
@182
By 3503
@, ned
2, &Y
@, Ha0
[N

> Y o tratada & 2

Glio.
wamel

295
&4, 7
SN
1298
154,86
LA, 8

SBE

AEoa? woesty (B, 3HED @me )

A e silicad
da B oma
pHo da fAnostral
/4
de Reaclos
1&,48 pmol/min
Htiwvidade
Totals /25 WUWg si
bapecaficar
YL,V UWimg prot.

ORI TS

Taxa

Loa

G- 48 asesh (8,324 mm)

R EN N W {5 AEEGA G S1liloas
(mgirl) i PA7 o
2 35,0 | 0,858 B,158 3p,7 | DHIMESTO G mmestre
’ . - . . 444
: 34,5 g,117 @, ka7 586, 5 Taxa de Reacdo:
& 24,0 @, 188 B, 538 1909,8 L . 1%m1fmiﬂ
= 33,5 @, 230 @, 696 127,6 | Lo 0T F "
P rer=]
i@ 33,8 B,287 B8.u857 157 ,@ Total: 815 Urg il
12 32,35 @,34@ 1,815 182,33 Eapocificas &
) - -
12,1 U/mg prot.

amostras

Gilica Serie V tratada a Z34°0C,

4E-&8 mesh (8,274 mm)

Tempo Ve Abs [(Glic.] Glic. massa de silica:
Emir}) tml} (525nm) (mos/mli pmol 23,2 mg

2 35,0 8,067 ©,197 35,2 D13“1§??4d“ Amostrs:

4 534, 5 &,13%9 @,4135 TS, 1 Taxa de Rescso:

& 34,0 0,217 O, 647 122,1 1o oy pmézxmim

g 33,5 &@,284 g.848 187,77 QtiVidad;

10 33,0 0,347 1,836 190,90 Total: B57 U/g =il.

12 2.5 @, 489 1,222 22a,7 e e

apecatice:
13,6 Uimg prot.

Amostra: Si1licae Série V tratade a 234°C, 68465 mesh (B,230 mm)
Tempo Vi Abg [Glic.] Giig. masea de silica:
{min) {(ml) {52%nm) {mg/ml) pmo ] 24,80 mg

2 35,0 2,073 @,215 41,7 911“1g?f4d3 AMOSTra:

4 34,5 @,151 0,449 86,8 | . . 4o Reaclo:

& 34,0 @,229 2,683 1z28,9 0. 97 pmél/min

8 33,5 @,299 2,893 166,1 Qtividad;

i@ 33,0 @, 369 1,102 202,131 Total: 874 U/g sil

12 32,5 2,430 1,285 232,1 e e ’

specificas
14,7 U/mg prot.
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ANE XD XV

IMORTL L/ATA0 DE ALBUMINA NA STLICA SRl v

XIW L - IMUETL T IR0nG BN OTaMPRD &, 85 My, pH 7,0

Froteinar Albumina de Soro HBovino a 21,00 mg de proteinas/ml
Tempo de Imobilirxecdo: 48 K

Volume de amostra parse proteinsr D0 gl

Frmog- | TaraiSil.jBrutoiBruto [Sol., [Abs. {Sobre- Frot. | lincb
tra [(mgl] tmgl &mid? BlbumilfAlb, é%@ ﬁ@@amm (ma) :Em?g)
{mg} (mgyy nm [ te,

- (mod j

i
{3

1@ (9644 118151 oa7 SOET D3AE 4,800 160, 04

TA (9396118 (9678 (10192 (D14 (2247 Hil4 |9,27@ B,9%
181 |940% 1100 19608 (10199 1319 | ,208) 8528 9,792 (11,31

181 (94341186 (9704 10229 1525 |, 198 B339 14,866 (15,04

FEY R4l T OI979Y | 1B2gs (527 1,141 5419 (2,978 (47,24
ZiE O(SABO 110 19498 1288 159E2 1,183) 5167 11,814 (04,60

225 194531467 (9739 12282 [523 | ,8%0 D4U5 12,854 163,536

236 (F4Z24 1105 9747 18273 (1524 @8R! S38B 15,340 (68,97
245 194551112 (9794 11Q31% 1525 |,@872] 5428 (3,080 (68,00
28D 193041 Y& |[9568 | 1BDAY 581 | ,B893] SUY%&6 (4,638 1 &7,27

Z7@ 194311114 19740 1B137 1397 | ,@54) DEVE 15,449 (50,48
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