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RESUMO 

Essa dissertaçâo apresenta os resultados, com o obJetivo 

de se produzir suportes silícicos de porosidade controlada para a 

imobilizaçâo de enzimas. 

Inicialmente, silicas de trªs procedªncias, uma prepara-

da em laboratório e duas disponíveis comercialmente, foram subme-

tidas a tratamento hidrotérmico em cinco temperaturas, os produtos 

resultantes caracterizados por porosimetria de intrusâo de mercú-

rio e suas capacidades de imobilizaçâo d<!_enzima" amiloglicosidase 

avaliadas. Os resultados sugeriram uma relaç~o linear entre a 

pressâo do tratamento hidrotérmico e o diâmetro de poro médio re-

sultante, mostrando também que a sílica preparada em laboratório 

era a mais adequada para imobílizaçâo da enzima. 

Partindo-se dos dados anteriores, começou-se a otimizar 

o método de preparaçâo da sílica, como o objetivo de melhorar a 

capacidade de imobilizaç~o do material, avaliando-se a qualidade 

' 
dos produtos pela medida do volume de intrus~o de água, poros i me-

tria de mercúrio e imobilizaçâo de amiloglicosidase. Os suportes 

foram considerados adequados quando se conseguiu imobilizar uma 

quantidade de enzima equivalente aos melhores dados encontrados na 

literatura. Para suportes tratados a 150-270•c, obteve-se diâme-

tros médios de poro de 100-790A e conseguiu-se estabelecer uma re-

laçâo simples entre a temperatura e o tamanho de poro resultante. 

Esses suportes foram caracterizados por porosimetria de mercúrio e 

microscopia eletrônica de varredura e utilizados na imobilizaç~o 

de "horsehadish" peroxidase, amiloglicosidase, glicose oxidase, 

invertase, lactase e albumina de soro bovino. Para cada proteína 

foi estabelecido o diâmetro de poro ótimo para imobilizaçâo e a 

relaçâo entre a atividade retida após a imobilizaçâo e o tamanho 

de partícula, nesse diâmetro ótimo. 



Os resultados foram comparados com publicados na litera­

tura para cada enzima e também foi sugerido um método para se ava­

liar o diâmetro de poro ótimo para ímobilizaç~o de determinada 

proteína, a partir do seu peso molecular. 

' 



ABSTRACT 

This dissertation presents the results aiming 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 immob~lizing_~he 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. 

Starting from the previous data, the method optimization 

for preparation of the sílica support was initiated, being the 

quality of the products evaluated by measuring the water intrusion 
I 

volume, mercury porosimetry and amyloglucosidase immobilization. 

The · supports were considered suitable when the amount o f 

immobilized enzyme was equivalent to the best data on the 

literature. Supports hydrothermically treated in the range of 

150-270"C, the medium pore diameter was 100-270A, 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 di ame ter 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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INTRODUÇ~O GERAL 

A imobilizaçlo de uma enzima sigrtifica que ala foi con-

finada ou localizada numa regi~o definida, com retenç~o da ativid~ 

de, de modo a ser continuamente utilizada. H~ diversos motivos 

que tornam a imobilizaç~o um procedimento desejável, destacando-se 

o fato de que a enzima pode ficar retida no reator, o que poderá 

significar uma economia apreciável quando se considera o custo e-

levado da maioria delas. Na utilizaç~o da enzima na sua forma se-

lúvel, além da necessidade de recarga do reator, o produto obtido 

sai contaminado com a mesma, podendo requerer uma operaç~o para 

sua remoç~o ou inativaç~o, o que acarretaria um aumento de custo 

do processo. A imobilizaç~o normalmente tende também a aumentar a 

vida útil da enzima, otimizando dessa forma seu aproveitamento. 

Outra'vantagem é a possibilidade de coimobilizaç~o de mais de uma 

enzima, aumentando a efici~ncia global no caso de se utilizar uma 

sequ~ncia catalítica (Bailey & Ollis, 1986). Essas característi-
I 

cas fazem com que a enzima imobilizada seja atrativa para produç~o 

em larga escal.a e/ou utilizaç~o de enzimas de elevado custo de 

obtenç~o. 

A tecnologia da imobilizaç~o de enzimas envolve basica-

mente a escolha de um suporte e do método de imobilizaç~o a esse 

suporte que resulte num preparado imobilizado ativo e estável. 

Disp~e-se atualmente de várias técnicas de imobilizaç~o de enzimas 

(Chibata, 1978), assim como de um grande número de matrizes 

(Woodward, 1985), englobando materiais org~nicos e inorg~nicos, 

naturais ou sintéticos. Apesar da exist~ncia de suportes baratos, 

como polímeros e minerais naturais, a utilizaç~o de enzimas imobi-

lizadas em processos tem exigido a elaboraç~o de matrizes especí-

ficas para essa finalidade, que resultem em preparados imobiliza-

dos com altas atividades e características hidrodin~micas adequa-
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das ao uso em reatores. 

A imobilizaç•o de biocatalisadores est~ agora amadure-

cendo como uma tecnologia estabelecida e com fronteiras delinea-

das. Seu sucesso est~ intimamente ligado ao desenvolvimento de 

novas enzimas e as metodologia& de imobilizaç~o começam a ser con-

sideradas como uma opç~o no desenvolvimento de procesaos. Nesse 

contexto, a produç~o de um suporte especifico para a imobilizaç~o 

representa uma etapa chave no estabelecimento da autonomia na tec-

nologia de enzimas imobilizadas. O potencial de aplicaçOes tem se 

estendido às áreas de processo industrial, tratamento médico, ana-

lítica e estudos bioquímicos, entre outras (Rosevear, 1984). 

Em 1986 foi defendido o primeiro trabalho de tese da En-

ganharia Química da UNICAMP no campo da imobilizaç~o de proteínas 

(Peres, 1986). Nesse trabalho foi pesquisado o uso de suportes 

poliméricos na imobilizaç~o de antígenos da doemça de chagas para 

realizaç~o de testes ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) em 

análises clinicas rotineiras. O campo de tratamento de superfí-

' 
cies dentro da Engenharia Química ficou, dessa maneira, aberto a 

futuras pesquisas, atendendo aos diversos campos de aplicaç~o. 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 sentido 

de contribuir na área de materiais aplicados à biotecnologia, co-

meçou-se a estudar o uso de suportes inorgânicos na imobilizaç~o 

de proteínas. Dessa forma, em 1990 foi concluído um trabalho ob-

jetivando a preparaç~o de suportes silícicos para imobilizaç~o de 

proteínas, testados com a enzima glicose oxidase (Trevisan, 1990). 

Considerando os bons resultados obtidos, os estudos agora desen-

volvidos visam a otimizaç~o dos suportes silícicos, objetivando a 

generalizaç~o do uso dos suportes, de forma a propiciar condiçOes 

ótimas de imobilizaç~o para qualquer proteína. 
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.. 

1 INTF<DDUÇ?íO 

Quando se considera a utilizaç~o de uma enzima imobili-

zada em reatores, deve-se procurar o tipo de suporte mais adequado 

às características de fluxo e no qual a enzima possa ser eficien-

temente imobilizada. Os materiais disponíveis podem ser classifi-

cados em orgânicos e inorgânicos, de acordo com a composiç~o, e 

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

Tabela 1.1 - Matrizes para Imobilizaç~o de Enzimas 

Suportes Orgânicos: 

Polímeros Naturais - Polissacarídeos - celulose 

- Proteínas 

amido 
dextrana e agarose 
quitosana e quitina 

- colágeno 
seda 

Materiais de Carbono 

Polímeros Sintéticos - Poliestirenos 

Poliacrilatos poli(meta)acrilato 
anidrido polimetacrílico 
poliacrilamidas 
poliacrilonitrila 

Suportes Inorgânicos 

Minerais 

Sintéticos 

Ref. (Scouten, 1976) 

polímeros do anidrido mal~ico 

polipeptídeos 

polímeros alilicos e vinílicos 

poliamidas 

- argila 
bentonita 
celite 
pedra pomes 

vidro de porosidade controlada 
óxidos metálicos 
metais 
vidro n~o poroso 
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Embora os primeiros artigos se referissem a enzimas imo­

bilizadas em suportes inorgânicos (Nelson R'>< Cr·Lí r.Jn~ 1 17'1/); T.-d-r: l'x 

Lyle, 1944), na fase seguinte de desenvolvimento os polimoros or­

gânicos foram favorecidos, devido à facilidade com que as enzimas 

podem ser ligadas às suas superficies. Os procedimentos utiliza­

dos eram muito úteis e quimicamente compreensiveis, mas n~o davam 

•nfase adequada ao uso da matriz em larga escala, onde o seu custo 

e as propriedades hidráulicas s~o as caracteristicas mais impor­

tantes. 

Muitos materiais inorgânicos podem ser fabricados na fo~ 

ma de corpos porosos rigidos e mecanicamente resistentes. Esses 

materiais tem sido usados há muito tempo na indústria quimica e 

possuem muitas das propriedades necessárias aos suportes para imo­

bilizaç~o de enzimas. Embora muitos pós inorgânicos tenham carac­

teristicas adsortivas adequadas e sejam baratos, suas propriedades 

fisicas e hidráulicas geralmente requerem que eles sejam produzi-

dos ou modificados especificamente para a imobilizaç~o. Dessa 

forma, vários suportes foram desenvolvidos, de modo a comportar a 

enzima e os substratos de alto peso molecular geralmente presentes 

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

Miles & Thomson, 1976). 

2 - PROPRIEDADES 

1975; 

Com o objetivo de maximizar o contato enzima-substrato, 

o suporte deve ter também a área superficial maximizada. Para se 

conseguir isso pode-se utilizar particulas n~o porosas muito finas 

( <50 ~m) (Robinson et aJ., 1973), ou particulas porosas maiores, 

onde a superficie interna acessivel através dos poros compensa a 

reduç~o da área externa pelo aumento de seu tamanho (Weetall, 

1975; Messing, 1975a). O contato mais eficiente com o fluido de 
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p~ocesso no~malmente é conseguido at~avés de um leito de pa~ticu-

las ~igidas, que nlo devem ser muito pequenas, no caso de um leito 

fixo, pa~a nlo rest~ingir demasiadamente o fluxo. Po~ essas ra-

zôes, os t~abalhos ~ecentes estio concentrados na utilizaç~o de 

pa~ticulas inorgânicas po~osas, na faixa de 100-1000 ~m. 

As principais propriedades dos suportes inorgânicos em 

~elaçlo aos orgânicos slo: 

2.1- Prop~iedades fisicas ~ hid~áulicas: os suportes i-

norgânicos slo incomp~essiveis, mesmo sob~e_presslo hidrostática, 

o que pode nlo ocor~er com os orgânicos, implicando em empacota-

menta do leito, com alteraçlo do tamanho e fo~ma da pa~ticula. 

Embora tais problemas nlo oco~ram com polime~os fib~osos como a 

celulose, esse tipo de material nlo é muito versátil do ponto de 

vista do uso em ~eato~es. Out~a dife~ença entre os dois tipos de 

supo~te é a maior densidade dos mate~iais inorgânicos, facilitando 

sua retençlo em sistemas de leito fluidizado. Os supo~tes inorgâ-
I 

nicos podem também se~ esterilizados com vapor a altas tempe~atu-

~as e até mesmo calcinados, de fo~ma a remover ~esiduos orgânicos 

e pe~miti~ sua reutilizaçlo. 

O tamanho e fo~mato dos poros é importante pelo fato das 

enzimas serem moléculas g~andes (50-500 A), e também os substratos 

em alguns casos. Dessa fo~ma, a utilizaçlo de materiais rigidos é 

vantajosa, no sentido de que os poros podem ser controlados duran-

te a sua p~epa~açlo e sua forma e tamanho se~lo mantidas durante a 

utilizaçlo. 

A estabilidade mecânica dos supo~tes inorgânicos ~esulta 

num leito de partículas com velocidades de escoamento constantes e 

baixa queda de press~o (mesmo com fluidos viscosos), o que minimi-

za os custos de bombeamento e simplifica o controle do processo. 
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2.2- Propriedades guimicaSI a maior vantagem dos supor-

tes inorgânicos é o fato deles serem relativamente inertes. 

A insolubilidade do suporte é um dos requisitos para a 

imobilizaç~o, já que sua solubilidade, mesmo baixa, pode acarretar 

liberaç~o da enzima imobilizada, alteraç~es na estrutura dos poros 

ou mesmo o colapso das particulas. 

A inércia química é vantajosa em minimizar possíveis e-

feitos da superfície 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 esterilizaç~o e 

limpeza (Messing, 1975). É importante lembrar que a recuperaç~o 

do suporte pode representar a reduç~o dos custos operacionais em 

uma planta utilizando enzimas imobilizadas. 

Outra caracteristica decorrente da baixa solubilidade 

dos suportes inorgânicos é a sua baixa toxicidade, característica 

primordial em indústrias alimentícias e farmac~uticas. É claro 

que a técnica de imobilizaç~o também deve ser considerada nesse 
' 

caso. 

3 - SELEÇ~O DO SUPORTE 

Na seleç~o de um suporte para imobilizaç~o de enzimas, 

deve-se considerar os seguintes fatores (Eaton, 1974; Weetall, 

1976; Porath & Ãxen, 1976): 

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

quando submetido a agitaç~o mecânica e compress~o; 

2- forma física (gr~os, fibras, tubos, etc.) e tamanho das 

particulas; 

3- resist~ncia a ataque quimico e microbiano; 

4- características de superficie, como: carga eletrostática, 

hidrofilicidade, possibilidade de adsorver substâncias, área su-
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perficial, composiç~o quimica; 

5- morfologia (poroso, n~o poroso ou gell; 

6- permeabilidade; 

7- capacidade de ser derivatizado (ativado); 

8- preço e disponibilidade comercial; 

9- possibilidade de regeneraç~o. 

A análise desses fatores deve levar em consideraç~o as 

características da enzima, do substrato, do meio reacional e do 

tipo de reator a ser utilizado, entre outras. Nesses termos, 

Eaton ( 1974) fornece uma "ar.:_vore de .decis~o" com as questOes que 

devem ser respondidas em relaç~o á enzima e ao suporte para sua i-

mobilizaç~o: 

Com relac~o ~ enzima 

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

2- quais as condiçOes experimentais para que se tenha ativi-

dade catalitica máxima, com relaç~o á escolha do tamp~o, pH de a­

' 
limentaç~o, concentraç~o do substrato e presença de íons ativado-

res? 

3- qual a máxima temperatura suportada pela enzima livre e a 

imobilizada? 

4- quais s~o os inibidores da enzima? 

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

6- qual a técnica de imobilizaç~o que será adotada? 

7- em que condiçOes a enzima imobilizada será utilizada? 

Com relac~o ~ suporte: 

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

2- a enzima pode ser imobilizada no suporte? 

3- a enzima imobilizada, e o suporte, s~o quimi·camente resis-

tentes a:(!) meio ácido?, (2) meio básico?, (3) meios salinos? 
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4- o material pode ser convenientemente manuseado? 

5- o suporte resiste à compress~o? 

ó- a carga de enzima no suporte é adequada ao sistema ? 

7- qual a máxima queda de press~o tolerada pelo sistema? 

8- como a queda de press~o é afetada pelo tamanho e forma da 

partícula e pela vaz~o? 

9- qual é a meia vida operacional do sistema? 

10- como a meia vida é afetada pela temperatura, pH e outras 

condiçf:Jes? 

11- em que condiçf:Jes a enzima imobilizada deve ser estocada? 

12- qual o custo do sistema imobilizado? 

Das questf:Jes apresentadas acima, a mais importante con-

sideraç~o a fazer é em relaç~o ao tamanho do poro ~ da enzima, 

pois deve-se considerar que o poro deve comportar a enzima e o 

substrato durante a reaç~o. Outra observaç~o importante é em re-

laç~o às condiçf:Jes de reaç~o, pois deve-se usar um suporte quimi-

camente inerte, quando submetido ao meio reacional. 
j 

Devido ao grande número de métodos e enzimas existentes, 

n~o se pode fazer generalizaçf:Jes quanto à escolha do suporte, mas 

apenas coletar a maior quantidade de informaçf:Jes disponíveis sobre 

o sistema enzima-suporte que se deseja estudar e procurar obter u-

ma enzima imobilizada de baixo custo, com boa atividade especifica 

e estabilidade operacional. 

4 - MÉTODOS DE PREPARAÇ~O DE SUPORTES SILiCICOS 

Desde minerais baratos até materiais cuidadosamente con-

feccionados tem sido usados como suportes para imobilizaç~o de en-

zimas. Embora o uso de minerais tenha a sua importância, devido 

ao baixo custo do suporte, o desenvolvimento de suportes inorgâni-

cos sintéticos fez-se necessário devido à escassez de aerogéis ma-
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croporosoa naturais. Normalmente o suporte deve ter poros com 

diâmetro na faixa de 250 a 1000 A para permitir o acesso da enzima 

e do substrato (Huang, 1989). O volume de poros também deve ser o 

maior possivel, sem comprometer as propriedades mecânicas. Acima 

de tudo, o suporte deve permitir a formaçlllo de um "composto" ativo 

enzima-suporte. 

O auporte sintético maia amplamente empregado é o vidro 

de porosidade controlada (controlled pore glass, CPG), um vidro 
-···· 

macroporoao com alto teor de silica preparado por lavagem da fase 

alcalina de um vidro_ borosilicato (Huang, 1989; Weetall, 1975; 

Eaton, 1974; Yang & Huang, 1989; Tanaka, 1987; Nakajima et al., 

1986; Hitachi, 1985; Miyazaki, 1982; Sumitomo, 1981; Sumitomo 

1981a; Sumitomo, 1981b; Haller, 1965). O volume e tamanho dos po-

roa pode ser controlado até certa extenslllo, de modo a ae conseguir 

'propriedades próxima• àa desejadas. O problema encontrado no CPG 

é que ele se mostrou instável em operaçaes de longa duraçlllo, devi-

do à continuidade na remoçl!lo da fase alcalina, aumentando o tama-

' 
nho e volume dos poros. O custo do CPG (US$ 19,26/ml ) (Sigma, 

1992) torna-o indeaejãvel para certas aplicaçaes (Measing, 1974), 

mas outro• materiais poroso• mais baratos podem ser fabricados. 

Sílica, alumina ou titânia podem ser produzidas em partículas de 

porosidade controlada, pela formaç~o de uma paata com sais de zir-

cônio e aquecimento a 600"C (Messing, 1975a); alternativamente, á-

cidos orgânicos e seus sais podem ser utilizados na formaçlllo da 

pasta (Mesaing, 1974a). A fabricaç~o de suportes silícicos poro-

aos pode ser também a partir da hidrólise de compostoa silícicos, 

como o tetraetóxi-silano ou o tetrametóxi-silano (Zorya et al., 

1989; Kakuta et aJ., 1989; Sakubana & Yukitsuka, 1989; Boonstra et 

al., 1989; De la Rosa-Fox et a1.,1987; Ota, 1987; Shimadzu, 1984; 

Suwa, 1983). 

Outro método utilizado para a preparaç~o de suportes 
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consiste em se tratar hidrotermicamente géis de sílica. O prece-

dimento compreende em se preparar a silica gel microporosa a par-

tir de silicato de sódio neutro e ácido clorídrico (Trevisan, 

1990; Novak & Berek, 1984; Pal et al., 1984; Tamenori & Yoshagawa, 

1985; Klein, 1985; Broecker et al., 198ó; Yamauchi & Nomura, 198ó) 

e tratá-la numa autoclave, de modo a se obter o tamanho de poro a-

dequado à imobilizaç~o de enzimas. Embora já existam trabalhos 

que considerem o uso do tratamento hidrotérmico como meio de alar-

gar os poros de materiais silícicos (Le Page, 1973; Kiselev et 

al., 1975; Pak & Chu, 1988), nenhum deles se dedicou especifica-

mente ao estudo de sua aplicaç~o na imobilizaç~o de enzimas. 

Em trabalho recente (Kondo et al., 1989), sílicas sinte-

tizadas pela decomposiç~o de silicato de sódio e tetraetóxido de 

silício foram tratadas hidrotermicamente, obtendo-se suportes com 

diâmetro de poro entre 40 e 957 A, utilizados no estudo da adsor-

ç~o de albumina e fibrinog~nio bovino. A preparaç~o de sílica gel 

a partir de uma soluç~o de silicato de sódio (um sol de sílica es-
J 

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

1 - GeliTicaç~o : com a desestabilizaç~o da soluç~o de sili-

cato de sódio pela variaç~o do pH as partículas coloidais se li-

gam, formando uma estrutura tridimensional. A viscosidade do sol 

aumenta drasticamente e resulta num corpo sólido com o formato do 

recipiente que o contém. O tempo necessário para a gelificaç~o v~ 

ria em funç~o do pH e a curva obtida tem um máximo em torno de pH 

2 e um mínimo em pH 5-ó (Hench & West, 1990). As reaç~es de poli-

merizaç~o que ocorrem (1.1) s~o ativadas termicamente, de modo que 

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

gelificaç~o (Mackenzie, 198ó). 
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Si(OH)::s Si (OH), 
(L l) 

6 6 

~i(OHl:s 

2- Envelhecimento: implica em se manter o gel durante 

determinadotempo ·rmerso num liquido. Quando o gel é mantido com 

liquido nos poros sua estrutura e propriedades continuam a mudar 

depois de atingido o ponto de gelificaç~o. Alguns processos que 

podem ocorrer durante o envelhecimento s~o1 

a) As reacees ~ poliçondensac~o (1.1) continuam a ocorrer na 

estrutura, desde que hajam grupos silanóis suficientemente próxi-

mos. Esse fenômeno pode ser acelerado pelo tratamento hidrotérmi-

co, ~ue aumenta a taxa da reaç~o de condensaç~o. 

b) O envelhecimento do gel e a resultante expuls~o de liquido 

dos poros é chamada sinérese (Hench & West, 1990; Scherer, 1988; 

Yoldas, 1986). O fenômeno ocorre devido à formaç~o de pontes de 

ligaç~o entre as partículas coloidais do gel e é controlado pelo 

balanço entre forças de repuls~o eletrostática e de atraç~o por 

forças de van der Waals, podendo ser controlado pela adiç~o de 

eletrólitos. A taxa de contraç~o do gel por sinérese tem um 

mínimo no ponto isoelétrico, que para os silicatos ocorre num pH 

próximo de 2. A sinérese aumenta com a concentraç~o de sílica e a 

temperatura e diminue com o tempo, resultado do aumento da rigidez 

da estrutura pela formaç:llo de "pontes" (Hench & West, 1990). 

c) O endurecimento do gel envolve dissoluç:llo e reprecipitaç:llo 

na estrutura. Como superfícies convexas s:llo mais solúveis do que 

côncavas, o material dissolvido tende a reprecipitar em regiees de 



12 

curvatura negativa, preenchendo poros pequenos e ligando regiees 

na estrutura. O resultado é um aumento do tamanho médio dos poros 

e decréscimo da área superficial. 

Durante o envelhecimento a rigidez do gel é aumentada, 

diminuindo sua quebra durante a secagem. Os principais par~metros 

que controlam o processo s~o o tempo, a temperatura e o pH. De-

pois que o gel foi formado, o envelhecimento pode ser utilizado 

com a finalidade de reforçar sua estrutura sem alterá-la ou aumen-

tar o tamanho do poro e diminuir a sua área superficial (I ler, 

1986). O envelhecimento térmico ePVolve dois estágios distintos 

(Hench & West, 1990): primeiramente o volume e diâmetro dos poros 

aumenta, com pouca mudança na área superficial; prolongando-se o 

envelhecimento a área superficial começa a diminuir e o tamanho do 

poro continua a aumentar, sem alteraç~o significativa no volume de 

poros. 

3- Secagem: durante a secagem do gel, que pode ser divi-

dida em tris estágios (Hench & West, 1990; Kawaguchi et al., 1986; 
I 

Dwivedi, 1986), o líquido é removido da sua estrutura. 

lQ Estágig: o decréscimo de volume do gel é igual ao volume 

de líquido perdido por evaporaç~o. A estrutura se deforma devido 

a grand~s forças capilares, o que causa o encolhimento do gel. As 

maiores mudanças em volume, massa, densidade e estruturais ocorrem 

nesse estágio, que termina quando cessa a contraç~o do gel. 

~ Estágio: o lQ estágio termina e começa o 2Q quando o ponto 

crítico é alcançado. Nesse ponto a rigidez da estrutura aumentou 

suficientemente, devido à maior densidade de empacotamento da fase 

sólida, para impedir que ela continue a contrair-se. Durante esse 

estágio ocorre o esvaziamento dos poros, que ficaram cheios duran-

te todo o estágio anterior de secagem. 

3Q Estágio: inicia-se quando os poros est~o praticamente va-

zios e começa a evaporaç~o dos filmes superficiais. No início de~ 
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se estágio o gel pode já ser considerado seco, pois n~o há mais m~ 

danças dimensionais, mas apenas uma perda lenta e progressiva de 

peso até se atingir um ponto de equilíbrio, ditado pela tempera-

tura e press~o parcial de água no ambiente. 

A quebra do gel durante a secagem dificilmente ocorre d~ 

rante o lQ estágio, a n~o ser que o gel n~o tenha sido suficiente-

mente envelhecido e esteja muito frágil (Scherer, 1986; Scherer, 

1987; Scherer, 1987a; Scherer, 1987b; Scherer, 1987c; Scherer, 

1988), porém ocorre com freqü~ncia no inicio do 2Q estágio. Neste 

ponto os poros maiores pararam de contrair-se, devido à perda mais 

rápida de líquido, e os menores ainda est~o se contraindo, gerando 

altas tensões no material. Durante o 3Q estágio n~o ocorre quebra 

do gel. 

O tratamento hidrotérmico consiste em se manter o gel, 

com os poros cheios de água, durante determinado tempo, em condi-

ç~es de temperatura (e press~o) acima do ponto normal de ebuliç~o 

da água. Após a gelificaç~o, esse tratamento acelera o envelheci-
I 

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

ros, com decréscimo da sua área superficial. Submetendo-se o gel 

após secagem ao tratamento hidrotérmico pode-se observar apenas o 

aumento do tamanho de poro, com decréscimo da área superficial, 

sem alteraç~o do volume de poros. O processo é semelhante ao 2Q 

estágio do envelhecimento e parecem predominar os fenômenos de di~ 

soluç~o e reprecipitaç~o, com reaç~es de condensaç~o entre os gru-

pos silanóis próximos. 
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1 - INTRODUÇ:ItO 

Enzimas s~o catalisadores biológicos, constituídos de 

proteínas ou glicoproteinas, que participam de muitas reaç~es qui-

micas nos seres vivos. Ao contrário dos catalisadores químicos, 

as enzimas catalisam as reaç~es em condiç~es muito brandas, geral-

mente em soluç~es aquosas neutras, a temperatura e press~o ambien-

tes. As e~zimas também se caracterizam pela especificidade em re-

laç~o ao substrato, algumas atuando num limitado grupo de compos-

tos, enquanto outras agindo quase que exclusivamente sobre um úni-

co substrato. 

As enzimas s~o usadas há muito tempo, mesmo antes de se-

rem conhecidas, e seu uso extendeu-se gradualmente à produç~o de 

bebidas, alimentos, t~xteis e medicina. O desenvolvimento da bio-

química, a elucidaç~o dos mecanismos de reaç~o e o desenvolvimento 
• 

de novas fontes de enzimas diversificaram as suas aplicaç~es. 

2 - ENZIMAS COMO CATALISADORES 

Um catalisador é um composto que aumenta a velocidade de 

uma reaç~o química, sem sofrer uma mudança química permanente na 

sua estrutura. Embora o catalisador altere a taxa de reaç~o, di-

minuindo a energia de ativaç~o requerida para que ela se complete, 

ele n~o afeta o seu equilíbrio. 

A principal diferença entre um catalisador sintético e 

uma enzima é a especificidade. A maioria dos catalisadores sinté-

ticos n~o s~o específicos, catalisando reaç~es similares, envol-

vendo vários tipos de reagentes. O grau de especificidade das en-

zimas depende do seu papel biológico, n~o se podendo esperar, por 
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exemplo, um alto grau numa enzima cuja funç~o seja hidrolisar pro-

teinas para produzir aminoácidos, 

Outra característica das enzimas é a freqüente exigªncia 

de um cofator, um composto n~o protêico que combina-se com uma 

proteína inativa (apoenzima) para resultar num complexo cataliti-

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

que s~o íons metálicos e as coenzimas que s~o moléculas orgânicas 

complexas. A existência de cofatores é um.ponto muito importante 

a se considerar na produç~o e aplicaç~o de enzimas, mesmo porque 

enzimas com o mesmo nome, mas de diferentes fontes, pod_i!m exi.qir 

cofatores diferentes. 

Outra diferença entre os catalisadores sintéticos e as 

enzimas é que as últimas exigem um manuseio cuidadoso, pois é re-

!ativamente fácil perturbar a configuraç~o nativa da enzima e des-

truir suas propriedades catalíticas (Bailey'& Ollis, 1986). 

2.1 - Atuaç~o das Enzimas 
I 

Embora n:llo haja uma teoria simples que explique a at.ivi-

dade e a especificidade da catálise enzimática, há vários fenôme-

nos, baseados em evidências experimentais, que podem ser combina-

dos de modo a conferir características especiais às enzimas. A a-

ç:llo da enzima ocorre através da formaç~o do complexo enzima-

substrato, pela regi~o da enzima denominada sitio ativo, onde o-

corre posteriormente a reaç:llo e os produtos s~o liberados. A li-

gaç:llo enzima-substrato geralmente ocorre devido a forças de atra-

ç:llo fracas, como pontes de hidrogênio, embora algumas ligaçOes do 

tipo covalente sejam conhecidas. Acredita-se que apenas uma pe-

quena fraç:llo da enzima participa do sitio ativo, sendo que o res-

tante dos aminoácidos determina a estrutura espacial (terciária) 

adequada para a catálise. 
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Há algumas teorias sobre a maneira como a enzima atua 
' 

sobre o(s) substrato(s): 

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

trato de forma que os grupos catalíticos da enzima e o(s) grupo(s) 

reativo(s) do substrato estejam próximos, 

2- efeito de orientac~o: a enzima orienta o subs-

trato para a posiç~o mais favorável á reaç~o, 

3- acoplamento induzido: algumas medidas feitas de 

forma a avaliar mudanças na estrutura da enzima, devido á intera-

ç~o-- com o substrato, evidenciam uma molécula levemente flexível, 

cuJa estrutura se ajusta de modo a acoplar o substrato, e vai se 

alterando a medida que a reaç~o progride, de forma a acelerar a 

transformaç~o de cada intermediário (Bailey & Ollis, 1986). 

2.2 - Cinética Enzimática 

Um experimento típico para medir a cinética enzimática 
I 

consiste em se misturar, em tempo zero, soluç~es de substrato e 

enzima, purificados, num recipiente com agitaç~o moderada, fechado 

e isotérmico, contendo uma soluç~o tamp~o para controle de pH. A 

concentraç~o de substrato e/ou produto é monitorada à medida que a 

reaç~o se processa. Tipicamente, s~o usados dados relativos à ve-

locidade inicial de reac~o, pois nesse ponto as concentraçOes s~o 

bem conhecidas. A inclinaç~o inicial da curva de substrato, ou 

produto, em relaç~o ao tempo é estimada a partir dos dados: 

(2.1) 

quando: s = Sz = concentraç~o inicial de substrato 

p = 0 = concentraç~o inicial de produto 

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

sibilidade de degradaç~o da enzima durante o experimento. 
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Devido ao fato das enzimas serem obtidas como uma mistu-

ra de diversas proteínas, que dificilmente podem ser separadas e 

dosadas individualmente, além da possibilidade da presença de 

moléculas de enzima inativas, n~o se mede a quantidade de enzima 

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

Uma unidade significa ~quantidade ~ enzim• ~oferece ~ 

~ certa atividade catalitica sob condiçbes padrbes fixadas para 

~ enzima; por exemplo, uma unidade de glicose oxidase pode ser 

especificada como a quantidade de enzima que cat:alisa o consumo de 

1 ~mol de glicose (ou de oxigªnio), dur~nte um minuto, a 25 •c, em 

tamp~o citrato-fosfato 0,05 M e pH 5.5. A flexíbiliUade em rela-

ç~o à definiç~o da atividade, sem uma norma padronizada, faz com 

que uma mesma enzima seja dosada em condiçbes de reaç~o e em sis-

temas de unidades diferentes, n~o permitindo uma comparaç~o direta 

dos valores disponíveis na 1iteratura. 

A modelagem dos dados cinéticos pode ser feita através 

da adoç~o de um mecanismo de reaç~o, seu equacionamento e ajuste 
' 

dos parâmetros a partir de dados experimentais. O tratamento pro-

posto por Michaeles-Menten é o mais simples usado e geralmente a-

plicado como uma derivaç~o de mecanismos mais complicados, sendo, 

por isso, apresentado aqui. Como mecanismo de reaç~o, assume-se a 

formaç~o de um complexo ES (enzima-substrato) que pode se disso-

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

k._ 
+ E 

' k 
ES 

1 
s (2.2) 

k., --- E + p ES (2.3) 

Por quest~o de simplicidade, nas equaçees abaixo consi-

dera-se: e= [E], (es) = [ES], em= [Em] e s = [S) 

Para a reaç~o em equilíbrio (2.2) define-se a constante 

de dissociaç~o 
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(2.4) 

onde (es) é a concentraç~o do complexo ES. 

A formaç~o irreversível do produto (2.3) é dada por 

v= dp/dt = k2.(es) (2.5) 

Um balanço de massa da quantidade de enzima fornece: 

e + (es) (2.6) 

Para um reator agitado fechado tem-se 

(2.7) 

(k->. + k:z) (es) (2.8) 

t = 0 -+ s ( 0) = s.,. , ( es) ( 0) = 0 (2.9) 

Pouco depois de se iniciar a reaç~o, quando pode ser a-

dotada a aproximaç~o do estado quasi-estacionário, tem-se 

d(es)/dt = 0 (2.10) 

Substituindo nas equaçôes anteriores e eliminando ~ 

e (§), tem-se: 
k::zems 

v = - ds/dt = (2.11) 
((k-2.+ k:z)/k1) + s 

J 

ç~o de Michaeles-Menten: 

v = - ds/dt = krn + S 
(2.12) 

A avàliaç~o de v~.K e k~ é feita rearranjando-se a equa-

ç~o de Michaeles-Menten de forma a se adaptá-la melhor aos dados 

experimentais. Tªm-se, dessa forma, as seguintes equaçôes deriva-

das: 

a) Equaç~o Original 

(2.13) 

b) Equaç~o de Lineweaver-Burk 

(2.14) 

c) sem denominaç~o 

(2.15) 
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d) Equaç~o de Eadie-Hofstee 

(2.16) 

Para se obter maior ~r-cr:is~o, dove-se medir Ym-" por ~) 

ou ~) e retornar-se a ª) para calcular-se o valor de km e de 

Vm.-t-e/2. 

3 - CARACTER!STICAS E APLICAÇOES DAS ENZIMAS UTILIZADAS 

3.1 - Amiloglicosidase 

A amiloglicosidase é uma exoenzima que catalisa a produ-

ç~o de B-glicose a partir da extremidade n~o redutora da molécula 

de amido (Fig.2.1), clivando as ligaçôes glicosidicas a-1,4 t~o 

mais rapidamente quanto maior o grau de polimerizaç~o do substra-

to, por e.)Cemplo, da ordem de 5 vezes mais rápida para a mal topen-

tose do que para a maltose. 

Amiloglicosidase isolada de diferentes microorganismos 
J 

apresenta propriedades ligeiramente diferentes, de acordo com o 

tipo de cultivo e o métodos cde pu ri f icaç~o empregado. Assim. por 

exemplo, a maioria das linhagens de A. nig@r produzem, principal-

mente, duas isoenzimas: amiloglicosidase I e li, normalmente pre-

sentes nas soluçôes comerciais em proporç~es variáveis. As duas 

isoenzimas diferem no comprimento. sendo que a amiloglicosidase I 

apresenta um peso molecular da ordem de 82.000 (66.000 sem o car-

boidrato associado), enquanto que a li apresenta a mesma seqü~ncia 

de aminoácidos, porém é deficiente de um C-terminal. A amilogli-

cosidase I é 4 vezes mais estável que a II. A remoç~o do carboi-

drato, por oxidaç~o, diminue a atividade e estabilidade da enzima 

(Reilly, 1985). Nas soluçôes comerciais, além das isoenzimas I e 

II, podém ser encontrados como principais contaminantes as enzimas 

a-amilase e transglicosidase. 
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Figura 2.1 Representaç~o esquemática da aç~o da amiloglicosidase 
(+) na dextrina-limite 

A amiloglicosidase também hidrolisa as ligaç~es a-1,6, 

no ponto de ramificaç~o da amilopectina, porém mais lentamente do 

que as ligaç~es a-1,4, sendo a velocidade da ordem de ~IZI vezes me-

nor. Embora hidrolise preferencialmente as ligaç~es a-1,4 e 

a-1,6, a amiloglicosidase também atua nas ligaç~es a-1,3 (nigero-

' 
se), apesar da velocidade ser de 1 até 100 vezes mais lenta do que 

para as ligaç~es a-1,6 (Bucke, 1982). 

Outras propriedades s~o (Gould, 1975) 

Qtl (ótimo): entre 3,0 e 5,5 a enzima mantém acima de 80% de 

sua atividade no pH ótimo, que é em pH 4,0 ± 0,5; 

Qti (estabilidade): a enzima é mais estável entre pH 4 e 5; 

temperatura: a atividade aumenta até um máximo entre 60 e 

65"C, porém cai rapidamente a 65"C. A 60"C, 75% da atividade está 

ainda presente após 1 hora em pH 4,2; 

aplicaç~es: produç~o de glicose a partir de amido, completan-

do a solubilizaç~o iniciada com a-amilase; degradaç~o de dextrinas 

residuais nos processos fermentativos para produç~o de cerveja e 

vinho (Wiseman, 1975). 
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3.2 - Lactase 

A lactase IB-galactosidase) catalisa a hidrólise do ter-

minal B-D-galactose n~o redutor de B-galactosideos. Assim como a 

atividade hidrolitica, que é medida pela produç~o de glicose, rea-

ç~es de transfer~ncia, com produç~o de oligossacarireos, também o-

correm (Pazur et al., 1958). 

A enzima pode ser obtida de diversas fontes, incluindo 

plantas, órg~os de animais, leveduras, bactérias e mofos, sendo 

que as-formas~isoladas de microorganismos s~o mais adequadas para 

uso industrial (Matioli, 1991), destacando-se a lactase isolada da 

levedura K. fragilis, apropriada para uso em alimentos (Mahoney & 

Whitaker, 1977). 

O preparado comercial utilizado, denominado Lactozym e 

produzido pela NOVO AIS, é produzido a partir de cepa selecionada 

da levedura Kluyveromyces fragilis. A enzima utilizada foi a Lac-

tozym 3000 LAU/ml Tipo HP (High Purity), recomendada para o trata-
' 

mente de leite destinado ao consumo direto. 

A lactase de Kluyveromyces fragilis tem um peso molecu-

lar de 201.000 Daltons, diâmetro molecular de 16 nm (por microsco-

pia eletrônica) e ponto isolétrico 5,1, n~o tendo sido detectado 

nenhum carboidrato ligado (Mahoney & Whitaker, 1978). O preparado 

Lactozym 3000 LAU, além de poder ser estocado por vários meses a 

5-10•c, tem as seguintes propriedades: 

Qtl (ótimo): 6,6, com boa atividade entre 6,5 e 8,5, sendo 

fortemente reduzida fora desta faixa; 

Qtl (estabilidade): estabilidade máxima entre pH 6,5 e 7,5, a 

37•c; 

temperatura: a atividade máxima é alcançada a 40•c, acima 

desta temperatura a desnaturaç~o é muito rápida; 

inibidores: metais pesados, incluindo cobre e ferro s~o ini-
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bidores fortes, mas este efeito pode ser minimizado pela adiç~o de 

agentes redutores como cisteina e sulfito de sódio (Stimpson & 

Stamberg, 1956). O leite cru também possui um inibidor, que pode 

ser inativado por tratamento térmico. Ions cálcio e sódio também 

inibem a enzima (Mahoney & Adamchuk, 1980); 

ativadores: ions potássio, numa concentraç~o minima de 5 mM, 

e ions magnésio (Mahoney & Whitaker, 

1980); 

1977; Mahoney & Adamchuk, 

aplicaçbes: hidrólise de lactato para formar glicose e galac-

tose, produtos mais doces e de maior solubilidade;_remoç~o_de lac­

tose do leite para pessoas com intolerância e para consumo do soro 

por aves. Também é utilizada para tornar o soro residual dos la-

ticinios um melhor substrato para produç~o de proteina unicelular 

(Wiseman, 1975). 

3.3 - Invertase 

I 

A invertase <a-fructofuranosidase) catalisa a hidrólise 

do terminal n~o redutor do resíduo a-D-fructofuranosideo em fruc-

tofuranosideos. A maioria das enzimas originadas de leveduras 

contém atividade de a-glicosidase, mas isto resulta nos mesmos 

produtos finais com a sacarose. A invertase também catalisa rea-

çbes de transferªncia com outros aceptores além da água. Isto re-

sulta na formaç~o de oligossacarideos, reaç~o cuja taxa aumenta 

com o aumento da concentraç~o de sacarose (Bacon, 1954). A inver-

tase é isolada de leveduras e as preparaçbes obtidas contém 

''mannan'' fortemente associada. O peso molecular da enzima é de 

270.000 ( aproximadamente 50% como carboidrato). Outras proprie­

dades s~o: 

Qtl (ótimo): aproximadamente 4,5, com boa atividade na faixa 

de pH 3,5-5,5; 
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Q!i (estabilidade): boa estabilidade entre pH 3,5 e 5,5 

temperatura: atividade máxima é alcançada entre 50 e 60•c em 

presença de soluçôes de sacarose diluída. Altas concentraçôes de 

sacarose melhoram a estabilidade da enzima e podem permitir sua 

utilizaç~o em temperaturas de até 65-70•C; 

inibidor@s: ions de metais pesados, incluindo Ag• como um po-

tente inibidor, que se combinam reversivelmente com os resíduos 

histidina da enzima !Myrbãck, 1957). A taxa de reaç~o é também 

dependente da concentraç~o de sacarose. Acima de 87. de sacarose, 

·-a taxa de reaç~o começa a diminuir, chegando a apenas um quarto da 

atividade com 707. de sacarose. Uma raz~o disso é a reduç~o da 

concentraç~o da água no meio. 

aplicacôes: produç~o de açúcar invertido, principalmente para 

produç~o de geléias, onde a menor cristalinidade do açúcar inver-

tido, em relaç~o à sacarose, n~o deixa que haja cristalizaç~o. 

3.4 - Glicose Oxidase 

' 

A glicose oxidase é obtida de micélio de fungos como os 

Aspergilli e Penicillia , e normalmente contém como impurezas ca-

talase, invertase, maltase, amilase e celulase. É comercializada 

como pó ou cristais, solúveis em água, resultando em soluçôes ama-

relo-esverdeadas. Trata-se de uma flavoproteina tendo como grupo 

prostético o dinucleotideo flavina-adenina !FAD), exigido na pro-

porç~o 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 reaç~o muito menores (Keiling & Hartree, 1948) como, 

por exemplo: 6-metilglicose ( 1.85 7. da taxa da D-glicose), manose 

(0,98 7.), xilose (0,98 7.), maltose (0,19 7.), galactose (0,14 7.). 
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Outras propriedades s~o (Gould, 1975) 

Fonte Aspergillus niger Penicillium notatum 

Peso Molecular 186.000 152.000 

~ótimo: 5,50 (sendo mantida mais que 50 % da atividade 

entre 3,5 e 7,0) 

~(estabilidade): totalmente estável entre pH 4,0 e 6,0, a 

40"C, durante 2 horas. Preparaçtles estabiT.ízadas para serem uti-

lizadas em pH 2,5 s~o encontradas e_o uso em pH 8,0 exige uma alta 

concentraç~o de glicose. 

temperatura: muito instável acima de 50 •c, perdendo total-

mente a atividade em poucos minutos a 65 •c. Pequena mudança de 

atividade entre 15 e 60"C. 

inibidores: sais de metais pesados e reagente de p-cloromer-

cúriobenzoato. A enzima de A.niger também é inibida por D-arabi-

nose. 

' 
aplicactles: As principais aplicaçtles para a glicose oxida-

se s~o: 

Protec~o de alimentos: como antioxidante, pela remoç~o 

de 02 em refrigerantes, vinhos, molhos, alimentos desidratados e 

enlatados em geral (Wiseman, 1975; Merck, 1983); 

para remoç~o da glicose de ovos antes da desidrataç~o (se-

cagem) de forma a impedir o escurecimento e desenvolvimento de sa-

bor desagradável. A quantidade de glicose na clara de ovos pode 

ser reduzida de 1% para 0,1% em 4 horas de reaç~o , a 30•c pH 

5,0-7,5 (Bailey & Ollis, 1986,p. 253] 

- misturada com catalase, aumenta a estabilidade de alimentos 

marinhos (o ácido glicônico formado diminui o pH e inibe o cresci-

menta de microorganismos (Wiseman, 1975)),e é utilizada também no 

tratamento de invólucros para alimentos, impedindo a sua deteria-
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rizaç~o oxidativa (Merck, 1983). 

- estabilizante em soluç~o de ácido ascórbico e vitamina B~z 

(Merck, 1983). 

Produc~o de ácido glicônico (Wiseman, 1986) 

- o açúcar invertido (glicose + frutose ) pode ser transfor-

mado em ácido gliconico + frutose, que podem ser separados por 

cromatografia de troca iônica; 

- a aç~o sobre a glicose produz ácido glicônico, utilizado 

como agente complexante de ions metálicos em alimentos e remédios 

e como adoçante alternativo para diabéticos. 

Análises: 

fabricaç~o de papéis de teste para controle de diabetes e 

testes de fertilidade (Wiseman, 19861; 

análise automatizada de glicose, através de acoplamento a 

um espectofotômetro (Scouten, 1976); 

- determinaç~o de glicose através de um sensor de Oz (Scou-

ten, 1976). 
' 

Das aplicaç~es citadas, o potencial para utilizaç~o da 

enzima imobilizada está na produç~o de ácido glicônico, remoç~o de 

oxiginio das bebidas antes de serem embaladas, remoç~o da glicose 

de alimentos e utilizaç~o analitica , onde o uso da enzima imobi-

lizada pode ser continuo e prolongado, permitindo um grande número 

de análises no caso de métodos automatizados. 

3.5 - Horsehadish Peroxidase 

Peroxidases 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 ricas de 

peroxidases s~o a seiva da figueira e as raizes de rabanete, sendo 
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que desta última se extrai a ''horseradish peroxidase'' ( HRP), f a-

cilmente purificada na forma cristalina (Maehly, 1955; Dunford & 

S ti l l man , 197 6 ) • 

A HRP é uma glicoproteina, com 18,0-18,5% de carboidrato 

associado, sendo esse fato associado à estabilidade da enzima, 

mesmo a temperaturas elevadas (Dunford & Stillman, 1976). 

O mecanismo da reaç~o catalisada pela enzima pode ser 

esquematizado pelo seguinte ciclo (George, 1952): 

HRP + HRP-I 

HRP-I + AH:z HRP-II + ··AH 

HRP-II + HRP + ··AH 

onde AH2 é o substrato redutor. 

A especificidade da reaç~o catalisada pela HRP é alta, 

sendo que apenas apenas H,o,, MeOOH e EtOOH se combinam com a en-

zima pàra resultar em cmplexos enzima-substrato ativos (Maehly, 

1955). Por outro lado, a especificidade do complexo em relaç~o ao 

doador de hidrog~nio (AH2l é baixa, sendo que várias subtâncias 

s~o facilmente oxidadas, incluindo fenóis, aminofenóis, diaminas, 

indofenóis, ácido ascórbico e certos aminoácidos (Maehly, 1955). 

A análise da atividade da enzima normalmente é feita a-

través da oxidaç~o de compostos (AH:z) que produzem substâncias co-

loridas ou fluorescentes. Os método mais usandos (Maehly & 

Chance, 1954) incluem a oxidaç~o de guaiacol (Makinen & Tenovuo, 

1982; Marshall & Chism, 1979), pirogalol (Marshall & Chism, 1979), 

mesidina e benzidina. Entre os vários métodos utilizando outros 

doadores de hidrog~nio desenvolvidos mais recentemente podemos 

destacar o da o-dianisidina (Lundquist & Josefsson, 1971; Marshall 

& Chism, 1979), o-fenilenodiamina (Bovaird et al., 1982), 3,3'-

diaminobenzidina (Herzog & Fahimi, 1973), cloridrato de 3-metil-2-

benzotiazolinona e ácido 3-(dimetilamino) benzóico (Ngo & Lenhoff, 

1980) e N,N-dimetil-p-fenilenodiamina (Sastry et al., 1985). 
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Outras propriedades s~o (Maehly, 1955): 

Peso Molecular: 39.800 - 40.200 

Ponto isoelétrico: 7,20 

Sol~bilidade em água; 5g/100ml (com traços de sais) 

Estabilidade: entre pH 5,5 e 12, na presença de fluoreto; 

entre pH 4,5 e 12, na presença de outros íons 

entre pH 3,5 e 12, na aus~ncia de todos os íons 

acima. 

- Estável durante 15 min a 63•C e durante seman~s a 

temperatura ambiente. 

Usos: a principal aplicaç~o da HRP está na área analíti-

ca, sendo utilizada principalmente na determinaç~o de glicose, as-

saciada à enzima glicose oxidase, como no Método 1.2.2 desse tra-

balho e em testes ELISA. 

Além de utilizada diretamente na análise de 

(Olsson, 1985), também é aplicada em associaç~o com outras enzimas 
' 

que podem resultar na geraç~o de HzOz, para análise de outros 

substratos como a glicose (Método 1.2.2) e oxigªnio dissolvido 

(Olsson et al., 1983). A HRP também pode ser utilizada na análise 

de uma série de substâncias que afetam a sua atividade catalitica 

(enzyme effectors), como compostos orgânicos nitrogenados, compos-

tos orgânicos contendo enxofre e íons metálicos (Dolmanova et al., 

1987). Outras aplicaçôes potenciais s~o no tratamento de efluen-

tes contendo aminas ou fenóis (Dezotti et al., 1991; Klibanov, 

1982; Klibanov & Morris, 1981; Paice & Jurasek, 1984) e síntese de 

compostos orgânicos (Klibanov et al., 1981). 



28 

3.6 - Albumina de So~ ªovino 

A albumina é a menor e mais abundante proteína do plasma 

sangüíneo (cerca de 601.). Ela está envolvida na regulagem osmóti-

ca e no transporte de produtos metabólicos pouco sol~veis de um 

tecido para outro, especialmente de ácidos graxos livres. Sua es-

trutura consiste de uma cadeia polipeptidica sem carboidrato asso-

ciado, conectando quatro segmentos globulares de tamanhos diferen-

tes; ela é estabilizada por dezessete ligaçees dissulfeto (Merck, 

1983). A albumina obtida da Sigma Chemical Company, com um teor 

de 98-991., tem um peso molecular de 66.000 Daltons (Sigma, 1992, 

p.1578). A molécula de albumina, no forma dobrada, tem o formato 

de um elipsóide com 4 x 12 nm, sendo seu ponto isoelétrico 4,7 

(Kondo et al., 1989). 

Usos: na forma imobilizada, a albumina tem sido utiliza-

da principalmente adsorvida em silica, como fase estacionária para 

resoluç~o de isômero ópticos em HPLC (Thompson et al., 1989; 

' 
Vindevogel et al., 1988; Aubel & Rogers, 1987; Aubel & Rogers, 

1987a). Outra aplicaç~o em potencial é na hidrólise enantiosele-

tiva de ésteres arilpropiônicos (Kamal et al., 1991). 
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CAPÍTULO li.l IMOBILIZAÇ~O º~ ENZ~AS sM 

1 - INTRODUÇ~O 

Nelson e Griffin (1916) constataram que a enzima inver-

tase, adsorvida em carv~o ativado, tinha a mesma atividade que a 

enzima solúvel. Sumner (1948) descobriu que uma forma insolúvel 

da urease, precipitada em etanol 301. com cloreto de sódio, 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 começou a aparecer no inicio da 

década de 60, sendo que o desenvolvimento extensivo deu-se no ini-

cio da década de 70. Embora um grande volume de trabalho tenha si-

do realizado nesse período, apenas o processo de resoluç~o óptica 
' 

de aminoácidos foi estabelecido em escala industrial (Chibata et 

al., 1972). O campo de aplicaçôes para enzimas imobilizadas pare-

cia estar mais restrito a processos em pequena escala, com produ-

tos de alto valor agregado, onde as rotas químicas convencionais 

seriam superadas pela alta especificidade enzimática. Contrarian-

do essas expectativas surgiu, nos meados de 70, o processo de pro-

duç~o em grande escala de um produto de baixo valor agregado, o 

xarope de glicose isomerizado (Chem.Eng.News, 1975), mudando as 

perspectivas em relaç~o ao uso das enzimas imobilizadas. 

Embora as enzimas sejam catalisadores eficientes, n~o 

s~o catalisadores ideais do ponto de vista prático, principalmente 

por serem instáveis, n~o tolerando solventes orgânicos e tempera-

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

ficiente e estável, dois caminhos est~o sendo investigados: um de-
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les consiste em se sintetisar compostos que tenham atividade seme-

lhante às e•imas (chamados ''synzymes") e o outro consiste em se 

modificar a ~strutura das enzimas produzidas por seres vivos, de 

forma a tor~-las mais estáveis (Chibata, 1978). O método de imo-

bilizaç~o se enquadra nesse segundo caminho citado. Uma enzima i-

mobilizada ativa, que seja estável e insolúvel em água poderá ser 

usada da me~a maneira que um catalisador químico sólido, com as 

vantagens daespecificídade e das condiçDes brandas de reaç~o, mi-

nímizando o consumo de energia e a formaç~o de subprodutos. 

2 - MÉlUDOS DE IMOBILIZAÇ~O EM SUPORTES 

Por definiç~o, imobilizaç~o significa o confinamento da 

enzima numa regi~o definida, sem perda da atividade catalitica, 

permitindo seu uso continua e repetidamente. 

OS métodos de imobilizaç~o que resultam numa enzima in-

solúvel poàm ser agrupados em trªs categorias, subdivididas como 
' 

mostrado naFig. 3.1, e ser~o considerados com maiores detalhes. 

i ligaç~o a suportes insolúveis 

ii ligaçDes cruzadas 

iii nc:lus~o 

Ligaç<'a 

Lig. Cruzadas 

Adsorç~o 

Física 

E. Insolúvel 

Oclus~o 

Lig.a Suportes 

Lig. Lig. 
Iônica Cova lente 

E.Solúvel 

Membranas Derivatizaç~o 

Em Gel 

Lig. 
Metálica 

Em Fibra Microencap­
sulaç~o 

Figura 3.1- Métodos de imobilizaç~o de enzimas (Kennedy & White, 
1985) 
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O método de ligaç~o da enzima a suportes sólidos é o 

mais antigo e principal método de imobilizaç~o. Pode ser subdivi-

dido em quatro categorias, de acordo com o tipo de interaç~o enzi-

ma-suporte: adsorç~o fisica, ligac~o iônica, ligaç~o metálica e 

ligaç~o covalente. 

2.1) - Adsorç~o Fisica 

Baseia-se na adsorc~o fisica da enzima na superfície do 

sólido. Por n~o haver espécies quím.Ícas envolvidas, há pouca mu-

dança conformacional .da enzim~, obtendo-se um derivado com pro-

priedades semelhantes às da enzima livre. 

A adsorç~o depende de variáveis experimentais como o pH, 

natupeza do solvente, força iônica da soluç~o, quantidade de enzi-

ma ~dsorvente, tempo de contato e temperatura. A principal va-

riávt 1 durante a 'imobilizaç~o é a concentraç~o de enzima na solu-

ç~o, cujo aumento acarreta acréscimo da atividade imobilizada até 

um valor máximo assintótico para concentraç~es elevadas. Os efei-
J 

tos difusionais s~o importantes, principalmente no caso de supor-

tes porosos. 

Uma grande desvantagem desse método é a dessorç~o da en-

zima do suporte, causando perda de atividade e contaminaç~o do 

produto com a enzima. 

Como suportes para esse método, usa-se carv~o ativado, 

materiais inorgânicos como vidro poroso, argila, caolinita, alumi-

na, sílica gel e bentonita ou polímeros naturais como amido e glú-

ten (Woodward, 1985). 

2.2) Ligac~o Iônica 

Baseia-se na ligaç~o iônica entre a enzima e suportes 

contendo resíduos de troca iônica. Em muitos casos -ocorre, conco-

mitantemente adsorç~o fisica, sendo apenas diferenciada pela força 
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de inte~aç~o enzima-supo~te, mais fo~te no caso da ligaç~o iônica. 

Apesa~ disso, pode ainda oco~~e~ liberaç•o da enzima do suporte. 

As mudanças conformacionais s~o pequenas e o derivado é tan1bóm se-

melhante à enzima liv~e (Kennedy & White, 1985). 

Os supo~tes emp~egados s~o os t~ocadores de ions, con-

tendo g~upos amino como alquilaminas, guanidina e aminas quate~nâ-

~ias, no caso de aniônicos (DEAE-, TEAE-, ECTEOLA-) e g~upos sul­

fato, fosfato e ca~boxil, no caso de catiônicos (504~ P043
). 

2.3) Ligac~o Metálica (ou Quelatizac~o) 

Consiste em imobilizar enzimas usando compostos de me-

tais de t~ansiç~o pa~a ativa~ a supe~ficie de supo~tes orgânicos 

ou ino~gânicos, ou óxidos metálicos p~ecipitados a pa~tir de sais 

metálicos. 

Embora o tipo de ligaç~o deste método seja "pa~cialmente 

covalente", obse~va-se o desprendimento da enzima do supo~te, em 

ope~açOes de longa du~aç~o. 
I 

Os sais metálicos utilizados no p~ocesso de ativaç~o 

tem sido TiCls, Tiz(S0z)9, FeClz, FeS04, 

SnClz, SnC14 e VC19. A técnica usada constitui p~incipalmente em 

se umidecer o supo~te com uma soluç~o do sal metálico, secá-lo, 

lavá-lo pa~a ~emove~ o excesso de sal e colocá-lo em contato com a 

soluç~o de enzima. Os suportes utilizados s~o o~gânicos, como pa-

pel filt~o, pó de ser~a, quitina e celulose ou ino~gânicos, como 

celite, vid~o, 1~ de vid~o, alumina, sílica e titânia porosa 

(Kennedy & White, 1985). 

2.4) Ligac~o Covalente 

Consiste na ligaç~o covalente ent~e enzimas e supo~tes 

insolúveis. É o método mais difundido e investigado de imobiliza-

ç~o. A seleç~o das condiçOes de imobilizaç~o é mais dificil que 
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nos outros tr~s métodos e, às vezes, n~o requer condiç~es t~o 

brandas de reaç~o. A ligaç~o enzima-suporte é mais forte, de tal 

forma que n~o há perdas de enzima para a soluç~o, mesmo na presen-

ça de substratos ou soluç~es de alta força iônica. A ligaç~o da 

enzima deve envolver qualquer grupo quimico que n~o seja essencial 

à atividade catalitica, o que significa que o sitio ativo n~o deve 

ser afetado pela imobilizaç~o (Zaborsky, 1973). 

A grande variedade de reaç~es de ligaç~o e de matrizes 

com grupos quimicos capazes de participar diretamente ou de serem 

ativados para formar as ligas;~es, fa~ com que esse método seja de 

aplicaç~o quase geral. Infelizmente, na maioria dos casos, a es-

trutura da enzima n~o é conhecida, de forma que fica dificil esta-

belecer regras gerais para a imobilizaç~o, excluindo os grupos do 

centro ativo, que n~o devem participar da ligaç~o. 

Os tr~s principais fatores considerados para a imobili-

zaç~o de uma enzima, usando-se um método especifico de reaç~o, 

s~o (Scouten, 1976): 
í 

êL Q grupo funcional ~ proteint adequado ~ ~ liqac~o 

cpvalente em condic~e§ brandas ~ reac~p. 

Levando-se em consideraç~o a reatividade dos grupos e a 

estabilidade da ligaç~o formada, os residuos de aminoácidos mais 

convenientes para se ligar a suportes s~o, em ordem decrescente: 

L-lisina, L-cisteina, L-tirosina, L-histidina, L-ácido aspártico, 

L-ácido glutâmico, L-arginina, L-triptofano, L-serina, L-treonina 

e L-metionina; 

~) Reac~es ~ acoplamento enzima suporte 

A reaç~o normalmente é feita submetendo-se o suporte, 

previamente ativado, a uma soluç~o de enzima, em condiç~es bran-

das. As principais classes de reaç~es de acoplamento usadas s~o, 
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entre outras, como mostrado na lab. 3.1. 

diazotizaç~o 

formaç~o de amida (ligaç~o peptídica) 

alquilaç~o e arilaç~o 

formaç~o de base de Schiff 

Tabela 3.1 Métodos de imobilizaç~o de enzimas por ligaç~o cova-

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

enzima que será acoplado (Kennedy & White, 1985) 

Grupo Rea 
tive do 
Suporte 

~--c•-
sal de diazônio 

-co, 
p 

-co 
anidrido .tcido 

-CH::orCON.s 
azida de acilo11 

·(\ 
)O•NH 

-a 
imidoc:arbonato 

-R-NCS 
isotiocianato 

-oNCO 

isocianato 

-CH:;~~COCl 

cloreto de acila 

-a 
F=o 

-o 
carbonato ciclico 

R 
I 

NH 
I 

-CO:z-C 

' •NH 
I 
R" 

0-acili&ouréi• 

Grupos Rea. 
v•nt•• d.a 

Enzima 

-NH,. 

-NH:a 

-NH:a 

-NH:z 

-NH:z 

-CO~CH-CO-NH-CaHe 

v -NH:::o 

so_,.-
derivado do r••o•nte 
k de Woodwar-d 

F 

-o-NOz -NHo 
N02 

~-fluoro-2,4-dinitroanilida 

R•açllo dw 
Acopla.­
mento 

1 igaçllo 
diazo 

formaç~o 

de amida 

formaç:llo 
dlll' amida 

form.aç:lo 
dfP amida 

formaçllo 
de amid.a 

form<ilçllo 
de amida 

for"maç:llo 
de amida 

formaç:l:lo 
de amida 

Grupo R••­
tivo do 
Suporte 

Cl 
N~ 

-o.( ~N 
N={ 

Cl 
triazinil 

-0-CH-CH::o: 
'x' 

X "' )NH,>O,>S 

-O-CH 2 CHor50 2 CH=CHor 
vinilsulfonila 

o 

-aO 
o 

cetovinilico 

-CHO 
aldeido 

NH 
• -c-oc..,H. 

imido ester 

-CN 
cianeto 

-s-s ~ 
"\Nd 

residuo dissulfeto 

-oHQCl 

M• 
radical do 
suporte 

-NH 2 

.-mina 

-CONHNH,.. 
hidr.azida dll' 

acil.a 

Grupos Rejl 
g•nt•• d• 

Enzima 

-NH:z 

-NH:z 
-OH 
-SH 

-NH:z 
-SH 
-OH 

-NH,. 
-SH 
-OH 

-NH2 

-SH 

-SH 

E• 
radic.al 

da enzi-ma 

-NH,. 
-C0 2 H 

Reaç:llo dlll' 
Acopla­
mento 

arilaç:~o 

.alquilaçllo 

alquilaç:to 

arilaç:llo 

formaç:Z:o de ba­
se de Schiffs 

reaç:llo de Ugi 

amidinaç~o 

amidinaç:O:o 

troca tiol­
dissulfeto 

intiiH"õi.Çllo mer­
cUrio-enzima 

acopl•mento in­
duzido por r.a­

diaçllo r 

fo,-maçJio 
dm .amid.a 
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Diazotizaç~o 

O método de imobilizaçDo via diazotiza é um dos mais 

comumente usados e baseia-se na ligaçlo da proteina a grupos ele-

trofilicos arildiazônio do suporte. A ativaç~o do suporte conten-

do grupos amino aromáticos é feita com nitrito em meio ácido: 

Os grupos da proteína que participam da ligaç~o via sal 

de diazônio s~o principalmente o amino, fenol e imidazol. 

Formaç~o de Amida 

O método comum de formaç~o de ligaç~o peptidica é o ata-

que de grupos nucleófilos ( amino, hidroxil, tiol) da enzima a 

grupos funcionais ativados do suporte. As reaçôes s~o normalmente 

realizadas em valores intermediários de pH ( 7,5 8,5 ) e a bai­

xas temperaturas ( ~ 4"C ), de forma a se evitar desnaturaç~o da 

enzima. 

- Alquilaç~o ~ Arilaç~o 

J 

Baseados na alquilaç~o ou arilaç~o de grupos amino, fe­

nol ou tiol de uma enzima, com suportes contendo grupos haletos a-

tivos, oxiranos, vinilsulfonilicos ou cetovinilicos. 

- Formaç~o de Base de Schiff 

Baseado na formaç~o de Base de Schiff entre grupos car­

boxilicos do suporte ativado e grupos amino da enzima. Normalmen­

te o suporte ativado contém um grupo aldeído, e a imobilizaç~o o­

corre segundo a reaç~o (3.4). 

Suportes contendo grupos amino podem ser ativados com 

glutaraldeido e, posteriormente, utilizados na imobilizaç~o, 

na reaç~o (3.3). 

como 
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~matrizes para ligaç~o covalente 

De acordo com a composiç~o química, os suportes podem 

ser classificados em o~gânicos e inorgânicos e subdivididos como 

mostrado anteriormente (Tab. 1.1, p.3). 

Entre os vários métodos de imobilizaç~o de enzimas em 

materiais silicicos existentes (Chibata, 1978), o da ligaç~o cova-

lente ao derivado silanizado do suporte, utilizando glutaraldeido 

como agente ativante é um dos mais simples e geralmente leva á 

formaç~o de preparados enzimáticos ,itivos e estáveis (Kent et 

al., 1978; Weetall, 1975; Ken.!:!edy & White, 1985). 

A seqü~ncia de reaçôes está mostrada nas reaçôes (3.1) 

a (3.4). 

(RO)s-Si-(CHz)s-NHz (HO)s-Si-(CHz)s-NHz 

R=Me, Et 

+ 

+3Hz O -3R-OH 

(HO)s-Si-(CHz)s-NHz 

- HzO 

À 

- HzO 

(3.1) 

OH 

~-~i-(CHz)s-NHz I - bH (3.2) 

OH CHO 

r-~i-ICHz)s-N=CH-(!Hz )s 

bH (3.3) 

OH CH=N-E 

----+~-~i- ( CHz) s-N=CH- ( !Hz) 9 

HzO I - I 
ÓH (3.4) 

Embora várias técnicas de imobilizaç~o possam ser usadas 

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

método geral, devido á diversidade estrutural das enzimas, subs-

tratos e produtos. Cada método tem as suas limitaçôes específicas 

e, para uma aplicaç~o em particular, precisa-se encontrar um pro-

cedimento simples e barato, que resulte numa boa atividade e esta-
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bilidade operacional. A Tabela 3.2 sumariza algumas das vantagens 

e desvantagens de diferentes processos de imobilizaç~o (Scouten, 

197 6) • 

A imobilizaç~o por métodos quimicos (ligaç~es covalen-

tes) envolve modificaç~es na estrura da enzima e pode causar desa-

tivaç~o parcial quando o sitio ativo participa da ligaç~o. Assim, 

a imobilizaç~o por esses métodos deve ser feita em condiç~es mais 

brandas possíveis, de forma a minimizar esse problemas. A ligaç~o 

enzima-enzima ou enzima-suporte é muito forte, dando uma alta es-

tabilidade operacional. A recuperaç~o dos suportes é dific11 ou 

impossível, principalmente no caso de serem orgânicos. 

A imobilizaç~o pelos outros tr~s métodos (adsorç~o fisi-

ca, ligaç~o iônica e metálica) pode ser feita facilmente em condi-

ç~es brandas, com ligaç~es fracas enzima-suporte. A estabilidade 

operacional da enzima imobilizada é baixa, podendo ocorrer des-

prendimento da mesma. Como n~o há modificaç~es na estrutura qui-

mica da enzima, a retenç~o de atividade é boa. 
' 

Outra vantagem 

desses métodos é que o suporte pode ser recuperado toda vez que a 

atividade retida cai abaixo de determinado nivel. 

Tabela 3.2 - Comparaç~o entre os Métodos de Imobilizaç~o 

Característica Ligaç~es Adsorç~o 

Cruzadas Fisica 

Preparaç~o +- simples 

Força Ligaç~o forte fraca 

Atividade baixa +-

Recup.Suporte impos. pos. 

Custo +- baixo 

Estabilidade alta baixa 

Aplicabilidade n~o sim 

Proteç~o 

Microbiana 
+- n~o 

Ref: (Scouten, 1976) 

Ligaç~o 

Iônica 

simples 

+-

alta 

pos. 

baixo 

+-

sim 

n~o 

Ligaç~o Ligaç~o Oclus~o 

Metálica Cova lente 

simples dificil difícil 

+- forte +-

alta alta baixa 

pos. r-ara impos. 

+- alto +-

+- alta baixa 

sim nlllo sim 

n~o n~o sim 

+ - = intermediário 
pos.= possível 
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No método de oclus~o n~o há ligaç~o enzima-suporte e, 

por isso, deve-se esperar uma boa retenç~o da atividade, limitada, 

no caso, a substratos e produtos de baixo peso molecular. 

3 - PROPRIEDADES DAS ENZIMAS IMOBILIZADAS 

Durante a imobilizaç~o, a enzima pode ter suas proprie-

dades alteradas, principalmente as cinéticas, geralmente diminuin-

do sua atividade especifica, ou seja, seu poder catal:i.tico. Esse 

fenômeno podft ser atribu:i.do a fatores como os efeitos estéricos e 

conformacionais, de partiç~o e difusionais (Silman et al., 1980). 

3.1 - Efeitos Estéricos ~ Conformacionais 

O decréscimo de atividade é geralmente atribuído a mu-

danças na estrutura terciária da enzima, causadas pela introduç~o 

de ligaç~es enzima-suporte, ou a impedimentos estéricos, dificul-
I 

tando o acesso de substratos ao sitio ativo. Para minimizar esses 

dois problemas, deve-se selecionar cuidadosamente as condiç~es de 

imobilizaç~o, protegendo a enzima com um inibidor, substrato ou 

produto, antes da reaç~o e introduzindo um "espaçador" entre a en-

zima e o suporte (Scouten, 1976). 

3.2 - Efeitos de Partiç~o 

Ocorrem quando a enzima está ligada a um suporte 

eletricamente carregado. A diferença de comportamento cinético em 

relaç~o à enzima livre é atribuída a efeitos de partiç~o, que 

causam diferenças de concentraç~o das espécies carregadas nas 

imediaç~es da enzima imobilizada, devido interaç~es 

eletrostáticas com o suporte. A principal conseqü~ncia desse 
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efeito é a mudança do pH ótimo da enzima (Goldstein et al., 1964). 

A partiç~o de substratos ou produtos carregados também 

altera o comportamento da enzima devido à mudanças das concentra-

çees próximas ao suporte. Para um substrato positivamente carre-

gado, utilizando-se uma uma matriz negativa, tem-se uma concentra-

ç~o mais alta próxima à enzima que no meio liquido e, 

conseqüentemente, a atividade, relativa a uma matriz neutra, é 

mais alta. 

3.3 Efeitos de Transferªncia de Massa 

Os efeitos de transferªncia de massa existem na enzima 

imobilizada porque o substrato tem que se difundir da soluç~o até 

atingir o sitio ativo da enzima. Se a enzima está ligada a um su-

porte n~o poroso, há apenas efeitos externos de transferªncia de 

massa, pois o substrato deve deslocar-se da soluç~o até a superfí-

cie externa do suporte. O transporte do substrato é realizado por 
J 

difus~o na camada estagnante, na superfície da partícula, e con-

trolado pela velocidade linear do fluido. À medida que a veloci-

dade aumenta, a concentraç~o de substrato em contato com a enzima 

aproxima-se da concentraç~o do meio e a taxa de reaç~o aproxima-se 

do valor cinético. 

Quando a enzima é imobilizada num suporte poroso, além 

dos possíveis efeitos de difus~o externa, podem também ocorrer re-

sistªncias internas à difus~o do substrato e do produto, 

que se mover através do poro, da superfície da partícula até a en-

zima e vice-versa. Conseqüentemente, um gradiente de concentraç~o 

de substrato e de produto é estabelecido ao longo do poro e con-

trolado pela velocidade de reaç~o. A taxa de reaç~o medida, no 

caso, depende da concentraç~o de substrato no meio -e da distância 

da enzima até a superfície do suporte. Os efeitos de difus~o in-
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terna podem ser minimizados através da reduç~o do tamanho da par-

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

que percorrer até a enzima. 

Quando os efeitos de difus~o externa e interna est~o 

presentes simultaneamente, as contribuiç~es de cada um devem ser 

analisadas separadamente e quantificadas pelos fatores de efetivi-

dade correspondentes. 

4 - APLICAÇ~ES DAS ENZIMAS IMOBILIZADAS 

Segundo levantamento bibliográfico até 1977 (Kent et 

aJ., 1978; Chibata, 1978), pelo menos 50 enzimas diferentes já ti-

nham sido imobilizadas, por diferentes métodos, em silica e vidro 

porosos. A grande diversidade de enzimas e métodos de imobiliza-

ç~o já desenvolvidos permite afirmar que qualquer enzima pode ser 

imobilizada num suporte silicico, sendo que a atividade do produto 

dependerá principalmente da escolha do tamanho do poro e da parti­

' 
cula, bem como do tipo de ligaç~o à matriz. Além de enzimas, tem-

se fixado nesses suportes proteinas em geral, células e organelas, 

exigindo-se, conseqüentemente, propriedades adequadas para cada 

caso. 

O campo de aplicaç~es das enzimas imobilizadas abranje 

as seguintes áreas (Chibata, 1978): 

1- Processos guimicos: envolve a utilizaç~o catalitica das e~ 

zimas em reaç~es de oxidaç~o-reduç~o, transferªncia de grupos, hi-

drólise, sintese assimétrica e isomerizaç~o. Entre os produtos 

obtidos est~o os aminoácidos racªmicos, L-DOPA, glicose, açúcar 

invertido, penicilinas, cefalosporinas e frutose; 

2- Analitica: s~o várias as aplicaç~es na quimica e na 

medicina, 

- análise automatizada de várias substâncias como eta-
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nol, ácido lático, ácido L-málico, glicose, uréia, sacarose, malt~ 

se, lactose, ácido L-aspártico e L-triptofano; 

eletrodos enzimáticos (biosensores) para análise de a­

minoácidos, glicose, uréia, penicilina, peróxido de hidrog~nio, e­

tanol, colesterol e sacarose, entre outras; 

tiras de teste para análise de glicose na urina; 

análise estrutural de proteinas, polipeptideos e áci­

dos nucl~icos; 

elucidaç:l!o de mecanismos enzimáticos como a coagulaç:l!o 

do sangue; 

3- Médicas 

- administraç:l!o de enzimas imobilizadas em terapia enzi-

mática; 

ensaios imunológicos; 

4- Processamento de al~mentos como leite e cerveja; 

5- Cromatografia por afinidade para purificaç:l!o de substâ~ 

cias biológicas de acordo com suas propriedades especificas. 

Além das aplicaç~es para as enzimas a metodologia utili­

zando microorganismos, células vegetais ou animais e organelas de­

senvolveu-se paralelamente e está amadurecendo (Woodward, 1985). 

Com o objetivo de ampliar o aproveitamento desse enorme 

potencial, principalmente no caso de processos quimicos em larga 

escala, é que se prop~e 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 

produç:l!o planejada. 

2 OBJETIVOS 

Sabendo-se que o diâmetro de poro ótimo para a albumina 

de soro bovino (PM = 66.000) é de 300 A (Kondo et al., 1989), para 
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a amiloglicosidase (PM = 82.e.00) é 350 A (Eaton, 1974), para a 
;) ,,Q' 

glicose oxidase IPM = 186.000), 420 A (Messing, 1978) e pnra o 

fribrinog•nio (PM = 330.000), 700 A (Kondo et aJ., 1989), acr0di-

ta-se que suportes com poros de até 1.000 A devam comportar a 

maioria das enzimas isoladas, garantindo um campo amplo de aplica-

ç~es. Considerando-se esses parâmetros, escolheu-se as seguintes 

enzimas, de acordo com a disponibilidade no mercado: 

Amiloglicosidase PM=82.000 (Zanin, 1989, p.22) 

Glicose Oxidase PM=150.000-180.000 (Bouing et al., 1976) 

a-Galactosidase PM=201.000 (Gekas et al., 19851 

HRP PM=40.000 (Mahehly, 1955) 

Invertase PM=270.000 (Gascon et al., 1967) 

Albumina de Soro Bovino PM=68.000 (Kondo et al., 1989) 

Figura 3.2 

80 

• 

20 

1000 OL----L--~4~0~0------~80~0~ 

DIÂMET8,9 DE PORO (Â) 

Relaç~o entre tamanho de poro e a atividade enzimá­
tica imobilizada para as enzimas amiloglicosidase 
(A) e glicose oxidase (8). AGU =unidades de amilo­
glicosidase, GOU = unidades de glicose oxidase. 

Como exemplificado para a amiloglicosidase (Fig. 3.2A) 

(Eaton, 1974; Weetall, 1976) e glicose oxidase (Fig.3.2B) 

(Messing, 19781, à medida que se aumenta o diâmetro de poro do su-

porte, diminuindo sua àrea superficial, chega-se num ponto Otimo, 
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onde a quantidade de enzima imobilizada é máxima. Antes de se a-

tingir esse ponto o poro n~o é suficientemente grande para permi-

tir a entrada da enzima e depois desse ponto há um decréscimo na 

quantidade de enzima imobilizada devido à menor área 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 ótimos de imobilizaç~o e as condiçôes de preparaç~o 

do suporte que levem a esse ponto para cada enzima. 
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CAPíTULO ~ - MATERIAIS 

Os reagentes, as proteínas e enzimas foram utilizados 

nesse trabalho na forma como recebidas do fornacedor, sem nenhuma 

purificaç~o adicional. 

1 - REAGENTES 

acetato de sódio triidratado 99,5% 

ácido acético glacial 

ácido cítrico 99,5% 

ácido 3,5-dinitrosalicílico monoidratado 

ácido clorídrico >36,57. 

ácido fosfórico 85% 

amido soltlvel 

3-aminopropiltrietóxi silano >96% 

azida de sódio >99% 

bicarbonato de sódio >99,7% 

brilliant blue G 80% (TLCl 

citrato de sódio.2H.,O >99% 

cloreto de cálcio.2H,O 99% 

cloreto de magnésio.6H::.O 

cloreto de p-nitrobenzoíla 

cloreto de tionila 99% 

ditionito de sódio >87% 

fenol 99% 

>99,5% 

fosfato dibásico de potássio 

fosfato dibásic:o de sódio diidratado >99,5% 

fosfato monobásico de sódio 

D-glic:ose anidra 

glutaraldeido (soluç~o 25%) 

Proced~ncia 

Merck 

Merck 

Merck 

Aldrich 

Reagen 

Merc:k 

Ecibra 

Fluka 

Merck 

Grupo Química 

Sigma 

Reagen 

Reagen 

Ecibra 

Fluka 

Carlo Erba 

Merck 

Reagen 

Reagen 

Merc:k 

Reagen 

Ecibra 

Vete c: 



hidróMido de potássio 85% 

hidróMido de sódio 99/. 

kit p/ glicose (o-toluidina) 

kit p/ glicose (GOD-PAP) 

D-lactose monoidratada 

nitrito de sódio >98/. 

peróMido de hidrogªnio (Peridrol 30/.) 

piridina >99,5/. 

pirogalol 98/. 

sacarose comercial (açucar refinado) 

silicato de sódio neutro 

sulfito de sódio >98/. 

sulfato de potássio >99/. 

tartarato de sódio e potássio >99/. 

2 - PROTEÍNAS ~ENZIMAS 

albumina bovina (fraç~o V) 

amiloglicosidase 200L 

glicose oMidase (tipo X-S) 

invertase N 200.000 

lactase (lactozym 3000L HP-G) 

"horsehadish" peroMidase (tipo VI) 

3 - INSTRUMENTAÇaO 

espectrofotômetros: 

1-Micronal, Modelo 8382 (UV-Visivel) 

2-Micronal, Modelo 8280 

3-Van Den, Modelo VDC1000 

Merck 

Merck 

8iobrás 

Merck 

Reagen 

Vete c 

Merck 

Merck 

Sigma 

UnHio 

ICI 

Vete c 

Inlab 

Ecibra 

Sigma 

NOVO 

Sigma 

NOVO 

NOVO 

Sigma 

45 
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ox.igr-afo: 

-Biological Oxygen Monitor-, da Yellow Spr-ings Instr-ument 

Co., Modelo 5300 

por-osimetr-o: as análises de por-osimetr-ia de mer-cúr-io for-am e-

xecutadas no instituto de Química da UNESP de Ar-ar-aqua-

r-a, num por-osimetr-o mar-ca Micr-omer-itics (Por-e Sizer- mo-

dela 9310) com capacidade par-a até 30.000 psia, o que 

cor-r-esponde a um diâmetr-o minimo de por-o de 72 A 

micr-oscópio eletrônico de var-r-edur-a: 

~Mar-ca JEOL, Modelo JSM 35CS 

4 - REATORES 

r-eator- de vidr-o encamisado autoclaves de 10 e 200 ml 
em aço inox 

supor-te 
cesta com enzima 

imobilizada 

água 
do .. 

banho 
ter-mosta­
tizado 

mero 
r-eacJ.onal 

camJ.sa 

5 - EQUIPAMENTOS 

tampa 
r-osqueável 

estufa com contr-olador- de temper-atur-a até 100•c 

estufa com contr-olador- de temper-atur-a até 300•c 

agitador- mecânico 

selo 
metálico 

cor-po da 
autoclave 
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CAPíTULO ~ - MÉTODOS 

1 - MÉTODOS ANALíTICOS GERAIS 

1.1 - Determinac~o ~Proteína 

O método para análise de proteina foi o do Coomassie 

Brilliant Blue 6250 (Sedmak & Grossberg, 1977; Bradford, 1976). O 

método baseia-se na convers~o da forma leuco de corante G250 numa 

forma de cor azul.intensa, quando o ânion do corante interage com 

grupos NH3+ das proteinas. 

As amostras s~o diluídas com água para se adequar à fai-

xa de operaç~o do método (4,0 50,0 ~g/ml). 

O corante coomassie é preparado como uma soluç~o a 0,06% 

em HCl 2,2% (0,6N) e filtrado para eliminar possiveis insolúveis. 

Como alguns lotes do corante possuem uma cor laranja mais forte do 

que outros pode-se diluir a soluç~o obtida com HCl de forma a se 

' 
obter uma absorbância de 1,3-1,5 a 465 nm, absorbância máxima para 

a forma leuco do corante. Estas soluç~es podem ser estocadas por 

longo tempo a temperatura ambiente (Reisner et al., 1975). Em tu-

bos de ensaio contendo 1,5 ml de soluç~o de proteina a ser anali-

sada adiciona-se 1,5 ml da soluç~o de coomassie, mistura-se, dei-

xa-se reagindo durante 10 min e 1~-se a absorbância a 620 nm num 

espectrofotômetro, usando-se cubetas de vidro de 1,0 em de caminho 

óptico. A análise é conduzida a temperatura ambiente. 

A calibraç~o do zero no aparelho é feita pela adiç~o de 

1,5 ml de água destilada à 1,5 ml do corante. 

A concentraç~o de proteina é calculada através de uma 

curva de calibraç~o obtida com uma série de concentraç~es de albu-

mina bovina padr~o, na faixa de 4,0 a 50,0 ~g/ml. ·Nessa faixa de 

concentraç~es as absorbâncias medidas est~o entre 0,033 e 0,380. 
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1.2 - Determinaç~o ~ Glicose 

1.2.1 - Métodp 2A Orto-Tpluidina (Cooper & McDaniel, 

1970). 

As amostras s~o diluídas com água destilada para se ade-

quarem à faixa de operaç~o do método (0,1 - 0,9 mg/ml) 

O reagente de o-toluidina foi obtido como um kit camer-

cial da Biobrás. 

Em tubos de ensaio coloca-se 0,1 ml de amostra e adicio-

na-se 5 ml do reagente orto-toluidina. Deixa-se em um banho de á-

gua em ebuliç~o durante 7 min. Resfria-se em um banho de água a 

temperatura ambiente e agita-se em "vortex". A cor é estável du-

rante 30 min. A absorbância é lida em um.espectrofotômetro a 625 

nm, utilizando-se cubetas de vidro de 1 em de caminho óptico. 

A calibraç~o do aparelho é feita utilizando-se um branco 

' 
preparado pela adiç~o de 5 ml de reagente orto-toluidina a 0,1 ml 

de água destilada, tr,atado da mesma forma que as amostras. 

A concentraç~o de glicose é calculada através de uma 

curva de calibraç~o utilizando-se concentraç~es padr~es de glicose 

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

das est~o entre 0,070 e 0,700. 

1.2.2 - Método GOD-PAP 

Este método enzimático, cujos reagentes s~o obtidos co-

mercialmente na forma de kit, baseia-se na reaç~o da glicose com 

Oz catalisada pela enzima glicose oxidase, liberando ácido glicô-

nico e peróxido de hidrogªnio. O peróxido liberado pela reaç~o 

anterior reage, catalisado pela enzima peroxidase, com 4-aminofe-
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nazona e 2,4-diclorofenol, formando o produto colorido antipiril-

cloroquinonimina, cuja quantidade formada é proporcional à quanti-

dade de glicose presente na amostra. O procedimento adotado é: 

- adicona-se 2,0 ml da soluç~o reagente (diluída segundo a 

recomendaç~o do fornecedor) a 100 ~1 de amostra; 

agita-se e deixa-se reagindo durante 20 min num banho a 

25•c; 

adiciona-se 3,0 ml de água destilada; 

agita-se e 1ª-se a absorbância em 525 nm, utilizando-se co-

mo branco, para zerar o aparelho, uma amostra de água destilada 

tratada nas mesmas condiç~es. 

- a concentraç~o de glicose é calculada através de uma curva 

de calibraç~o utilizando-se padr~es de glicose nas concentraç~es 

de 0,05 a 0,40 mg/ml, obtendo-se absorbâncias na faixa de 0,066 a 

0,534. 

1.2.3 - Método Q2 DNS 
' 

O procedimento utilizado é uma variaç~o do método origi-

nal (Mil ler, 1959; Summer, 1921), modificada no Laboratório 

Lawrence Berkeley (Dove et aJ., 1981), no que se refere à prepara-

ç~o do reagente e ao comprimento de onda de leitura. Quanto ao 

volume de regente adicionado, optou-se pela metodologia empregada 

no laboratório de Berkeley, com diluiç~o da amostra após o desen-

volvimento da cor. 

A- Preparaç~o do reagente DNS (ácido 3,5-dinitro salici-

li co) 

i) Soluç~o 1 - dissolve-se 24 g de NaOH em 200 ml de água 

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

utilizar um banho de água; 
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ii) Soluç~o 2 - dissolve-se 8,0 g de DNS (monoidrato ou sal 

monossódico) em 500 ml de água destilada; 

iii) Soluç~o 3 dissolve-se 5,0 g de fenol em 80 ml de água, 

utilizando um banho a 45-50•C; 

iv) Soluç~o 4 - adicona-se, sob agitaç~o, 15 ml da soluç~o 1 

sobre a soluç~o 3; 

v) Soluç~o 5 - adiciona-se lentamente o restante da soluç~o 1 

à soluç~o 2, agitando-se para dissolver; 

vi) Soluç~o 6 adiciona-se 200g de tartara"to de sódio e po-

tássio à soluç~o 5 e agita-se até dissoluç~o completa e n~o se ob-

servar mais liberaç~o de bolhas; 

vii) Soluç~o 7 - adiciona-se 6,1 g de sulfito de sódio à so-

luç~o 4 e agita-se até dissoluç~o; 

viii) Soluç~o 8 - adiciona-se a soluç~o 7 à soluç~o 6 e com-

pleta-se o volume para 1 1;· 

ix) filtra-se a soluç~o 8, adiciona-se 6,1 g de sulfito de 

sódio e mistura-se até dissolver; 

' 
x) guarda-se a soluç~o em frasco escuro sob condiçôes minimas 

de luz (proteger o frasco com papel aluminio). 

B- Determinaç~o de Açúcares Redutores ~ Amostra 

tomar 0,50 ml da amostra e adicionar 2,50 ml do reagente de 

DNS; 

- colocar em um banho maria em ebuliç~o e deixar reagir du-

rante 10 min; 

- resfriar em água a temperatura ambiente durante 3-5 min; 

- adicionar 3,0 ml de água destilada; a cor é estável durante 

30 min; 

- agitar em "vórtex" e ler a absorbância em 600 nm, zerando o 

aparelho com um branco preparado com uma amostra de água destila-

da; 



51 

a concentraç~o de (glicose + frutose) é determinada através 

de uma curva de calibraç~o utilizando quantidades equimolares de 

(glicose + frutose) até uma concentràç~o total de 1,0 mg/ml. Para 

a faixa de concentraç~es de 0,1-1,0 mg/ml as absorbâncias obtidas 

est~o entre 0,023 e 0,660. 

2 - DETERMINAÇ~O DAS ATIVIDADES ENZIMÁTICAS 

A atividade enzimática é determinada pelo método das ve-

locidades iniciais. A curva de progresso da maioria das reaç~es 

enzimáticas tem a forma representada na Fig.4.1. 

J 

Convers~o 

de 

Substrato 

Tempo 

Figura 4.1 - Curva típica de reaç~o enzimática 

Os fatores que podem contribuir para o decréscimo da ve-

locidade de reaç~o s~o: (i) inibiç~o da enzima pelo produto; (ii) 

diminuiç~o do grau de saturaç~o da enzima devido ao decréscimo da 

concentraç~o de substrato á medida que a reaç~o avança; (iii) 

maior contribuiç~o de reaç~es reversas à medida que a concentraç~o 

de produto aumenta; e (iv) inativaç~o da enzima pela temperatura 

ou pelo pH. Esses fatores podem agir isoladamente ou em conjunto, 

de forma que a curva de reaç~o enzimática n~o segue exatamente as 

equaç~es das reaç~es homogêneas (Dixon & Weeb, 1979; Hawcroft, 

1987). 

A atividade enzimática é medida através da velocidade i-

nicial de reaç~o, uma vez que no início da reaç~o os fatores acima 
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mencionados ainda n~o começaram a se manifestar e se conhece, nes-

se ponto, as condiçees exatas em que se processa a reaç~o. Dessa 

forma, utiliza-se o inicio da curva de progresso da reaç~o, que é 

praticamente linear até uma convers~o de aproximadamente 20 'l. 

(Dixon & Weeb, 1979). 

A evoluç~o da reaç~o enzimática pode ser seguida de duas 

maneiras: (i) método de amostragem; e (ii) métodos contínuos. No 

método de amostragem as análises s~o realizadas em amostras reti-

radas em vários tempos, obtendo-se vários pontos separados da cur-

va de progresso da reaç~. A retirada de várias amostras permite 

a verificaç~o da linearidade da curva de progresso no intervalo de 

tempo considerado. No método contínuo a curva é construída no de-

correr da reaç~o por meio de um grande número de leituras e/ou de 

registradores automáticos. 

A'Comiss~o de Enzima da Uni~o Internacional de Bioquimi-

ca recomenda a seguinte definiç~o de atividade (Dixon & Weeb, 

1979) " uma unidade (U) de atividade é a quantidade de enzima que 
J 

catalisa a transformaç~o de 1 ~mol de substrato ou a formaç~o de 1 

~mol de produto por minuto'', nas condiçbes do ensaio. 

As atividades de todas as enzimas foram determinadas num 

reator de batelada, utilizando-se a 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 agitaç~o. 

2.1 - Amiloglicosidase 

- carrega-se o reator com 35 ou 50 ml de amido liquefeito a 

5% em tamp~o acetato 0,05M, pH 4,5 e estabiliza-se a temperatura 

em 45•c; 

- adiciona-se a enzima livre ou coloca-se o cesto com a enzi-
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ma imobilizada e inicia-se a contagem do tempo; 

-retira-se, a cada 2 min, uma amostra de 0,5 ml, adiciona-se 

a um tubo de ensaio com tampa contendo 1,5 ml de água destilada e 

deixa-se inativando num banho em ebuliç~o durante 10 min; 

- resfria-se a amostra, diluí-se, caso necessário e analisa-

se o teor de glicose pelo método da o-toluidina (1.2.1), obtendo-

se assim a concentraç~o de glicose no reator; 

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

nal diminue em 0,5 ml, calcula-se a quantidade de glicose presente 

no reator a cada amostra, em ~moles, pela equaç~o: 

Blicose (~moles) = [Blicose (mg/ml)].V"/0,180 

onde V"=volume de soluç~o de substrato presente no reator quando a 
amostra foi retirada 

0,180=massa molecular da glicose (mg/~mol) 

- plota-se a curva da quantidade de glicose liberada (~moles) 

em funç~o do tempo (min), considera-se a regi~o linear do método 

das velocidades iniciais e calcula-se a atividade de amiloglicosi-

J 

dase presente como a inclinaç~o da reta obtida. A atividade da 

enzima imobilizada é calculada como a atividade medida dividida 

pela massa seca de enzima imobilizada utilizada na determinaç~o. 

A atividade especifica é calculada dividindo-se a atividade obtida 

pela massa de proteina presente no preparado enzimático utilizado. 

2.2 - Lactase 

O procedimento utilizado é basicamente o mesmo da amilo-

glicosidase, com as seguintes diferenças: 

- o substrato constitui-se de lactose 4,57., em tamp~o lático, 

pH ó,5; 

- o tamp~o lático, ajustado em pH ó,5 com NaOH/HCl 4N tem a 

seguinte composiç~o: 



Componente 

Citrato de Sódio 

Ácido C.í.trico 

Sulfato de Potássio 

Fosfato Dibásico de Potássio 

Hidróxido de Potássio 

Cloreto de Magnésio 

Cloreto de Cálcio 

Hidróxido de Sódio 4M (ml/1) 

Bicarbonato de Sódio 

Azida de Sódio (NaN3) 

54 

[Sal] lilltll 
2,70 

7,91 

1,03 

2,99 

19,43 

4,08 

5,10 

10,0 

3,33 

0,01% 

- a quantidade de glicose formada é analisada pelo Método 

GOD-PAP ( 1.2. 2). 

2.3 - Invertase 

O procedimento utilizado para se determinar a atividade 

da invertase é basicamente o mesmo da amiloglícosidase, com as se-

guintes diferenças: 

•- utiliza-se como substrato uma soluç~o de sacarose a 5% em 

tamp~o acetato 0,05M, pH 4,5, a 45•c; 

- para análise das amostras utiliza-se o Método do DNS (1.2.-

3), com uma curva de calibraç~o utilizando uma mistura equimolar 

de (glicose + frutose). 

2.4 - Glicose Oxidase 

O método adotado consiste em se seguir o consumo de 02 

na soluç~o (devido à reaç~o: glicose + 02 --4 gliconolactona + 

H20z),a 25•c, através de um eletrodo de 0 2 (Bouin et al., 1976). 

O meio reacional consiste de tamp~o citrato-fosfato 0,05 M, pH 

5,50 e glicose 13,9 mM. O volume final de reaç~o é de 10 ml e de­

ve ser borbulhado ar para saturar o meio antes de se iniciá-la. A 

soluç~o de glicose a ser adicionada para iniciar a reaç~o deve fi-
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car pelo menos duas horas a temperatura ambiente para permitir o 

equilíbrio entre os seus anômeros a e a. o valor de km para a 

glicose é de 15,4 mM, sendo ent~o a concentraç~o de glicose n~o 

saturante, mas em grande excesso em relaç~o à de Oz. A concentra-

ç~o de Oz na água saturada com ar, a 25•c, é de 0,25 mM (Bouin et 

al., 1976) e a força iônica do tamp~o tem efeito desprezível sobre 

esse valor. 

Uma unidade de atividade é definida como a quantidade de 

enzima que catalisa o consumo-de 1,0 !Jmol de O: por minuto nas 

condiçôes acima, e é ~edida como uma taxa de reaç~o de primeira 

ordem. 

O método é executado seguindo-se a seguinte metodologia: 

adiciona-se a soluç~o tamp~o à cela de reaç~o, satura-se a-

través do borbulhamento com ar e estabiliza-se a temperatura em 

25•c; 

adiciona-se a amostra de enzima a ser analisada, livre ou 

imobilizada, coloca-se o eletrodo de 0 2 , liga-se a agitaç~o e a­

' 
justa-se a concentraç~o de O, para 100 Y. no oxigrafo; 

- adiciona-se a soluç~o de glicose (25 !Jl de soluç~o a 100 

mg/ml para cada ml de tamp~o) através de uma seringa e liga-se o 

registrador acoplado ao oxigrafo, plotando-se o consumo de 0 2 do 

meio em funç~o do tempo (min); 

- a atividade é calculada em funç~o da inclinaç~o da re-

ta I (Y. 0,./min) obtida do consumo de 0 2 em funç~o do tempo pela 

seguinte equaç~o: 

At. = I X 0,25 X V 1-1mol O,. ( U/g ou ml) 
m~n x (ml ou g) (V. ou m.) x 100 

onde: 0,25 (mM) = [0,.] na soluç~o saturada 

V= volume de tamp~o (~volume da reaç~o) (ml) 

v.= volume de amostra (ml) 

m.= massa seca de enzima imobilizada 
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2.5 - Horsehadish Peroxidase (HRP) 

No caso dessa enzima a atividade é determinada utilizan-

do-se o procedimento e a definiç~o de atividade determinada pelo 

fornecedor !Sigma, 1992). Devido à dificuldade em se acompanhar a 

alta velocidade de reaç~o numa cubeta de 3 ml, como descrito no 

método do fornecedor, principalmente no caso da enzima imobiliza-

da, utilizou-se um volume de reaç~o de 30 ml e acompanhou-se o au-

menta de absorbância num espectrofotômetro com recurso para aspi-

rar amostras de 1 ml do meio reacional. 

foi: 

Reagentes 

tamp~o fosfato 0,1M, pH 6,0, 20"C 

peróxido de hidrogªnio 0,147M 

pirogalol 51. 

água destilada 

O procedimento adotado 

Volume 

3,2 ml 

1,6 ml 

3,2 ml 

22· ml 

mistura-se os reagentes na ordem acima, no reator termosta-

tizado a 20"C e espera-se 5 min, até que a absorbância fique cons­
' 

tante; 

adiciona-se 0,4 a 0,7 unidades de peroxidase (livre ou imo-

bilizada), aciona-se o cronômetro e aspira-se as amostras de 30 em 

30 s, aguardando 15 s para a leitura da absorbância em 420 nm. 

Como a cada 30 s é retirado 1 ml do meio reacional, corrige-se os 

valores obtidos multiplicando por 30/V, no caso das amostras de 

enzima imobilizada, onde V é o volume de meio presente no reator 

quando a amostra foi retirada; 

plota-se a curva da absorbância corrigida versos o tempo, 

em segundos; 

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

vidade como: 

U/g = âA.q.zenrn/205 
1,2 x m .. 



onde: AA/20 ~ variaç~o de absorbância verificada em 20 s 

1,2 = absortividade mol~r/10 

m. = massa de enzima utilizada 

3 - PREPARAÇ~O DA S!LICA 

3.1 - Obtenc~o ~Sílica Microporosa 
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A obtenç~o de sílica porosa com diâmetro de poro adequa­

do para ímobilizaç~o de enzimas (250-1000 A) pode ser conseguida 

mediãnte tràtamento durante o processo de lavagem e secagem do 

gel, de forma que o produto final tenha as características deseja­

das (Aboutboul et aJ., 1972; Le Page & Duchene, 1967), ou ent~o 

pelo alargamento dos poros de um produto já existente (Kiselev et 

aJ., 1975; Le Page, 1971), considerando-se como matéria prima o 

silicato de sódio. 

Como a obtenç~o da sílica porosa pelo tratamento do gel 

dur9nte a lavagem envolve várias etapas, com a substituiç~o da á­

gua do gel por outros solventes (Aboutboul et aJ., 1972; Le Page & 

Duchene, 1967), optou-se pela preparaç~o da sílica gel microporo­

sa, com posterior tratamento hidrotérmico para alargar os poros 

(Le Page & Duchene, 1967; Kiselev et aJ., 1975). A metodologia a­

dotada é: 

prepara-se, num béquer, uma soluç~o de 62,6 g de ácido clo­

rídrico concentrado (d=1.19 g/ml) em 44 ml de água, 

- adiciona-se, sob agitaç~o vigorosa, durante aproximadamente 

5 min.,a 25-30"C, uma soluç~o constituída de 173 g de silicato de 

sódio neutro em 202 ml de água, 

- despeja-se a soluç~o em uma forma de vidro quadrada, de 

forma que o nível do liquido seja de aproximadamente 2 em, e dei­

xa-se em repouso a temperatura constante. Após 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 pedaços de 1-2 em de lado e lava-

se, com água destilada, até que o pH do sobrenadante esteja neu-

tro. O objetivo da lavagem é remover o cloreto de sódio formado 

durante a gelificaç~o e o excesso de ácido clorídrico, que causam 

o esfarelamento do gel durante a secagem. 

- num béquer, cobre-se o gel lavado com água destilada e dei-

xa-se envelhecendo durante determinado tempo (geralmente 16 h) a 

temperatura constante, 

- escorre-se a água e seca-se o gel em estufa a 120•c durante 

12 h. Antes de se colocar todo o gel na estufa, retira-se uma a-

mostra e faz-se um teste de secagem, para verificar se n~o ocorre 

esfarelamento do produto. Em caso positivo, lava-se novamente o 

gel, 

- despeja-se a sílica seca em água destilada e agita-se oca-

sionalmente com uma espátula durante 30 min., até que n~o haja 

mais liberaç~o de bolhas de ar. 

' 
Durante a secagem do gel há perda 

de 85-90 % de sua massa, representada pela água presente no seu 

interior. Essa eliminaç~o de água garante a estrutura porosa e 

causa grandes tensôes mecânicas no sólido seco. A rápida hidrata-

ç~o pelo contato com a água faz com que as partículas tensionadas 

se quebrem, conseguindo-se dessa forma suportes mecanicamente mais 

estáveis e com granulometria mais próxima à desejada para a imobi-

- seca-se novamente a 120•c, moe-se e peneira-se o produto, 

classificando-o nas faixas de granulometria desejadas. 

Para uniformizaç~o dos ensaios e maior controle da in-

flu~ncia dos parâmetros de preparaç~o nas características da sili-

ca produzida, dividiu-se o procedimento nas seguintes etapas 

(Hench & West, 1990). 

gelificaç~o: etapa decorrida entre a mistura do silicato de 



59 

sódio com o HCl, até a adiç~o de água de lavagem ao gel; 

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

água de lavagem, até a remoç~o completa do excesso de HCl e do 

NaCl formado durante a gelificac~OI 

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

em água destilada, a temperatura constante. 

3.2 - Tratamento Hidrotérmico 

- suspende-se a sílica em água, retira-se o ar dos poros com 

vácuo e coloca-se a suspens~o num reator de aço inox resistente a 

100 atm de press~o interna. 

- trata-se o produto no reator a temperatura constante duran-

te 5 horas. 

- depois de resfriar, lava-se o produto com água destilada e 

seca-se a 120"C. 

- amostras tratadas nas condiç~es acima podem ser analisadas 
• 

através do método de intrus~o de mercúrio determinando-se a curva 

de distribuiç~o dos poros. 

3.3 - Caracterizaç~o da Sílica 

A caracterizaç~o das sílicas obtidas foi feita, espe-

cialmente do produto final, por porosimetria de intrus~o de mercú-

rio e microscopia eletr8nica de varredura, em aparelhos destinados 

a esse tipo de análise, descritos no Cap.IV. Como as análises ci-

tadas acima s~o caras e dependem da disponibilidade de equipamen-

tos de outras instituiç~es, fora da Faculdade de Engenharia Quími-

ca e mesmo da UNICAMP, acompanhou-se a otimizaç~o do método de 

produç~o da sílica pela medida do volume de poros por intrus~o de 

água, comforme método descrito abaixo. 
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3.3.1 - Medida do Volume de Poros por Intrus:llo de Água 

O método utilizado consiste em se preencher os poros do 

suporte com água, pesá-lo, secá-lo e pesá-lo novamente para se 

obter a massa seca. A quantidade de água dentro dos poros é medi-

da pela diferença de massa obtida. Embora o erro do método seja 

relativamente grande, devido à dificuldade em se remover seletiva-

mente somente a água do exterior da partícula, ele foi empregado 

para as partículas maiores ( 0, 5-0,7 mm), -cOnsiderando-se o obj e ti-

vo de uma avaliaç~o prévia. 

Procedimento: 

adiciona-se água destilada a uma certa quantidade de silica 

( - 10 gl até cobri-la e faz-se vácuo, eliminando-se todo o ar dos 

poros; 

filtra-se a si1ica úmida num funil de placa porosa média a-

té que n~o se observe mais gotejamento e água; 

transfere-se a silica úm~da para um béquer tarado e deter-
I 

mina-se sua massa; 

- seca-se a silica em estufa a 120•c e pesa-se novamente, de-

terminando-se a massa de água eliminada na secagem por diferença. 

- considerando-se a massa especifica da água como 1,0 g/cm~, 

calcula-se o volume de intrus~o de água como sendo a raz~o entre a 

massa de água removida por secagem e a massa de silica seca. 

4 - PREPARAÇaO DA StLICA ALQUILAMINADA 

Os suportes silicicos s~o funcionalizados através da si-

lanizaç~o com um aminosilano, segundo as reaç~es (Gruchka & Kikta, 

1977): 
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-3R-OH ( 4. 1) 

R=Me, Et 

+ (.HO),.-Si-(CH"')"'-NH,. A 

- H,.O 
(4.2) 

Usou-se neste trabalho um método descrito anteriormente 

(Trevisan, 1990). 

Procedimento: 

- prepara-se uma soluç~o de silano a 2 % em água destilada e 

deixa-se hidrolisar durante pelo menos 1 hora a temperatura am-

biente, 

- cobre-se o suporte a ser silanizado com essa soluç~o e dei-

xa-se sob vácuo durante 30 min (2,5 ml/g de silica) 

- filtra-se o excesso de soluç~o e deixa-se o suporte úmido 

reagindo, numa estufa a 60•c, durante 12 horas, 

' - lava-se o suporte com água destilada até que o pH da água 

de lavagem esteja neutro (6,5- 7.0), 

- seca-se a 100-110•c durante 12 horas e estoca-se. 

5 - PREPARAÇ~O DA S!LICA ARILAMINADA 

Partindo-se do derivado alquilamino obtido pelo método 

anterior, o objetivo dessa etapa é se conseguir um derivado arila-

minado da silica, permitindo dessa forma a ativaç~o via diazota-

ç~o. O método baseia-se nas reaç~es (4.3) e (4.4), e o procedi-

mento utilizado é uma modificaç~o do descrito em (Olsson, 1985). 

OH 

~-~i-(CH,.),-NH: + Cl-CO-~-NO,. ~ 
bH 

OH 

~-~i-(CH,.),-NH-CO-~-N0 2 
bH (4.3) 



jli = anel aromático 

Procedimento: 

OH 

r-L-(cH,.),.-NH-CO-j!i-NH:z 

bH (4.4) 
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prepara-se uma soluç~o de cloreto de p-nitrobenzoila a 5/. 

p/v em 5 ml de piridina seca (destilada apos secagem sobre KOH) 

contendo 50 ~1 de cloreto de tionila; 

- adiciona-se esta soluc;:tlo a um tubo de ensaio com tampa ros-

queável contendo 1,0 g de silica silanizada seca e deixa-se reagir 

durante 30 min num banho-maria em ebulic;:tlo; 

- deixa-se esfriar até 40-:S0"C, filtra-se a soluc;:tlo e lava-se 

a sílica exaustivamente com água destilada, até remover toda a 

piridina, e o excesso de cloreto de ácido n:tlo reagido; 

- adiciona-se à sílica lavada ainda úmida 10 ml de uma solu-

c;:tlo de ditionito de sodio a :S% p/v e deixa-se reagindo num banho-

maria em ebulic;:tlo durante 1 h; 

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

se a :S0-60"C para estocagem. 

6 - ATIVAÇ~O DOS SUPORTES E IMOBILIZAÇ~O DAS ENZIMAS 

ó.1 - Via Glutaraldeído 

A ativac;:tlo do suporte alquilaminado com um agente bifun-

cional é um dos métodos mais simples de imobilizac;:tlo por ligac;:tlo 

covalente. O emprego de glutaraldeído como agente bifuncional é 

muito difundido (Weetall & Datar, 1974; Marshall, 1973; Marsh & 

Tsao, 1976; Lobarzewski & Paszczynski, 1983; Mason et ai., 1975J 

Kvesitadze & Dvali, 1982; Malikkides & Weiland, 1982; Bouin & 

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

- pesa-se o suporte silanizado num erlenmeyer e adiciona-se 

uma soluç~o de glutaraldeído 2,5 Y., em tamp~o fosfato 0,05 M, pH 

7,0, até cobri-lo ( 2,5 ml/g sílica); 

- deixa-se o suporte reagindo durante 1 hora, sob vácuo in-

termitente, a temperatura ambiente; 

- lava-se o suporte ativado com água destilada até remover o 

excesso de glutaraldeído, terminando a lavagem com tamp~o fosfato 

0,05 M, pH 7,0; 

- após filtraç~o, pesa-se o sólido úmido e adiciona-se uma 

soluç~o de enzima cuja atividade e/ou teor de proteína tenham sido 

analisados; 

- deixa-se reagindo durante aproximadamente 24 horas, a 4"C, 

com agitaç~o ocasional; 

- analisa-se o sobrenadante, filtra-se e laya-se com tamp~o 

apropriado até que todo o excesso de enzima livre seja removido, o 

que pode ser detectado pela análise das águas de lavagem. O cálcu-
' 

lo da atividade imobilizada é feito considerando-se o volume de 

soluç~o de enzima adicionado, a diluiç~o pela água contida no su-

porte úmido, pesada antes da adiç~o da enzima, e a análise final 

do sobrenadante; 

- guarda-se a enzima imobilizada obtida em tamp~o apropriado, 

em geladeira a 4"C. 

6.2 - Via Diazotizac~o 

O procedimento adotado é o que foi utilizado para a en-

zima peroxidase (Olsson et aJ., 1983): 

- prepara-se uma soluç~o de HCl a 2,4M e outra de nitrito de 

sódio a 200mg/ml, deixando-as depois resfriar até 0"C num banho de 

gelo; 
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- coloca-se 1,0 g de silica arilamino (Método 111.3) num tu-

bode ensaio, adiciona-se 10 ml de HCL 2,4M gelado e faz-se vácuo 

para remover o ar dos poros. Coloca-se ent~o o tubo num banho de 

gelo e deixa-se a temperatura estabilizar na faixa 0-1•c; 

adiciona-se, gota a gota, 1,0 ml de soluç~o de nitrito de 

sódio, agitando-se o tubo a cada gota e mantendo-se a temperatura 

na faixa de 0-2•c; 

- após o término da adiç~o, deixa-se reagir durante mais 30 

min a 0-2•c, filtra-se a lava-se com água destilada até que o pH 

da_água d~ lavagem esteja aproximadamente neutro (pH >6); 

adiciona-se aproximadamente 5 ml de soluc~o de enzima em 

tamp~o fosfato 0,05M, pH 7,0 (medir a quantidade exata de solu-

ç~o), cuja atividade e/ou teor de proteina tenham sido analisados. 

Deixa-se reagindo em geladeira a 4•c durante 24 h, com agitaç~o o-

casional; 

- filtra-se e lava-se o sólido 4 ou 5 vezes com 10 ml de tam-

p~o apropriado para a enzima cada vez. Coleta-se separadamente o 
I 

sobrenadante e as águas de lavagem para análise. A quantidade de 

proteina e/ou atividade imobilizada é calculada como a diferença 

entre a adicionada e a recuperada no sobrenadante e águas de lava-

gem; 

- após a última lavagem, estoca-se a enzima imobilizada na 

geladeira, imersa em tamp~o apropriado. 
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CAPíTULO ~- RESULTADOS ~ DISCUSS~O 

1 - OBTENÇ~O E CARACTERIZAÇ~O DA SíLICA 

1.1.TESTES PRELIMINARES 

Nesta etapa preliminar de desenvolvimento do projeto pr~ 

parou-se um lote de silica microporosa fixando-se o tempo de geli-

fícaçi!;lo em 16 h. O gel obtido foi lavadO (e envelhecióo) durante 

24 h a temperatura ambiente e depois seco como descrito no Método 

3.1, obtendo-se a silica codificada como ''Série 1". 

Como base inicial para avaliaç~o dos parâmetros, tr~s t~ 

pos de silica de proced~ncias diferentes foram submetidas ao tra-

tamento hidrotérmico (Método 3.2): 

1- Silica Série I (tamanho de particula = 0,50-0,70 mm) 

2- Silica Gessy (tamanho de partícula = 0,30-1,00 mm) 

3- Silica Merck 60 (tamanho de particula = 0.060-0,20 mm) 
' 

A utilizaçi!;lo desses dois produtos comerciais visou ava-

liar o efeito do tratamento hidrotérmico am materiais já produzi-

dos industrialmente, considerando-se a possibilidade de se utili-

zá-los diretamente na obtençi!;lo de suportes para a imobilizaçi!;lo de 

enzimas. 

Quanto à temperatura de tratamento, tomou-se como valor 

intermed ário 250•c, de um dado obtido anteriormente, resultando 

em um didmetro médio de poro de 440 A (Trevisan, 1990) e optou-se 

pelas seguintes condiçbes: 213•c, 243•c, 26s•c, 2e1•c e 296•c. 

Os resultados das análises dos produtos, obtidos por po-

rosimetria de mercúrio, estl!;(o mostrados nas Figs. ó.l-6.3. Nas 

Figs. b.la-b.3a os mesmos resultados est~o normalizados em funçi!;lo 

do volume de intrus~o máxima, de forma a facilitar a visualizaç~o 

das curvas. 
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Figura 6.1 - Distribuiç~o do tamanho dos poros em funç~o do volu­
me de intrus~o para a silica Série I tratada nas se­
guintes temperaturas, no sentido indicado no gráfi­
co: sem tratamento, 213•c, 243"C, 265•c, 2s1•c e 
296·c. 
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me de intrus~o normalizado para a silica Série I 
tratada nas seguintes temperaturas, no sentido indi­
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Figura 6.2 

' 

Figura 6.2a 

,......_500 
O> 
-"' 

" o 
u 
~ 

g 
:;:; 
o 

400 

::> 
EJOO 
::> 
o 
o 

lO 
~200 
.... 
+' c 

I) 

"0100 
I) 

E 
::> 

õ o;-~nTmw~~nmr-rTTmmr-rrnnm-,-n~ > 
10 w• 10·•· 10! 1o• 1o• 

Diâmetro de Poro (Angstrons) 

67 

Distribuiç~o do tamanho dos poros em funç~o do volu­
me de intrus~o para a sílica Gessy tratada nas se­
guintes temperaturas, no sentido indicado no gráfi­
co: sem tratamento, 213"C, 243•c, 265•c, 281•c e 
296•c. 
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Figura 6.3 - Distribuiç~o do tamanho dos poros em funç~o do volu­
me de intrus~o para a silica Merck tratada nas se­
guintes temperaturas: sem tratamento, 213•c, 243•c, 
265•c, 2s1·c e 296·c. 
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69 

Nas Tabs. 6.1-6.3 est~o sumarizados os resultados da an~ 

lise de cada amostra, incluindo o diâmetro médio de poro levando-

se em consideraç~o três parâmetros: a distribuiç~o de área super-

ficial, a distribuiç~o de volume de intrus~o e o cálculo direto a 

partir do volume de intrus~o e da área superficial, dado como 

4V/A, 

Tab. ~- Dados da Análise de Porosimetria da Sílica Série I 

d. Diâmetro Médio de Poro (A) 

T< •c> P(atm) V(cc/g) A(m 2 /g) (g/cc) (Volume) (Ãrea) (4V/A) 

- -
TA - 0,3061 37,69 1,025 334091 99 325 

213 20 0,4715 30,17 1,358 472 433 625 

243 35 0,4534 17,27 1,357 760 690 1050 

265 50 0,7069 28,21 2,043 995 831 1002 

281 65 0,6699 23,33 1,976 1101 964 1149 

296 80 0,6946 23,61 2,188 1289 1065 1177 

T=temp. do tratamento, P=press;llo de equi li brio líquido-vapor, 
V=volume de intrus~o total, A=área superficial total, 
d.=densidade cristalina da sílica 

i 

Tab. 6,2 - Dados da Análise de Porosimetria da Sílica Gessy 

d. Diâmetro Médio de Poro (A) 

T < •c > P(atm) V(cc/g) A(m 2 /g) (g/cc) (Volume) (Área) (4V/A) 

TA - 0,0913 10,91 1,3700 362058 102 335 

213 20 0,3928 83,47 1,9572 168 146 188 

243 35 0,4035 57,97 1,9832 264 225 278 

265 50 0,3696 28,35 1,9925 561 465 521 

281 65 0,3920 21,02 1,9986 810 625 746 

296 80 0,3877 16,74 2,0282 986 777 926 

T=temp. do tratamento, P=press~o de equilíbrio líquido-vapor, 
V=volume de intrusl!lo total, A= área superficial total, 
d.=densidade cristalina da sílica 

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 os poros cilíndricos e do 

mesmo tamanho, a curva obtida por intrus~o de mercúrio deveria ser 

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

Nesse caso, o diâmetro médio dos poros seria único, por volume, á-

rea ou 4V/D. 

Tab. 6.3 - Dados da Análise de Porosimetria da Silica Merck 

d. Diâmetro Médio de Poro (A) 

T < •c > P(atm) V(cc/g) A(m"'/g) (g/cc) (Volume) (Área) (4V/A) 

TA - 1,1696 79,80 1,1201 326740 93 586 

213 20 1,6244 58,55 2,3207 296965 391 -1110 

243 35 1,4507 31,26 2,2595 302075 598 1856 

265 50 1,4412 28,30 2,2847 319937 562 2037 

281 65 1,3402 27,90 2,4099 271455 175 1921 

296 80 1,3593 16,34 2,1969 354907 689 3327 

T=temp. do tratamento, P=press~o de equilíbrio liquido-vapor, 
V=volume de intrus~o total, 
d.=densidade cristalina da 

' Volume 

de 

Intrus~o 

Cumulativo 

A= área superficial total, 
sílica 

log (Diâmetro de Poro) 

Figura 6.4 - Análise por intrus~o de mercúrio de uma amostra com 
poros uniformes e cilíndricos (ideal). 

Comparando-se as curvas obtidas (Figs. 6.1-6.3a) com a 

ideal, constata-se que a sílica Merck apresenta uma distribuiç~o 

de poros muito pouco uniforme, n~o sendo adequada à preparaç~o de 

uma sílica de porosidade controlada. A sílica Gessy foi a que a-

presentou uma distribuiç~o mais uniforme de poros e um melhor com-

portamento em relaç~o à temperatura de tratamento, resultando em 

curvas bem distintas nas Figs.3 e 3a, com diâmetro médio de poro 

-
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entre 168 e 986 A. No caso da sílica Série I, o comportamento das 

curvas foi semelhante ao da silica Gessy, mas os diâmetros de poro 

obtidos foram maiores (entre 472 e 1289 A) e o comportamento em 

relaç~o á temperatura de tratamento n~o foi t~o distinto. 

Complementando essas informaç~es, foi feita a imobiliza-

ç~o da enzima amiloglicosidase em todas as amostras analisadas, 

pelo método do glutaraldeído (p. 62), de forma a se relacionar as 

propriedades dos suportes com a imobilizaç~o de enzimas. Os re-

sultados obtidos est~o na Tab. 6.4 e detalhados no Anexo V. De a-

cordo-com dados da literatura o diâmetro de poro ótimo para se 1-

mobilizar esta enzima é de aproximadamente 300 A (Eaton, 1974). 

No caso da sílica Merck, as atividades obtidas foram maiores que 

para as outras duas e na amostra tratada a 213•c, com o menor diâ-

metro de poro e maior área superficial, a atividade foi maior. 

Para a sílica Gessy, a maior atividade foi obtida para a sílica 

tratada a 213•c, com diâmetro de poro de 168 A. Para a sílica Sé-

rie I, o máximo de atividade foi observado na amostra tratada a 

' 
213•c, com diâmetro médio de poro de 472 A, sendo a atividade tr~s 

vezes maior que para a sílica Gessy. 

Tab. 6.4 - Atividade de Amiloglicosidase (em U/g) Imobilizada 

Temperatura Série I Gessy Merck 

TA 163 ~ 0 615 

213 634 175 712 

243 534 138 503 

265 480 138 245 

281 352 113 285 

296 370 99 235 

Baseando-se nos resultados apresentados até aqui, desca~ 

tou-se a possibilidade de se utilizar as silicas Gessy e Merck, 

cuja preparaç~o n~o pode ser controlada; a primeira por apresentar 

área superficial muito baixa e a segunda devido à distribuiç~o he-
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terogªnea de tamanhos de poro. Passou-se ent~o a considerar a oti-

mizaç~o de uma silica cujo tratamento hidrotérmico levasse a um 

produto mais adequado à imobilizaç~o de enzimas. 

Na tentativa de se estabelecer uma relaç~o entre a tem-

peratura do tratamento hidrotérmico e o diâmetro médio de poro re-

sultante, a melhor correlaç~o encontrada foi entre a press~o de e-

quilíbrio líquido-vapor da água e o tamanho do poro. Como mostra-

do na Fig.5, esta relaç~o é aproximadamente linear e depende do t~ 

po de sílica tratada. 

I 
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1.2.0TIMIZAÇ~O DO MÉTODO 

Baseando-se nos resultados preliminares obtidos, princi-

palmente no fato de que os poros da sílica Série I foram muito 

grandes e a primeira temperatura de tratamento já resultou na ati-

vidade máxima para a enzima amiloglicosidase, preparou-se a sílica 

Série II, nas condiçôes da Tab.6.6. Diminuiu-se o tempo de geli-

ficaç~o, na tentativa de tornar o método mais rápido e reduzir o 

tamanho dos poros (Ota, 1997). 

j 

Figura 6.6 
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Distribuiç~o do tamanho dos poros em funç~o do volu­
me de intrus~o para Sílica Série li tratada nas se­
guintes temperaturas, no sentido indicado no gráfi­
co: sem tratamento, 190•c, 213•c, 234"C, 251"C, 
265"C e 277•c. 

Como sumarizado na Fig.6.6 e na Tab.6.5, as novas condi-

çôes de preparo resultaram na reduç~o do volume de poros para a m~ 

tade em relaç~o à Série I. O diâmetro médio de poro também dimi-

nuiu bastante, para a mesma temperatura de tratamento. O teste de 

imobilizaç~o de amiloglicosidase resultou em atividades muito bai-

xas, n~o avaliadas com precis~o e, por essa raz~o,n~o apresentadas. 
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' 
Tab.6.5- Diâmetro Médio de Poro da Silica Série I I 

(pelo volume de intruslllo de mercúrio) 

T( "C) P(atm) D.., (A) 

180 10 -
213 20 99 

234 30 119 

251 40 129 

265 50 158 

277 60 240 

Tendo-se em vista minimizar o número de amostras para a-

nálise por porosimetria de mercúrío e considerando-se que o aumen-

to d"' tempo de gelificaç:llo aumenta o volume e tamanho dos poros, 

preparou-se uma série de amostras (Tab.6.6) utilizando como parâ-

metro de controle o volume de poros por intrus:llo de água (Método 

3.3.1). 

Preparou-se inicialmente a silica Série III, em condi-

ç~es similares às da Série I, para confirmaç:.o dos resultados. 

N:.o querendo estender-se o tempo de preparo da silica microporosa 

por periodos superiores a 48 h, como no caso da Série III, passou-

se a considerar as temperaturas de gelificaç:llo e envelhecimento 

como novos parâmetros a serem estudados. Dessa forma, fixou-se o 

tempo de gelificaç:.o em 16 h, o tempo necessário para a lavagem 

foi estimado em 7 h e o tempo de envelhecimento também foi fixado 

em 16 h. 

Pela Tab.6.6, para Tgel=55"C e Tenv=ambiente, o volume 

de" poros subiu para 0,71 cm~/g. Nas mesmas condiç~es de gelifica-

çlllo, para Tenv=55"C e 70"C, o volume de poros foi de 0,74 e 0,85 

cm~lg, respectivamente. Quando Tgel e Tenv passaram de 55"C para 

60"C o volume de poros subiu de 0,74 para 0,78 cm~/g. Para Tenv= 

80"C, o aumento de Tgel de 65"C para 80"C n:.o resultou em mudança 

significativa do volume de poros. O aumento de Tenv para 150"C 

resultou num acréscimo significativo do volume de poros mas, por 
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implicar no uso de uma autoclave na etapa precedente ao tratamento 

hidrotérmico, a prática dessas condiçbes só será considerada no 

caso de nlo se chegar a resultados satisfatórios com as outras si-

licas. 

Tabela 6.6 - Resumo das Condiçbes de Preparaç:llo das Silica5 

Amo!itra tgel(h) Tgel<:c> tlav(h) tenv(h) Tenv( "C) Vpor(cc/g) 

Série I I 6 TA 24 TA 0,35 

Série III 22 TA 24 TA 0,55 

--- 16 55 7 16 TA 0,71 

--- 55 0,74 

--- 70 0,85 

Série IV 16 60 7 16 60 0,78 

--- 16 65 7 16 80 0,93 

--- 16 80 7 16 80 0,92 

--- 150 1,25 

Série v 16 65 7 16 80 0,94 

tgel= tempo de gelificaç:llo, Tgel= temperatura de gelificaç:llo, 

tenv,= tempo de envelhecimento, Tenv=temper. de envelhecimento, 

tlav= tempo de lavagem, Vpor=volume de poro !i (intru!i:llo de água) 

Paralelamente à análise da sílica por intruslo de água, 

o que definiu a aplicabilidade do suporte para imobilizaç:llo de en-

zimas e a faixa de temperatura para o tratamento hidrotérmico fo-

ram o5 te5te5 de imobilizaç:llo com a enzima amiloglico!iida!ie, rea-

lizados nas !iilicas Série III, IV e V. 

Na !iilica Série III, com volume de poros de 0,55 cm~lg, 

como mostrado na Tab.b.7 (dados detalhados no Anexo VI) con5eguiu-

se imobilizar um máximo de 21,9 mg de proteína por grama de !iupor-

te, 5endo que a diferença n:llo foi significativa para as 5ilica5 

tratadas a 180-234"C. A atividade máxima foi verificada na sílica 

tratada a 180"C, mas permaneceu praticamente constante em 180-

234"C. 
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No caso da sílica Série IV, com volume de poros de 0,78 

cm~/g, a capacidade de imobilizaç~o de proteina dobrou em relaç~o 

------------------------
Tab. ~-_,2-Imobi l izaç~o de Amiloglicosidase na S.ilica Série III 

Prote .. na lmob!_ At~v1dade Img_ 
T <·c> P(atm) 

lizada (mg/g) bilizada (U/g) 

TA - 0,7 "' 0 

152 5 8,9 342 

180 10 18,7 562 

- 200 1-5- 21,9 534 

213 20 20,5 536 

224- 25 19,7 489 

234 30 19,4 528 

243 35 17,4 343 

250 40 15,4 325 

258 50 13,3 250 

à Série 111, chegando-se a um valor máximo de imobilizaç~o de pro-

teina e atividade em 192-215"C (Tab. 6.8 e Anexo VIII). Um teste 

feit~ com uma sílica de porosidade controlada (SPC) da Corning 

Glass Works revelou uma capacidade de imobilizaç~o de proteína i-

gual à da Série IV, embora a atividade observada fosse 30/. maior 

para a primeira (Tab. 6.8, última linha). Essa diferença de ati-

vidade pode ser resultante de efeitos difusionais internos na par-

ticula, implicando que partículas maiores resultem numa atividade 

menor, para a mesma quantidade de enzima imobilizada (Eaton, 

1974), pois a SPC tem um diâmetro médio de partícula de 0,46 mm, 

sendo de 0,60 mm para a sílica Série IV. 

Nos testes feitos com a sílica Série V observou-se um 

aumento da capacidade de imobilizaç~o para 60 (mg de Proteína)/g 

(Fig.6.1B), considerado suficiente para se interromper a otimiza-

ç~o das condiçôes de preparaç~o do suporte para imobilizaç~o de 

enzimas. As temperaturas para o tratamento hidrotérmico ficaram 

na faixa de 150-270•c e as análises por porosimetria de mercúrio 
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desses suportes, considerados como produto final, est~o sumariza-

dos nas Figs.6.7-6.9 e na Tab.6.9. 

Tab.6.8 -

r< •c > 

TA 

130 
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192 
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240 

SPC 

' 
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Fiqur~ h.7 - Distribuiç~o do tamanho de poro em funç~o do volume 
de intrus~o para a Silica Série V tratada nas tempe­
raturas (sentido da seta nas linhas cheias): 151, 
181, 203, 215, 225, 236, 245, 255 e 210•c. Linha 
pontilhada = SPC 500A da Corning. 

Para a silica Série V, observa-se, pelas Figs.6.7 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 distribuiç~o. A curva obtida para a SPC, utilizada espe-
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cificamente como suporte na imobilizaç~o de enzimas, exibe o mesmo 

tipo de comportamento e confirma a qualidade do suporte preparado. 

Nas curvas de distribuiç~o do tamanho de poro em relaç*o 

à área superficial (Fig.6.9) pode-se constatar a reduç~o da área 

superficial com o aumento do tamanho dos poros. Outro efeito ob-

servado foi uma maior dispers*o dos poros nas temperaturas mais 

altas de tratamento. A curva obtida para a SPC (pontilhada no 

gráfico) vem mais uma vez confirmar a semelhança com o suporte ob-

tido, nas temperaturas de tratamento entre 236 e 245•c. 
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Figura ~ - Distribuiç*o do tamanho de poro em funç*o do volume 
de intrus*o normalizado para a Silica Série V trata­
da nas temperaturas (sentido da seta nas linhas 
cheias): 151, 181, 203, 215, 225, 236, 245, 255 e 
270•c. Linha pontilhada = SPC 500A da Corning. 

Além da caracterizaç~o preliminar dos suportes pela me-

dida do volume de poros através do método de intrus~o de água e da 

análise da distribuiç~o de poros por posimetria de intrus~o de 

mercúrio, tentou-se caracterizá-los por microscopia eletrônica de 

varredura (MEV). Devido às limitaç~es do aparelho utilizado, n~o 
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10. 
Diâmetro de Poro (ôngstrons) 

Distribuiç:llo do. tamanho de poro em funç:llo da área 
superficial para a Sílica Série 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 500A da Corning. 

se conseguiu visualizar a estrutura da maioria das amostras anali-

zadas, pois as dimens~es a serem consideradas est:llo na faixa de 

100-1000A (0,01-0,10 ~m). Apenas para a sílica com diâmetro médio 

de poro de 792 A foram conseguidos resultados satisfatórios, como 

mostrado nas Figs.6.10, 6.12 e 6.13 •• Na Fig.6.10 está mostrada 

uma vis:llo geral da superfície da sílica onde, além da superfície 

porosa relativamente uniforme podem ser verificados alguns pontos 

que parecem ser macroporos, devido ao contraste da foto. Numa am-

pliaç:llo de um desses pontos, conseguida para uma amostra de sílica 

de 464 A e mostrada na Fig.6.11, pode-se confirmar o fato dessa 

regi:llo irregular ser apenas superficial, n:llo se estendendo ao in-

terior da partícula. Na Fig.6.12 está mostrada uma ampliaç~o da 

regi~o uniforme da superfície, onde já pode ser observada a sua 

estrutura porosa. 

Finalmente, na Fig.6.13, a melhor ampliaç~o que se con-

seguiu da superfície, pode-se visualizar e estrutura porosa do ma-
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terial obtido, formada por um emaranhado de material sólido, for-

mando poros interconectados, ,''tJma estrutura parecida com a de uma 

esponja • 

Figura 6.10 - MEV da Sílica Série V, 792 A, tratada a 270•c. Es­
cala: 3 mm = 1 micron 

I 

Tabela 6.9 - Dados da Análise de Porosimetria da Silica Série V 

d. Diâmetro Médio de Poro (A) 

T < •c > P(ata) V(cc/g) A(m"'/g) (g/cc) (Volume) (Área) (4V/A) 

TA - 0,3004 87,13 0,959 131 101 138 

151 4,96 0,7937 290,75 1,675 103 10121 109 

' 181 10,5 0,8369 198,56 1,716 173 167 169 

203 16,9 0,8330 131,94 1,877 273 260 253 

215 21,5 0,8308 105,63 1,917 342 324 315 

225 26,0 0,8499 95,92 1,719 399 375 354 

236 31,8 0,8362 77' 12 1,886 495 464 434 

245 37,2 0,7951 64,64 1,965 560 526 492 

255 44,1 0,8161 58,43 2,1211215 679 619 559 

270 56,1 0,7962 43,65 1,776 855 792 730 

SPC -- 0,6431 56,49 1,171 543 502 455 

T=temp. do tratamento, P=press~o de equilíbrio liquido-vapor, 
V=volume de intrus~o to ta 1, A= área superficial total, 
d.=desidade cristalina da silica 
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MEV de uma regi~o irregular da Sílica Série V, 464 
A, tratada a 236"C. Escala: 5 mm = 1 micron. 

Figura 6.12 - MEV da Sílica Série V, 792 A, tratada a 270"C. Es­
cala: 30 mm = 1 micron. As regibes mais claras s~o 

devido à irregularidades na metalizaç~o 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.á.14 

(Haller, 1965), pode-se constatar que o tipo de estrutura dos su-
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portes é o mesmo quanto ao formato e distribuiç~o dos poros. Em-

bora na micrografia da Fig.6.14 apenas a superfície do suporte te-

nha sido tratada para dar contraste, a remoç~o completa da fase 

alcalina deve levar à mesma estrutura da sílica obtida. 

Figura 6.13 MEV da Silica Série V, 792 A, tratada a 270"C. 
cala: 50 mm = 1 micron. 

Es-

Figura 6.14 - Eletromicrografia 
do rearranjo de microfases no 
processo de obtenç~o do vidro 
de porosidade controlada. A 
fase solúvel foi removida ape­
nas o suficiente para dar con­
traste (Haller, 1965). 
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Em um trabalho recente, Nakanishi & Soga (1992) estuda-

ram a separaç~o de fases num sistema sol-gel de silica contendo á-

cido poliacrilico. Embora no caso o gel fosse preparado a partir 

da hidrólíse de tetraetóxi- ou tetrametóxi- silano, sendo os di~-

metros médios de poro obtidos na faixa da 104 -10e A, a morfologia 

dos géis preparados, com poros interconectados, é similar à das 

silicas produzidas por tratamento hidrotérmico, como pode ser ob-

servado comparando-se a Fig.b.14a com a Fig.b.13. 

' 

Figura 6.14a MEV das morfologias 
Nakanishi & Soga (1992), 
de ácido poliacrilico. 

dos géis preparados por 
variando-se a concentraç~o 

Pelos dados plotados na Fig.b.15, foi confirmada a rela-

ç~o linear entre a press~o do tratamento hidrotérmico (considerada 

como sendo a press~o do vapor d'água em equilíbrio na temperatura 

do tratamento) e o di~metro médio de poros da sílica. De acordo 

com esses resultados, uma vez padronizadas as condiçOes de preparo 

da silica microporosa e estabelecida uma curva do tipo da 

Fig.b.15, pode-se obter suportes silicicos com uma distribuiç~o de 

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

do esse o objetivo do trabalho proposto. 

Figura 6.15 
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2 - IMOBILIZAÇ~O DAS ENZIMAS 

Os suportes produzidos pelo tratamento hidrotérmico da 

silica Série V, cuja análise porosimétrica foi mostrada nas Figs. 

6.7-6.9 e na Tab.6.9, foram utilizados na imobilizaç~o de cinco 

enzimas com pesos moleculares distintos: Horsehadish peroxidase 

(HRP)(PM = 40.000 (Mahehly, 1955), amiloglicosidase (PM = 82.000 

(Zanin, 1989 )), glicose oxidase (PM = 150.000-180.000 (Bouín 

et al, 1976)), invertase (PM = 270.000 (Gascon et al., 1967)) e 

lactase (PM = 201.000 (Gekas & Lopez-Leiva, 1885)), além da albu-

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

2.1.IMOBILIZAÇ~O DE HORSERADISH PEROXIDASE (HRP) 

A enzima HRP foi imobilizada à silica arilaminada atra-

vês da ativaç~o via sal de diazônio, como descrito no Método 6.2, 

com base em refer~ncias que utilizaram esse método para essa enzi-

ma (Olssnn,. 1985; Olsson et aJ., 1983). 

Figura 6.16 

28 

24 

Poro 

(1)Proteina (mg/g de sup.), (2)Atividade (U/g de 
sup.) e (3)Atividade especifica (U/1~ mg de prot.) 
imobilizadas em funç~o do diâmetro médio de poro pa­
ra a enzima HRP. 
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O máximo de proteina foi imobilizado no suporte com di~-

metro médio de poro de 200 A (Fig.6.16). Quanto à atividade, ob-

servou-se dois pontos máximos, um coincidente com o de proteina e 

outro em 526-619 A. Durante a determinaç~o da atividade imobili-

zada, observou-se que o produto colorido formado aderia-se ao su-

porte contendo a enzima logo que era colocado em contato com o 

meio reacional. Considerando-se que haja um bloqueio parcial dos 

poros, causado pela presença do produto aderido á superfície, seu 

efeito será menor para poros maiores, podendo resultar no segundo 

máximo de atividade, embora a quan~idade de proteína imobilidada 

seja menor. 

' 

Figura 6.17 
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' 
Em termos de atividade especifica, o valor máximo foi 

obtido para a sílica de 560 A (Fig.6.16), coincidente com o segun-

do pico de atividade máxima total, indicando que para esse tamanho 

de poro há um maior aproveitamento da enzima imobilizada. 

O efeito do tamanho da partícula do suporte na atividade 
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pode ser observado na Fig.ó.17. Para partículas menores que 0,35 

mm há uma grande variaç~o na atividade, enquanto que para particu-

las maiores n~o há praticamente variaç~o da atividade. Esse tipo 

de comportamento sugere que nas partículas maiores a atividade es-

teja totalmente limitada pelas taxas de difus~o no interior do po-

ro, enquanto nas menores a atividade está apenas parcialmente li-

mitada, devido às menores resistªncias difusionais. 

Tabela 6.10 -Atividades da Enzioa HRP laobilizada 

Suporte Método de !- A.E.L. Pr .la. A.E.nax. A.r.nax. Referlncia 
1obilização (U/Ig} (ag/g} (U/ag} Ia. (Uigl 

copoliaero (estireno -- 5,75 13,7 79 
di vinil benzeno} cova lente Nójcik et ai. 

copolíaero (eetilae- (glut.} -- 7,79 77,1 610 
tmilato} (1998} 

sílica gel -- 5,73 279,2 1606 

agarose copoliaer. 118 16,2 40 650 
D' Ang1uro 

et a!.(!9B7} 

políaero (aetacrilato) adsorção -- 18,5 1,95 11 
Fiedun!k et 
ai. (1986) 

50 6,10 21 m D'Ang1uro et 
sepharose copoliaer. a!. (1985) 

51 -- -- m Creoonesi l 
D'Angiuro (1983) 

copolíaeros (glicidil copolioer. 50 5-13 5,7-2,6 26-34 D'Angiuro et al. 
tetacrilato) (1980) 

r"li(acido 4-aetacri- cova lente 900 -- I m Bart11ng et at. 
(1975) 

loxibenzóico) (acilação) 
138 22! 

Bartling et al. -- --
(1974) 

&• Hca 167A, 1,23 •• cov. (diazo) 499 15,3 3,21 49,2 Este 

Como pode ser observado na Tab.ó.10, no caso da HRP, os 

resultados da imobilizaç~o em sílica s~o inferiores aos encontra-
, 

dos na literatura, embora todos os dados comparativos utilizassem 

polímeros como suporte. Os dados obtidos para a HRP permitiram a-

valiar a imobilizaç~o principalmente em termos de proteína em fun-

ç~o do tamanho de poro, n~o se aconselhando a utilizaç~o de sili-

ca, pelo menos via sal de diazônio, para a imobilizaç~o dessa en-

zima. 
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2.2 - IMOBILIZAÇ~O DE AMILOGLICOSIDASE 

A enzima amiloglicosidase foi imobilizada via glutaral-

deído, como descrito no Método 6.1. 

No caso da amiloglicosidase, o máximo de proteína imobi-

lizada ficou na faixa de 260-324 A, sendo que atividade máxima foi 

para o suporte de 324 A (Fig.6.1B). Esses valores encontrados es-

t~o próximos ao de 300 A citado na literatura (Eaton, 1974). 

' 
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mobilizada em funç~o do diâmetro médio de poro para 
a enzima amiloglicosidase. 

Pela Fig.6.19 pode-se notar um grande aumento da ativi-

dade total e específica à medida que se diminue o tamanho da par-

tícula. Esse aumento é justificado pela reduç~o nas resistªncias 

à difus~o interna na partícula à medida que o tamanho da partícula 

diminue, efeito este que será observado para o restante das enzi-

mas estudadas. 
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Figu~a 6.19- (!)Atividade (U/g de sup.) e (2)Atividade especifica 
(U/10 mg de p~ot.) da Amiloglicosidase Imobilizada 
em Funç~o do Tamanho de Pa~ticula, silica 324A. 
(la)Atividade (U/10 g de sup.) e (2a)Atividade espe­
cifica (U/100 mg de p~ot.) imobilizadas em ca~v~o a­
tivado segundo Bailey & Cho (1983) 

1600 

• ......... 1600 

' 
O> 

........ 
::::> 
'-"1400 
o 
"O _g 1200 

Li 
o 1000 
E 

o ..... 800 
o 

1--., 600 14 

"O 
o 

"O 400 ·;;; 

~ 
200 

o. 9 o. 9 o. 9 o. 
Diâmetro de Partícula (mm) 

Figu~a 6.20 - Atividade total da amiloglicosidase 
funç~o da quantidade de p~oteina e 
pa~ticula. 

imobilizada 
do tamanho 

em 
de 



45 

825 
'";;: o 
"' g.zo 
w 

"' -g 15 
"O 

~ 

• 
14 

27mg/g sup. 

< ,g_.:rg,..,..,..,..,.......,........,....,...,...,...,..,..T"T".,.,m .. " i o'.19' o. 9 o. 9 :> 
Diómetro de Partícula {mm) 

912! 

• 

Figura 6.212!a- Atividade específica da 
em tunç~o da quantidade 
partícula 

amiloglicosidase imobilizada 
de proteina e o tamanho de -

Figura 6.21 

2000 

,.---. 

~ 
:::> 
......... 1500 
o 

"O 
o 
N 

:õ 
o 1000 
E 

I 
I 

I 
I 

I 

I 

<:ti 
I 

I 

I 

I 
I 

I 
I 

I 

I 

/~(1) 

I 
I 

0.30mrn 

Oirrrrrr~mmmm~nrr~rrrrmmmmmmmmnn~ 
0.00 10.00 20.00 30.00 40.00 50.00 60.00 

Proteína Imobilizado (mg/ g) 

Atividade total da amiloglicosidase 
funç~o da quantidade de proteína e 
partícula. 111 Dados segundo Bailey 

imobilizada 
do tamanho 
& Cho (1983) 

em 
de 

Comparando-se os resultados obtidos com os da literatura 

(Tab.6.11) observa-se que eles est~o sensivelmente melhores, tanto 

para particulas pequenas (12!,23 mm), como para as maiores (12!,612!5 
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mm). Os resultados também foram melhores que os obtidos com a si 

lica de porosidade controlada da Corning Glass Works. O único re-

sultado aparentemente melhor encontrado (Wcutall et al., 1976) é, 

na realidade equivalente ao dusle trabalho, pois os ensaios de a-

tividade, no caso, s~o realizados a 6WQC, e n~o a 45DC~ undo a 

literatura (Zanin, 1989), o aumento de temperatura de 45"C para 

60"C deve acarretar num aumento de atividade de 150% para a enzima 

livre. A atividade do preparado imobilizado obtido, com o mesmo 

tamanho de particula (0,46 mm, 1~61 U/g), levando-se em conta a 

correç~o por esse fator, deveria estar por volta de 2900 U/g, re-

sultado particamente igual ao valor máximo apresentado por Weetall 

et aJ. (1976). 
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Figura 6.21a- Atividade especifica da amiloglicosidase imobilizada 
em funç~o da quantidade de proteina e o tamanho de 
par ti cu 1 a. ( 1) Dados segundo Bai 1 ey & Cho ( 1983) 

Com o objetivo de se avaliar melhor os efeitos da imobi-

lizaç~o sobre a atividade foram realizados, com a amiloglicosida-

se, testes variando-se tanto o tamanho de partícula quanto a quan-

tidade de proteina imobilizada. 

Nas Figs.6.20 e 6.20a est~o apresentados os dados da a-
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tividade total e especifica, em funç•o do tamanho de particula, 

para várias quantidades de amiloglicosidase imobilizada. Para 

quantidades menores imobilizadas, há uma reduç•o da atividade to-

tal e um aumento da atividade especifica. Nessas condiçbes, n•o 

há influ~ncia significativa do tamanho de particula sobre a ativi-

dade. Quando se aumenta a quantidade imobilizada, a atividade to-

tal aumenta e a especifica diminue, sendo agora mais significativa 

a reduç•o da atividade com o aumento do tamanho de partícula. 

Os mesmos dados est•o apresentados nas Figs.b.21 e 

ó.21a. Pela Fig.ó.21 pode-se observar que a atividade especifica 

imobilizada tende á da enzima livre (representada pela reta ponti-

lhada EL) quando a proteína imobilizada diminue, para todos os ta-

manhos de partícula, ou quando a partícula diminue. Esse fato é 

confirmado pela tendªncia das curvas à atividade da enzima livre, 

representada pelo ponto EL na Fig.ó.21a. Os dados obtidos por 

Bailey & Cho (19B3), para um único tamanho de partícula, apresen-

tam essa mesma tendªncia. 

' 
A explicaç•o para o comportamento dessas curvas é que a 

atividade da amiloglicosidase imobilizada depende quase que exclu-

sivamente das resistªncias à difus•o do substrato no interior do 

poro, sendo pouco afetada pelo processo de ligaç•o à sílica, já 

que para partículas e/ou quantidades de proteína pequenas, a ati-

vidade tende à da enzima livre. O que ocorre é que quando o tama-

nho da partícula é reduzido, a dist~ncia que o substrato tem que 

percorrer no interior do poro também o é; quando a proteína imobi-

lizada é reduzida, o processo de imobilizaç•o ocorre apenas numa 

''casca'' externa da partícula (enzima ocupa os poros de fora para 

dentro), ocasionando também uma reduç•o da dist~ncia que o subs-

trato tem que percorrer. 

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

tividade especifica da enzima imobilizada. 
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2.3 - IMOBILIZAÇ~O DE GLICOSE OXIDASE 

A glicose oxidase foi imobilizada via glutaraldeido, se-

gundo o Método 6.1. A curva de imobilizaç~o de proteina para a 

glicose oxidase n~o apresentou um máximo distinto, ficando na fai-

xa de 464-619 A (Fig.b.22). A curva de atividade, por outro lado, 

apresentou um máximo distinto em 375 A. Segundo dado da literatu-

ra, a atividade máxima para a glicose oxidase foi obtida em 420 A 
--

(Messing, 1978), valor .~:oncordante com o da curva (2) na Fig.6.22. 

- -
Tabela 6.11 - Atividade da Enzima Aailoglicosidase laobi lizada 

Suporte 
Método de J- A.E.l. Pr.Ia. A.E.Máx. A.T.Máx. Refer~ncia 

aobilização (U/ag) (lg/gl {U/agl la.(U/g) 

copolíaero {estireno -- 0,482 1,59 1,7b7 
di vinil benzeno) cova lente W6ícik et aL 

copoliaero (aetilae- -- 2,89 2,31 4,83 
tacrilatol {glut.) (1990) 

I 
sílica gel -- 2,89 3,31 6,Yl I I 
resina {troca iônica lig. iônica 2,46 284,1 2,32 659 Maxio et al. 

fracaMente básica) llg. cov. 2,46 217,2 2,37 m (1988) 

' sílica gel cov. IBCI.l -- 8,2 2,16 16,9 Nó i cik e f ill. 
(1987) 

vidro poroso cova lente 25,76 105 3,50 367 Joldra er aJ. 
(1986) 

políoero (oetacrilato) adsorção -- 12,8 1,45 5,78 r 1etturet et aJ. 
(1986) 

vidro poroso que !ação 61 - -- 98 
~abra! et aJ. 

' {1984) 

carvão ativado adsorçiio -- 6,89 2,41 ló,b Dennis et al. 
sepharose 4B cov. ICNBrl -- 5,6 6,96 39,0 I (19841 

cova lente 41,5 3,7 11,29 41,8 lobarzewsH 
vidro poroso (glutar.) 115,1 3,1 69,00 218,9 

l Paszcynski 
(19831 

vidro poroso 768A quelação 2,15 34 ' 35,3(?) 1200(?) K1 vesitadze 1< 

Dvali 11982) 

carvão ativado adsorçào 3,78 9-29 1, 7-1 16-31 uauey & •no 
(1983) 

sepharose-cnB cov. ICNBr) 28 4 12,25 49 Kaba & Rao 
(1983) 

sílica 410A, 1,43 11 cov. !glut.) 60 112 26,8 3000 Weehll et ••· 
(1976) 

sílica 324A, 1,23 11 
covalente 

67,6 56,3 43,3 2441 
324A 1 8146 11 67,6 52,7 22,1 llól 

Este 324A 0,60 11 glutaraldeí- 67,6 54,1 19,8 1824 
SIBA 1,46 .. do 55,3 42,4 21,3 913 
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O comportamento da curva de atividade em funç~o do tama-

nho de partícula (Fig.6.23) foi semelhante ao da enzima amilogli-

cosidase (Fig.6.19). 

Comparando-se a atividade obtida com dados da literatura 

(Tab.6.12), verifica-se que os resultados obtidos s~o equivalentes 

aos melhores encontrados. 

Tabela 6.12 - Atividades da Enziea 6Dx laobilizada 

Hétodo de I- A.E.L. Pr.la. A.E.n.lx. A. T.ft.lx. Referlncla Suporte oobilizaçào {U/Ig) (og/g) (U/og) la.(U/g) 

nylon-6,6 (aeobrana) cov. (glut.) bb,7 14, I 35,9 517 
da Silva •I al. 

(1991) 

hidrogel de sílica aprisionai. -- -- 112,8 
Koiuharova tt al. -- 11988) 

concanavalin A - se- lqbal & 

quelação -- -- -- 1280 Saleeeuddin pharose 11983) 

vidro não poroso cov. (glut.l -- -- -- 0,5 
Kalikkídes l 

Weiland (1982) I 

copolíoero de glici- copolioer. 14 19-43 6,6-2,4 125-101 
D'Angiuro et ai. 

di! oetacrílato (1981) 

' 

vidro revestido coa adsoção • 35,3 Wasseroan •t al. -- -- --polietilenoiaina glut. (1981) 

p•r•ues celulares õ especific. -- -- -- m Ricliter-& 
Heínecker (19791 

16,5 6,5-43 I ,4-8,38 9-lb,3 Bailey& Cbo 

I 11983) 
liirvào ativado adsorção 15,5 -- -- 9,1 Cho & Bailey,1978 

38 B,bb 19,7 Dennis .t al. -- (1984) 

oic~lios cov. (glut.) 8,11 -- -- 11,6 
Karube e! al. 

I (1977) 

si lica-alUiina cov.(glut.) -- -- -- 58,3 
narley et aJ. 

mm 
sílica 375A, 8,61 •• cov. (glut.) 80,2 33,3 2,12 48,7 Este 

375A, 1123 u 33,5 3,25 119 
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2.4.IMOBILIZAÇ~O DE INVERTASE 

A invertase foi imobilizada via glutaraldeido, segundo o 

Método 6.1. 
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Figura 6.24 (!)Proteína (mg/g de sup.), (2)Atividade (U/10mg de 
sup.) e (3)Atividade especifica (U/0,1mg de prot) 
imobilizadas em funç~o do diâmetro médio de poro pa­
ra a enzima invertase. 

' 

O máximo de proteína imobilizada para a invertase ocor-

reu em 260-324 A, embora o pico de atividade estivesse em 464 A. 

A explicac~o para esta grande diferença pode ser a presença de im-

purezas prot~icas no preparado enzimático, com pesos moleculares 

menores que da própria enzima. Esta justificativa se baseia no 

fato de que a invertase utilizada apresentava inclusive material 

insolúvel, tendo-se que extrair a parte solúvel por filtraç~o ou 

centrifugaç~o e utilizar o sobrenadante na imobilizaç~o. 

O comportamento da curva de atividade em funç~o do tama-

nho de partícula (Fig.6.25) também foi semelhante ao das enzimas 

anteriores (Figs. 6.19 e 6.23). 



97 

As atividades totais obtidas para a invertase imobiliza-

Ida na silica 464A foram superiores aos dados encontrados na lite-

ratura, como mostrado na Tab.6.13. A grande diferença entre as a-

tividades das enzimas livres devem-se ao fato de serem expressas 

em funç~o da quantidade de proteina ou de enzima sólida, o que às 

vezes n~o é deixado claro nos trabalhos consultados. Como o teor 

de proteina dessa enzima é normalmente baixo (50% para invertase 

pura), os valores expressos em U/mg de proteina s~o bem mais altos 

que os dados em U/mg de sólido. Independentemente dessa observa-

ç~o, o valor da atividade imobilizada, em U/g de suporte, pode ser 

utilizado para comparaç~o dos resultados. 
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Figura 6.25- (!)Atividade (U/g de sup.) e (2)Atividade especifica 
(U/10 mg de prot.) da invertase imobilizada em fun­
ç~o 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). 
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~ 

Tabela 6.13 - Atividades da Enzioa lnvertase !oobilizada 
--··-- --r--· -~.----· 

Suporte Método de 1- U.L. Pr .lo. A.E.Máx. A.T.Máx. Refergncía 
mobilüaçáo (UI•gl (ag/g) (Uimg) h.(Uig) 

··----·- Abilêllãfi--et a l. 
DEAE-celulose lig. iônica -- -- -- 106 

(1992) 

células cov.(glut.) 20-261 -- -- 1448 
Hasal et al. 

(1992) 

sílica •• níquel cov. ( glut.) 4388 1,2 2351 469 6oetz et ai. 

119911 

-- encapsulaçiio lllll -- 36 -- nansteld et aJ. 
(1991) 

algodiio-polietileno adsoção + 400 I -- 161 6odbole et ai. --iaína glut. - sólido lsólirlo (1991) 

trocadores de íons b~ iônica 7,25 204 6,17 1367 ~axia et al. 
sicos (fracos) covalente 7,25 !-199 6,B· - 1220 (1988) 

pQliestireno cova! ente 300 6,9 191 1321 Mansfeld & sc.he! 
lenberger (1987) 

tubo de nylon cov. (glut. l 185 -- 87 -- unyenll 
(1987) 

!gelatina aprision. 122 112/ol 48-73 18-15/ml ue AJter11s er 
a!. (1985) 

aetacrilato de glici- cova lente 61,8 -- -- 5,55 ftarek et aJ. 
di la 

copolímero (estireno cova lente 61,8 -- -- 5,56 
(1984) 

di vinil benzeno (333U/g) 
celulose cova lente 61,8 -- -- 3,42 

; amberlite IRA-93 adsorção -- 26 -- 717 Rnnes1n1 et aJ. 

(1983) 

concanavalin A sepha- lkDaJ I 

quelação -- -- -- 421 Saleeouddin 
r o se 

(1983) 

sílica 464A, 1,60 mm cova lente 2837 13,7 1Bl 1387 Este 
4b4A, 8,23 u (glut. l 2837 13,7 218 2348 

* U/mg de células 
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2.5 - IMOBILIZAÇaO DE LACTASE 

A lactase foi imobilizada via glutaraldeido, segundo o 

Método 6.1. 

Para a lactase, o máximo de proteína imobilizada ocorreu 

em 526 A, embora a quantidade fosse praticamente constante em 464-

619 A (Fig.6.26). O pico de atividade ocorreu em 464A. 

A curva de atividade em funç~o do tamanho de partícula 

(Fig.6.27) foi semelhante à obtida para as outras enzimas (Figs. 

6.19, 6.23 e 6.25). 

A comparaç~o da atividade imobilizada com dados da lite-

ratura mostra que os resultados s~o melhores que os publicados, 

embora utilizando outros tipos de suporte (Tab.6.14). 
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Figura 6.26- (!)Proteína (mg/g de sup.), (2)Atividade (U/100mg de 
sup.) (3)Atividade especifica (U/mg de prot.) imobi­
lizada em funç~o do diâmetro médio de poro para a 
enzima lactase. 
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; 

especifica (U/10 mg de p~ot.) da lactase imobilizada 
em funç~o do tamanho de pa~ticula, silica 464A. 

Tabela 6.14 - Atividades da Enzioa lactase loobilizada 

Suporte 
nétodo de I- A.E.l. Pr .Ia. A.E.náx. A.T.nâx. Refer,ncia 
oobilização (U/eg) (ag/g) ( U/ag I Ia.(U/g) 

ceri1ica porosa covalente 161 8,5 91,8 781 Suzuki et ai. 
CP6 (glut.l ONP&* 45,5 64,4 2931 (1991) 

"'albu•ina• agrg. (glut.) -- -- b4% E.L. -- Khare & 6upta 
(19901 

silícico cov.(glut.) -- -- -- Só 
Sorensen & toborgj 

(19891 

copolíaero (álcool covalente 1148 8,21•1 236 51,2/ol Narinesingh et 
vinílicol al. (1988) 

sílica 358 A cov.(glut.) -- -- -- 400-500 Baret (1987) 

vidro poroso cov. !glut. I 3,5 101 8,89 89 uerzoicu tr al. 
(1974) 

sílica 4ó4A, 8,60 11 covalente 46 60,7 B 483 
Este 464A, 0,23 11 (glut. I 46 59,6 14,7 870 

I o-nitrofenil-D-D-galactopiranosideo (atividade 5-6 vezes oaior que coe lactosel 
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2.6 - IMOBILIZAÇ~O DE ALBUMINA DE SORO BOVINO 

A albumina foi imobilizada via glutaraldeido, segundo o 

Método 6.1. 
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Figura 6.28 - lmobilizaç~o de albumina em NaCl 0,91., em funç~o do 
diâmetro médio de poro: (1) mg albumina/g de silica 
e (2) mg albumina/100 m2 de superficie ' 

Considerando um estudo de adsorç~o de albumina em silica 

publicado por Kondo et al. (1989), onde o diâmetro de poro para 

máxima adsorç~o em soluç~o aquosa foi diferente do obtido em solu-

ç~o de NaCl 0,91., resolveu-se fazer os testes de imobilizaç~o nes-

sas mesmas condiç~es. 

Para a imobilizaç~o em NaCl 0,97. (Fig.6.28), o máximo de 

proteina imobilizado foi para a silica de 324 A (85,9 mg/g) e, em 

tamp~o sem NaCl (Fig.6.29), o máximo foi para a silica de 464-526 

A (69,0 mg/g). Segundo Kondo et aJ. (1989), Fig.6.30(1), o máximo 

de albumina adsorvida ocorreu, em termos de mg/g de suporte, em 

100 A e, em termos de mollm2 de superficie, em 269 A. Os patama-

res das curvas (2) nas Figs.6.28 e 6.29 tendem ambos para um valor 
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Imobilizaç~o de albumina em NaCl 0,9%, em funç~o do 
diâmetro médio de por-o: (1)"mg albumina/g de silíca 
e (2) 10-•mol de albumina/m 2 de super-ficie 

2 -8 2 aproximado de 1,10 mg/m , ou 1,67x10 mol/m , indicando que ape-

sar- da molécula de albumina assumir uma for-ma expandida na aus~n-

cia de NaCl (r-efletindo num aumento no di~metro de poro ótimo para 

imobilizaç~o), a ár-ea ocupada pela molécula imobilizada na super-

ficie é a mesma. 
-8 2 

O valor de 1,67x10 mol/m obtido é concordante 

com o obtido por Kondo et al. (1989), par-a a faixa de diâmetros de 
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poro estudada. Os picos máximos de albumina imobilizada (em mg/g) 

s~o nos mesmos diâmetros de poro encontrados por Kondo et al~ em 

2 termos de mol/m • O fato dos picos de adsorç~o ocorrem em diâme-

tros menores (Fig.6.30(1)), pode ser explicado, segundo Kondo et 

al. (1989), por um preenchimento dos microporos similar ao que o-

corre nas isotermas de adsorç~o de N
2

• 

3- SINOPSE DOS RESULTADOS 

Considerando-se o peso mole.cular de_cada um<il das enzimas 

estudadas e um valor ponderado do diâmetro ótimo de poro, levando-

se em conta a quantidade de proteína e atividade imobilizadas nos 

suportes, tentou-se estabelacer uma relaç~o entre o peso molecular 

da enzima e o diâmetro de poro ótimo para imobilizá-la. O resul-

tado a que se chegou está mostradb na Fig.6.31. A reta (1) repre-

senta a relaç~o entre o peso molecular e o diâmetro de uma molécu-

Figura 6.31 
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(1) Diâmetro médio de uma proteína, calculado em 
funç~o do peso molecular, considerando-se uma esfera 
de massa específica 1,33 cm~/g; (2) Retas paralelas 
á (1), incluindo no seu interior os dados experimen­
tais para as enzimas estudadas. 
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la de proteína, considerada como uma esfera de massa especifica 

1,33 g/cm~ (Segel, 1976), ou seja: 

v = 

onde: 

PM 4 D"' 
d.N = ~·n·-g- = 

PM = peso molecular da proteína 

d = 1,33 g/cm"' 

N = 6,023.102 "' moléculas/moi 

r = raio da molécula 

D = diâmetro da molécula 

volume da molécula 

De acordo com a Fig.6.31, o diâmetro de poro ótímo para 

imobilizaç~o é 4 a 6 vezes o valor obtido pela reta (1). Embora 

essa correlaç~o seja apenas aproximada, principalmente pelo fato 

das moléculas n~o serem esféricas, pode ser utilizada como uma es-

timativa com o objetivo de se reduzir o número de testes de imobi-

lizaç~o em busca do diâmetro de poro ótimo para determinada enzima 

cujo peso molecular seja conhecido. 

I 
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CAPíTULO VII - CONCLUS~ES 

Quanto à preparaç~o da sílica: 

Pode-se comprovar o aumento da área superficial com o volu-

me de poros, para um mesmo tamanho de poro. Embora essa área pos-

sa ser aumentada ainda mais, pelo prolongamento do tempo de enve­

lhecimento, considerou-se os resultados obtidos para a silica 

Série V satisfatórios, pois as condiçOes utilizadas poderiam re­

sultar em poros muito grandes e/ou maior fragilidade da silica 

(Messing, 1974); 

Comparando-se a SPC da Corning, com poro médio de 500 A, 

com as sílicas Série V de 464 e 526 A, obteve-se curvas semelhan­

tes de distribuiç~o por volume de intrus~o (Fig.6.7) e área super­

ficial (Fig.6.9l, sendo que os valores máximos foram maiores para 

a Sílica Série V. •Como reflexo dessa maior área, conseguiu-se i­

mobilizar 10-157. a mais de proteína em invertase e amiloglicosida­

se na sílica Série V com o mesmo tamanho de poro da SPC; 

- A relaç~o linear entre o tamanho de poro e a press~o do 

tratamento hidrotérmico depende das condiçOes de preparo da sílica 

microporosa, sendo diferente para a Silica Série I e Gessy 

(Fig.6.5) e para a Silica Série V (Fig.b.15). Na prática, pode-se 

padronizar o método de obtenç~o da silica microporosa, utilizando-

se como base os dados apresentados nesse trabalho, 

tratamento em várias temperaturas e determinar-se experimentalmen­

te a condiç~o ótima para se obter o suporte para se imobilizar de­

terminada proteina, sem a análise da sua distribuiç~o porosimétri-

ca; 

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

cato de sódio (Fig.b.13) ou de tetraetóxido de silicio (Fig.6.14a) 

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

ç~o da fase alcalina de vidro borosílicato tratado termicamente 
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(Fig. 6.14), possuem est~utu~as simila~es, fo~madas po~ po~os in-

te~conectados que ga~antem a grande área superficial. 

Quanto à imobilizaç~o das enzimas: 

Quando se compara as curvas de atividade e de proteína imo-

bilizada (Figs.6.16, 6.18, 6.24 e 6.26), obse~va-se que em alguns 

casos o ponto máximo de p~oteina ou atividade é bem acentuado, em-

bo~a nem semp~e coincidentes. Ent~e as ~az~es que possam gerar 

esses efeitos citam-se: 

i) a p~esença de contaminantes protªicos na enzima com vá~ios 

pesos molecula~es. A p~esença desse tipo de impurezas pode ~esul-

ta~ em cu~vas como as obtidas para a invertase (Fig. 6.24). Para 

um supo~te de po~o meno~ a enzima se~ia excluída, ~esultando na i-

mobilizaç~o de uma g~ande quantidade de p~oteina sem atividade en-

zimática. Aumentando-se o tamanho de po~o, a qüantidade de enzima 

excluída diminue, aumentando-se a atividade até um valo~ máximo, 

que depois dec~esce devido à ~eduç~o da área supe~ficial; 

' 
ii) a p~esença de p~oteinas contaminantes com pesos mo-

lecula~es p~óximos e maio~es que o da enzima. Esse tipo de enzima 

pode se~ obtido a pa~ti~ de uma pu~ificaç~o por ultrafiltraç~o, 

onde as p~oteinas de até determinado peso molecular s~o elimina-

das. As curvas para a glicose oxidase (Fig.6.22) parecem repre-

sentar esse tipo de comportamento, onde se tem, para poros peque-

nos, pouca proteína e atividade imobilizadas. À medida que o poro 

aumenta, a quantidade de proteína também aumenta, sem a definiç~o 

de um pico de máximo, pois as impurezas de maior peso molecular, 

excluídas para os poros menores, começam a ser imobilizadas. O 

resultado é um máximo da atividade no ponto em que a exclus~o dos 

contaminantes faz com que a quantidade de enzima imobilizada pre-

domine; 

iii) o formato da molécula de enzima, que por n~o ser 
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esférica pode penetrar em poros de vários tamanhos, resultando no 

achatamento do pico de máximo de proteína imobilizada; 

iv) a dispers~o dos poros do suporte, principalmente nos 

diâmetros médios de poro maiores, ocasionando um achatamento dos 

picos de atividade e/ou proteína imobilizadas; 

v) a resist~ncia à difus~o de substrato e/ou produto du-

rante a reaç~o, que pode implicar num aumento de atividade em pro-

porç~o menor ao aumento da quantidade de enzima imobilizada; 

vi) a presença de isoenzimas com diferentes pesos mole-

culares e ativiqpdes específicas. 

Considerando-se o objetivo de se preparar sílica de po-

rosidade controlada para imobilizaç~o de enzimas e obter os diâme-

tros ótimos de poro para imobilizaç~o de várias delas, pode-se di-

zer que ele foi plenamente cumprido. Através do trabalho realiza-

do conseguiu-se produzir sílicas de porosidade controlada e fica-

ram estabelecidas as condiçbes para se chegar ao suporte com o ta-

manha de poro desejado. O suporte obtido possue qualidade supe-
J 

rior ao da Corning Glass Works, em termos de capacidade de imobi-

lizaç~o, embora sua geometria n~o seja esférica, como a do produto 

importado. É importante ressaltar que com o desenvolvimento desse 

suporte fica preenchida uma grande lacuna na tecnologia de imobi-

lizaç~o e utilizaç~o de enzimas imobilizadas em processos, já que 

n~o dispunhamos, a nivel nacional, desse tipo de material, já uti-

lizado em processos industriais. 

Quanto ao estudo da imobilizaç~o das enzimas, no caso da 

HRP os resultados n~o foram satisfatórios, mas provavelmente devi-

do ao fato do método de ligaç~o da enzima ao susporte n~o ser ade-

quado, já que nenhuma das referências que tratavam da imobilizaç~o 

de HRP em sílica forneciam resultados para comperaç~o. Com rela-

ç~o às demais enzimas, conseguiu-se estabelecer para todas elas u-

ma faixa ótima de tamanho de poro para imobilizaç~o, resultando em 
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atividades sempre maiores ou pelo menos semelhantes às apresenta-

das no literatura. O estudo da atividade imobilizada em fun do 

tamanho de partícula, além de permitir uma avaliaç~o qualitativa 

dos efeitos difusionais, ressalta a importância de se utilizar o 

menor tamanho de partícula possivelpara se conseguir maior ativi-

dade enzimática, ficando esse parâmetro sujeito ás características 

fluidodinâmicas do processo. 

Finalmente, em funç~o das enzimas estudas, ficou estabe-

lecido como critério de seleç~o para o tamanho ótimo de poro para_ 

imobilizaç~o a escolha de um suporte com diâmetro de poro 4 a 6 

vezes o diâmetro da molécula de proteína, considerada com esféri-

ca. Embora n~o se espere que essa relaç~o seja rigida, n~o fun-

cionando para o caso da albumina em tamp~o sem NaCl, pelo menos e-

la deve servir de base para uma minimizaç~o do número de testes 

com o objetivo de se determinar o tamanho óti~o de poro. 

CAP!TULO VIII - RECOMENDAÇ~ES E PERSPECTIVAS 

' 

Com relaç~o ao método de preparaç~o da sílica 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 área especifica. Como esse aumento pode-

ria acarretar numa maior fragilidade do material, tanto o suporte 

já obtido como outros deveriam ser submetidos também a testes me-

cânicos estáticos ou em condiçôes de trabalho, de forma a se esta-

belecer a sua estabilidade mecânica e quimica. 

Durante os testes de imobilizaç~o da amiloglicosidase 

verificou-se que quando a quantidade de proteina ou o tamanho da 

partícula eram reduzidos, a atividade tendia á da enzima livre, 

chegando a 78/. da sua atividade especifica. Seria interessante se 

estender esse tipo de estudo para partículas e quantidades de pro-
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teinas menores ainda, com o objetivo de se verificar qual é real­

mente o efeito da imobilizaç~o sol.:n·e a ati.vid,-~de L'f"!Zirnát.ica, sem a 

presença de resistências difusiuna.is~ A~::;~:;.im como no caso da ~*mi-

loglicosidase a atividade de enzima imobilizada parece ser próxima 

da livre, na aus~ncia de efeitos difusionais, indicando que o mé­

todo de imobilízaç~o é adequado, no caso de uma outra enzima qual­

quer pode-se concluir que a atividade tenda a uma pequena fraç~o 

da enzima livre, na aus~ncia de efeitos difusionais, indicando que 

outro método de imobilizaç~o 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 partícula, de forma a se operar em condiç~es 

mais próximas possíveis às requeridas em processos. Outro estudo 

que está se pensando em fazer é o da possibilidade de se utilizar 

esse suporte na purificaç~o de enzimas antes da imobilizaç~o, ad­

sorvendo as impurezas de baixo peso molecular imobilizáveis em si-

lica de tamanho de poro bem menor que o ótimo para a enzima. Além 

do uso como adsorvente, esse material poderia substituir fases es­

tacionárias na cromatografia de exclus~o em gel, já que possui po­

ros de tamanho fixo e definidos. 
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ANEXO I 

CURVA DE CALIBRAÇ~O PARA ANÃLISE DE PROTEINA 

As análises de proteína foram realizadas como descrito 

no Método 1.1 utilizando Coomassie Brilliant Blue G250 como rea­

gente. Os resultados obtidos para uma das curvas est~o mostrados 

na Tab. I e na Fig. I. Os pontos representam médias de duplica­

tas, com desvios de no máximo 2'Y. em relaç~o á média. Como a cor­

relaç~o dos dados n~o é linear para toda a faixa do método, a in­

terpolaç~o dos dados foi feita através da melhor curva ajustada 

pelo método Spline Extendido (Nunhez et al., 1990), cujo resultado 

está na Fig. I. 

Tabela l - Absorbâncias (Abs) obtidas para quantidades padrBes de 
albumina (~g de albumina) 

~g de Albumina 
Abs (62121 nm) 

~g de Albumina 
Abs (6>2121 nm) 

~g de Albumina 
Abs (62121 nm) 

E 
c 

o 
N 

0.60 

(!) 0.40 

E 
Q) 

o 
"ü 
c 

lO -e 0.20 
o 
1/l 
_o 
<( 

0.00 
0.00 

6.138 12.275 18.413 24.55121 30.688 
0.033 0.069 0.111 0.145 0.179 

36.825 42.963 49.100 55.238 61.375 
0.218 0.25121 0.277 121.310 121.338 

67.5125 73.650 79.788 85.925 92.12163 
0.361 0.380 121.41210 0.414 121.435 

20.00 40.00 60.00 80.00 100.00 120.00 

Microgramas de Albumina 

Figura l - Curva de calibraç~o para determinaç~o de proteína pelo 

método do Coomassie 
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ANEXO II 

CURVA DE CALIBRAÇ~O PARA ANÁLISE DE GLICOSE 

MÉTODO DA o-TOLUIDINA 

As análises de glícose pelo método da o-toluidina foram 

realizadas como descrito no Método 1.2.1 • Os resultados obtidos 

para uma das curvas est~o mostrados na Tab. II e na Fig. Il. Os 

pontos representam médias de duplicatas, com desvios de no máximo 

27. em relaç~o à média. A reta ajustada por regress~o linear entre 

a absorbância (Abs) e a concentraç~o de glicose [Glic.] foi: 

Abs(625 nm) = 0,014667 + 0,637152,[Glic.) r = 0,9998 

Tabela lL - Absorbâncias (Abs) obtidas para concentraç~es padrôes 
de glicose [Glic.) pelo método da o-toluidina 

[Glic. J (mg/ml) 
Abs (625 nm) 

[Glic.] (mg/ml) 
Abs (625 nm) 

' 0,80 

E 
c: 

L[} 0.60 
N 
<.0 

E 
Q) 

o 0.40 
() 

c: 
lO 
.D .... 
o 
(/) 0.20 

.D 
<( 

0.00 
0.00 

0.10 
0.079 

0.60 
0.402 

fll.2fll 
0.140 

0.70 
0.462 

0.30 
0.204 

0.80 
0.524 

/ 

0.40 
0.272 

0.90 
0.580 

0.20 0.40 0.60 0.80 1.00 

Concentração de Glicose (mg/ml) 
1.20 

0.50 
0.332 

1.00 
0.656 

Figura lL - Curva de calibraç~o para determinaç~o de glicose pelo 

método da o-toluidina 
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ANEXO III 

CURVA DE CALIBRAÇ~O PARA ANÁLISE DE GLICOSE 

MÉTODO GOD-PAP (Glicose Oxidase-Peroxidase) 

As análises de glicose pelo método GOD-PAP foram reali­

zadas como descrito no Método 1.2.2 • Os resultados obtidos para 

uma das curvas est~o mostrados na Tab. III e na Fig. III. Os pon­

tos representam médias de duplicatas, com desvios de no máximo 27. 

em relaç~6 I média. A reta ajustada por regress~o linear entre a 

absorbância (Abs) e a concentraç~o de glicose [Glic.] foi: 

Abs(525 nm) = 0,002286 + 1,330952.[Glic.] r = 0,9998 

Tabela LLL - Absorbâncias (Abs) obtidas para concentraçôes padrOes 
de glicose [Glic.] pelo método GOD-PAP 

[ G li c. ] ( mg I m 1 ) 
Abs (525 nm) 

[Glic.] (mg/ml) 
Abs (525 nm) 

J 

E 
c 

I[) 

N 

0.60 

I[) 0.40 

E 
Q) 

o 
ü 
c 

{0 -e 0.20 
o 
00 

..0 
<( 

0.00 
0.00 

0.05 
0.066 

121.3121 
121.41218 

l2l • 1121 
121.136 

121.35 
121.462 

/ 

121.15 
121.21212 

0.4121 
121.534 

0.10 0.20 0.30 0.40 

Concentração de Glícose (mg/ml) 

0.2121 
121.27121 

0.50 

12!.25 
0.336 

Figura llL- Curva de calibraç~o para determinaç~o de glicose pelo 

método GOD-PAP 
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ANEXO IV 

CURVA DE CAUBflAÇ:IIO PARA ANÃLISE DE GLICOSE 

MÉTODO DO DNS (ácido 3,5-dinitrossalicilico) 

As análises de glicose pelo método do DNS foram realizadas 

como descrito no Método 1.2.3 Os resultados obtidos para uma 

das curvas est~o mostrados na Tab. IV e na Fig. IV. Os pontos re­

presentam médias de duplicatas, com desvios de no máximo 2% em re­

laç~o à média. A reta ajustada por FE?gress~o linear entre a ab­

sorbância (Abs) e a concentraç•o de glicose [Glic.] foi: 

Abs(600 nm) = -0,044933 + 0,6306060.[Glic.) r = 11!,9997 

Tabela !.Y. Absorbâncias (Abs) obtidas para concentraçbes padr~es 
de glicose + frutose [G.+F.] pelo método do DNS 

[G.+F.] (mg/ml) 
Abs (600 nm) 

[G.+F.] (mg/ml) 
Abs (6fllfll nm) 

' 

E 
c 

o 
o 

0.60 

<D 0.40 

E 
Q) 

o 
ü 
c 

\O -e 0.20 
o 
UJ 

..D 
<{ 

0.00 
0.00 

0.111! 
0.023 

0.60 
0.330 

0.20 
0,086 

fll.7fll 
fll.391 

0.30 
0.145 

fll.Bfll 
fll.462 

• 

0. 412l 
0.200 

0.9fll 
fll.526 

0.20 0.40 0.60 O.BO 1.00 

Concentração de Glicose (mg/ml) 
1.20 

0.50 
0.266 

1.00 
fll.59fll 

Figura IV Curva de calibraç~o para determinaç~o de (glicose + 

frutose) pelo método do DNS 
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ANEXO V 

AMILOGLICDSIDASE IMOBILIZ(;DA NAS S!LICAS Sé:RIE I, GESSY E MERCK 

Curva para glicose: Abs(625 nm) = 0,009294 + 0,50608[Glic.] 

Cálculos segundo Método 2.1 

Amostra: Sil ica Série I (sem tratamento) 

Tempo v,. Abs; [Glic.] Gl i c. massa de sílica: 
(min) ( ml) (625nm) (mg/ml) j.lmol H!ll mg 

0 20,0 0,158 1,763 195,9 Díluiçlllo da Amostra: 

3 19,5 0,21218 2,356 255,2 
1/6 

6 19,0 0,261 2,984 315,12! Taxa de Reaç:l!o: 
9 18,5 0,295 3,387 348,1 16,47 j.lmol/min 
12 18,121 121,360 4,158 415,8 Atividade To ta 1: 
15 17,5 0,400 4,632 450,3 163 U/g s.í. 1 .. 
18 17,121 121,45121 5,225 493,5 

Amostra: Sílica Série I (tratada a 213'C) 

Tempo v,. Abs [Glic.] Glic. massa de sílica: 
(min) ( ml ) (625nm) (mg/ml) j.lmol 106 mg 

0 2121,0 0,044 1,372 152,4 Diluiçlllo da Amostra: 

3, 19,5 0' 104 3,743 405,5 
1/20 

6 19,121 0,151 5,60121 591,1 Taxa de Reaç:llo: 
9 18,5 0,225 8,525 876,2 67,22 IJmol/min 
12 18,12! 0,274 10,46 112146 Atividade Total: 
15 17,5 0,323 12,412! 1205 634 U/g s.i 1. 
18 17,0 0,377 14,53 1350 

Amostra: Sílica Série I (tratada a 243'C) 

Tempo v,. Abs [Glic.] Gl i c. massa de silica: 
(min) ( ml ) (625nm) (mg/ml) j.lmol 116 mg 

0 20,0 12!,045 1,411 156,8 
Diluiçllto da Amostra: 

3 19,5 0,084 2,952 319,8 
1/20 

6 19,0 0,126 4,612 486,8 Taxa de Reaçllto: 
9 18,5 0 ' 190 7,140 733,8 61,95 1-1mol/min 
12 18,0 0,244 9,275 927,5 Atividade Total: 15 17,5 0,281 10,74 1045 534 U/g sil. 18 17,0 0,347 13,35 1261 
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~-

Amos;tra: Sl.l ica Série I (tr<i!tada a 265'C) 
~~ ~~ 

-·-~·-

Tempo v,.. Abs (Glic.] Glic. massa de s.ilic;a: 
(min) ( ml ) (625nm) (mg/ml) jlffiOl 113 mg 

0 20,0 0,041 1,253 139,2 
Diluiç~o da Amostra: 

3 19,5 0,086 3,031 328,4 
1/20 

6 19,0 0,125 4,573 482,7 Taxa de Reaç;llo: 
9 18,5 0,174 6,509 668,9 54,20 jlmol/min 
12 18,0 0,217 8,208 820,8 Atividade To ta 1: 
15 17,5 0,271 10,34 1005 480 U/g sil. 
18 17,0 0,302 11,57 1093 

Amostra: Silica Série I (tratada a 281'C) 

Tempo v,. Abs LGlic.]. Glic. massa de silica: 
(min) ( m 1 l (625nm) (mg/ml) jlffiOl 118 mg 

0 20,0 0,105 1,702 189,1 
Diluiç~o da Amostra: 

3 19,5 0,200 3,391 367,4 
1/9 

6 19,0 0,276 4,743 500,6 Taxa de Reaç;!õo: 
9 18,5 0,347 6,001 616,8 41,59 1-1mol/min 
12 18,0 0,458 7,980 798,0 Atividade Total: 
15 17,5 0,499 8,709 846,7 352 U/g sil., 
18 17,0 0,566 9,900 935,0 

Amostra: Silíca Série I (tratada a 296"C) 

' Tempo v .. Abs [Glíc.) Glic. massa de sílica: 
(min) ( ml) (625nm) (mg/ml) 1-'mOl 119 mg 

20,0 0,084 1,476 164,0 
Diluiç~o da Amostra: 

0 1/10 
3 19,5 0,156 2,899 314,0 
6 19,0 0,228 4,322 456,2 Taxa de Reaç:l!o: 
9 18,5 0,302 5,784 594,4 44,02 1-1mol/min 
12 18,0 0,373 7,187 718,7 Atividade Total: 
15 17,5 0,442 8,550 831,3 370 U/g sil. 
18 17,0 0,526 10,21 964,3 

Amostra: Sílica Gessy (sem tratamento) 

Tempo v .. Abs; [Glic. J Glic. massa de sílica: 
(min) ( m 1 ) ( 625nm) (mg/ml) !-ImO! 124 mg 

0 20,0 0,087 1,535 170,6 
Diluic;;!õo da Amostra: 

3 19,5 0,087 1,535 .. 1/10 

6 19,0 0,083 .. .. Taxa de Reaç:l!o: 
9 18,5 0,082 .. .. 00,00 1-'mol/min 
12 18,0 0,085 .. .. 
15 17,5 0,086 .. .. Atividade Total: 

18 17,0 0,082 .. .. 000 U/g sil. 
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Amostra: S.il ica Gessy (tratada a 213•C) 
' ~--·· ----~-

v .. Abs [Glic.] Gl i c. massa de sílica: 
(min) ( ml) ( 625nm) (mg/ml) iJmol 125 mg 

0 20,0 0,083 1,456 161,8 
Dilui da Amostra: 

3 19,5 0,114 2,069 229,1 
.1 .!0 

6 19,0 0,160 2,978 314,3 Taxa de Heaç;;.o: 
9 18,5 0,193 3,630 373,1 21,89 ~Jmol/min 
12 18,0 0,230 4,361 436,1 Atividade Total: 15 17,5 0,271 5,171 502,7 175 U/g sil .. 18 17,0 0,305 5,843 551,8 

Amostra: Silica Gessy (tratada a 243*C) 

Tempo v.... -~bs (Glic.] Gl i c. massa de silíca: 
(min) ( ml ) (625nm) (mg /ml) 1-1m0l 104 mg 

0 20,0 0,084 1,476 164,111 
Diluiç;l;o da Amostra: 

3 19,5 0,11118 1,950 211,3 
1/lfll 

6 19,0 0,126 2,306 243,4 Taxa de Reaç;l;o: 
9 18,5 111,170 3,176 326,4 14,38 !Jmol/min 
12 18,0 111,179 3,353 335,3 Atividade Total: 15 17,5 0,212 4,005 389,4 138 U/g sil. 18 17,0 0,233 4,420 417,4 

Amostra: S.i líca Gessy (tratada a 265.C) 

' Tempo v,. Abs [Glic.] Glic. massa de silica: 
(min) (mll (625nm) (mg/ml) iJmol 121 mg 

0 20,0 0,087 1,535 170,6 Diluiç:!io da Amostra: 

3 19,5 111,114 2,069 224,1 1/1111 

6 19,0 111,141 2,602 274,7 Taxa de Reaç;l;o: 
9 18,5 111,168 3,136 322,3 16,72 1-1mol/min 
12 18,0 0,194 3,650 365,0 Atividade Total: 15 17,5 0,230 4,361 424,0 138 U/g sil. 18 17,0 0,264 5,11133 475,3 

Amostra: Silica Gessy (tratada a 281.Cl 

Tempo v,.. Abs [Glic.] Glic. massa de silíca: 
(min) ( m 1 ) (625nm) (mg/ml) iJmol 123 mg 

0 20,0 0,084 1,476 164,0 Diluíç:!io da Amostra: 

3 19,5 0,105 1,891 204,9 
1/10 

6 19,0 0,130 2,385 251,8 Taxa de Reaç;l;o: 
9 18,5 0,149 2,761 283,8 13,92 iJmol/mín 
12 18,0 0,181 3,393 339,3 Atividade Total: 15 17,5 0,204 3,847 374,0 

113 U/g sil. 18 17,0 0,230 4,361 411,9 
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Amostra: Silica Gessy (tratada a 296'Cf 
' 

Tempo v,. Abs [Glic.) Gl i c. m assa de sílica: 
(min) ( ml ) (625nm) (mg/ml) IJmOl Hll6 mg 

0 20,0 0,084 1,476 164,0 
o· 

3 19,5 0,101 1,812 196,3 

llui da Amostra: 
1/10 

6 19,0 0,124 2,267 239,3 T axa de Rea 
9 18,5 0,203 3,828 393,4 10,51 IJmol/min 
12 18,0 0,152 2,820 282,0 
15 17,5 0,173 3,235 314,5 A 

18 17,0 0,205 3,867 365,2 

tividade Total: 
99 U/g s.il. 

··-
Amostra: S.i.lica Merck (sem tratamento) 

Tempo v,. Abs [Glíc. J Glic. massa de sílica: 
(min) ( m l ) (625nm) (mg/ml) IJffiOl 115 mg 

0 20,0 0,038 1' 134 126,0 
Diluiç~o da Amostra: 

3 19,5 0,104 3,743 405,5 1/20 

6 19,0 0' 168 6,272 662,0 Taxa de Reaç~o: 
9 18,5 0,241 9,157 941,1 70,80 !Jmol/min 
12 18,0 0,282 10,78 1078 

Atividade Total: 15 17,5 0,348 13,39 1302 615 U/g s.í.l. 18 17,0 0,377 14 '53 1372 

Amostra: Si lica Merck (tratada a 213'C) 

' Tempo v .. Abs [Glic.] Glic. massa de sílica: 
(min) ( ml ) (625nm) (mg/ml) jJmol 104 mg 

0 20,0 0,050 1,609 178,8 Diluiç~o da Amostra: 

3 19,5 0,114 4,138 448,3 1/20 

6 19,0 0,163 6,074 641,1 Taxa de Reaç:l!o: 
9 18,5 0,228 8,643 888,3 74,67 IJmol/min 
12 18,0 0,290 11,09 1109 Atividade Total: 15 17,5 0,351 13,50 1313 

712 U/g sil. 
18 17,0 0,421 16,27 1537 

Amostra: Sílica Merck (tratada a 243'C) 

Tempo v .. Abs [Glic.] Glic. massa de silica: 
(min) ( m 1) (625nm) (mg/ml) !Jmol 116 mg 

0 20,0 0,042 1,293 143,7 Diluiç:l!o da Amostra: 

3 19,5 0,066 2,241 242,8 1/20 

6 19,0 0,105 3,782 399,2 Taxa de Reaç:l!o: 
9 18,5 0,190 7,141 733,9 58,34 IJmol/min 
12 18,0 0,220 8,327 832,7 Atividade Total: 15 17,5 0,256 9,750 947,9 

503 U/g sl.l. 18 17,0 - - -
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Amostra: S.ilica Merck ( trat_ada a 265'Cl 
,~ 

Tempo v,.. Abs [G!ic.] Gl i c. massa de s.ilica: 
(min) ( m 1 ) (625nm) (mg/ml) j.lmol 118 mg 

0 20,0 0,080 1,397 155,2 Diluiç:llo da Amostra: 

3 19,5 0,124 2,267 245,6 
1/10 

6 19,0 0,174 3,255 343,6 Taxa de Reaç:llo: 
9 18,5 0,233 4,420 454,3 28,92 j.lmol/min 
12 18,0 0,263 5,013 501,3 Atividade Total: 
15 17,5 0,318 6 • 100 593,1 245 U/g s.il .. 
18 17,0 0,374 7,207 680,7 

Amostra: S:í.lica Merck (tratada a 281'Cl 

Tempo v .. Abs [Glic.] Glic. massa de silica: 
(min) ( ml ) (625nm) (mg/ml) j.lmOl 126 mg 

111 20,111 0,082 1,437 159,7 
Diluiç:llo da Amostra: 

3 19,5 0,167 3,116 337,6 
1/10 

6 19,0 0,224 4,242 447,8 Taxa de Reaç:llo: 
9 18,5 0,273 5,211 535,6 35,89 !Jmol/min 
12 18,0 0,346 6,653 665,3 Ati.vidade To ta 1: 
15 17,5 0,378 7,286 708,4 282 U/g s.il .. 
18 17,0 0,462 8,945 844,8 

Amostra: S.ilica Merck (tratada a 296'Cl 

' Tempo v .. Abs [Glic.] Glic. massa de silica: 
(min) ( ml ) (625nm) ( mg/ml) !Jmol 118 mg 

l2l 20,0 0,075 1,377 153,0 Diluiç:llo da Amostra: 

3 19,5 0,124 2,267 245,6 
1/10 

6 19,0 111,163 3,037 320,6 Taxa de Reaç:llo: 
9 18,5 111,228 4,322 444,2 27,74 !Jmol/min 
12 18,0 0,260 4,954 495,4 Atividade Total: 
15 17,5 0,31115 5,843 568,1 235 U/g sil. 
18 17,0 0,361 6,950 656,4 
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ANEXO VI 

!MOBILIZAÇ~O DE AMILOGLICOSIDASE NA S!LJCA SÉRIE JII 

Enzima: Amiloglicosídase a 9.78 mg prot./ml 

Tempo de Imobilizaç~o: 40 h 

Volume de amostra para análise de proteina: 10 ~1 

CondíçOes: 45•c, pH 4,5, amido 5% 

Glicose: Abs(625 nm) = 0,0024 + 0,527429 x [Glícose (mg/ml)) 

Amos- Tara S.i.l. Bruto Ãgua Bruto Sol. Abs. [Prot] [Prot] Imob 
tra (mg) (mg )- úmido (mg) en-zima Enz. 620 (m?ml) cor. (m~g) 

(mg) (mg) (mg) nm ( m9ml) 

TA 9453 88 9641- 100 111!046 405 '356 7,72 9,63 0,69 

152 9304 85 9498 109 9905 407 ,289 6,24 7,91 8,90 

180 9569 85 9751 97 10163 412 ,223 4,812! 5,92 18,7 
--

200 9410 92 9606 104 1121008 402 ,177 3,79 4,76 21,9 

213 9424 86 9608 98 10020 412 ,206 4,43 5,49 20,5 

224 9381 89 9570 100 9985 415 ,208 4,47 5,55 19,7 

234 9397 88 9585 100 10000 415 ,213 4,57 5,67 19,4 

243 9444 90 9635 101 10042 407 ,221 4,75 5,93 17,4 
' 

250 9425 90 9613 98 10018 405 ,238 5,13 6,38 15,4 

258 9372 90 9568 106 9568 414 ,254 5,49 6,89 13,3 

Amostra: Silica Série II I (sem tratamento = TA ) 

Tempo v .. Abs [Glic.J Gl i c. massa de silica: 
(minl ( ml ) (625nm) (mg/ml) ~mol 88 mg 

0 50,0 0,090 1,66 461,0 Díluiç;lto da Amostra: 

2 49,5 0,092 .. .. 1/10 

4 49,0 0,089 " .. Taxa de Reaç;\to: 
6 48,5 0,09121 .. .. 00,0121 ~mol/min 
8 48,0 121,090 .. " 
10 47,5 0,092 .. .. Atividade Total: 

12 47,0 0,093 .. " 
0 U/g s.í.l. 

14 46,5 0,087 .. .. 



Amostra: Sílica Série 

Tempo v .. Abs 
(min) ( ml ) (625nm) 

IZ) 50,0 121,088 
2 49,5 0. 11215 
4 49,12) 121,120 
6 48,5 IZ) ,128 
8 48,0 121 • 1 512) 
10 47,5 0,155 
12 47,0 121,163 
14 46,5 121,182 

Amostra: Silica Série 

-" 
Tempo v .. Abs 
(min) ( m l ) (625nm) 

121 5121,0 0,12188 
2 49,5 121,102 
4 49,121 0,126 
6 48,5 0,139 
8 48,0 0,166 
10 47,5 121,183 
12 47,121 121,21216 
14 46,5 121,230 

I 

,_ 

An·q~=Jtra: Silica Série 

Tempo 1 v ... Abs 
( min) I ( ml ) (625nm) 

121 5111,121 121,12190 
2 49,5 0,111 
4 49,121 121' 126 
6 48,5 121,149 
8 48,121 121,174 
1121 47,5 121' 189 
12 47,121 121,21218 
14 46,5 121,242 

I! I (tratada a 

[Glic.] Glic. 
( mg/ml) iJmOl 

1,62 450 
1,95 536 
2,23 607 
2,38 641 
2,80 747 
2,89 763 
3,1214 794 
3,41 881 

III (tratada a 

[Glic.] Gl i c. 
( mg/ml) !Jmol 

1,62 4 50 
1,89 520 
2,34 637 
2,59 698 
3,10 827 
3,42 91213 
3,86 101218 
4,32 116121 

" 

I I I (tratada a 

[Glíc.] Glic. 
(mg/ml) !JmOl 

1' 66 461 
2,1216 567 
2,34 637 
2,78 749 
3,26 869 
3,54 934 
3,9121 112118 
4,54 1173 

139 

152 • c) 

m assa de sílica: 
85 mg 

D iluiç~o da Amostra: 
1/1121 

T axa de Rea 
29,05 pmol/min 

A ti v idade 
T 
E 
otal: 342 U/g síl. 
spec.ifica: 

38 U/mg prot. 

180'C) 
-

massa de silic:a: 
85 mg 

Diluiç:llD da Amostra: 
1/10 

Taxa de Reaçillo: 
47,79 !Jnlol/min 

Atividade 
Total: 5.62 U/g sil. 
Especifica: 

3111 U/mg prot. 

20121'C) 

massa de s.ilica: 
92 mg 

Diluiç:lío da Amostra: 
1/1121 

Taxa de Reaç~o: 
49,11 !Jmol/min 

Atividade 
Total: 534 U/g s:Ll. 
Especifica: 

24 U/mg prot. 
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Amostr-a: S .i.l i c: a Sér-ie III (tr-atada ii!l 213'C) 
' 

Tempo v .. Abs [Glic:.] Glic:. massa de sílica: 
(min) ( m l ) (625nm) (mg/ml) 1-!ffiOl 86 ffi{.) 

0 50,0 0,084 1,55 431 
Dilui da llmostra: 

2 49,5 0,099 1,83 503 1/H'I 

4 49,0 0,105 1,95 531 Taxa de Rea : 
6 48,5 0,125 2,32 625 46,07 1-!n!Ol/min 
8 48,0 0,150 2,80 747 

Atividade 10 47,5 0,176 3,29 868 Total: 536 U/g si 1. 12 47,0 0,189 3,54 924 Especifica: 14 46,5 0,222 4,16 1074 
26 U/mg prot • 

.. 
Amostr-a: Silica Sér-ie III (tr-atada a 224.C) 

Tempo v ... Abs [Glic.] Glic:. massa de s.ilica: 
(min) ( ml ) ( 625nm) ( mg/ml) jlmOl 89 mg 

0 50,0 0,080 1,47 408 Diluiç:lio da Amostra: 

2 49,5 0,101 1,87 514 
1/10 

4 49,0 0,127 2,36 642 Taxa de Reaç:llo: 
6 48,5 0,143 2,66 717 43,50 1-1mol/min 
8 48,0 0,156 2,91 776 Atividade 10 47,5 0,174 3,25 858 Total: 489 U/g sil. 12 47,0 0,194 3,63 948 Especifica: 
14 46,5 0,215 4,03 1041 

25 U/mg pr-ot. 
' 
I 

' 

H!~~'..J!:J tra: Si lica Série III (tratada a 234"Cl 

Tempo v .. Abs [Glic.) Gl i c. massa de sílica: 
(min) ( ml ) (625nm) (mg/ml) jlffiOl 88 mg 

0 50,0 0,088 1,62 450 Diluiç:lio da Amostra: 

2 49,5 0,105 1,95 536 
1/10 

4 49,0 0,132 2,46 670 Taxa de Reaç:lio: 
6 48,5 0,146 2,72 733 46,51 1-1mo!/min 
8 48,0 0' 166 3,10 827 

Atividade 10 47,5 0,186 3,48 918 
Total: 528 U/g sil. 12 47,0 0,213 3,99 1042 
Especifica: 14 46,5 0,224 4,20 1085 27 U/mg prot. 
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-- -------------
Amostr;u Silica Série rrr (tratada a 243'C) 

-----"'-- ----------- -------- -----
Tempo v .. Abs [Glic.] G li c. massa de sílica: 

. (min) ( m l ) (625nm) (mglml) pmol 917l mg 

0 30,0 0,088 1,62 360 
f) luj t~.~D ci a. nnjo~·) t r· : 

2 39,5 0,108 2,00 444 
1/10 

4 39,0 0,123 2,28 51ZliZI Taxa de Rea ' 6 38,5 0,137 2,55 553 30,91 !Jmol/min 
8 38,0 0,155 2,89 618 

Atividade 
10 37,5 0,168 3,14 663 Total: 343 U/g s.il .. 
12 37,0 0,193 3,61 752 

i fica: 
14 - - - -

20 U/mg prot. 

---
Amostra: Sílica Série III (tratada a 251Zl•C) 

Temp·· v,. Abs [Glic.] Gl i c. massa de silica: 
(min) ( m 1 ) (625nm) (mg/ml) 11mol 90 mg 

0 30,0 0,088 1,62 460 
Di lLJiç;llo da Amostra: 

2 49,5 0,102 1 '89 5211! 
1/10 

4 49,0 0,115 2,13 580 Taxa de Reaç:Jio: 
6 48,5 0,123 2,29 617 29,27 !Jmol/min 
8 48,0 0,137 2,55 680 

Atividade 
10 47,5 0,150 2,80 739 

Total: 325 U/g sil. 
12 47,0 0,164 3,06 799 

Especifica: 
14 46,5 0,181 3,39 876 

21 U/mg prot. 

' Amostra: Silica Série III (tratada a 25B•c) 

Tempo v .. Abs [Glic.] Gl i c. massa de silica: 
(min) ( m 1 ) (625nm) (mg/ml) !JmOl 9121 mg 

0 50,0 0,098 1,81 431 
Diluiç:llo da Amostra: 

2 49,5 0,110 2,04 51213 
1/10 

4 49,0 0,117 2,17 531 Taxa de Reaç;llo: 
6 48,5 0,127 2,36 625 22,52 !Jmol/min 
8 48,0 121,134 2,50 747 

Atividade 
10 47,5 0,142 2,65 868 

Total: 250 U/g sil. 
12 47,0 121,161 3,1211 924 

Especifica: 
14 46,5 0,172 3,22 1074 

19 U/mg prot. 
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ANEXO VII 

IMDBILIZAÇ:1!0 DE AMILDGLICOSIDASE NA S!LJCA SÉRIE IV 

Enzima: Amiloglicosidase a 10,49 mg prot./ml 

Tempo de Imobilizaç~o: 24 h 

Volume de amostra para análise de proteína: 10 ~~ 

Amostras TA, 130 e 152: 5 ~1 

Condiçôes: 45•c, pH 4,5, amido 5'l. 

144 

Glicose: Abs(625 nm) = 0,0024 + 0,527429 x [Glicose (mg/ml)] 

Amos- Tara S.i 1 • Bruto Ãgua Bruto Sol. Abs. [Prot) [ProtJ Imob 
tra (mg) (mg) úmido ( mg) enzima Enz. 621Zl (m9ml) cor,. (m9gJ 

(mg) (mg) (mg) nm (m9mll 

TA 9399 95 9610 116 10136 526 ,210 9,04 11,03 12l,l2llll 

130 9333 96 9566 137 10088 522 ,206 8,86 11' 19 0,0121 

152 9425 102 9667 140 10189 522 ,188 4,04 5,12 27,5 

192 9474 98 9724 152 10245 521 ,114 2,41 3,11 39,2 

215 9304 98 9542 140 1121065 523 ,089 1,86 2,35 43,4 

240 9439 99 9698 16121 10212 514 ,169 3,46 4,54 30,9 

' SPC 9452 98 9690 140 10207 517 ,1121121 2,1121 2,67 41,3 

Amostra: Sílica Série IV (tratada a 152•CJ 

Tempo v .. Abs (Glic.] Gl i c. massa de silica: 
(min) ( ml ) (625nm) (mg/mlJ ~mal 102 mg 

0 50,0 0,088 1,62 45121 Diluiç~o da Amostra: 

2 49,5 0 • 103 1,91 525 1/1121 

4 49,0 fi)' 107 1,98 539 Taxa de Reaçl'm: 
6 48,5 0,119 2,21 595 21,41 ~mol/min 
8 48,0 0,127 2,36 629 Atividade 10 47,5 0,137 2,55 673 Total: 210 U/g sil. 12 47,0 0,148 2,76 721 Especifica: 

7,64 U/mg prot. 
~. 
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Amostrou S.ilica Série IV (tratada a 192.C) .. -
Tempo v .. Abs [Glic.] Glic:. massa de silica: 
(min) ( ml ) (625nm) (mg/ml) tJmOJ 98 mg 

0 50,121 0,088 1,62 450 
Dilui ç:!lo da Amostra: 

2 49,5 121,108 2,00 550 
1/10 

4 49,0 0,135 2,51 683 Taxa de Rea : 

6 48,5 0,158 2,95 795 66,29 j.lmol/min 
8 48,0 0,189 3,54 944 Atividade 
10 47,5 0,222 4,16 1098 Total: 676 U/g sil. 
12 47,0 0,252 4,73 1235 Especifica: 

17,24 U/mg prot. 

Amostra: Sílica Série IV (tratada a 215.C) 

. Tempo -v,. .. Abs (Glic.] Gl i c. massa de sili.ca: 
(min) ( m l ) (625nm) (mg/ml) j.lmOJ 98 mg 

0 50,0 0,088 1,62 450 
Diluiç;;:o da Amostra: 

2 49,5 0, H?l9 2,02 556 
l/H'l 

4 49,0 0,141 2,63 716 Taxa de Reaç;;:o: 
6 48,5 0,171 3,20 862 64,98 pmol min 
8 48,0 0,203 3,80 1013 Atividade 
10 47,5 0,224 4,20 1108 Total: 663 U/g si 1. 
12 47,0 0,244 4,58 1196 Especifica: 

15,30 U/mg prot. 

Amostra: Sílica Série IV (tratada a 240.C) 

Tempo 
(min) 

0 
2 
4 
6 
8 
10 
12 

v ... 
( ml ) 

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

Amostra: 

Tempo v ... 
(min) ( ml ) 

0 50,0 
2 49,5 
4 49,0 
6 48,5 
8 48,0 
10 47,5 
12 47,0 

Abs 
(625nm; · 

0,088 
0,110 
0,136 
0,166 
0,188 
0,207 
0,225 

Sílica SPC 

Abs 
(625nm) 

0,088 
0,118 
0,155 
0,192 
0,229 
0,265 
0,302 

[Glic.) 
(mg/ml) 

da 

1,62 
2,04 
2,53 
3,10 
3,52 
3,88 
4,22 

Corning 

[Glic. J 
(mg/ml) 

1,62 
2,19 
2,89 
3,59 
4,30 
4,98 
5,68 

Glic. 
iJmOl 

450 
561 
689 
835 
939 

1013 
1102 

Gl i c. 
iJmOl 

450 
602 
787 
967 

1146 
1314 
1483 

massa de silica: 
99 mg 

Diluiç:!to da Amostra: 
1/10 

Taxa de Reaç:tlo: 
55,54 iJmol/min 

Atividade 
Total: 561 U/g sil. 
Especifica: 

18,15 U/mg prot. 

massa de sí.lica: 
98 mg 

Diluiç:tlo da Amostra: 
1/10 

Taxa de Reaç:!lo: 
87,18 11mol/min 

Atividade 
Total: 890 U/g s.il. 
Especifica: 

21,50 U/mg prot. 
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ANEXO VIII 

IMOBILIZAÇ.O DE HRP NA S!LICA S~RJF V 

Enzima: HRP a 4,64 mg proteina/ml 

Quantidade adicionada: 200 ~1 = 0,928 mg de proteina 

Tempo de Imobilizaç~o: 24 h 

Volume de amostra para análise de proteína: 15 ~~ 

147 

Condiçbes de Atividade:25"C, pH 6,0, pirogalol (Método 2.5) 

Amos- Tara Sil. Sobrenadan- Sobre- Abs. [Prot] Pro te i_ Imob 
tra (mg) (mg) te( pesagem) nadan- 620 ( m?mi) na (m9g) 

(mg) te(mg) nm (mg) 

-
151 9470,9 18,8 9805-941121 395 0,131 1,474 0,582 18,4 

181 9451,7 24,4 9832-9433 399 0,061 0,719 0,287 26,3 

203 9332,0 22,1 9821-941218 413 0,12188 1,12110 0,417 23,1 

215 931213,3 26,2 9836-9438 398 0,1219121 1' 11131 111,410 19,8 

225 9387,3 24,9 9777-9375 402 0 ' 103 1,170 0,470 18,4 

236 9431,2 21,1 9783-9384 399 111,119 1,343 0, 536 18,6 

245 9423,3 23,0 9806-9413 393 0' 123 1,387 0,545 16,6 

255 9397,2 23,7 9927-9529 398 0,127 1,430 0,569 15,1 

Amostra: Enzima HRP Livre 

Tempo v .. Abs Abs concentraç:llo da enzima 
( s) ( ml ) (420nm) corrigida na reaç~o: 8E-3 jJg/ml 

30 29,111 111,11115 
inclinaç:llo da reta 

60 28,111 111,087 
( AAbs/ At l: 2,392E-3 

90 27,0 111,162 Atividade (20.AA/12): 
120 26,111 0,233 
15111 25,111 111,301 Total: 3,988E-3 U/ml 
180 24,0 0,362 Especifica: 
210 23,0 0,416 498,5 U/mg proteína 
240 22,0 0,462 
270 21 '0 0,502 
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Amostra: Sílica SériE> v (tratada a 151 •c l 

Tempo v ... Abs Abs 
( s) ml) (420nm) corrigida massa dl? silica: 6,2 mg 

30 29,0 -0,030 ·-0 • 030 
inclinaçlilo da reta 

611l 28,0 0,027 0,026 
(AAbs/.ô.t)x1000: 1,873 

90 27,0 0,090 0,084 Atividade (20.AA.29/12. 
120 26,0 0,154 0,138 
150 25,0 0,218 0' 188 Total: 14,60 U/g silica 
180 24,0 0,275 0,228 Especifica: 
210 23,0 0,330 0,262 0,793 U/mg proteína 
240 22,0 0,382 0,290 

-·--
Amostra: Silica Série v (tratada a 1B1·cl 

Tempo v,.. Abs Abs 

__ 1 ______ 

(s) ( ml ) (421Zlnm) corrigida massa de s.ilica: 3,8 mg 

30 29,1Zl -IZJ,I2l35 -0,035 
inclinaçlilo da reta 

60 28,0 0,12106 0,006 
( AAbs/ t.t) x11ZHil0: 1,242 

90 27,0 0,043 121,04121 
Atividade (20.AA.29/12.m): 

120 26,0 0,086 0,12177 
150 25,0 0,133 0,115 Total: 15,80 U/g sílica 
18111 24,0 0,185 0,153 Especifica: 
210 23,0 0,238 0' 189 0,600 U/mg proteína 
240 22,0 0,294 0,223 

I 

Amostra: Sílica Série v (tratada a 203.Cl 

Tempo v,.. Abs Abs 
(s) ( ml ) (4211lnm) corrigida massa de sílica: 5,0 mg 

30 29,0 -0,035 -0,035 
inclinaçlilo da reta 

60 28,0 0,012 0,012 
( AAbs/ At) x 1000: 1,596 

90 27,0 0,064 0,060 
Atividade (20.AA.29/12.m): 

120 26,0 0,120 0,108 
150 25,0 lll' 182 0,157 To ta 1: 15,43 U/g silica 
180 24,0 0,245 0,203 Especifica: 
210 23,0 0,311 0,247 0,668 U/mg proteina 
240 22,0 0,394 0,300 
270 21,0 0,484 0,350 
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Amostra: Si 1 i c a Série v ( trata da " 215•C) 
------- ,---------- ------~· .. ·--

Tempo v,. Abs Abs 
( s) ( m l ) (420nm) corrigi. da ffic'i;:?;t;;;,a de s.il.ica: 7,4 mg 

3121 29,0 -0,019 -0,019 inclina da reta 

60 28,0 0,060 0,058 
( L>.Abs/.O.t) x1000: 2,380 

90 27,0 0,139 0,129 Atividade ( 20 . AA. 29 I 12 • m ) : 
120 26,0 0,225 0,202 
1 50 25,0 0,308 0,266 Total: 15,55 U/g sílica 
180 24,0 0,398 0,329 Especifica: 
210 23,0 121,489 121,388 0,785 U/mg proteina 
240 22,0 0,584 0,443 

c 

Amostra: Sílica Série v (tratada a 22s•c1 

Tempo v ... Abs Abs 
(s) ( m l ) (420nm) corrigida massa de sílica: 4,8 mg 

30 29,0 -0,019 -0,049 inclinaç1l!o da reta 

60 28,0 0,060 -0,009 
(l>.Abs/.O.t)x1000: 1,325 

90 27,0 0,139 0,034 Atividade (20.AA.29/12.m): 120 26,0 0,225 0,076 
150 25,0 0,308 0,119 Total: 13,34 U/g sílica 
180 24,0 0,398 0' 162 Especifica: 
210 23,1Zl 0,489 l2l • 1 90 lll,725 U/mg proteína 
240 22,1Zl 0,584 0,225 

Amostra: Silica Série v (tratada a 236"C) 

Tempo v ... Abs Abs 
( s) ( m 1 ) (420nm) corrigida massa de sílica: 4,6 mg 

30 29,0 -0,044 -0,044 inclinaç1llo da reta 

60 28,0 -0,006 -lll,006 
(l>.Abs/.O.t)x1000: 1,266 

90 27,0 0,037 0,034 Atividade ( 20 • AA • 29 I 12 • m ) : 120 26,0 0,085 0,076 
150 25,0 0,136 121,117 Total: 13,30 U/g sílica 
180 24,0 0,190 0,157 Especifica: 
210 23,0 0,245 0,194 0,715 U/mg proteína 
240 22,0 121,297 0,225 
270 21,0 121,348 0,252 
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Amostra: Silica Série V (tratada a 245*C) 

Tempo 
( s) 

v .. 
( l ) 

A Abl?} 

r i iJ .i 

-0,044 
et, 

incl1naçlo da reta 
(.?.H~_;;;.,/ .t;,t i x1W00: 1, 606 

152 

3121 
60 
90 

120 
150 
180 
210 
240 
270 

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

-0,044 
0,01213 
121,056 
0' 112 
0,171 
0,241 
0,314 
0,289 
0,465 

0, 
0, 
0, 
0, 

tividade (20.AA.29/12.m): 

tal: 16,52 U/g silica 
pec.ifica: 

0, 0,995 U/mg proteína 
0, 
0, 

Amostra: Si li.ca Série v (tratada a 255"Cl 
" 

" -· Tempo v,. Abs Abs 
( s) 

30 
60 
90 

120 
150 
180 
210 
240 
270 

( ml ) (420nm) corrigida massa de sílica: 4,2 mg 

29,0 0,094 121,11194 inclinaçi:lo da reta 

28,0 0,148 0,143 ( AAbs/ llt) x 112100: 1,438 

27,0 0,202 0, 188 Atividade (20.AA.29/12.m): 26,0 0,259 0,232 
25,0 0,319 0,275 Total: 16,50 U/g silica 
24,0 0,384 0,318 Especifica: 
23,0 0,454 0,360 1,096 U/mg proteína 
22,0 0,528 0,401 
21,0 121,607 0,440 

IMOBILIZAÇ~O DE HRP NA SlLICA S~RIE V TRATADA A 181*C 

VARIANDO-SE O TAMANHO DE PARTICULA 

Enzima: HRP a 2,78 mg proteina/ml 

Quantidade adicionada: 200 ~1 = 0,556 mg de proteína 

Tempo de Imobilizaçi:lo: 24 h 

Volume de amostra para análise de proteina: 25 ~1 

CondiçOes de Atividade:25•c, pH 6,0, pirogalol (Método 2.5) 
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Amos- Tara Sil. Sobrenadan- Sobre- Abs. [Prot] Pro te~ Imob 
tra (mgl (mgl te(pesagem) nadan- 620 (m9ml) na (m?g) 

(mesh) (mg) te ( mg) nm ( mg) 
- -----

24-:sz 9394,8 17,8 H~íZ! -9-9395 654 121,1216121 0,425 0,278 15,6 

32-35 9407,8 20,0 9944-9301 643 121,059 121,418 0,268 14,4 
c---
35-42 9412,4 19,4 10046-9422 624 0,12158 0,412 0,257 15,4 

42-48 9374,2 17,6 11Z!IZJ62-9428 634 IZJ,IZJ62 0,438 0,278 15,8 

48-6121 9378,3 19,4 1012187-9454 633 121,12159 121,418 121,264 15,0 

6121-65 9477,7 17,5 112112199-945121 649 121,12163 0,444 0,288 15,3 

---
Amostra: Silica Série v tratada a 181"C, 24-:52 mesh (121,604 mm) 

Tempo v,. Abs Abs 
( s) ( ml l (420nm) corrigida massa de s.ilica: 4,8 mg 

30 29,0 -121,056 -0,056 
inclinaç::lo da reta 

6121 28,121 -121,1211212 -0,01212 
(âAbs/ll.t)x1000: 1,800 

90 27,0 0,057 0,053 Atividade ( 20 • âA • 29/12 • m ) : 
120 26,0 0' 120 0 ' 108 
150 25,0 0,185 0,159 To ta 1: 18,1 U/g s.í.lica 
180 24,0 0,250 0,207 Especifica: 
210 23,0 0,315 0,250 1,16 U/mg proteina 
240 22,12l 0,383 12l,291 

' 

Amostra: Sílica Série v tratada a 181"C, 32-35 mesh (0,460 mm) 

Tempo v,. Abs Abs 
( s) ( m 1 ) (420nm) corrigida massa de s.ilica: 3,9 mg 

30 29,0 -0,12l56 -12l,l2l56 
inclinaç::lo da reta 

612l 28,0 - - (âAbs/.ô.t)x112liZIIZI: 1,444 

912l 27,0 0,12l25 12l,024 
Atividade ( 20. âA. 29/12. m) : 

120 26,12l 12l,l2l75 12l,l2l712l 
150 25 ,0 0,127 0,114 To ta 1: 17,9 U/g silica 
1812l 24,0 0,184 0, 159 Especifica: 
210 23,0 0,245 0,203 1,24 U/mg proteína 
240 22,12l 12l,3112l 0,246 
2712l 21,12l 12l,377 0,286 



Amostra: Sílica Série V tratada a 181"C, 35-42 mesh (0,387 mm) 

Vw Abs 
(.) ( m l ) (420nm) 

30 29,11! -0,050 
60 28,0 -0,002 
90 27,0 IZI,IZI 

120 26,0 IZJ,IZI 6 
1 :)0 25.0 IZI, lb2 

180 24,0 0,225 
210 23,0 0,292 
241Zl 22,0 0,388 

Abs 
corr ig1 la 

-0,056 
-111,11102 
0,047 
0,086 
0,140 
IZI,186 
IZI,232 
0,294 

massa ele 

i.nclinaç 

sílJ.ca: 3,9 mg 

:l!o da reta 
( AAbs/ At) X 111!001 l 0 607 

Ativielael 

Total: 

e (20.AA.29/12.ml 

9,9 U/g sili.ca 1. 

Especití ca: 
1,29 

r~----·-· ·-·~------ .. ----· ~- ~----~-------~ .. ----~----~------~- .... ···----.. --.. ------------.. ~-- .. ·-·-···-- -....... 

Amostra: Silica Série V tratada a 181"C, 42 48 mesh (0,326 mm) 
··-----· ~~·~···---~--· 

Tempo Abs 
( s) ( m l ) (421Zlnm) 

30 29,0 -0,035 
6111 28,0 0,11145 
90 27,0 0,127 

120 26,0 0,211 
150 25,0 0,304 
180 24;0 0,398 
210 23,0 0 ' 501 
240 22,0 0,620 

Amostr2· .Si l ica Série v 

Tempo v,.. Abs 
( s) ( m 1 ) (420nm) 

3121 29,121 -0,12110 
6121 28,0 121 ' 108 
9121 27,0 121,237 

120 26,IZI 0,394 
15111 25,0 IZI,554 
180 24,IZI 121,715 
210 23,0 121,875 
24IZI 22,0 -

Abs 
con-igida 

-111,056 
0,043 

,118 
iil' 189 
0,262 
0,329 

. 0,397 
0,470 

tratada 

Abs 

a 

corrigida 

-0,01121 
0,104 
121,221 
0,353 
0,478 
0,592 
IZI,694 

-

massa ele sílica: 4,2 mg 

inclinaç~o da reta 
(AAbs/ât)x1000: 2,590 

Atividade (20.AA.29/12.m 

Total: 29,8 U/g silica 
Específica: 

1,89 U/mg proteína 

. ~·~--

--
181•C, 48-612) mesh (121,274 mm) 

massa de sílica: 4,8 mg 

inclinaçillo da reta 
( AAbs/li.t) x 10121121: 4,12183 

Atividade (2121.AA.29/12.m): 

Total: 36,9 U/g sil i c a 
Específica: 

2,46 U/mg proteína 



tra: Silica Série V tratada a 18l"C, 60-65 mesh 10,230 mm) 

empo v,. Abs Abs 
( 5) ( m l 1421llnm corr1g1da massa de sillca: 3,1 mg 

3121 29, -0,024 -0,024 
inclinaç:llo da reta 

612! 28, 121,078 0,075 
I AAbs/ bt) ><1000: 3' 153 

90 27, 0,188 0' 175 At.i v Idade (20.AA.29/l2.m): 
120 26, 0,298 0,267 
1 50 25, 11l,41IZI 0 t j 5~) Total: 4 • 2 U/g s:ilica 
180 24, 0,516 0,427 Especifica: 
210 23, 0,629 0,500 3,2 U/mg proteína 
240 22, 0,740 0~561 
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ANEXO IX 

JMOB!L!Z DE AMJLOGL COSIDASE NA SlL!CA SitRlE V 

Enzima: Amiloglicosidase a 10,965 mg proteina/ml 

Tempo de lmob1lizaçlo: 48 h 

Volume de amostra para análise de proteína: 10 ~~ 

Condi : 45"C, pH 4,5, amido 5% 
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Glicose: Abs(625 nm) = -9,267.1 0,4603 x [Glicose (mg/ml)] 

. --~--~--·~·"" 

Amos- Tara Sil. Bruto Água 8r·uto Sol. Abs. [Prot] [Prot] Imob 
tra ( mg) (mg) úmido 

(mg) enzima Enz. 62121 (m9ml) cor., ( 
) ( mg ) ( mg) (mg) nm (m9ml) 

~----~--···· --······- --------- ----~· --- ------
SPC 9398 73 9S78 Hl7 10118 610 ,274 4,803 5,645 44,45 

151 9396 11218 9682 178 10190 608 
' 

)6 6,IZIIZI0 7,756 11Zl,lll9 

181 9455 75 9661 131 10270 609 I '7 4,863 5,909 41,05 
---- . --- ----

203 9371 71 9569 127 10162 593 ' 1 l3 3,089 3,751 60,25 

215 9434 75 9620 111 10225 605 ,175 2,950 3,491 60,29 

225 9414 75 9628 139 10228 600 '172 12,900 ::1,572 59,15 

236 9438 71 9632 123 10235 603 ,229 3,924 4,724 53,IZIIZI 

245 9410 71 9597 116 10197 600 • ~52 4,367 5,211 48,62 

' 
255 7' ,7 71 9635 115 10246 611 ' 

76 4,843 5,755 44,84 

270 9333 75 9538 130 10144 606 ,299 5,331 6,450 36,48 

Amostra: Enzima Amiloglicosidase Livre 

Tempo v,.. Abs [Glic.] Gl i c. Concentraç:llo da en-
(min) ( ml l (625nm) ( mg/m l) !Jmol/ml zima: 27,41 !l9 I m 1 

0 50,0 0,075 1,83 10,17 
Diluiç:llo da Amostra: 

2 49,5 fll,lll 2,61 14,5fll 
1/1fll 

4 49,0 0 ' 130 3,03 16,83 Taxa de Reaçâo: 
6 48,5 0,164 3,76 2fll,89 1,555 !Jmol/ml.min 
8 48,0 0,183 4,18 23,22 

Atividade Especifica 10 47,5 fll,2fll7 4,7fll 26,11 
12 47,0 0,234 5,28 29,33 

56,7 U/mg prot. 



Amostra: Silica SPC da Corn1ng 

Tempo v.., Abs [Gl1c.) G l1 c. massa de sílica~ 
Cmin) ( m l ) (625nm) (mg/mll !JffiOl 73 mg 

121,075 
Dilui da Amostr-a 

0 50,0 1,83 1/10 
2 49,5 0,095 2,27 ~.?.3 

4 49,0 0,126 2,94 t·~' ;jjílJ Taxa de Reaçâllc:~: 

6 48,5 121,153 ~~'52 95111 72,90 pmol/mir< 
8 48,0 0,183 4,18 1114 A ti v idade 
10 47,5 121,204 4,63 1223 Total: 999 U/g si l .. 
12 47,0 0,230 5,20 1357 

Espec.i f i. c a: 
22,5 U/mg pr·ot 

Amostra: Silica Série V (tratada a 181"C) 

~----
----~·~-~-

Temp.o v,., Abs [GJ i c. J G li c. ma.ssa de si1ica: 
( mín) (ml (625nm) ( mg I m 1 ) fJITIOl 75 mg 

50,0 IZI,IZJ75 1,83 508 
Dilui da Arr1ost1~a: 

0 1/liZJ 
2 49,5 0,083 2 'Q)(ll 551 
4 49,0 0,110 2,59 71215 Taxa de Rea 
6 48,5 0' 127 2,96 798 60,77 íJITIOl 
8 48,0 0,152 3,50 934 Atividade 
10 47,5 0,175 4 '12H2l 1{1)56 

Total: 810 U/g 
12 47,0 0,196 4,46 11 

i fica: 
19,7 U/mg 

-----
Amostra: Silica Série v (tratada a 21ZJ3•C) 

Tempo v~ Abs [Glic.J Glic. massa de s ílica: 
(min) ( m 1 ) (625nm) (mg/ml) 1-'mOl 71 mg 

IZl 50,0 0,075 1,83 508 Dilui d 

2 49,5 0,085 2,05 563 1/liZI 
a Amostr-a: 

4 49,0 0,106 2' 51Zl 682 Taxa de R e aç~o: 
6 48,5 0,127 2,96 798 59,4 9 fjmol/min 
8 48 ,llJ 0, 150 3,46 923 Atividade 
10 47,5 0,173 3,96 1045 To ta 1: 838 
12 47,121 121,194 4,42 1153 Especifica 

U/g si L 

13,9 U/mg prot. 

Amostra: S.i l ica Série v (tratada a 215.C) 

Tempo v,.. Abs [Glic.) Glic. massa de silica: 
(min) ( ml ) (625nm) ( mg /ml) 1->mol 75 mg 

0 50,121 0,075 1,83 51218 Diluiçâo da Amostra: 

2 49,5 0,11192 2,20 605 1/10 

4 49,0 0,109 2,57 699 Taxa de Reaçâo: 
6 48,5 111,140 3,24 874 67,20 1-1mol/min 
8 48,0 0,161 3,70 986 Atividade 10 47,5 0,184 4,20 1108 Total: 896 U/g sil. 
12 47,111 0,216 4,89 1278 

Especifica: 
14,9 U/mg prot. 
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Amostra: Si!ica Série V (tratada a 225"C) 

Tempo v,. t"+bs [GlJc. J [i ll c. a de sil1ca: 
(min) ( m l ) (h:ZSnm) mg m 1 ) ~mal 15 mg 

0 50,0 ~il)l5 1,83 508 
Diluíç;ao a Amost 

2 49,5 0,080 1,94 533 
1/10 

4 49,0 0,097 2' ::>0 628 axa. de Reaç;ao: 
6 48,5 0. 124? 2,85 76f3 66, 7IZI pmol/mi 
8 48,IZI 0' 152 3,5IZI 934 

Atividade 
10 47,5 0,172 3,94 1039 Total: 889 U/g si 1 .. 
12 47,0 0,200 4~55 11B7 

e:specifica: 
1:'>,0 U/mg pro 

An1ostra: Síl.i.ca Sérj.e V (tratada a 236"C) 
----~~--·· 

v .. Abs [Glic.] Glic. massa de s.ilic 
(min) ( m l ) (625nm) (mg/ml) pmol 71 mg 

IZI 5IZI,IZI 0,075 1 '83 508 
Diluiçao da 

2 49,5 0,089 2' 13 587 1/10 

4 49,0 0,107 2,53 688 ·1 axa de 
6 48,5 0,131 3,05 821 61,14 
8 48,0 0,156 3,59 957 

Atividade 
10 47,5 0,174 3,98 112151 Total: 861 U/g 
12 47,0 0,202 4,59 1198 Especifica: 

16,2 U/mg 

-~--- --
Amostra: Sílica Série v (tratada a 245'C) 

Tempo \1,!"1! Abs [Glic:.] G li c. massa de silica: 
(min) ( ml ) (625nm) (mg/ml) jJffiOl 71 mg 

0 51Zl,IZl 0,075 1,83 51218 
Diluiçâo da Amostra: 

2 49,5 0,093 2.,22 611 
1/10 

4 49,0 0,113 2,66 723 Taxa de Reaçào: 
6 48,5 11)' 130 3,03 815 52,37 vmol/min 
8 48,0 0,148 3,42 911 

Atividade 
10 47,5 0,170 3,89 1028 

Total: 738 U/g si!. 
12 47,0 0' 192 4,37 1142 

c.ifica: 
15,2 U/mg prot. 

Amostra: Silica Série v (tratada a 255"Cl 

Tempo v ... Abs [Glic:.] Glic. massa de silica: 
(min) ( ml ) (625nm) (mg/ml) vmol 71 mg 

0 50,0 0,075 1,83 508 
Diluiçào da Amostra: 

2 49,5 0,088 2,11 581 
1/10 

4 49,0 0,107 2,53 688 Taxa de Reaçao: 
6 48,5 0,124 2,90 780 51,87 1Jmol/min 
8 48,0 0,142 3,29 876 

Ativida.de 10 47,5 0,163 3,74 988 
12 47,0 0,186 4,24 1108 

Total: 731 U/g sil. 
Especifica: 

16,3 U/mg prot. 
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Amostra• Silica Série V (tratada a 270"CI 

Tempo v,. Abs [Gl1c.] Glu::. massa de silica: 
(min) ml) (625nm) (mg/ml) ;;mol 5 mg 

0 '1'1 
2 

0,075 1, 83 508 
D J çao da Amostr 

:?!, ;-,~<f5 ?, 62:~ 
I iZ) 

4 699 . 
'01.[}: ' ' 

6 :,::. ~ 126 2',.'74 792 46,:'>6 pmol/rn 
B ,0 
10 '5 
12 ,0 

0,144 3,33 888 
Atividade 

0,159 3,66 965 
Total: 621 U/g si, l 

0,184 4,20 1096 
Específica: 

17,IZI U/mg pro 

IMOBILIZAÇAO DE AMILOGL!COSJDASE NA SiLlCA S~R!E V TRATADA A 215"C 

VARIANDO-SE O TAMANHO DE, iCULA 

Enzima: Amiloglicosidase a 11,575 mg proteina/ml 

Tempo de Imobilizaçao• 40 h 

Volume de amostra para análise de proteina: 10 ;;l 

Condiçóes de Atividade:4 5"C, pH 4,50, amido 5% (Método 

Amos- Tara Sil. Bruto Agua Sol. Abs. [Prot] [Prot) Imob 
tra (mg) (mg) úmido (mg) Enz. 621ll ( m9ml ) cor .. (m9g) 

(mesh) (mg) (mg) nm (m9ml) 

24-32 94725 21,3 95054 32,9 206 121,292 5,168 5,993 54,0 

32-35 94689 2121,6 95015 32,6 21211 0,299 5,311 6,177 52,7 

35-42 94335 21 ,IZ! 94663 32,8 201 0,281 4,944 5,751 55,7 

42-48 94442 21 ,6 94834 39,2 205 0,286 5,045 6,010 52,8 

48-60 94574 20,0 94953 37,9 201 121,298 5,29121 6,288 53,1 

60-65 94993 21,1 95438 44,5 21212 0,267 4,663 5,690 56,3 

Amostra: Enzima Amiloglicosidase Livre 

Tempo v,. Abs [Glic.) Glic. Concentraçào da en-
(min) ( ml ) (625nm) (mg/ml) !Jmol/ml zima: 16,54 IJg/ml 

2 35,0 0' 170 2,382 13,23 
Diluiçao da Amostra: 

4 34,5 0,202 2,840 15,78 
1/8 

6 34,0 0,232 3,270 18,17 Taxa de Reaçào: 
8 33,5 0,255 3,600 20,00 1' 118 IJffiOl/ml.min 

10 33,0 0,284 4,015 22,30 
Atividade Especifica 

12 32,5 0,313 4,430 24,61 
67,6 U/mg prot. 
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Amostra: Silica Série V tratada a 215"C, 24-32 mesh 10,604 mm 

Te1'' v .. Abs [Gl1c. G l 1 c. Mass<> de silica: 

{ "' lml) (625nm) lmg/ml) ;;mol 21,3 mg 

2 35,0 0 Jl2é> 
:) i i -""f O ' t 

4 34,5 0 2 
6 34,0 lll,341ll L~ v o *"i -· 4 t 

,_, t;;: i?ç:ao: 
8 33,5 0,362 2,566 477w6 21,82 ~mol./m1n 

Hl 33,0 0,402 2,852 522,9 At1v1dade 
12 32,5 0,450 3,196 577,1 

rota l: 1024 U/g 
ca: 19,0 U/mg prot. 

Amostra: Sílica Série V tratada a 215"C, 32-35 mesh (0,460 mm 

Tempo v .. Abs [Gl:tc. J Gl i c. ssa de sílica: 
(min) ( m l ) (625nm) (mg/ml) !JffiOl 2016 rng 

2 35,0 0,130 1 '809 
D1lui da Amost 

4 34,5 0,145 2,024 
1/8 

6 34,0 0,167 2,339 Taxa de Rea 
8 33,5 0,183 2,568 23,91 !Jmnl/min 

10 33,0 0,21116 2,898 Atividade 
12 32,5 121,236 3,327 Total: 1161 ll/g 

ca: 22,0 U/mg prot. 

·-

Amostra: Sílica Série v tratada a 215'C, 35-42 mesh (0,387 mml 
- ---

Tempo v .. Abs [Glic.] Glíc. Massa de sílica: 
(min) ( m 1 ) (625nml (mg/ml) !JffiOl 21,0 mg 

2 35,0 111' 135 1,881 365,7 
Diluiçao da Amostra: 

4 34,5 111 ' 16111 2,239 429,1 
1/8 

6 34,111 IZl, 184 2,582 487,8 Taxa de Reaçao: 
8 33,5 111,21118 2,926 544,6 21,12 jJmol/min 

1121 33,0 121,236 3,327 61111,111 Atividade 
12 32,5 121,268 3,786 683,5 

Total: 1482 U/g 
·Espec:>.t2ca: 26,6 U/mg prot. 

Amostra: Sílica Série v tratada a 215•c, 42-48 mesh (111,326 mm) 

Tempo VFt Abs [Glic.) Gl i c. Massa de sílica: 
(min) ( ml ) (625nm) (mg/ml) !JmOl 21,6 mg 

2 35,0 121,145 2,12124 393,5 
Diluiçao da Amostra: 

4 34,5 121,172 2,411 462,111 
1/8 

6 34,0 111,203 2,855 539,2 Taxa de Reaçao: 
8 33,5 121,236 3,327 619,2 38,12 !Jmol/min 

10 33,0 0,266 3,757 688,8 
Atividade 

12 32,5 121,300 4,244 766,3 
Total: 1765 U/g 

i1:.spec:~.t1ca: 33,4 U/mg prot. 
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Amostra: Sil1oa Sér1e V tr ada a 215"C, 48-60 mesh (0,274 mm 

v .. Abs 
(min) m 1 ) ( 625nm) (mg/mll 

2 0' 144 2,009 
4 '5 0,171 2, :'596 
6 ,0 0,206 2,898 
8 

,, 0,229 3,227 . •' 
10 ,e 0,263 3,714 
12 ' 0,295 4,172 . ' 

Amostra: Siiioa Série v tratada 

Terr~po VR Abs [Glic.] 
(min) ( m 1 ) (625nm) (mg/ml) 

2 35,0 0' 148 2,067 
4 34,5 IZl' 189 2,654 
6 34,121 0,232 3,27121 
8 33,5 0,267 3,771 

1121 33,121 121,318 4,502 
12 32,5 0,359 5,089 

a 

li o. M>i$SSii de silica: 
1 20~0 mg 

Diluiçao da t<:tmostra 
8 

Taxa de Reaçao: 
36,96 !Jmol/min 

Atividade 
Total: 1848 U/g 

a: 34,8 U/mg pr·ot. 

215'C, 60-6 5 mesh (0,230 mm) 
---------·-·- --

Gl i c. 14a 
f.!ffiOl 

401,9 
Di 

508,7 
617,7 Ta 
71211,9 
825,3 At 
918,8 

Espeoít1ca: 

ssa de sílica: 
21 ~ 1 mg 

lui da Amostra: 
1/8 

xa de Rea 
51,51 iJmol/min 

i v idade 
Total: 2441 U/g 
43,4 U/mg prot. 
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ANE:l!O ){ 

lMOBIL!ZAÇAO DE AMILOGLICOSIDASE NA Sil CA SaRJE V TRATADA A 215"C 

'-· 

VARIANDO-SE A QUANTIDADE DE ENZIMA E Tt<Mr'INHO DA PART iCULA 

Enzima: Amiloglicosidase a 1,883 mg proteina/ml 

Tempo de lmob1lizaçao: 17 h 

Volome de amostra para anál1se de proteina: 50 pl 

Condi da Atividade: 45°C, pH 4,5, amido 5% 

Glicose: Abs(625 nm) = "-4,381.10 0,6154 ){ [Glicose ( mg I m 1 ) ] 

---~·-·~,~-

Amos- Tar-a Sil ('; tJ:-::, • LProt] 
tra ( mg) (mg [,:cv) ( 

m 1 ) (mesh) (mg) nm 
_________ ........ _ 

-·'-··--~- .. - -------~-

24-:52 94:05 52 9583 76 512 lll, 116" IZl, 393" 

32-35 9430 53 9555 72 509 0,119 0,403 

35-42 9469 51 9604 84 517 0,118 0,400 

42-60 9446 49 9586 91 515 0,119 121,41213 

SPC 9409 5121 9525 66 503 121,155 0,522 

Amo~+-ra: Enzima Amiloglicosidase Livre 

Tempo l \.).!"!~--- Abs (Glic.] Gl i c. Concentr-açào da en-
(min) ( ml ) (625nm) (mg/ml) ~mol/ml zima: 23,54 pg/ml 

35,0 12!,113 2,66 14,75 
Diluiçào da Amostra: 2 1/10 

4 '4,5 0,133 3,09 17,17 
6 34,0 0,157 3,61 20,07 Taxa de Reaçào: 
8 33,5 0,177 4,05 22,48 1,31212 ~mol/ml.min 

10 33,0 0,198 4,50 25,02 Atividade Especifica 
12 32,5 0,221 5,00 27,79 

55,31 U/mg prot. 

Amostra: Silica Série v tratada a 215"C, 24-32 mesh (0,604 mm) 

Tempo v .. Abs [Giic.] Glic. Massa de s.ilica: 
(min) ( m 1 ) (625nm) (mg/ml) ~mol 52 mg 

2 35,11l lll' 134 2,25 350 Diluiçào da Amostra: 
1/8 

4 34,5 0,162 2,70 415 
6 34,0 0,185 3,08 465 Taxa de Reaçào: 
8 33,5 0,214 3,55 528 27,47 jJmol/min 

10 33,0 0,239 3,95 580 
Atividade 

12 32,5 0,261 4,31 623 
Total: 528 U/g 

Espec .. t:~.ca: 37,5 U/mg prot. 
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?+mostra: Silica Série v tratada a 215'C, 32-35 mesh (!1)' 460 mm) 

Tempo v,. Abs [Glic.J Gli c. M.a.ssa. de sil1ca: 
(min (1111) (625nm) ( / m l ) ;.tmol 53 mg 

2 35, l/11 
c:; 

~26 ·~s ::;z i l Ç2HJ' da Amo::,; tra 
~ ,,1 

4 34, 0,162 2' llll 415 l/8 

6 34, 0,187 3' 11 470 Taxa de Rea 
8 33, 0,208 3,45 514 30' 16 í-!lllOI/min 

10 33, 0,245 4,05 594 
12 32, 0,276 4,56 6:18 Atividade 

rota 1: 569 U/g 
c:a: 41 '5 U/mg pr,ot. 

Amostra: S.i l ica Série v tratada a 215'C, 35-42 mt?sh (0,387 mm 

Tempo v,., Abs [Glic.] G l i c. r~1assa ele síl1ca: 
(min) ( m l ) (62:wlm) (mg/ml) pmol 51 mg 

2 35,12l 0,141 2,36 Diluiçao ela Amost 

4 34,5 l2l, 165 2' 7'5 
1/8 

6 34,0 IZl' 190 3, 16 Taxa de Rea 
8 33,5 0,218 3,61 30,70 ílmol/min 

10 33,0 0,253 4' 18 Atividade 
12 32,5 0,281 4,64 

Total: 602 
ca: 41,8 U/mg 

Amostra: Silica Série v tratada a 215'C, 42-60 mesh (0,298 

Tempo v .. Abs [Glic.] G 1 i c. Massa de sílica: 
(min) ( m 1 ) (625nm) (mg/ml) !lmOl 49 mg 

Diluiçao da L>m~~i-r.n 

2 35,0 121,139 2,33 362 
1/8 

4 34,5 0,165 2,75 422 
6 34,121 1Z1, 193 3,21 478 Taxa de Reaç.ao: 
8 33,5 IZI,218 3,61 538 30,96 11m01 

10 33,0 0,252 4,17 611 Atividade 
12 32,5 0,281 4,64 670 Total: 632 u 

ltcspec~Tlca: 42,7 U/mg 

Amostra: SPC da Corning (121,46121 mm) 

Tempo v,. Abs [Glic.] Glic. Massa de silicar 
(min) ( m 1 ) (625nm) (mg/ml) 11mol 50 mg 

0,125 327 
Diluiçáo da Amostra: 

2 35,0 2,1121 1/8 
4 34,5 121,147 2,46 377 
6 34,0 0,173 2,88 436 Taxa de Reaçao: 
8 33,5 0,194 3,22 480 24,24 11mol/min 

10 33,0 0,217 3,60 528 Atividade 
12 32,5 0,237 3,92 567 

Total: 485 U/g 

1 EspecJ.t~ca: 38,2 U/mg prot. 
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Enz1ma: Amilogllcosldaso a 3,767 mg protnina/ml 

Tempo dn Imob1lizaçao: 17 h 

Condi 

Glicosn: Abs(625 nm) • -4,381.1 ~,6154 x (Glicosn mg ml)) 

Tara (Prot 
tra ( mg) 

cor-~ 

(mesh 1 
( m9ml 

24- :!·2 9500 ,898 1,03 

9515 ,915 1 ' 07 27, 

9580 1,12 26, 

,980 ~Z6, 

SPC 76 511 1,07 1. 23 25,4 

-----------------------~" ------
Amostra: Sílica Série v tratada a 21s·c, 24-32 mesh (0,604 mm) 

- - --, .. ,1 v" Abs [Glic.) Glic. Massa de s.ilica: 
(min) (ml) ( 625nm) (mg/ml) !Jmol 50· mg 

2 35,0 0,163 2,72 423 
Diluiçào da Amostra: 

4 34,5 0,195 3,24 497 
1/8 

6 ~4 ,0 0,228 3,78 571 Taxa do Reaçào: 
8 33,5 0,258 4,26 635 33,70 lJmOl/min 

10 "7"',0 0,290 4,78 702 
Atividade 

12 32,5 0,319 5,25 759 
lo tal: 674 U/g 

IEspec~fJ.ca: 23,6 U/mg prot. 

Amostra: Silica Série v tratada a 215°C, 32-35 mesh (0,46111 mm) 

Tempo v.,. Abs [Glic.] Gl i c. Massa de silica: 
(minl ( m 1 ) (625nm) ( mg /ml) 1-!ffiOl 50 mg 

35,0 0,162 2,70 421 
Diluiçao da Amostra: 

2 1/8 
4 34,5 0,197 3,27 51212 
6 34,0 0,234 3,87 584 Ta><a de Reat;;ao: 
8 33,5 0,262 4,33 644 39,77 11mol/min 

10 33,0 0,302 4,98 7312l 
Atividade 

12 32,5 0,349 5,74 829 
Total: 795 U/g 

ll::spec>.T~ca: 28,6 U/mg prot. 



Amostra: Sílica Série v 

Tempo v,. At:, 
(min) í m l ) ' 

2 s ~::::, f i;) '"1 ' ) 

4 -~;lj, f 5 ~ .L 
6 .34' 111 íll,244 
8 33,5 0,279 

liZl 33,1Zl IZl' :518 
12 32,5 0,372 

Amostra: ~-:J_{) i Cd S(f:r i e v 
---.~···-···---·' ·---~· '" 

Abs 
(min) ( m l ) (625nm) 

2 35,0 IZJ,164 
4 34,5 0,209 
6 34,111 IZJ,263 
8 33,5 0,304 

10 33,121 0,361 
12 32,5 121,409 

Amostra: SPC da Corning 

Tempo v,.. Abs 
(min) ( m l ) (625nm) 

2 35,0 IZI,147 
4 34,5 IZI,185 
6 34,0 0,222 
8 33,5 0,259 

10 33,IZI IZI,286 
12 32,5 0,322 

• 

tratada 

[Glu:.J 
(mg/mll 

' } :'.,,- 4 
~.S,21 

4,k14 
4,6111 
5,24 
6' 11 

tratada 

a 215'C, 

a 

Gl :u:,. 
j.iillOl 

410 
492 
61111 
686 
768 
883 

215'C, 
-~--~~---··-""" _______ 

[(3lic.] G l i c. 
(mg/ml) 

2,74 
3,47 
4,34 
5,01 
5,94 
6,72 

(0,460 mm) 

[Glic.] Glic. 
(mg/ml) ~Jmol 

2,46 383 
3,1218 472 
3,68 556 
4,28 637 
4,72 
5,30 

. Especit 

ssa de siliCiil.: 
51 mg 

170 

1luiçlo da Amostra 
1/8 

Ta a de Rea 
46,70 jJmol/m n 

Atividade 
Total: 916 U/q 

ca: 34,4 U/mq prot. 

42·--·60 mc:·sh (0,298 

de? ílica; 
53 mg 

Di luiç·~o da Amost 
1/8 

Taxa de Reaçlo: 
54,66 1Jmol/mi 

Atividade 
Total: 1031 U/g 

ca.: 38,5 U/mg prot 

de s.ilica: 
51 mg 

luiçlo da Amostra: 
1/8 

xa de Reaçlo: 
37,95 iJmol/min 

Atividade 
Total: 744 U/g 

ca: 29,3 U/mg prot • 
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Enz1ma: Amiloglicosidase a 5,650 mg protcina/ml 

Tempo de lmobJlizaçlo: 17 h 
' Volume de amostra para análise de protein : 20 pl 

Condi da Atividade: 45"C, 

Gllcose: Absl625 nm) = -4,381.1 

:.,; \ .. J Li"'rot 

1 
cor~ 

(m9ml) 

1,74 1,99 38, 

1 7 55 1,80 39, 

1,42 1 • 6 7 38, 

1,62 1,93 37, 

1t85 2 ~ 14 

Amostra: Silica Série v tratada a 21s·c, 24-32 mesh (0,604 
f--- .• 

Tempo v ... Abs [Glic.] Glic. Massa de s.ilica: 
(min) ( m 1 ) (625nm) (mg/ml) ;.~mol 50 mg 

2 35,{11 0,094 2,24 437 Diluiçlo da Amost 

4 34,5 0,122 2,85 547 1/10 

6 34,0 0,140 3,24 612 Taxa de Reaç:~!o: 

8 33,5 0,162 3,7:L 692 41,44 ;.~mol/m 

10 33,0 0,190 4,33 794 Atividade 
12 32,5 0,208 4,7.:. 582 Total: 829 U/g 

ll:::spec.~.Tlc<u 21,6 U/mg pr-ot. 

Amostr-a: Silica Série v tratada a 215•c, 32-35 mesh (0,460 

Tempo v,. Abs [Glic.] Gl i c. Massa de s.ilica: 
(minl ( m 1 ) (625nm) (mg/ml) IJffiOl 51 mg 

1 /2 

I I 

i 

2 35,0 0,098 2,33 453 
Diluíçlo da Amostra: 

4 34,5 0,119 2,79 534 
1/10 

6 34,0 0,148 3,42 645 Taxa de Reaçlo: 
8 33,5 0,172 3,94 733 46,94 ~-&mol/min 

10 33,0 0' 199 4,52 830 Ativídade 
12 32,5 0,224 5,07 915 Total: 920 U/g 

Espec>.t1ca: 23,3 U/mg pr-ot. 
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Amostra: Silica Série v tratada a 215'C, 35--42 mesh (0,387 mm) 
---

T 0?tnpo \i" Abs t 1 c~ ssa de sil:tca: 
! ·"i' I n) ( ml ) ' L \ t~' ·::,~-~m) 

' 
,,~i m 1 ) l ''01 53 mg 

2 35,0 0,098 2,33 453 D 1 u j da {\rnos t r· a: 

4 34,5 11!' 128 2,98 572 1/10 

6 34,0 0,159 :~. 66 691 Taxa de Rea : 
8 33,5 0' 188 4,29 798 58' 14 pmol/m ., 

10 33,0 0,220 4,98 913 
Ativ da,je 12 32,5 0,256 5,76 1041 

Total: 111197 U/g 
t:spec~T ca.: 28,3 U/mg prot. 

-~-·--

Amo•ectra: s·J ~ te a Sé r1e v t t d ra .a a a 
' 

-~ 

mt.~s "1 •"' rnm ( IZ) ''98 
--.. -·-"' - ... ~ .. -·-----·-·-.. -~ 

VR Abs [Glic. J G!ic r1assa de s:ilic.a: 
(min) m 1 ) (625nm) ( mg I m l) - iJrnol - 50 rng 

5,0 0,101 2,40 466 
Diluiçâlo da Amostra 

1/10 4,5 lll,132 3,11l7 588 
2 3 
4 3 
6 3 4,11l IZI,l66 3,81 719 Taxa de Rea ' 8 3 3,5 0,201 4,57 85111 62,S4 iJmol/min 

3,0 IZI,234 5,28 969 
Atividade 2,5 0,267 6,00 1084 

Total: 1247 U/g 

10 3 
12 3 

t:spec>T ca: 32,9 U/mg prot. 

r· ---
Amostra: SPC da Corning (IZ!,461Zl mm) 

T 
···-

Tempo v .. Abs [Glic.] Glic. Massa de sílica: 
(mín) ( m 1 ' (625nm) (mg/ml) IJffiOl 53 mg 

453 
Diluiç:::to da Amostra: 

2 35,1Zl IZ!,098 2,33 
1/liZ! 4 34,5 1Z1 , 121Zl 2,81 538 

6 34,1Z! 1Zl,142 3,29 621 Taxa de Reaç~o: 
8 33,5 IZl' 16121 3,68 684 36,44 IJffiO 1/ min 

liZI 33,0 111,18111 4,11 754 
Atividade 

12 32,5 1Zl,2111IZI 4,55 821 
Total: 688 U/g 

t:spec~ T l.ca: 20,2 U/mg prot. 
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Enzima: Amilog icosidasa a 7,534 mg protaina/ml 

Tempo de lmobtliza 17 n 

Vo ume de amos ra para anális~ de proteina: 15 ~l 

Cond1 4,5, am1dc1 5/. 

WS( 5 nm) = ~4,381. 0,6 54 x [Glicosa (mg/ml)] 

2,58 

2,29 2~64 49,8 

2728 ~6B 4El,4 

'2 1 U'1 i ~j 

SPC 3' 16 3,58 40,9 

~ 

---~--·--·--·· .. -·-··--~-~ ... ~- ........ -~-~ .. --·--·--·~ 

Amostra: Sil ica Série v tratada a 215°C, 24-32 mesh (0,604 mm) 
·~-------~ ··---

Tempo v,. Abs [Glic.) Gl i c. Massa de sílica: 
(min) ·( m l ) (625nm) ( mg/ml) l-!ffiOl 53 mg 

2 35,121 121 ' 1121121 2,37 462 Diluiçi:lo da Amostra: 
1/liZl 

I 4 34,5 1Zl,123 2,87 551 
6 34,1Zl 121,153 3,53 666 Taxa de Reaçi'lo: 

I 8 I 33,5 0,182 4,16 773 47,74 ~mol/min 

1.0 33,0 0,202 4,59 841 
-!>:.!,5 Atividade 

I 12 

I 
0,229 5,18 935 

rota l: 901 U/g 
Espec .. ; 1C<H 20,1 U/mg prot. 

I 
.. 

Amostra: Silica Série v tratada a 215•c, 32-35 mesh (0,460 mm) 

Tempo v,. Abs [Glic.] Glic. Massa de sílica: 
(min) (ml) (625nm) (mg/ml) l-!mOl 51 mg 

0,099 2,35 437 Diluiç~o da Amostra: 
2 35,0 

1/10 
4 34,5 0,122 2,85 547 
6 34,0 121,151 3,48 658 Taxa de Reaç~o: 
8 33,5 121 • 18121 4,11 756 55,121121 11mol/min 

1121 33,121 0,215 4,87 893 
Atividade 

12 32,5 0,240 5,41 978 
rota l: 112178 U/g 

IEspecif~ca: 21,7 U/mg prot. 
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Amostra: Silica Série V tratada a 215"C, 35-42 h (0,387 mm 

1ampo v, bs (G!ic.J 
( ffiHõ) ( m 1 ) f,' . •m) mg / m 1) 

2 35,0 l1l ' 1 08 2,55 
4 34,5 0,148 3,42 
6 34 lll lll, Hl8 4,29 
8 3;s ~ 5 0,214 4,85 

10 33,0 0,242 5,46 
12 32,5 0,280 b,28 

Amostra: Sílica t'· 1 e v trata~:Ja a 
-·"·"-·----·~---"- --··-···""--

Tempo v., p,!Js (Glic.] 
( mi n) ( m l ) ( 625nm )- (mg/ml) 

2 35' 111 111,117 2,74 
4 34,5 111,154 3,55 
6 34,0 111,200 4,55 
8 33,5 111,242 5,46 

10 33,0 0,282 6,33 
12 32,5 121,313 7,12112! 

Amostra: SPC da Corning (121,460 mm) 

Tempo I v .. Abs [Glic.] 
(min) rml) (625nm) (mg/ml) 

2 35,111 IZI,IZl99 2,35 
4 34,5 121,123 2,87 
6 34,121 121' 1 58 3,63 
8 33,5 121,174 3,98 

11Zl 33,12! 121,203 4,61 
12 32,5 1Zl,231Zl 5,20 

Gl.!C. 
pmol 

495 
b55 
810 
903 
liZiiZil 
1135 

21:J*C, 

G!i c. 
prno 1 

533 
680 
859 
1(1116 
1160 
1264 

Mas-sa ;, 1 a: 
52 mg 

Dil ç~o ~~ Amostra• 

Ta a de 

61 '87 
Ç'?H:H 

!JfHO 1/rnin 

Atividade 
Total: 1190 

ca: 24,6 U/mg prot. 

42··60 mt?st"'r 

Massa de silica: 
50 mg 

!hluiç;;o da Amost 
1/1111 

Taxa dE? R E? a OI 

73,60 pmol !mi 

A ti. v idade 
Total : 1472 U/g 

ca.: 30,7 U/mg prot 

de silica: 
51Zl mg 

iluiç:l!o da Amos 
1/liZI 

xa de Rea 
47,81 vmol/mi 

ti v idade 
Total : 956 U/ 

' 23,4 U/mg pro 
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Enzima: Amilogl•cosidase a 9,417 mg proteína ml 

de !mobiliza 17 b 

Volume de 1ncstra para aná ise de proteina: 10 ~1 

:icose: Abs(625 nm) = -4,381~1 + 0,6154 x Gl1cose mg ml)J 

Amos r a S.il Sol Abs. [Pt-ot) 
tra (mg Enz: ~ 620 ( 

(mesh (mg) m l ) 
nm 

24-32 9439 52 81 ~)~25 3 ~ [33 4 '42 ~.)~~ ~ 5 

9424 50 81 522 3,53 4, !ZH3 55,7 

9452 53 93 520 "._\,:\7 =>, 97 ~~:5, 4 

4 94 525 3,66 4 ' :z 7 [!:. 
_, ~ '",! 

SPC 9387 76 :-~06 4 ,:n 4 '"1'8 42,4 

Amostra: Sílica Série v tratada a 21s•c, 24-32 mesh (1Zl,61Zl4 

'9v" Abs [Glic. Massa de s.ilica: 
(mín) (ml) (625nm) (mg/ml 52 mg 

2 35,0 0,087 2,09 
Diluiç:llo da Amost 

1/10 
4 I ~4,5 0,125 2,92 
6 "Tf\112) 0,153 3,53 Taxa de Rea 
8 I 33,5 0,182 4,16 49,74 vmol/ 

11Zl 'T""(_, 0 0,203 4,61 Atividade 
12 I 32,5 0,223 5,05 To ta 1: 958 U/g 

I ca: 19' 1 U/mg 

___ " ____ 
Amostra: Silica Série v tratada a 215'C, 32-35 mesh (0,460 mm) 

- -------
I Tempo v,.. Abs [Glic.] Gl i c. Massa de sílica: 

(mín) ( m l ) (625nm) (mg/ml) vmol 50 mg 

35,0 0,096 2,29 445 
Diluiç:llo da Amostra: 

2 1/10 
4 34,5 0, 127 2,96 567 
6 34,(1) (I)' 162 3,72 7(1)3 Taxa de Reaç:llo: 
8 33,5 0,196 4,46 831Zl 57,67 vmol/min 

1111 33,0 0,226 5,11 937 Atividade 
12 32,5 0,247 5,56 1005 

Total: 1153 U/g 
[Espec1'T ~ca: 21Zl,7 U/mg pr-ot. 



.1 n 

4 

6 
B 

1121 
12 

Arnc>stra: 

T erl'tpo 
(rnin) 

2 
4 
6 
8 

10 
12 

Amos t ~~"""'" 

Tem r~ 
(min) 

2 
4 
6 
8 

10 
12 

' ; 

35,0 
34,5 
34,0 
:s3, 5 
33,171 
32,5 

Sílica 

V e"<: 

( m l ) 

35,0 
34,5 
34,0 
33,5 
33,1Zl 
32,5 

SPC da 

.v .. 
( m l ) 

35,0 
34,5 
34,0 
33,5 
33,0 
32,5 

Série 1/ 

ArJs 
c /:;2 '::tnm) 

0,103 
0,137 
111' 169 
0,206 
0,246 
0~284 

Sé r- i e v 

1'1bs 
( f.::< .. ?5nm) 

171' 104 
0,143 
0,181 
0,231 
0,269 
0,323 

Corning 

Abs 
(625nm) 

0,099 
0,128 
0,148 
0' 181 
0,206 
0,228 

tTa ta da a .215"'C, 

l1 c. J Gll c. 
! :y1g/ml ~mol 

2,44 .74 

3' 18 '0 """"' 

3,87 ~' 

4,68 870 
5,54 HH6 
6,37 1150 

trata.cia a 215'C, 

(mgiml 

2,46 78 
3,30 
4' 13 
5,22 
6,04 
7,22 

(0,460 mm) 

[Glic.] Glic 
(mg/ml) IJffiOl 

2,35 457 
2,98 572 
3,42 645 
4,13 769 
4,68 857 
5, 15 931 

1! 'I 

35~42 mesh (121.387 mm) 

Mass,a de i 1 i a: 
53 1ng 

ii it;~o r:t ?>rnos t r a : 

l / 1 

\Ó: a de F' r.: a :?J:o: 
67,71 jJffiO) ffilO 

Atividadr.? 
Total: 1287 U/g 

ca: 23,9 U/mg prot. 

142--·60 mesh 

Mas f;; a de s.ilica: 
50 rng 

D lLJl da Amostr·,;;: 
l/10 

Taxa de Reaç:'lo: 
81,96 ptmol/min 

Atividade 
Total: 1639 U/g 

ca.: 30,6 U/mg prot. 

de sílica: 
53 mg 

iluiç:51o da Amas 
1/10 

xa de Reaçillo: 
47,87 IJmal/m 

ti v idade 
Total: 903 UI 

ca.: 21,3 U/mg pro 
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ANEXO XI 

lMOB!LlZAÇ~O DE GL COSE OXJDASE NA 51 I 

XI • 1 - l MOS I Ll Z DE GL!COSE OXIDASE SIGMA 

Enzirna: Gl i. cose Oxidase Sigma a 8' 10 mg proteJ:na/ml 

Ten!ÇH.J de lmobilizaç;:,o: 24 h 

Volume de amostra piH"a proteína: 5 pl (151, 181 e 203) 

10 p l (ou tr s) 

Cc)nd i 2~$~c, 5' 5' glicose 12'),9 mM, satur·ada c:om 
' 10 ml 

f Amos- ara Si l • Br-uto 
tra ( mg) (mg) Um ido Enz~ 

~-------r 
( mg) (mg) 

(mg)- ( mg) 

I 151 9471 84 9683 128 10189 506 

181 9433 88 9683 162 10180 497 
------

203 9450 79 9677 148 1121170 493 

215 9423 84 9650 142 10146 496 

225 9479 87 9744 178 10242 498 

236 1'1.:>88 80 9598 130 10094 496 

245 19439 86 9661 136 10160 499 

255 1~"13 I , ... 83 9655 159 10148 493 

Amo::- Massa de Proteína Taxa Atividade Ativ. Ativ 
tra Enz.Imob. Imob. Reaç~o Calculada Total .E 

!i ( mg) ( mg /g l (%/min) ( u) ( U/ g l (U/ 

!::.L tl,llll 1-'Cl - Ló,ID ID,6:?1t'JICJ t;IID,L 

5151 18,3 ~ 0 1(2),5 0,2625 14,3 -

5181 18,0 6,13 30,5 0,7625 42,4 6,92 

5203 9,3 25,5 20,5 0,5125 55,1 2, 16 

5215 8,7 34,7 23,5 0,5875 67,5 1' 95 

5225 7,0 36,9 21,5 0,5375 76,8 2,08 

5236 7,7 39,5 20,5 0,5125 66,7 1 '69 

5245 10,8 39,5 26,0 0,6500 60,2 1' 52 

5255 11,1 39,0 23,0 0,5750 51' 8 1,33 
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X l • 2 IMOB!L!ZAÇ?\U DE ljl !CDSt. UX!Df\c,[ 14II. .. Eci 

[·n;zima: G i.cost:? Oxi_dase Milt.,:•s ,_J. "~,U4 mg pr·otc?ind/ml 

l"f~·,:·,po de Imobili.z:aç;]:o: 24 h 

Volume de amostra para proteina: 5 ~l (151, 81 e 203) 

CcJndiçD&s: L5"'C, 

(~iTIOS-- ar~ a 

tra (mg) 

-~·"-~~---·~ 

151 9396 86 

181 9384 90 
-~- .. -"--~-~" 

203 9474 82 

215 9567 86 

225 9371 81 

236 9455 84 

245 9409 85 

255 9304 82 

Amos- Massa 

9783 

9616 

9684 

9640 

9534 

liZI pl (ou ras) 

Bruto Sol. 
enz.im.a Enz. 

(rng) (mg) 

501 

495 

497 

498 

496 

1,63 

1,43 

1,27 

1' 11 

,IZI61 1,08 

de Proteina Taxa Atividade A ti v. 
tra Enz. 1 mob. Imob. Reaçi~<o Calculada Total 

,05 

,89 

,44 

,40 

Ativ. 
I E• . 

(mg) (mg/g) (/./min) ( u) (U/g) (U/mg) 

t:.L I LIO, !6 1-'CJ - L'+,o lll,61Lo -é>lll,'+ 

M151 14,0 ~ 0 5,8 0,1450 10,4 -

M181 212!,0 4,83 22,0 0,55012! 27,5 5, 712! 
- --

M21Z13 13,12! 13,1 20,5 0,5125 39,4 3,00 

M215 10,1Zl 17,4 18,25 0,4563 45,6 2,62 

M225 12,3 19,3 22,5 0,5625 45,7 2,37 

M236 10,6 20,1 212l,5 0,5125 48,3 2,40 

M245 13,2 21,1 22,5 0,5625 42,6 2,12l2 

M255 12,1 22,0 15,75 0,3938 32,5 1,48 

lH 



c .... 
E 

5IZI % 
M215 

M151 

101Zl % 

' t I . 



W\H l?l'JDU 

a 6,27 mg pr te na/ml 

de Imob.ilizaç~tío~ /!f h 

Volume de amostra p~ra 3nál se de proteina: 15 111 

Cor1diçb~s: 2S°C, pH S,S, glicose 13,9 mM, sat r0da com 0 21 10 

24-

42-48 

48-60 

60-65 

Amos-
tra 

24-~7 

32-35 

9410 

Si l . 
(mg) 

52 

9384 52 

9414 53 

9438 55 

Massa de 
En z • l mob. 

(mg) 

11 '8 

8' 1 
--~----· 

35-42 10,3 

42-48 10,8 

48-60 8,3 

60-65 7,8 

342 

1 

-------
Proteina Taxa 

Imob. Reaçi:!o 
(mg/g) ('l./min) 

33,3 23,0 

32,7 22,5 

32,5 29,5 

34,6 33,5 

35,2 33,0 

33,5 34,0 

J t _(,} 

L!l , t ~'j ~ 

0,675 0,90 

~050 0~600 111,81 

,042 0,511 0,70 

------
Atividade A i v. Ativ. 
Calculada tal Espec. 

( u) /g) (U/mg) 
--

0,5750 ,7 1,46 

0,5625 ,4 2' 12 
--

0,7375 71,6 2,20 

0,8375 77' 5 2,24 

0,8250 99,4 2,82 
---- ------

0,8500 109,0 3,25 

Hi 
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I 
I 

(; 1J! X li X I I 

L.r1:>iru.;; lli\i~·,t, ... ::;e a 7,55\Ll mg prutP.ina/ml 

Tt:-·n-q:~o dt-? lm:.rbillZi:IÇ..áo: 40 h 

Volume de amostra para análise do ~roteina: 10 ~1 

Condiçbes: 45•c, pH 4,5, sacarose 5% 

Glicose: Abs(6~~ nm) = -~.~47 + ~,6357 x [Glic.•Frut.lmg/ml)] 

----- -------- --------r · ·· , -- -- T - r ·-··· · · --Amos- Tara S:íl. eco <o Ãpo• "co éo ~o L "", [CeoU [CeoU r •o O 
tra (mg) (mg) um:.do (mg) enz.Lrr,.; r:r1z: 6L0 I (n'lrr•l) co•·· (m9 1 

( ffiQ ) ( IT!Q ) ( c CJ ) !1 rn ( "'7 Q 

1---- ! I ITt 1 ) ---- --- ------ -!. 1- 1 - 1 ·- - - ------
SPC 9455 70 9628 1-G3 102251 bl'll I ,Lc,5 4,~'85 J 5,84 14,5 

151 9470 73 9661 
I I 

118 1027~ 6(l)9 ,308 5,496 6. 56 8,08 

181 9566 73 9774 135 1~381 6~7 ,265 4,623 5,65 15,6 

203 9381 71 9576 124 112ll80 6~4 ,260 4,524 5,45 17,7 

215 9366 72 956~ 122 1~169 6~9 ,261 4,544 5,45 17,6 

225 94~9 75 96~1 117 112l2~7 612l6 ,263 4. 584 5,47 17,6 

236 9430 72 9632 126 10238 6112) ,267 4,663 5,63 16,1 

245 9410 74 9606 122 1~217 611 ,271 4,743 5,69 15,2 

2!:>5 9'384 73 9567 11121 10168 612l1 ,278 4,884 5,78 14,4 

2712l 9530 73 9712 112)9 10315 603 ,286 5,045 5,96 13,0 

Amostra: Enzima lnvertase L1vre 

Tempo v .. Abs [G + FJ G + F Concentraç:;o da en-
(mini ( m I ) (600nm) ( mg/m 1 1 1-1mol/ml zima: 1,512)6 j.lg/ml 

0 50,0 0,000 0,00 00,012) Díluiç:;o da Amostra: 

2 49,5 0,047 5,91 16,43 1/40 

4 49,0 0' 104 9,50 26,39 Taxa de Reaç:;o: 
6 48,5 0,154 12,65 35,13 4,451 1-1mol/ml.min 
8 48,0 0,202 15,67 43,52 Atividade Especifica 
10 47,5 0,254 18,94 52,61 2956 U/mg prot. 
12 47,0 0,308 22,23 62,05 
14 46,5 0,353 25,17 69,91 
16 46,0 0,386 27,24 75,68 
18 45,5 0,428 29,89 83,02 
20 45,0 0,472 32,66 90,71 

. 



I' : ,, ) 

I' . ) 

!j 

r· 
I :~rr 

' 

f 
r empo 
( ln ) 

I 2 I 4 
I 6 

8 
10 
12 

9~5 

lt ~ 

1:f t tD 
Lf/~:1 

us:,; t. 1·~ ,:,;_1, : c~ , _ _._._., J 

\Ir',)_ ) 

'Zj l?'J t L3 
49, 5 
49,0 
48, 5 
48,0 
47, 5 

l 

'' !<;':''-) 

0' 149 
ç.~t:~~ l 
VI , --~~ ::t V'l 

t~ 1 /i3 

';::, 2 

ica ::_;é:· r i c;;; 

,_,) 

0}074 
0~0B9 

lll~ HH 
0, 111 
0, 1 <'"')"'1 

.L. L 

0, 130 

[_ L7 ·t t J 
(rnc)lrnl) 

1,18 
5,(18 
4~53 

(,::, ~ (2) C;f 

}~Li.? 

9 ' .t:.~- 7 

v tr 

\,) 

C1,7é:-
01 ~ t3ó 
0' 93, 
0,99 
1 r06 
1 ' 11 

d ,:" ,) 

~8 

4.19,6 
4~0 

7 '8 
'1':14 l 7 
11 : .. ,8 

a 1 

l.7 

l 

.1Ci:J,l 

116, c 
"1 

124, 1 
129,8 
135,9 
139,2 

1 "C 

n,,:.,_ ~:J-3 de' :í l c a: 
() 'b n·rg 

i .1 ui ;):·o a t';iTHJ'~~ t r 
li 10 

TBf'd dE ~lc:~aç;'2ro: 

fl(ôt l mol I in 
ti l ~::; \-:? 

ta ; 14~>0 U/q ::~i l ~ 

t~ f-'Pc.if'J.c:(:;: 
JC'l0 U/mq pr-ot. 

4 :j !jl( '--

Li j l t..l j ç i::i o ,;::, r~ r •. :_]~:.· l r·· a : 
1/4 

Ta><a de Rc:::-aç~o: 

3~:S06 pmo}/min 
A iv:ldade 
Total:53,8 U/g sil. 
EE~peci fica: 

6,6:'• U/mg pc-ot. 

[~~-- .. ·-·-·---·~----·------·----·~---·--···"--·-----~-- ---·-----··------.-~---- ··-·-----~---·----- ... ------·-·- ----~--
Amostra: Silica Série V tratada a 181"C 

·----------------·-----·-··-
Tempo v .. Abs + FJ G + F massa de sílica: 
(min) ( m 1 ) (600nm) g/ml) vmol 64,6 mg 

2 50,IZI 0,134 1,14 158,2 Diluiçilo da Amostra: 
1/4 

4 49,5 0,225 1,71 232,9 
Taxa de Reaçilio: 

6 49,0 0,334 2,40 319,6 
37,20 vmol/min 

8 48,5 0,433 3,02 394,3 
Atividade 

10 48,0 0,517 3,55 453,4 
Total: 576 U/g si 1 ~ 

12 47,5 0,629 4,25 531,7 
Especifica: 

36,9 U/mg prot. ____ ___). _______ 

c--
Amostra: Sílica Série v tratada a 212l3"C 

Tempo v ... Abs [G + F] G + F massa de sílica: 
(min) ( ml ) (612ll2lnm) ( mg I m 1 ) f,!mOJ 63,8 mg 

2 50 ' l2l 0,091 2,17 301,5 Diluiç~o da Amostra: 

4 49,5 0,131 2,80 381,1 
1/10 

6 49,0 0,207 4,00 532,7 
Taxa de Reaç~o: 

8 48,5 0,284 5,20 679,7 74,99 f,!mol/min 
Atividade 10 48,0 0,371 6,58 840,2 
Total: 1175 U/g si 1. 12 47,5 0,450 7,82 977,2 
Especifica: 

66,4 U/mg prot. 
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T t·"li' {\ t-):; 
L ,, ) ( ml ) ( f:,l00nm 

2 :::,v: 
' 

111 0 
' 
kj~9 

4 .fi9 
' 5 0 

' .L:S5 
ifef 

' 0 íZI ' ?IZJ ~) 
1.3 4F:i 

' 
5 0 

' 
2"?0 

1 V0 8 I 0 1/l 
' -~?2 . L2 47 t-~ 0r 4 cJ5 ' " ' 

i h I 

) 

1 ' 
'? 

' 'I lf ,.) ,, 
' 

' ·' ' f::) 
' '::t ';f 

7 ' 9Cl 

I t-;} -+ 

l 

"~1~:> 

.:>CJ9, 6 
:>?4}3 
!::/-??· ~ 1 
8 112,2 
'1E!l, 1 

h4 1 l n;q 
D.iltJ ç~·c:r ç:.x 

1/10 

7 ~ '77 ;.irnc:Jl /rr1ifl 
tiv.i ;,;de 

ota : 1171 U/ il . 
Es:,::,pt.::>c ·fica: 

66r5 U/nd.J pr--rJt~ 

Amostra: Sílica Sé~ie V trat~da a 22~ac 

.,,, ' ,,,, ,,,,,,,,,,' '' ' 

T L?fr!PO V,"' 
( rn 1 n) ( m l ) 0Clnm) 1

, __ ,, 
[ G + F J 
{mg/rnl) r-~:;clF 

I 262,1 

n,as:>sa de silic<:r: 
6[:} ~ 3 me] 

2 
4 
6 
8 
10 
12 

50,0 
49,5 
49,11) 
48,5 
48,0 
47,5 

0' 07~\ 
0' 1 =•0 
0,247 
0,328 
0,448 
0,526 

I 

Amostra: Sílica Série 
--~-~-· 

Tempo I v,.. Abs 
(mjn) (ml) (600nm) 

2 50,0 0,067 
4 49,5 11)' 1 50 
6 49,0 0,242 
8 48,5 0,322 
10 48,0 0,426 
12 47,5 0,521 

Amostra: Silica Série 

Tempo v ... Abs 
(min) ( ml ) (600nm) 

2 50,0 0,074 
4 49,5 0,140 
6 49,0 0,229 
8 48,5 0,308 
10 48,0 0,405 
12 47,5 0,503 

1 '89 
3' 10 
4,62 
5,90 
7,'79 
9,01 

I 421 '8 
616,6 
T/0, 1 
994,9 
1127 

D1 uiç~o da r2 
1./10 

laxa de Rf::a 
88~53 p.mol/min 

Atividade 
Total: 1296 U/g si 1 • 
Es.pecífica: 

77,6 U/mg prot. 
~,,,, ____ ,,,,,,,_,,,,,,_, ___ _j 

v tt'ata.da a 236'C 

"-----,- ----------------,------
[G + F] G + F mass-a de sílica: 

(mg/ml) .,mol 62,7 mg 

1,79 249,0 
Diluiç~o da Amostra: 

1/10 
3,10 421,8 

1axa de Rea 4,55 606,1 : 
86,83 .,mol/min 

5,80 737,8 
Atividade 

7,44 950,7 
Total: 1385 U/g si l. 

8,93 1172 
spec.ifica: 

86,0 U/mg prot. 

v tratada a 245•c 

[G + F] G + F massa de silíca: 
(mg/ml) .,mol 66,1 mg 

1,90 264,3 
Diluíç;llo da Amostra: 

1/10 
2,94 400,3 

Taxa de Reaçllo: 
4,34 578,8 

82,15 !Jmol/min 
5,58 729,0 

Atividade 
7,11 908.5 

Total: 1243 U/g sil. 8,65 1081 
Especifica: 

81,8 U/mg prot. 
. 



~~-9,:_1 

9 t CJ 
r'.; 8 ~ j 

~0 

4/,:J 

í 1 _i c a 

'I j ) 

LI) t 1 U 

o' 121'14 
c~,17:·s 

l'l' 2if'J 

C~, .319 
0, 3"7'1 

!ti f f] 

( rrn:;.J I rn 1 ) 

1 '4 '71 
2,22 
:5,46 

:J,/6 
(::;, '89 

c; 0 f, 

fJ {liÇ} l 

/.'~')7 ~ ;:; 

51211 ''1 
4 ,4 

' ' 
I ::_;,,t., 
86:J,l 

'I'" 

Amostra: Silica Série V tratada a 2 0aC 

Tempo \)p;; r.;I.'JS L C:l + F] G + F 
(rni.n ) ( m 1 ) ( é>~.J'c:Jnm) (rng/rnl ) prno l 

2 50,0 '3' 55 l ,6121 :2'22rf3 
4 49, 5 0, 112 2, 50 3LJQl,Ll 
6 49,0 IZl, 168 ::s' :.:;a 450,9 
8 48,5 0,232 4~39 572,9 
10 48,0 0,313 5,66 723,6 
12 47,5 0,393 6,92 865,1 

l '/ l 

!f''-'? iíd.J 

u ç o n~.ostra: 

j 0 
a a df? F~ea 

bl, .2;1 p1noJ /m.in 
f.l1 J ,) e 

tal: 057 U/ s.i.l.~ 

<;.:,pt:::c :i. f i. c. a: 
,121 Ulmg f0rot, 

m ssa dcl ~:, í :i .l c t~ ~ 

6) f '''\:) 
p J L/ ,, cj /\r;,.-· t r c:, 

1 / 0 
. ., -

; çi, a ÔE."- f\Eaçâo: 
64,12!4 ;,.;rr.ol /rnin 

A ti vi.dade 
Total : 956 U/g si! . 
Especi ·f i c a: 

73,5 U/mg pro 

IMOBILIZAÇaO DE INVERTASE NA SíLICA S~RIE V TRATADA A 234"C 

Enzima: Invertase a 7,981 mg proteina/ml 

Tempo de Imobilizaçlo: 40 h 

Volume de amostra para análise de proteína: 11Zl ~~ 

Condiçbes: 45vc, pH 4,5, sacarose 5% 

G!icose: Abs(61Zl0 nm) = -0,047 + 0,6357 x [Glic.+Frut,(mg/ml)] 

Amos- Tara S.i 1. Bruto Ãgua Sol. Abs. [ Prot] [Prot] Imob 
tra (mg) (mg) úmido (mg) Enz. 620 (m9ml) cor. (m9gl 

(mesh) (mg) (mg) nm (m9ml) 

24-32 9370,6 21,6 9429,8 37,6 206 0,31111 5,537 6,54 13,7 

32-35 9432,8 21,4 9489,5 35,3 21117 111,317 5,682 6,65 12,9 

35-42 9395,4 22,2 9455,6 38,111 21115 111,314 5,62111 6,66 12,2 

42-48 9379,2 19,9 9432,6 33,5 21118 0,320 5,745 6,67 13,7 

48-60 9387,0 24,0 9455,6 44,6 206 0,311 5,559 6,76 10,5 

60-65 9383,6 20,4 9441,4 37,4 206 0,325 5,852 6,91 10,8 
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1; ::::; r. 

m ) 

(!1.!>:2 
~l /9 
1 i.!-,,· 

IJ 

l 

)(;:)(}) 

37'7 

f') { 

' 
4 

.! 
' 1 'i 

1 
' 

/CJ 
2 

' 
L; [1 

3 ' 
(~H 

4 
' 

V12 

f J 
) 

!2 * 
ll~St'-;' 

1 !;_) '0' * .·s 
2 f 1 
?El2, c:; 

362~9 

,,, ,._,, '::.~:-a dE:? '0.; .i 1 i c 
·;:..l 1 1 6 mg 

da 
1/6 

r a de f" I~? a :?to: 
rrrol/rn.:in 

1 U/g s l, 
E>spec .i ti c a: 

('77,2 U/mçl prot~ 

An•ostra: Silica Série V t atada a 234°C, 32-35 n1esh (0,460 mm) 

r l Tt.i-'(f>j')D VF+ 

I 
Çtt_·-~'3 [G + F] 

( mi n) ( m 1 ) f /:,L'\C"nm) I ( í''tfJ / 

' 2 35' 0 0,056 0,97 
4 34,5 0. 127 1 '64 
6 34,0 0,209 2~42 

8 33,5 0,299 3,26 
10 33,0 0,403 4,25 
12 32,5 0' 511 5,27 

Amostt-a: Silica Sét~ie v tratada 

Tempo v,. Abs [G + FJ 
(min) ( m 1 ) 61Z10nm) (mg/ml) 

2 35' 0,053 0,94 
4 34, 0' 135 1,72 
6 34,0 0,233 2,64 
8 33,5 0,324 3,50 
10 33,0 0, 429 4,49 
12 32,5 0,538 5,52 

_J_ ____ 

-~~ 
~~~ 

Amostra: Sl.l íca Sér-ie v tr-atada 

Tempo v ... Abs [G + F] 
(min) ( ml ) (612l0nm) (mg/ml) 

2 35,0 0,060 1,01 
4 34,5 111,141 1,78 
6 34,111 0,232 2,63 
8 33,5 0,318 3,44 
1111 33,111 111,416 4,37 
12 32,5 111,527 5,42 

a 

a 

G + F 
j.Jif'ICi] 

S'4 ~ 5 

1 :i7' 4 
228,2 
303,9 
~~89' 3 
475,4 

234•c, 

G + F 
vmol 

91,7 
164,6 
249,6 
325,9 
411,8 
498,4 

234•c, 

G + F 
vmol 

98,2 
17111,0 
248,7 
320,6 
4111111,6 
489,1 

rna.ssa de s.i. :Lca: 
21. r 4 mq 

DiltJiÇ~o da An•ostra: 
1/6 

Taxa ci Reaç~o: 

38,23 pmol/min 
Atividade 
Total:1786 U/g sil. 
Especifica: 

138,6 U/mg 0 r~ot. 

35-42 mesh (0,387 mm 

de s.ilica: 
22,2 mg 

uiç~o da Amost 
1/6 

a de Reaç:;o: 
40,73 j.lmol/min 

v idade 
l '1835 U/g sil 

.i fica: 
150,6 U/mg pr 

42-48 mesh (0,326 mm) 

massa de s:í.lica: 
19,9 mg 

Diluiç:;o da Amostra: 
1/6 

Taxa de Reaç:;o: 
38,83 vmol/min 

Atividade 
Total: 1951 U/g sil. 
Especifica: 

143,4 U/mg pr-ot. 



r~,;_;,cqpo V" 
( in ) ( m I ) 

:55, 0 
4 34· ~ ;:) 
b ·s LI w0 
n ,3:S, 5 D 

10 :s3, 0 
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l1, !U'i 
~~.::~lj 
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0,:17.5 
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[ G ' F] 
(mg/ml) 

1 ~ 28 
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Esl·_::;ec.:l f ca: 
5,8 U/mq 

< /4 

mm) 
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Amostra: Sílica Série V tratada a 234°C, 60 65 mesh (0, 30 
f--~------' -~,---- ' --~-

Tc;:~mpo 

( mü1) 

2 
4 
6 
8 
liZI 
12 

35,0 
34· ~ 5 
34,IZI 
33,5 
33,0 
32,5 

Abs 

0~085 

IZJ,171 
0~278 

IZJ,390 
0,504 
IZI,632 

[G + F] 
( mg/ml) 

1~25 

2,06 
3,07 
4,12 
5,2IZI 
6,41 

G + F 

1 >"' J , 1 
1'77\2 
289,1 
383f8 
476,7 
578,5 

1T1assa de s:iJica:; 
20t4 rng 

Dil :i. :0<o da 

1./6 
T,;,xa clt0 Rt:~a~;.2:Jo: 

4 6, 0L': j..Ht>D 1 I IT; in 
Atjviclade 
Total:2255 U/g sil~ 
Específica~ 

208,8 U/mg pr-ot. 
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t'iftH I I 1 ! ' .í <.I 

;1<::J ele J IH ] 1 

I!Nf XU Xlll 

l 

: 4íll"C, pH 6,;_) 1 lac.to:.:e 4 1 5% 

()li COSE·'! 

Si!. \ Er·t, t . 
t' I j +· D 

I 
i f ] . t'S. 

! !': <'; {-_1 ' ( ? I f 'r:. h:?Ç:J 
I ( I i"J!T\ 

181 S'41ZJ9 82 (7' é:.: _:_\ 8 I I ~;_, 

i 

203 9455 [30 S'6 60 
I 

L:'5 ll:18l 1'1\) 1,171!. 

10299 53'' I. 140 215 9566 79 9767 1 "")") 
k~ 

225 9431 81 9646 134 ""' ~ ''" ~ ·''' ---~-- -·-···-.. -·~· - ~~--

236 9383 80 9586 123 1!11110 1524 ,,085 l 

245 9366 82 9'554 106 10íll86 532 l,íll78 

255 IQ381Zl _;j"a'_t:'j ''"' m f.cao 
964: 15-~ -=-~164_G18 J ,075 270 '1411Zl 

Amostra: Enzima Lactase Livre 

Tempo VR [Gil c. J Gll c. 
(min) ( m 1 l (525nm) ( mg I ml) 11mol/ml 

2 35,0 0,048 0,244 1,358 
4 34,5 12),093 12l,481 2,6712) 
6 34,0 12l,138 0,712l7 3,982 
8 33,5 0,173 0,9012) 5,12l1Zl2 

112) 33,0 12l,2112l 1,094 6,12)812) 
12 32,5 0,258 1,346 7,480 

c • ( n<J / m l } J 

L r CJ t] rnDt:f 

( 
f!i l ) 

CC.) f'-. 

-~, 

~ . 7 
J =~,b:Z 7,6 

2,36 2~90 1!.3,3 

1 ~63 2, C34 47,5 

1,47 1. 82 49,2 

1, 35 1,62 50,121 

1. 39 1,72 49,3 

1 '30 1 ' ,3 

Concentra da en 
zima: 13,33 119/ffi 

Diluiç~o da Amostra: 
1/7 

Taxa de Reaç~o: 
0,611 !Jmol/ml.min 

Atividade Es fica 
45,8 U/mg pr-ot. 
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I 
I 

!3 

10 
12 

{'err•pO 

(min) 

2 ,, 
6 
8 
liZI 
12 

'i 

'; ' t1 
') % ~~) 

.·.<, :.) ~ C'J 

r 
\)r~ 

( m 1 ) 

3510 
34,5 
34,IZI 
33,5 
33,IZI 
32,5 

Amostra: 

Tempo v,. 
(min) ( m 1 ) 

2 35,11l 
4 34,5 
6 34,0 
8 33,5 
10 33,11l 
12 32,5 

Amostra: 

Tempo v,.. 
(min) ( ml ) 

2 35,121 
4 34,5 
6 34,0 
8 33,5 
10 33,121 
12 32,5 

(\i ,,:, Li .I i ) (; j c 

' ) ( mq/ml ) [J if!(J I 

' 
0jlJ.l IZI 

' 
::;?\f18 fi 

' 
ij 

V! 
' 

V1d ,'4 ~~' .q :s3 1.·3 ') 
' l 

' 1 :, vl IZI ' 6 7 ~') 1 f ' 1 
Vi ' 1 ~} 

!. IZI 
' 

G c;:'; ' /::; 

~~ 214 .1. 1 1 ~ 4 ::) 
' ' 

J 

' IZI ' 
2:03 1 ' 

.320 2:s8 
' 

4 

Silica Série V tratada a 203•c 

.Abs 
t ~'2 ~>nm) 

0. (7186 
0, 1ó3 
IZI,245 
IZI,318 
0,387 
0,455 

Sílica Série 

Abs 
(525nm) 

lll,lll83 
lll,168 
0,254 
0,322 
0,408 
0,469 

Silica Série 

Abs 
(525nm) 

0,12184 
121,165 
0,246 
0,319 
121,386 
121,462 

[Glic.] 
( mg /ml) 

0,444 
0,848 
1 '278 
1,661 
2r023 
2,380 

v tratada 

Glic. J 
mg/ml) 

0,428 
0,874 
1,325 
1,682 
2' 133 
2' 454 

v tratada 

[Glíc.] 
(mg/ml) 

0,433 
121,858 
1,283 
1,666 
2,018 
2,417 

Glic. l 
86~3 

162,5 
241~4 

309,2 
370,9 
429,7 

a 215°C 

1 i c. 
vmol 

83,2 
167,5 
250,3 
313,1 
391,1 
443,0 

a 225•c 

Gl i c. 
jlmol 

84,3 
164,5 
242,4 
31121,1 
370,0 
436,4 

LL2 n1q 
1;;ào da ;" 

1/7 
d Ei f? r:.' .7) Ç 

t1v:td P 
otalz 245 U/ i]. 

EspE::•ci f i c a: 
l7t0 /mq prot. 

rras;0>a de s:i l.i c a: 

b0 fl'p;l 

Dilui·;~o da ~n~ostra: 

1 I 7 

Tar.a tie Fit·aç~o: 

38,67 pmol/rr,in 
Atividt?de 
Total: 483 U/g sil. 
Específica: 

12,9 U/mq prot. 

massa de s.ilica: 
79 mg 

Diluiç;;o da Amostra: 
1/7 

Taxa de Reaçilw: 
38,97 ;lmol/mcn 

Atividade 
To ta 1: 493 U/g sil 

pec.ifica: 
11,4 U/mg pro .. 

massa de silica: 
81 mg 

Diluiçi':ío da Amostra: 
117 

Taxa de Reaçi':ío: 
40,37 vmol/min 

Atividade 
Total: 498 U/g sil. 
Especifica: 

10,5 U/mg prot. 

l 
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<;OOc- -------- -----/l 
400 /, 400 
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o 2 4 6 8 10 1t 14 D 2 • e a 10 12 14 

Tempo (mln) Tempo (min) 



I 

T po \,! 1"'1' 

( min ) t (("; l ) 

2 ', ') 

' IJ 
4 'd 

_j''f 

' s 
6 ,54 

' 
ll) 

8 .\I 
' 

5 
10 -~:\3 ' 0 
12 T ~') 5 .,_) -~-

' 

1c•mrJo V r'<: 

( rnin) ( m l ) 

2 35,0 
4 34, 5 
6 34,0 
8 33,5 
10 33,0 
12 32,5 

( ' 

V) 
' 

(3 
' çry 
' 

kl 
' 0 ' 

111 
' 

d 

'' j 

1 ' ' Cd 

~?(_;,f:, 

,~, :s 5 
4Vl2 
47.1 

) 

f I , I 1 c , ) 

\ il< l ) 

,/1 J 

D.(;.:,l 

'., 
~ ~:'~ t!! 

:2tJ 2. 

2,464 

Sílica. Sér·.ie V 

!- A1:Js [(3 1 c. J 
( :>25nrrn· ( i}\ f:] j i ) 

111' '~85 0,4 .. =,9 

0' 168 0,874 
0,249 1~299 

0,319 1f666 
0,383 2~002 

0,457 2,391 

1/9~ó 

·,~' t ·.z 

G J i c~ 

167,5 
245,4 
310,1 
:~6 7' 1 
431,6 

l 

a d0: s.llic:.:1: 
H[!) iiHJ 

fi1 (llÇ u da tr 
1!7 

40,'·1'2 tJi'tiO}/ f"1 

::; t i. V :i. ,::, E? 

letal: 5 L' U/q ;:::,_\1. 

spec:ifica: 
1 íZl t 4 U / rr'q p r~ CJ t ~ 

82 tr(q 

Diluiç~o d~ An.ost~a: 

1/7 
Ta.xa dE· hFaç~o: 

40,92 pmol/min 
Ativ1dade 
Total: 499 U/g si l, 
EspEcifica: 

9,98 U/mg prot, 

------~------~---------------~-----------~-----------------------~------------, 

Amostra: Silica Série V tratada a 255°C 

-;:7~~ ·~7) l ( 5~~~m) ~~~~~iT- -~~-~(-·~-~-~-~~-;--~~-~~~~~~~~----

2 35,IZI 0,080 IZI,412 
4 34,5 0' 158 1Zl,822 
6 34,1Zl 0,321 1,21Zl5 
8 33,5 0,306 1,598 
11Zl 33,IZI IZI,370 1,934 
12 32,5 IZI,435 2,275 

Amostra: Sílica Série v tratada 

Tempo v,. Abs [Glic.) 
(min) ( m 1 ) ( 525nm) (mg/ml) 

2 35,0 0,069 0,355 
4 34,5 0. 140 0,727 
6 34,0 0,208 1,084 
8 33,5 0,275 1,436 
10 33,0 0,337 1,761 
12 32,5 0,400 2,091 

8el,2 
1 57' 5 
227,6 
297,4 
354,6 

a 27IZI·c 

Glic. 
~mol 

69,0 
139,4 
204,8 
267,2 
322,8 
377,6 

Dilui o da Amostra: 
1/7 

Taxa de Reaç;;;o: 
37,11 f-!mol/min 

Atividade 
Total: 464 U/g sil. 
Específica: 

9,41 U/mg prot, 

~ 

massa de silica: 
82 mg 

Díluiç~o da Amostra: 
1/7 

Taxa de Reaç~o: 
33,51 ~mol/min 

Atividade 
To ta 1: 408 U/g sil. 
Especifica: 

8,46 U/mg prot. 
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I F 

l-n,' i_rna: l (l\' t mq p 1' i:; '~ í.: l 1 ·, / 1 

nm) L c-, 1 1 r.:: ~ ( i rn l I l 

F r- \) t , __ J ! ,:::L :; I. F·! t J L F) r· 
;jn-, z é /(lJ ( c._ L) r . 

I 
J ) 

''.l ! ·''J nm 

94:J3 6 7 d9 i] i! D {')íZJ 7 ' ,) 

' ' 
Q!'t 49 3 7 L:; 1 ~~~ ;1- ~-, 

' ,, , 
' 

9498 
' 

7 l3 '! ,, 
' 
o8 6.1 ' 8 

4 ' 01 67 
' 4 

0 ' 164 2 • 76 ::, 1 31 63 
' 3 

D ' 174 2 ' 93 7 ,,: 
' 

r;:;__-, 

"''' 59 
' 6 

tra: Silica Série V tratada a 234oC, 24-32 mesh (0, 

[Glic. Glic. massa de 
(rng/ml f,lffiOl 20,7 rng 

2 35,0 0,072 0,106 20,6 
Diluiç~o da Amostra: 

1/2 
4 34,5 0,150 0,223 42,7 

Taxa de Reaç~o: 
6 34,0 0,216 0,321 60,8 

10,05 pmol/min 
8 33,5 0,291 0' 434 81Z!,8 
10 33~0 0,359 0,536 98,3 

Atividade 
tal : 486 U/g ! i l . 

12 32,5 0,456 0,682 123,1 
pecíflC::a: 

8,00 U/rng 0 r-ot 

Amostr-a: Silica Sér-ie v tratada a 234'C, 32-35 mesh (0,604 mm) 

Tempo v ... Abs [Glic.] Glic. massa de sílica: 
(min) ( ml ) (525nm) (mg/ml) i-!mDl 20,2 mg 

2 35,0 0,085 121,125 24,4 
Diluiç;llo da Amostra: 

1/2 
4 34,5 0,172 0,256 49,0 

Taxa de Reaç;llo: 
6 34,0 0,256 0,382 72' 1 
8 33,5 0,327 0,488 90,9 

11,09 1-1mol/min 

1121 33,0 0,413 121,617 113,1 
Atividade 

12 32,5 0,496 0,742 133,9 Total: 549 U/g sil. 
Especifica: 

8,55 U/mg prot. 



1 !::··, (<1 ' ' H 

In ) ' !Ti l ) ' 
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~j .. J 

6 .54 • 0 
ll -'~ J 

1 Ç~i ;, • C: 

1 2 
~r~., ç;_ 
,.)_(; 

' 
,J 

;')0 V,_,-, 

tr.l n ) ( ml ) 

55~0 

4 54, 5 
6 :~4 '0 
8 :'13' 5 
10 33,0 
12 32, 5 

Amostr-a: Sílica 

Tempo v,.. 
(min) ( m I ) 

~, 

L 35,0 
4 34,5 
6 34,1ZJ 
8 33,5 
1IZI 33,0 
12 32,5 

Amostra: Silica 

Tempo v .. 
(min) ( m 1 ) 

2 35,0 
4 34,5 
6 34,0 
8 33,5 
10 33,0 
12 32,5 

[.)S 

' ' ,~dll ) J 

') 

,J 
J J J 

,, 
• 1 / I 

J ::,fi 
ç~ • /tJ~S 

' 
s.:.2 

t;b<;;:.,_ 

( :-);::::~t,iTI) 

1li~t~:~4 

0,117 
0' 158 
0,230 
0,287 
0,340 

Série 

Abs 
(525nm) 

IZI,IZI67 
0,139 
0,217 
0,284 
IZI,347 
IZI,41Z19 

Série 

Abs 
( 525nm) 

0,073 
0,151 
0,229 
0,299 
0,369 
0,430 

i 

v 

v 

Lb J 1 c . ) 
( rí1q I ;n 1 ) 

121 J 
~-7 
'"L 

é~ 
' 

,-s_·;,B 

J :"! J 
J 

0 
' 
6(/8 

1?1 J fJ ·1 ~) 

0 
' 

1.'}'-i 1 

[(3ll .J 
( mg / l ) 

0,347 
lZ) r s.·:s0 
0~606 

0,857 
1,015 

tratada 

[Gl 
(mg 

IZI, 
IZJ, 
IZI, 
0, 
1' 

1 ' 

tratada 

[Glic.] 
(mg/ml) 

0,215 
0,449 
0,683 
0,893 
1,102 
1,285 

a 

a 

1 J ' 
p 

'f;~9 

' 
5 

64 J 7 
C/9 

J 5 
l 29 J l3 
l ::)4 • 8 
1 /(1' 0 

.S0, l 
66,4 

liZliii,IIJ 
127,6 
157 'íZl 
183,3 

234'C, 

38,2 

' 
7 

234•c, 

Glíc. 
1-1mol 

41,7 
86,0 

128,9 
166,1 
202,1 
232,1 

~:: ~ L3 
.1.}li'Ç;'i.o da 

1/4 
Td)<a e F<c:'-.::t Z4o: 

te a: 

l6tLf8 mc>l/n,in 
t j_ v .i •Ji)Ô\::? 

T al: / lq il. 
t-:·spE' ifi\2! 

.11~7 U/1nr;; p ot~ 

24 t (qij 

L1.1. l i .:;'2ío c:ia 

1/4 
Taxa de RE?t)ç::>ro: 

16~22 pmol/rr,.in 
Ativid-ade 
Total: 815 U/q sil. 
Especifica: 

12,1 U/mg prot 

48-60 mesh (0,274 

massa de sílica: 
23,3 mg 

Diluiçâio da Amost 
l/4 

Taxa de Reaç:;;o: 
19,97 1-lmol/ 

Atividade 
Tota.l: 857 U/g s.il 

c:lfica: 
13,6 U!mq pro 

60-65 mesh (IZI,230 

massa de silica: 
24,0 mg 

Diluiçillo da Amostra: 
1/4 

Taxa de Reaç;llo: 
20,97 1-1mol/min 

Atividade 
Total: 874 U/g sil. 
Especifica: 

14,7 U/mg prot. 
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nNI XU X! V 

TE V 

X 1./. 1 lil 1 .. l 2 

Pr·otei11a: AlbLlmina de Soro Bovino 

1bn,po de Imobiliza ~o: 40 h 

Br-tJtO ::;o 1 • hbr:; • ~i( E' Frot~ } iiiC!b 

(~J bunli_ A 1 tJ ~ 6Zi1l 
(mg) g) 

na (rng) 
l ( ''CJ ) 
' l 

SI' C 9397!100 9644 H?J15 ~0 ~j-542 Ll . ' 

TA 9396 1H'J '1678 10 514 .51. 24 CJ', :-,}íi) 

151 9409 100 9608 101 519 5:528 9,792 

181 9414 106 971Zl'l 1 5~S39 6,866 
1-------- --~ .... - ~----·"--· 

203 9480 98 9759 1 5419 2,978 

215 9380 110 9698 1 51.67 1,814 

225 9453 107 9759 1 5409 2,856 

236 9424 105 9747 5308 3,345 

245 9455 1.12 9794 10319 5428 3,535 

;t"' 96 9568 10069 5096 4,630 

9431 114 974IZI 10137 5273 5,449 50,48 



l \) • 

~>D de I 

{iiT>U :; l a t" a. 
tr a ( mg ) 

SF1C r:;~:,'-/ 8 

l A 93?6 

l :--- 1 f7',;1f':e 

l 81 

203 

215 

225 

236 9424 

245 94 55 

270 

1 1 I .l 2 

J J .i. z 

,"') I .i br·u t 
l elo 

( (T'('J ) 

1 ~j!.:r Cf'63,] 

r•) iJ 
~ I 9 7 lf)l~ 

_; C1-q '-?6b0 

Z.í'·9 '7-'ó ~' 

'7'7 90 

9667 

94 9719 

100 9708 

1 08 9740 

100 

p l 

Lir·u·~- _ ~ ;:;.c.,l. (:, 

Al mJ.lf':i}b. f:i~?0 

I"! E,-, , j ( iHl) 
\i jq / 1 

Q1Y 14/L' 
~~,lC/1 i!i91 

'l 17.1 l::ll.i 
i 

: ,.·· l 'il \ ,.,'H I -
! 

HD2i'0 I :',m?J 

101~,2 !48~) 

I 
10194 47:"1 

t .) 

'0-45 

,076 

I, 

I 
U't'>tJ b 

r1 dn··· 

E, 

( ,ng I ( 
m l ) 

I :- , , 
1 9 ~ ':3 1 

1 ,\ 6}} 

5313 1,188 

5556 0,878 85 ~ 90 

5406 0,773 8(11,70 

10183 475 ,092 5298 0,709 70,79 

10219 479 ,097 5327 0,628 64,77 

1 \ZHZl4E1 481 ,132 5197 0,797 59,44 

115 26 10213 487 ,146 5540 0,482 45,71 
[ ______ , ____ _j, ___________ t ___________ ,l ____________ _,___ ___ j ___________ _, ______ _L_ ____ , _____ __j 


