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Imobilizagcao de Enzimas no Suporte Crisaotila.
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Resumo

A imobilizagao de enzimas em suportes apropriados se constitui em drea
de interesse enquanto pode significar melhoria de processos e barateamento de
custos. O suporte ideal deve adsorver irreversivelmente a enzima, sem afetar sua
atividade e sem interferir na reagdo enzimatica.

Neste trabalho imobilizou-se urease e invertase sobre crisotila. Crisotila,
um mineral de habito fibroso e superficie hidroxitada, possui boas propriedades de
retencdo. A urease é bastante utilizada em clinica/quimica. A invertase & importante na
industria de alimentos.

Foram determinados: isotermas de adsorgdo a baixa cobertura, retengéo,
atividade catalitica e estabilidade das enzimas suportadas.

A urease, tanto em agua deionizada quanto em tampé&o tris/fHC| pH = 8,
atinge o equilibrio de adsor¢éo sobre crisotila em cerca de 1 hora. A quantidade
adsorvida depende poucc da massa de crisotila. Nao se obteve saturacéo. As
quantidades adsorvidas néo dependem do meio.

A invertase obtida pela autdlise do fermento Fleischmann, atinge o
equilibrio de adsorgdo em cerca de 5 minutos. A quantidade adsorvida independe da
massa de crisotila.

Tanto urease quanto invertase adsorvem irreversivelmente sobre o
suporte. A urease ndo dessorve e a invertase dessorve muito pouco.

Ambas enzimas apresentam atividade apés suportadas e mesmao depois
de estocadas, embora esta atividade seja bem menor que a das enzimas livres. A
atividade especifica de urease suportada varia de 1 a 4% com relagao a enzima livre,
dependendo do meio e do pré-tratamento do suporte; valores tipicos de atividade sao
da ordem de 66 a 198 umol amonia/dia para 3,0 mg de urease suportadas em 1 g de
crisotila. A atividade especifica de invertase imobilizada varia de 19 a 35% com relagao
a da enzima livce no extrato; valor tipico de atividade & da ordem de 8,7 umol
glicose/min para 0,73 mg proteina adsorvida em 0,25 g de crisotila.

Observa-se redugéo da atividade de ambas as enzimas suportadas tanto
na reutilizagdo quanto apbs estocagem; urease/crisotila perde cerca de 80% da sua
atividade apos 7 dias de estocagem.

Ao todo, a adsorgdo das enzimas € rapida, eficiente e irreversivel, nas
quantidades ensaiadas. A urease/crisotila tem atividade bastante reduzida comparada
a apresentada em outros suportes. Invertase/crisotila apresenta atividade comparavel a
obtida nos melhores suportes.
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Abstract

The immaobilization of enzymes on appropriate supports is an area of
interest since it can improve processes and reduce costs. The ideal support would
adsorb irreversibly the enzyme, without affecting its activity and without interfering in
the enzymatic reaction.

in this work, urease and invertase were immobilized on chrysotile.
Chrysotile, a fibrous mineral with hydroxilated surface, has good retention properties.
Urease is widely used in clinical chemistry and invertase has important applications in
food industry,

Adsorption 1sotherms at low coverage, retention, catalytic activity and
stability of supported enzymes were determined.

Urease, in destilated water and in tris/HC| buffer at pH 8.0, reaches
adsorption equilibrium on chrysotile after one hour. The quantity adsorbed depends
littte on the amount of chrysotile used. Saturation was not observed. The guantity
adsorbed was independent of solution media.

Invertase, obtained from the autolysis of Fleischmann yeast, reaches the
adsorption equilibrium in approximately five minutes. The quantity adsorbed is
independent on the amount of chrysaotile used.

The adsorption of both enzymes is irreversible. Urease showed no
desorption. Invertase showed a small desorption.

Both enzymes show activity when supported, even after storage, aithough
lower than the activity of the free enzymes. The specific activity of urease/chrysotile
varies from 1 to 4% with respect to the free enzyme, depending on the solution media
and on the support pre-treatment; typical activity values are 66 to 198 umol
ammonia/day for 3.0 mg of supported urease in 1 g of chrysotile. The specific activity of
invertase/chrysotile varies from 19 to 35% with respect to the free enzyme; typical
activity value is 8.7 pmol glucose/min for 0,73 mg of adsorbed protein in 0.25 g of
chrysotile.

After storage or reuse, urease/chrysotile and invertase/chrysotile lose
activity, urease/chrysotile shows an activity reduction of c.a. 80% after 7 days storage.

In summary, the adsorption process is fast, efficient and irreversible in the
conditions used in this work. Urease/chrysotile shows lower activity on this support than
on others described. invertase/chrysotile shows comparable activity to the best systems
described.
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introdugéo 1

1- Introducao

Este trabalho trata do estudo da imobilizagdo de enzimas no suporte
crisotila. Esta introdugao foi distribuida em quatro partes.

A primeira parte se refere a imobilizacao de enzimas situando o leitor em
relacdo a uma das primeiras questdes sobre o assunto, que € - Por que imobilizar
enzimas? - Também, descreve-se os principais métodos de imobilizagdo de enzimas,
com suas vantagens e desvantagens. A apresentagdo destes diferentes métodos de
imobilizagao é importante, pois muito da literatura utilizada para a redacéo desta tese,
se refere a imobilizag&o de enzimas utilizando diferentes técnicas de imabilizaco.

A segunda e terceira partes se referem as enzimas utilizadas neste
trabalho, apresentando-as através de suas caracteristicas gerais, propriedades, seu
campo de aplicagido e exemplos da literatura sobre a imobilizacdo destas enzimas em
diferentes suportes e com diferentes técnicas de imobilizagao.

A quarta parte se refere ao suporte utilizado neste trabalho para a
imobilizagdo de enzimas, a crisotila. A apresentagdo da crisotila & feita através de sua
estrutura cristalina, suas propriedades relevantes e as caracteristicas superficiais da
fibra de crisotila. Para situar a crisotila no contexto atual, apresentam-se os estudos de
adsorgdo de proteinas pela crisotila e os possiveis efeitos biologicos induzidos por
estas fibras. Pode-se mencionar que a maioria dos estudos com crisotila, ou asbestos
em geral, direcionam-se na tentativa de explicar a grande carcinogenicidade destes
materiais.

1.1- Enzimas.

As caracteristicas mais marcantes das enzimas sé&o seu poder catalitico e
sua especificidade.

As enzimas tém um enorme poder catalitico. Elas aceieram reagges,
multiplicando suas velocidades por fatores de, pelo menos, um milhdo. De fato, a
maioria das reagGes em sistemas biologicos ndo ocorre com velocidades perceptiveis
na auséncia de enzimas.(1)
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As enzimas s&0 altamente especificas, tanto para as reacgbes catalisadas
quanto na sua escolha de reagentes, que s&o chamados substratos. Uma enzima
geralmente catalisa uma so reagdo quimica ou um conjunto de reagbes intimamente
relacionadas. Reacdes colaterais que levam ao desperdicio da formagao de produtos
secundarios raramente ocorrem em reagdes catalisadas por enzimas, em contraste
com as ndo-catalisadas. O grau de especificidade para o substrato & geralmente alto ¢,
as vezes, virtuaimente absoluto.(1)

Grande parie do poder catalitico das enzimas ocorre por elas
aproximarem os substratos em orientagdes favoraveis nos complexos enzima-substrato
(ES). Os substratos prendem-se a uma regido especifica da enzima, chamada de
centro ativo (ou sitio ativo). Em sua maioria, as enzimas sdo altamente seletivas em
sua ligacéo aos substratos. De fato, a especificidade catalitica das enzimas depende
em parte da especificidade de ligagdo. Alem disso, as atividades de algumas enzimas
s&0 controladas nesse estagio.()

- Algumas caracteristicas importantes dos centros ativos.(1)

O centro ativo de uma enzima & a regido que se liga aos substratos e
contém os radicais de aminoacidos gue participam diretamente na feitura e na ruptura
de ligagdes. Esses aminoacidos sdo chamados de grupamentos cataliticos. Apesar das
enzimas diferirem muito em estrutura, especificidade e modo de catalise, podem-se
estabelecer algumas generalizagbes acerca de seus centros ativos, tais como:

1} o centro ativo ocupa uma parte relativamente pequena do volume total de uma
enzima;

2) o centro ativo & uma entidade tridimensional;

3) os substratos ligam-se as enzimas por muitiplas atragdes fracas,

4) os centros ativos s&o depressdes ou fendas;

5) a especificidade de ligagéo depende do arranjo, definido com precisdo, dos atomos
no centro ativo.
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1.2- Imobilizacdo de enzimas.
1.2.1- Definigao.

Enzimas imobilizadas s&o definidas como “enzimas fisicamente
confinadas ou localizadas numa certa regido definida no espago com retengéo de sua
atividade catalitica, as quais podem ser usadas repetidamente e continuamente.(2)

Esta definicAo € aplicavel para enzimas, organelas celulares, células
microbiais, células de piantas e de animais, isto & para todos os tipos de
biocatalisadores. Em alguns casos, esses biocatalisadores s&o ligados em ou entre
supories insoluveis por ligagio guimica ou fisica. Em outros casos, os biocatalisadores
estdo livres, mas confinados em regides limitadas ou espagos do suporte.(3)

1.2.2- Histoéria.(3)

Em 1918, Nelson e Griffin cbservaram que a invertase adsorvida em
carvdo catalisava a hidrélise da sacarose. Varios artigos foram publicados sobre
imobilizagéo de proteinas ativas fisiclogicamente por ligacdo covalente em varios
suportes. Contudo, enzimas imobilizadas ndo foram utilizadas na pratica até 1853. O
maior desenvolvimento da tecnologia de imobilizagdo de enzimas foi nos ultimos 30
anos. A primeira aplicagao industrial de enzimas imobilizadas foi em 1969. Foi utilizada
a enzima fungal aminoacilase imobilizada em DEAE-Sefadex através de ligacdo idnica
e foi usada para a hidrolise estereoseletiva de N-acil-D,L.- aminoacidos para obter L-
aminoacidos e N-acil-D-aminoacidos.

1.2.3- Por que imobitizar enzimas?

Enzimas sdo materiais de alto custo, e se a enzima puder ser imobilizada
num suporte sem perda de atividade por um razoavel periodo de tempo, a mesma
amostra de enzima imobilizada podera ser usada varias vezes, significando uma
economia em processos industriais.
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E importante ressaltar os efeitos da imobilizagéo de enzimas. Alguns
destes efeitos s&o resumidamente apresentados como: 4)
a) a imobilizagio pode aumentar o potencial de uma enzima, como catalisador em
escala industrial;
b) a imobilizagdo pode ser utilizada como uma estratégia para estabilizar enzimas,
pode reduzir ou néo ter nenhum efeito na sua estabilidade;
¢) a perda de atividade da enzima imobilizada geralmente resulta de mudancas
conformacionais;
d) o micromeio ao redor de uma enzima imobilizada pode diferir daquele da forma livre.

1.2.4- Métodos de imobilizagdo.

A imobilizacao ou insolubilizagdo de um material biologico, por exemplo
enzimas, & muito importante pois substitui a utilizagdo destes materiais na forma
soluvel, restando apenas a necessidade de remové-los do meio reacional para
posterior aplicagdo. Assim, geralmente a utilizagdo de materiais imobilizados além de
diminuir o custo por analise, aumenta a rapidez e exatiddo do processo.

No processo de imobilizagéo, é muito importante ndo desnaturar o centro
ativo das enzimas, devendo ser realizada através dos varios grupos gue nao possuem
atividades cataliticas.

Os principais métodos de imobilizagao s&o mostrados na figura 1.
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‘Figura 1. Técnicas de imobitizacéo.(4)
- Método de oclusdo.(4.5)

Este método envolve o confinamento ou aprisionamento da enzima dentro
dos espagos intersticiais das ligagdes covalentes cruzadas de um polimero insoluvel
(por exemplo: agar-agar, aicool polivinilico, paliacrilamida, amido, borracha de silicone,
carragenatos e outros). Em aplicagbes industriais, sdo geralmente utilizadas fibras
ocas de um material tal como triacetato de ceiuliose.

A grande vantagem deste método é que a reagéo entre o substrato e a
enzima ndo sofre nenhuma modificagéo, pois a imobilizagéo da enzima praticamente
nao altera a sua estrutura, no entanto, pode ocorrer a perda de parte da enzima
imobilizada causada pela variagdo do tamanho dos poros intersticiais do polimero, o
gue & uma desvantagem.

Como exemplo de utitizacdo deste método, Tor e Freeman imobilizaram
‘urease em poliacrilamida.(®)
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- Microencapsulamento.(4.5)

0O método de microencapsulamento de enzimas envolve seu confinamento
em pequenas esferas (microcapsulas) de membranas semipermeaveis com poros
variando de 5 a 300 um, que permite somente a movimentagdo livre de substratos e
produtos da reagéo enzimatica. Este tipo de imobilizagao difere do anterior por permitir
0 aprisionamento de um volume ou ndmero de moléculas maior do gue o anterior, que
é geralmente de uma molécula, permitindo uma interacéo enzimatica intermolecular.

Este método possui a vantagem de manter um alto grau de atividade da
enzima, e permitir a imobilizagdo simultdnea de vérias enzimas em apenas uma etapa.
No entanto, a necessidade de aita concentragdo de enzima para o
microencapsulamento e a restrigdo da passagem de substratos através dos poros da
membrana, constituem uma desvantagem.

Como exemplo de utitizagdo deste método, Monshipouri e colaboradores
(7) mostraram o microencapsulamento de urease em membranas de poliamida.

- Ligagdo covatente no suporte.(4.5)

Este tipo de imobilizacdo em suporte insollvel é realizada através da
ligagéo covalente de grupos funcionais néo ativos da enzima, isto &, ndo essenciais
para a sua atividade catalitica, a grupos reativos (como por exemplo hidroxila,
carbonila, amino, fendlico, imidazdlico, tiol) ligados na superficie sélida do suporte
insoluvel,

Os suportes insoluveis mais utilizados inciuem polimeros sintéticos como
por exemplo celulose, agar-agar, sefarose, colageno, amido, dextrana, e materiais
inorganicos como por exemplo 6xidos metalicos e pérolas de vidro com porosidade
controlada.

Fatores tais como, capacidade de ligagdo quimica, facilidade de ligagao
quimica e a estabilidade do suporte sdo cbviamente importantes. Como um exemplo, a
celulose e seus derivados sdo muito utilizados porque suas propriedades hidrofilicas
favorecem e mantém a atividade catalitica das enzimas.
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O processo de ligagio envolve a formagédo de um intermediario reativo no
suporte, o qual subsequentemente reage com a enzima. Embora resulte num sistema
imobilizado estavel, ha o risco da enzima ser desativada durante o tratamento quimico.

Como exemplo de utilizagao deste método, Mansfeld e colaboradores (8)
mostraram invertase ligada via ligagéo covalente em resina de troca aniénica.

- Ligag&o covalente cruzada.(4.5)

O metodo baseia-se na formagdo de particulas macroscopicas em
decorréncia da formagéc de ligagdes covalentes cruzadas entre as moléculas de
enzima e /ou com o suporte inerte com reagentes funcionais.

A ligagao covalente cruzada ¢ obtida utilizando reagentes bifuncionais
tais como glutaraldeido, o qual reage diretamente com grupos amino da enzima.

O método de imobilizagdo com o glutaraldeido é um dos mais
empregados, pois a enzima geralmente é mantida num ambiente semelhante ao
encontrado na natureza, conferindo-lne boa estabilidade frente as variagdes de pH,
forca idnica, solventes e temperatura.

Como exempio da utilizagdo deste método, Godbole e colaboradores (9)
mostraram invertase imobilizada em fibras de algoddo por adsorg@o seguido pela
ligagdo cruzada com glutaraldeido.

- Adsorcéo.

A adscrgdo de enzimas em suportes insolUveis resulta geralmente em
interagdes do tipe idnica, polar, pontes de hidrogénio ou hidrofobicas. Esses suportes
geralmente possuem superficie ativa e funcionam como excelentes adsorventes e
incluem a alumina, resinas de troca idnica, bentonita, grafite, vidro, nitrato de celulose,
agar-agar, sefadex, silica-gel e outros.{5.10)

Como exemplo da utilizagio deste método, Gianfreda e colaboradores (1)
mostraram a adsorgdo, atividade e propriedades cinéticas da urease em
montmorilonita, hidréxido de aluminio e complexo montmorilonita-hidréxido de aluminio.
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A maior vantagem da adsorgdo, como método geral de insolubilizagdo de
enzimas, € a sua simplicidade. Geratmente nenhum reagente e somente um minimo de
passos de ativacdo s3o necessarios. |

Passui por outre lado a grande desvantagem da enzima adsorvida ser
extremamente dependente de fatores, tais como pH, solvente, substraio e
temperatura.{1% Outra desvantagem é que a adsorg&o na superficie é ndo-especifica, e
portanto podera adsorver outras protefinas ou outras substancias as quais & exposta
durante O seu uso. Isto deve alterar as propriedades da enzima imobilizada ou, se a
substancia adsorvida e um substrato para a enzima, a velocidade provaveimente
decrescera dependendo da mobilidade superficial da enzima e substrato (12)

Embora, a adsorgdo seja facilmente alcangada, a natureza fraca das
ligages envolve dessorgéo de proteina, devido a mudangas no pH, temperatura, forga
ibnica ou pela simples presenca do substrato,(10)

A adsorgao foi definida por Messing (13} como: "adsorcéo é a adesao de
uma enzima na superficie de um suporte que nao foi especificamente funcionalizado
para que ocorra ligagao covaiente”.

Segundo Chibata (2), este método frequentemente causa pouca ou
nenhuma mudanga conformacional da enzima, ou destruigdo de seu centro ativo.
Conseguentemente, se um suporte adequado for encontrado para uma determinada
enzima, este método é simples e efetivo.

Os fatores envolvidos na imobilizagdo por adsorgdo podem ser
especificados como segue; (13)

a) concentrag@o e quantidade de enzima versus a drea superficial ou peso do suporte;
b} efeito da adsorcdo sobre a enzima;

¢) forga idnica;

d) pH inicial de adsorgéo e subsequente pH de aplicacao;

€) temperatura de adsorgéo;

f) ponto iscelétrico da enzima e sitios de adsorgao do suporte.
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1.3- Urease.

Uréia, o substrato para urease, é uma moiécula bastante estavel. Entre
PH 2 e 12 a decomposicao néo-enzimatica da uréia em meio aquoso & independente
do pH, e sua meia-vida € 3,6 anos a 38°C.(1415) Foi mostrado que esta reagdo é uma
reagdo de eliminacdo e os unicos produtos sdo aménia e acido cidnico, conforme
equacao 1.(16.17)

O

|

C
e
HN'S ™ NH,
| C — " H—N=C=0 +NH, + H,0
Hy~ _-H
0

H equagao 1

A urease catalisa a hidrélise da uréia formando ion carbamato e ion
amadnio (18}, como é mostrado na equagéo 2;

0
| .

ILN—C-—NH; + H,0 — HN—CO00 + NH, equacéo 2

Este € um fato importante para a quimica especial desta enzima, visto que
a hidrolise espontanea da uréia n&o foi observada em soiugéo aquosa. Em pH70e
38°C, a urease catalisa a hidrolise da uréia no minimo 10%4 vezes mais réapido que a
hidrolise espontanea.('7)
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1.3.1- Historico.

A urease foi a primeira enzima a ser obtida na forma cristalina em 1826
por Sumner.(19) Embora, a agéo da urease sobre a uréia tenha sido estudada por um
grande numero de pesquisadores, sua cinética ndo é t3o simples de ser entendida.
Sumner e colaboradores (20} foram os primeiros a demonstrar que o carbamato de
amaénio é formado como um dos produtos da hidrolise da uréia catalisada pela urease.
Mais tarde, Wang e Tarr (21) , Jencks (22} e Biakeley e colaboradores (18) descrevem
que o carbamato € o primsiro intermediario desta reagéo de hidrolise. Assim, a reagdo
procede através da formagdo do carbamato, seguido pela decomposigdo do carbamato
em dioxido de carbono e aménia; o diéxido de carbono reage com agua para formar o
acido carbénico.

Em relacdo a um modelo e 0 mecanismo de ac&o da urease, foi muito
bem revisado e discutido por Blakeley e Zerner (23), com aproximadamente 20
referéncias bibliograficas.

Hellerman e colaboradores (24) mostraram que ha 23 grupos -SH por mol
de urease e representa um grupo -SH por sitio ativo.

1.3.2- Propriedades.

A Tabela I apresenta algumas propriedades da urease.
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TABELA 1. Algumas propriedades da urease.

Propriedade Valor
Peso molecuiar 480.000 (3.25)
Peso molecular da subunidade 75.000-83.000 (3)
K, constante Michaelis (substrato) | 1,05 x 10-2 mol/L (uréia) (3)

pH étimo 7,003

Ponto isoelétrico 5,0-5,1 (3)
Densidade 1,4 gicm3 (28)
Volume parcial especifico 0,734 cm3/g (25,26}
Raio 52 Ae (27)
Coeficiente de difuséo D2o,w 3,46 x 10-7 cm?/s (25)

1.3.3- Aplicagbes,

A urease é de interesse na drea de clinica/quimica; é utilizada para a
determinagdo de uréia no soro sanguineo e na urina.(27.28) Yugari e colaboradores (29)
imobilizaram urease e estudaram a sua aplicagdo num aparelho para o monitoramento
de uréia no sangue,

Em estudo realizado por Kallury e colaboradores (27) | a urease
imobilizada em superficies de silica carregadas com fosfolipideos, mantém sua
atividade original. Este sistema de enzimalfosfolipideo possui grande aplicabilidade em
equipamentos de dialise "in vivo" ou para 0 monitoramento "on line” da uréia.

A uréia € um importante fertilizante, e o seu desempenho no solo, é
afetado peia presenca, atividade e estabilidade da urease, que & a enzima que catalisa
a hidrdlise da uréia para formar didxido de carbone e aménia. Por esta razdo, urease é
uma das enzimas do solo mais estudadas. (1)
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1.3.4- Imobilizagao de Urease.

A literatura contém inumeros estudos sobre urease imobilizada em varios
suportes e com diferentes técnicas de imobilizagdo. Alguns exemplos sao descritos a
seguir: Messing (3% mostrou a imobilizagdo de urease em oxido de titanio com tamanho
de poro controlado; Tarafdar e colaboradores (31) mostraram a adsorgdo de urease em
argilas; Monshipouri e colaboradores {7) mostraram o microencapsulamento de urease
em membranas de poliamida; Schmidt-Steffen e colaboradores (32) utilizaram
membranas de ultrafiliragdo que sdo adequadas para ligagao covaiente de urease;
Gianfreda e colaboradores (1) estudaram a adsorgdo, atividade e propriedades
cinéticas da wurease em montmorilonita, hidroxide de aluminic e complexo
montmorilonita-hidroxido de aluminio; e Brennan e colaboradores (33) estudaram a
transdugao da reagdo entre uréia e urease imobilizada atraves de ligagao covalente em
membranas.

1.4- Invertase.

A invertase (p-fructofuranosidase, EC 3.2.1.26) catalisa a quebra e
formagdo de ligacdes glicosidicas entre frutose e frutose ou frutose e outros
monossacarideos. A hidrélise da sacarose para formar glicose e frutose € um processo
muito investigado, e numerosos estudos tem tratado de sua cinética, especialmente em
altas concentragbes do substrato.{34.3%)

- Natureza do compiexo ativo substrato/enzima.(34}

Ha duas suposigbes basicas: a) a enzima apresenta 2 sitios ativos; b)
uma molécula do substrato deve ter acesso a ambos os sitios para a reagao acontecer.
E possivel chegar a um modelo para o compiexo ativo substrato/enzima. O mecanismo
de reacao, inicialmente proposto por Laidler (36) gsta ilustrado na figura 2, e considera
a complexagao de ambos 0s grupos acidos e basicos dos sitios ativos da invertase.

Mais recentemente, Sato e colaboradores (37) levaram em consideragéo o
modelo de Bowski {34) para explicar os resultados experimentais obtidos.
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Figura 2. Indicagao de sitios de ligag&o para o complexo ativo sacarose/invertase.

1.4.1- Propriedades.

A tabela Il apresenta algumas propriedades da invertase.
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TABELA I1. Algumas propriedades da invertase.

Propriedade Valor
Peso molecular 270.000 (3
Peso molecular subunidade 135.000 (3
Km constante Michaelis (substrato) | 2,6 x 102 M (sacarose) (38}
pH otimo 4,7 (4,5-55) (38)
Ponto isoelétrico aprox.4,0 (38)
Temperatura 6tima 55¢C (38)
Tamanho: didmetro 4.8 nm {39)
comprimento 8,3 nm (39}

1.4.2- AplicagBes.

A invertase € uma enzima de interesse em aplicagbes nas dareas de
tecnologia de alimentos e biotecnologia. A invertase é utilizada no processo de
hidrélise da sacarose formando aglcares redutores, que € de grande importancia na
area de tecnologia de alimentos. O uso da invertase imobilizada & importante, pois a
sua reutilizag&o e o aumento na estabilidade do catalisador leva geralmente a uma
redugéo no custo do processo.

Em aplicacdes laboratoriais, a invertase & utilizada na formagdo de
ligacdes glicosidicas entre frutose e dlcoois alifaticos e depende da estabilidade da
enzima em solventes orgénicos, e pode convenientemente ser determinada por
medidas calorimétricas.(40) |

1.4.3- iImobilizacéo de invertase.

A literatura descreve inumeros estudos sobre invertase imobilizada em
varios suportes e utilizando diferentes técnicas de imobilizagdo. Alguns exemplos s3o
os trabalhos de: Boudrant e colaboradores (41) que mostraram estudos de adsorgao de
invertase em resina de troca idnica; Godbole e colaboradores (9) que mostraram a
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invertase imobilizada em fibras de algoddo por adsorgéo seguido pela ligacao cruzada
com giutaraldeido, Kotzelski e colaboradores (42) que utilizaram membranas de
ultrafiltracio para ligar a invertase; Mansfeld e colaboradores (8) que mostraram a
invertase ligada via ligagdo covalente em resina de troca anidnica; Docolomansky e
colaboradores (4%) que apresentaram no seu trabalho uma adaptagdo de enzima
termistor para a caracterizagdo das propriedades microcinéticas de biocatalisadores
imobilizados.

1.5- Crisotila.

A crisotila € um mineral do grupo das serpentinas, de forma fibrosa, é um
silicato de magnésio hidratado que tém a formula quimica 3Mg0.2Si0,.2H,0.(44.45)

A crisotila é uma farma polimérica do mineral serpentina. E a forma
magnesiana trioctaédrica da estrutura cristalina da caulinita. Apesar de ter textura
fibrosa, a estrutura cristalina & a de um filossilicato lamelar, como a caulinita. Uma
parte da camada estrutural da crisotila & um reticulado planar pseudo-hexagonal
formado por tetraedros de SiQ, ligados. Todos os tetraedros no ptano ou fotha estdo
voitados para o mesmo lado e ligados a estes tetraedros esta uma folha de brucita -
Mg(OH),- em que, de apenas um lado, duas a cada trés hidroxilas estdo substituidas
pelos oxigénios apicais dos tetraédros Si0, . A distancia perpendicular repetitiva entre
as folhas compostas deste tipo, & de 7,3 A® aproximadamente. Como as dimensdes da
camada de brucita e da camada de tridimita s&o diferentes (em uma cela ortoexagonal,
a=54A%eb=2923A0ppara a brucita e a=5,0 A° e b = 8,7 A° para a tridimita), ha um
elevado grau de desemparelhamento ou distorgdo: isso leva ao encurvamento da
camada composta brucita-tridimita, com os componentes tetraédricos do lado de dentro
da curvatura. (46}

A estrutura consiste entdo de uma camada de silica tetraédrica (tridimita)
que e coberta com uma camada de hidroxido de magnésio (brucita). A brucita é ligada
a camada de silica por dois dos trés grupos -Mg-0, como mostra a figura 3.
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stticio MAGNESID  DXIGENIO MIDROXILA

Figura 3. Esquema de uma parte das camadas curvas da parede de uma fibrila de
crisotila.(47)

Um grande numero de resultados experimentais demonstra a existéncia
de serpentinas com folhas cristalinas curvas, como é mostrado esquematicamente na
figura 3, que mostra as repetidas camadas de Mg(OH), (basico) e SiO, (4cido). Essas
folhas fecham-se concentricamente formando a fibrila de crisotila, cuja existéncia foi
demonstrada por microscopia eletronica, pela primeira vez por Turkevich e Hillier.(48) A
fibrila de crisotila & constituida de uma parede com doze a vinte camadas compostas,
de 7,3 A® de espessura cada uma. O didmetro médio externo das fibrilas &€ da ordem de
250 A° e o interno de 100 A° , medidos por microscopia eletrénica.

As fibrilas de crisotila s&o cilindricas e aparecem comao um emparelhado
de cilindros concéntricos. Yada (49 mostra que a maioria das fibras tém uma forma
cilindrica oca. A iiteratura (50.51) sugere que a cavidade central desses cilindros contém
um minerat amorfo, e sua composigdo varia dependendo da origem da crisotila.

Estudos minuciosos das propriedades fisico-quimicas de fibras de crisotila
séo geralmente dificeis devido as variagbes na composicido e heterogeneidade de
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tamanho do material. As variagbes na composi¢cdo devido & elementos substitucionais
$&80 intrinsecas ao material de interesse e ndo pode ser evitado. Contudo, em retagdo
as impurezas intersticiais, por exemplo excesso de brucita e minerais amorfos entre
fibras, podem ser evitados, usando-se fibras finamente divididas, idealmente
monofibras (fibrilas). As monofibras devem ter todas didmetros comparaveis e desta
forma diminuir a heterogeneidade de tamanho. Fibras finamente divididas sdo também
intrinsicamente mais adequadas para estudos fisico-quimicos. Por exemplo, absorgao
ne infravermelho e adsorgdo na superficie. Pesquisas com crisotila finamente dividida
tambem s&o Uteis para estudos relacionados com o meio ambiente e a satde, visto que
as fibras menores sdo mais rapidamente transportadas pelo ar ou transportadas em

fluxos.(52)

As fibras pequenas individualizadas,

em muitos casos,

adequadas para estudos fisico-quimicos, bioquimicos ou biclogicos.

A Tabela Il mostra algumas das caracteristicas mais importantes da

crisotila,

TABELA II1. Caracteristicas do Amianto Crisotila.(53)

Estrutura

Veios cross ou slip no serpentinito

Formula quimica

3Mg0.28i0,.2H,0

Composicéo Silicato de magnésio hidratado

Habito Fibroso asbestiforme
Sistema cristalino Monoclinico
Cor Branco, esverdeado, cinza amarelado
Britho Sedoso
Densidade 2,4 a 26 (g/cm3)
Flexibitidade Elevada
Comprimento Desde muito curta até aproxim. 5 cm

Tenséo a tracéo

Alta, aproxim.5841 Kgficm?

Resisténcia a alcalis e acidos

Baixa

Impurezas

Ferro, cromo, niquel, cadmio

Resisténcia ao calor

Boa, fridvel a altas temperaturas

sd80 mais
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1.5.1- Caracteristicas da superficie da fibra de crisotila.

A superficie externa das fibras de crisctila consiste de hidrdxido de
magnésio e, portanto nao & surpreendente que as fibras se comportem em alguns
aspectos como se fossem de hidroxido de magnésio apenas. Um exempio do
comportamento da crisotila semelhante ao do hidrdxido de magnésio & mostrado no
trabalho de Pundsack.(54)

As superficies interna e externa da crisotila sdo compostas de camadas
de Si0, e Mg(OH), respectivamente. Estas superficies foram estudadas para verificar a
acessibilidade das moléculas nos sitios de adsorgdo, - MgOH e -SiOH. Como
exemplos, NO foi preferenciaimente adsorvido na superficie externa em baixa presséo
de NO e na superficie interna em alta pressao (55); e em estudo reailizado por Ozeki e
colaboradores (56) foi assumido que a adsorgdo de poli-L-lisina em crisotila acorre
principalmente através de uma ligag&o de hidrogénio entre um grupo amino da poli-L-
lisina e um grupo OH na superficie interna e externa da crisotila.

Quanto as caracteristicas superficiais das fibras de crisotila, & importante
salientar os estudos do efeito do pH na carga superficial, ou potencial zeta, de minerais
asbestos, que foram realizados por Martinez e Zucker (57} pelo método do potencial de
fluxo. A curva completa de pH versus potencial zeta foi obtida por estes autores. O
ponto isoelétrico (potencial eletrocinético igual a zero) ocorreu em pH 11,8 para a
crisotila. Eles atribuiram o aumento no potencial obtido, na faixa de pH 3 a 7, a
remogao de grupos hidroxila da superficie, resultando na exposicdo de ions magnesio.
Em pH inferior a 3, os ions magnésio sao removidos e a silica & exposta na superficie,
decrescendo o potenciat zeta.

Um estudo importante sobre os sitios acidos e basicos da superficie da
crisotila foi realizado por Bonneau e colaboradores (58) mostrando que o mineral
crisotila tem uma grande quantidade de sitios doadores na superficie Mg{OH),, e desta
forma atividade catalitica. Eles verificaram que a crisotila estudada nZo possui sitios
acidos (acepiores de elétrons). Para a determinagdc dos sitios basicos foi utilizado
acido benzdico (forte aceptor de elétrons) e CO, (fraco aceptor de elétrons), onde
pela adsorgdo do acido benzdico foi calculado que 3,8 x 1078 OH/m2 comportam-se
como sitios adsortivos bésicos (de Lewis) e pela adsorgdo de CO, foi caiculado que 3,8
x 1077 QH/m2 comportam-se como sitios ativos basicos.
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Como dado ilustrativo, a crisotila possui 1,2 x 1018 OH/m2 que representa
o numero de grupos hidroxila estimado por parametros cristalograficos (a=53A%e b
=9,2 A%).

Pode-se mencionar também, que a propriedade superficial tal como a
adsortividade molecular, ¢ afetada por algumas impurezas dos asbestos minerais. Os
ions Mg*? superficiais também podem ser lixiviados, tornando a superficie externa da
crisotila muitc defeituosa.

1.5.2- Adsorcéo de proteinas pela crisotila e possiveis efeitos bioldgicos.

A literatura mostra estudos das propriedades de adsorgdo de proteinas
nas fibras de ashestos e os possiveis efeitos bioldgicos induzidos por estas
fibras. (59.60)

As propriedades fisicas e estruturais das fibras s&o geralmente
consideradas como sendo os determinantes primarios de seus efeitos biologicos.
Considerando-se as fibras de asbestos, as propriedades mais importantes $&c carga
superficial, solubilidade, area superficial € dimensdes, em determinagbes de atividade
citotéxica, fibrinogénicas e carcinogénicas de asbestos.(6") E bem conhecido que
exposic@o a fibras de asbestos pode induzir no homem serias doengas tais como:
asbestose, cancer no pulmio e mesotelioma.(62) Asbesto & também citotdxico (63) e
pode induzir danos em cromossomas de mamiferos (64} e nas células humanas.{%%)
Ainda nao ha um modelo para explicar esses efeitos bioiogicos. A este respeito, tem
sido dada atencgéo as propriedades de adsorgdo de asbestos. Jones e colaboradores
(66) estudaram as caracteristicas de adsorgdo de proteinas do soro.

Foi sugerido por Governa e Vadala (67) que a adsorgdo de proteinas por
fiboras de ashestos & o primeiro estagio na formacdo de corpos de asbestos. Os
resultados mostraram que a adsorgdo de proteinas por fibras de asbestos "in vivo" &
muito rapida, particuiarmente no caso da crisotila.

A fibra de crisotila € composta de feixes de fibrilas similares, as quais se
separam em solucdo. Esta é uma propriedade importante em relag@o a sua atividade
bioldgica "in vivo". Além disso, a superficie quimica da fibra tem um papel importante
na interacao entre o mineral e o material biolégico.
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Fibras de asbestos adsorvem proteinas na sua superficie.t?%! A remogéo
de ions magnésio das fibras de crisotila, pelo lixiviamento com &cido, reduz a afinidade
das fibras em relacdo a albumina.(80} Isto demonstra que o lixiviamento da crisotila
induz modificagdes dos efeitos bioldgicos desta fibra, resultando na redugéo do efeito
hemolitico & da incidéncia de tumor mesotelial maligno, depois de injetar fibras
iixiviadas na cavidade pieural de ratos.(58) Com base nestes resultados, faram feitos
estudos de como diferentes proteinas sdo adsorvidas por fibras de crisotila lixiviada e
nao-lixiviada, e isotermas de adsorcao de albumina e ferritina foram comparadas.(89
Por exemplo, ferritina apesar de ter um ponto isoelétrico proximo da albumina, mostra
uma menor afinidade para a crisotila. Esta afinidade aumenta depois de lixiviar as
fibras, contrario ao que é observado com albumina apés tratamento analogo das fibras.
Ferritina foi uma proteina escolhida para ser testada, porque ela representa um dos
principais componentes dos corpos ferruginosos.(70)

Da mesma forma, Valerio e colaboradores (71) mostraram que a crisotila
a crocidolita adsorvem seletivaments algumas proteinas do soro. De acordo com os
resultados experimentais obtidos, dois mecanismos distintos de adsorga2o ocorrem
quando proteinas do sorc s&o incubadas com crisotila e crocidolita. O primeiro
mecanismo parece como sendo reversivel e néo-especifico, independente das
caracteristicas da proteina e da superficie da fibra. O segundo mecanismo € visto como
dependente do tipo de fibra e envolve somente algumas espécies de proteina que
estdo fortemente concentradas na superficie da fibra. Este dltimo mecanismo de
adsorcao parece como senda de natureza eletrostatica. Estes estudos sdo importantes,
pois baseados nestas observacdes eles sugeriram que a adsorgé@o de proteinas por
fibras de asbestos dependem de mecanismos 0$ quais s&o mais complexos do que
simples interagOes eletrostaticas.

Também, em estudo realizado por Valerio e colaboradores (59) foi
analisado como ¢ peso molecular e densidade de carga de certas proteinas podem
influenciar na afinidade as fibras de crisotila e crocidolita. A crisotila mostrou uma
capacidade de adsor¢do maior, particularmente para albumina e citocromo c. Este
estudo, embora limitado pelo pequenc nimero de proteinas testadas, mostrou que a
afinidade de proteinas as fibras de asbestos & extremamente variavel. O peso
molecular e a natureza da carga total das fibras ou proteinas tem pouca importancia,
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embora a area especifica da fibra e a densidade de carga da proteina (especialmente
para as fibras de crisotila) parece ter um papel impertante na adsorgao.

Também, em estudo de Jaurand e colaboradores (72) as macromoléculas
albumina e lipossamaos foram adsorvidas na superficie de fibras de crisotita e em fibras
de crisotila lixiviadas ( tratadas com acido). As macromoléculas sao adsorvidas na
superficie da crisotila, os lipossomos como bicamada e a albumina na posigao "end-
on". As diferengas na adsor¢ao de crisotila e crisotila lixiviada sugerem que a natureza
da interagcdoc entre macremoléculas e fibras pode estar relacionado com o estado
quimico ou fisico-quimico das fibras.

Um entendimento geral dos efeitos fisioldgicos da inalagio de materiais
fibrosos e ainda incompleto, mas & sugerido que os trés fatores que determinam o risco
destas fibras sao suas dimensdes, durabilidade e dose. A dimens&o da fibra é
importante para determinar se éla pode ser transportada pelo ar e portanto tornar-se
respirgvel; fibras maiores do que 3 um de diametro e 50-100 um de comprimento s&o
consideradas como improvaveis para penetrar no pulmao. As fibras que entram nos
pulmdes, sdo aguelas menores do que aproximadamente 3 pum e que podem ser
removidas pelos mecanismos de defesa do corpo, com a condicdo de gque as
concentragdes sdo sejam tado altas ou as doses muito prolongadas. As fibras mais
perigosas mesmo em pequenas doses sdo aguelas que sdo quimicamente duraveis, 5 -
10 um de comprimento e aproximadamente 0-1 pum de didmetro. Crisotila, que é
constituida de feixes de fibrilas, e cada fibrila com um diametro médio de 0,25 um, é
classificada na categoria de altamente perigosa.(73)

QOutro risco dos minerais asbestos é sua toxicidade para as células vivas.
A toxicidade pode ser medida pelos efeitos sobre os macrofagos, destruicdo das
células vermelhas do sangue {hemdlise) e neurotoxicidade. Estes efeitos caracterizam
a crisotila como de aita toxicidade. Contudo, o mecanismo de carcinogenicidade da
crisotila permanece obscuro. Recentemente Suslova e colaboradores (74) concluiram
que crisotifa tem a capacidade unica de gerar radicais iivres em interagdo com algumas
moléculas bioldgicas em meio aquoso. Este fato deve explicar a grande
carcinogenicidade da crisotila.
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As fibrilas de crisotila variam em didmetro nos diferentes depédsitos deste
mineral, e se a fibrilizag@o fornece fibrilas, a caracteristica das fibras respiraveis varia
de acordo com a procedéncia. O namero de fibriias e a area superficial mudam entre os
diferentes depasitos, e esta variagéo depende de varios fatores.{73)

Asbestose nao & uma doenca do povo em geral. Assim ha limites de
riscos em niveis maiores de exposicdo de asbestos, como para trabalhadores em
minas de asbestos e trabathadores em fabricas de produtos manufaturados que
utilizam asbestos, do que no meic ambiente em geral. Com a introdugao da contagem
de fibras em 1960, tornou-se possivel calcular a exposigdo de cada trabalhador em
termos de fibras, muitiplicando-se o tempo de trabalho pelo nivel de fibras na area de
trabatho. Exposigbes de trabalhadores de uma fabrica textit inglesa s&o comparados
com 0s resultados de exames medicos e de raios-x, € em 1968 estes tornaram-se a
base para o regulamento TLV (threshold limit value) de 2 fibras/mL, que € o primeiro
padréo baseado na contagem de fibras. Em 1984, a Ontario Royal Comission sugeriu
que nenhum casc de asbestose clinicamente diagnosticado ocorre em exposigées com
menos de 25 fibras-ano, que &, trabalhando por 25 anos num nivel de fibras de 1
fibra/mL, ou 50 anos em 0,5 fibra/mL, ocu qualquer outra combinagéo tendo um produto
de 25. Em outras palavras, ha um limite de exposi¢cdo de 25 fibras-ano a ser percorrido
antes do risco do desenvolvimento da asbestose. Fibras-ano fornecem uma medida da
total quantidade de pd inalado, e pede-se trabalhar indefinidamente num nivel de fibras
de 1-2 fibras/mL sem riscos. Portanto, ¢ limite de 25 fibras-ano pode ser considerado
como uma norma de segurancga.(78)

1.5.3- Situagado da crisotila como material adsorvente.

A literatura fornece um amplo estudo de enzimas imobilizadas em
diferentes supories e técnicas de imobilizagdo. Porém, para a crisotila ndo foram
encontrados até o momento estudos de sua utilizagao como suporte para imobilizacéo
de enzimas. Existem apenas patentes que se referem a imobilizagdo de enzimas em
asbestos.(77.78.79)

Conforme descrito no item anterior, foram apresentados estudos de
adsorgdo de proteinas nas fibras de asbestos, os quais tem o objetivo de elucidar os
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efeitos biologicos induzidos por estas fibras. Estes estudos contribuiram, um pouco
apenas, no entendimento do comportamentc da crisotila como material para a
imobiiizagdo de enzimas, gque é o objetivo deste trabalho. Porem, para a avaliagao do
desempenho de atividade das enzimas imobilizadas em crisotila, ndo ha na literatura
disponivel, estudos de imobilizagdo de enzimas em crisotila. Consequentemente, a
avaliagdo do desempenho das enzimas imobilizadas & feita através da comparagéo e
discussdo baseados em estudos com enzimas imobilizadas em outros tipos de
suportes e diferentes técnicas de imobilizagao.

A imobilizagdo de enzimas utilizando como suporte fibras de crisotila
ativada, & inédita. O suporte possui propriedades superficiais muito boas, é de facil
obtencéo e de baixo custo. Deve-se destacar também, que enzimas sac materiais de
alto custo, e que podendo a enzima ser imobilizada num suporte insoluvel, neste caso
crisotila, sem perda de atividade por um razoavel pericdo de tempo, a mesma amostra
de enzima imobilizada pode ser usada varias vezes. Pois, uma das primeiras objegdes
para o uso de enzimas em analises guimicas & o alto custo destes materiais. Em uma
rotina de analises continua ou semicontinua usando enzimas, requerem-se grandes
quantidades destes materiais, quantidades maiores do que podem ser razoavelmente
fornecidas e quantidades gue podem representar grandes gastos na maioria dos
£asos.

A maioria das enzimas sdo proteinas ou polipeptideos que podem manter
suas conformacgbes e atividades somente sob limitadas condi¢gdes. Por outro lado, a
maioria das enzimas apresenta catalise homogénea e sdo dispersas num solvente, gque
geraimente, € a agua, e desta maneira ndo podem ser economicamente recuperadas e
reutilizadas como numa catalise heterogénea convencional. Portanto, a imobilizag&o
oferece uma solugdo possivel para estes problemas, pela associagdo da enzima com
um suporte solido insoluvel o qual & permeavel a mistura contendo o substrato e
solvente e desta forma produzindo um sistema catalisador heterogeneo, e que podera
ser usado vérias vezes em processos continuos ou em batelada.

Em relacdo a crisotila brasileira, que € material estudado em nosso grupo
de pesquisa, nomeia-se como "aplicagdes nobres” da crisotila brasileira estudos que
faram desenvolvidos inicialmente em Teses de Mestrado, a obtengao e caracterizagao
de filtros de profundidade a partir de crisotilas brasileiras (80}, e a ativagéo da superficie
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de crisotilas e aplicagdo na imobilizagao de biocatalisadores.(81) Uma patente (82} foi
obtida e trata de um processo de tratamento de crisotila "in natura”, cuja finalidade €
obter a crisotila de alta atividade superficial. Posteriormente, foram desenvolvidos
estudos em Teses de Mestrado, de adsorgao de espécies quirais em crisotila brasileira
(83) o o estudo da interagdo TiO, e crisotila (84 | e as Teses de Doutorado, com ©
estudo de adsorcéao nos sitios MgOH da crisotila e aplicages como fase estacionaria
para HPLC (85) e o estudo da crisotila como suporte de catalisadores inorganicos. (86)
Os estudos mencionados aqui mostram a grande aplicabilidade da
crisotila brasileira, seja pelas suas propriedades superficiais que a caracterizam como
um excelente suporte para materiais inorganicos, organicos e biologicos, seja pela
facilidade de obtencido no mercado nacional, purificagdo e baixo custo, entre outras.
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2- Objetivos

A relevancia deste trabalho esta voltada para o suporte utilizado, a
crisotila, a qual possui propriedades superficiais muito boas, 6 de facil obtencao,
purificacéo e de baixo custo. Deve-se destacar tambem que enzimas sao materiais de
alto custo, e que se puderem ser imobilizadas num suporte insolavel, sem perda de
atividade por um razoavel periodo de tempo, a mesma amostra de enzima imobilizada
podera ser usada varias vezes.

Este trabalho tem como objetivo utilizar fibras de crisotila como suporte
para imobilizagdo das enzimas urease e invertase, e posteriormente a avaliagac do
desempenho das propriedades cataliticas do sistema crisotila/fenzima obtido.

Para tanto, sdo objetivos especificos dests trabalho:

- o estudo da relagdo crisotila/enzima na imobilizagdo, com a finalidade de otimizar as
condi¢gbes de trabaiho;

- avaliagao do sistema crisotila/fenzima quanto as suas propriedades cataliticas;

- & avaliacéo da estabilidade das enzimas suportadas em crisotila.
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3- Parte experimental
3.1 - Materiais utilizados.
3.1.1- Crisotila.

Foi utilizada crisotila tipo 5RL, obtida da SAMA, Mina de Cana Brava,
Minacu-GO.

A classificag@o do amianto brasileiro SAMA tipo crisotila, é baseada no
ensaio granulométrico realizado na maquina de ensaio padrdo Quebec.(46) A maquina
Quebec consiste de um conjunte de 3 peneiras de aberturas de 1/2 poiegada, 4 mesh,
10 mesh e um fundo para coleta do material mais fino, onde sao peneiradas 16 ongas
de crisotila (1 onga = 28,35 g). A crisctila 5RL, utilizada neste trabaltho, foi classificada
pela SAMA, e o resultado é mostrado na Tabela IV.

TABELA IV: Teste padréo Quebec " da crisotila 5RL usada neste trabalho.

Peneira massa de crisotila retida (oncas)
1/2 polegada 0,0
4 mesh 1,0
10 mesh 13,0
fundo 2,0
massa total 16,0

* realizado pela mina de Cana Brava em fevereiro de 1990.

3.1.1.1- Purificagao e ativacdo da crisotila natural.(80.81)

A crisatila tipo SRL foi jateada com agua de torneira, sobre uma peneira
Tyler 250 mesh, durante 15 minutos. A crisotila é seca em estufa a 120°C por 5 horas.
Desta crisotila, 3 g sdo colocadas num béquer, completando-se com 300 ml de solugio
tampé&o acido aceético/acetato de sodio equimolar 3,3 x 10-2 M pH 4,7 e coloca-se no
ultra-som por 30 minutos. Foi utilizado um ultra-som marca Thornton, modelo 4L e
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frequéncia 25 kHz., Apds a ultra-sonificacdo a crisotila € filtrada numa peneira Tyler
250, lavada com agua destilada para retirar o excesso da solugéo tampdo, e seca em
estufa a 120°C por uma noite.

Tambem foi preparada a crisotila, sem o tratamento com o tampéo
acetico/acetato, utilizando-se apenas agua destilada, nas mesmas condigbes descritas
acima.

A crisotila tal como € vendida comerciaimente, apresenta-se com uma
certa quantidade de pé de rocha aderida as fibras, bem comao po de fibra, prejudicando
a sua quatidade.

O processo de purificagio e fibrilizagdo para a crisotila brasiteira tipo 5 RL
tem a finalidade de eliminar estas impurezas e aumentar o grau de fibrilizacdo dos
feixes de crisotila. Observou-se gue apds o jateamento da crisotila natural com agua,
ha perdas de aproximadamente 40% de massa (80), e tal como foi realizado pode-se
dizer que € apenas um processo de selegéo de fibras mais longas.

Este processo de purificagdo e fibrilizagdo deve ser suave, para nao
alterar as fibras de crisotila.

3.1.1.2- Determinagéo da area superficial da crisotila natural e tratada.

As dreas superficiais da crisotila natural e tratada foram obtidas por
adsorgdo de N, pelo método BET, utilizando-se um Micromeritics Flow Sorb |1 2300,
para subseguente obtengdo da relagdo quantidade de enzima adsorvida/area
superficial de crisotila.

Obteve-se uma area superficial de 13,8 m2/g para a crisotila natural e
17,8 m2/g para a crisotita tratada. Observa-se que apds a purificagéo e fibrilizagéo
ocorre aumento na area superficial da crisotila.

A drea superficial especifica de asbestos crisotila  varia
consideravelmente com as condigdes fisicas da fibra, quando determinada por
medidas de adsorgcdo de gds. Pundsack (5% observou que a area superficial da
crisotila ¢ afetada grandemente pelo grau de abertura das fibras, Fibras retiradas com
pinca de um bloco de fibras, apresentam uma &rea superficial de 4 a 12 m2/g,
dependendo do grau de individualizagdo das fibras. Naumann e Dresher (87)
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estudaram também as areas superficiais de varias crisotilas, encontrando uma
consideravel variagcdo na area superficial com o grau de abertura das fibras.

3.1.2- Enzimas.

As enzimas utilizadas foram: urease (EC 3.5.1.5) U-1500 tipo lll, de
27.200 unidades/g e 45.300 unidades/g, obtidas da Sigma, e extrato solivel de
invertase obtida pela autdlise de fermento Fleischmann.

3.1.2.1- Obtengéo do extrato soluvel de invertase.

O extrato soluvel de invertase foi obtido da seguinte maneira: 500 g de
fermento Fleischmann s&o misturados com 50 mL de acetato de etila e autolisado a
30°C, em banho termostatico, por 24 horas.(88)

A mistura foi diluida com volume de agua destiiada de 50mL e
centrifugada a 10.000 rpm, por um tempo de 10 minutos, a 25°C. Foi utilizada uma
centrifuga Beckman, modelo J-213, operando com rotor JA-14. O sobrenadante
constitui o extrato soluvel. Foram adicionados 5 miL de toluenc ac extrato, para
preservacao. O extrato foi guardado na geladeira.

3.1.2.2- Determinagao de proteina do extrato soltvel de invertase.

Foram feitas dilui¢bes do extrato soluvel de invertase com os seguintes
fatores de diluigdo: 25, 50, 100, 200, 500 e 1000. Para a determinacio de proteina das
diluigdes do extrato soluvel de invertase, foi utilizado o método de Lowry modificado
(89), utilizando-se como referéncia uma curva padrdo de albumina bovina. Para cada
uma destas diluigbes, foi lida a absorbancia a 280 nm usando um espectrofotdmetro
Micronal B-342. Foram construidos gréficos relacionando absorbancia a 280 nm das
respectivas diluicbes em fungao da concentragao de proteina das diluigbes.
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Com a finalidade de verificar a estabilidade do exirato soluvel de
invertase, periodicamente determinou-se a guantidade de proteina do extrato, tanto
peio método de Lowry como pelas ieituras de absorbancias a 280 nm.

3.2- Metodologia Geral.

O diagrama de blocos mostra a metodologia geral que foi utilizada para
todos os experimentos de adsorgdo das enzimas em crisotila, realizados neste

trabalho,

crisotila + solugédo enzima

amostras termostatizadas a
25°C com agitagao

separacgao por peneiramento

I

| crisotila/enzima | | sobrenadante |
lavagens
determinagao de atividade determinagao de proteina
crisotila/enzima leitura de abs.280nm
quantidade de quantidade de guantidade de
proteina inicial | — | proteina no = | proteina
sobrenadante adsorvida
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3.3 - Cinética de adsorgdo de urease em crisotila.

Foi utilizada para cada amostra, uma massa de 0,5 g de crisotila tratada
com o tampao acético/acetato. Adicionou-se a cada amostra 10 mL de solugdo de
urease 0,35 mg/mL em meio aquoso. As amostras em duplicatas foram coiocadas num
banho termostatico com agitagdo moderada por 5, 15, 30, 60, 120 e 240 minutos a
25°C. Para cada duplicata, fez-se um branco utilizando-se 0,5 g de crisotila mais 10 mL
de dgua deionizada.

Separcu-se a crisotita/enzima do sobrenadante por peneiramento.
Recolheu-se o sobrenadante e centrifugou-se por 5 minutos, com a finalidade de
separar eventuais fibras de crisotila do sobrenadante. A seguir, fez-se leituras de
absorbancias a 280 nm dos sobrenadantes e do branca, para a determinacdo de
proteina presente nos sobrenadantes. Utilizou-se um espectrofotdmetro Micronal B-
342, para as leituras de absorbancias a 280 nm. Foi construida uma curva de
calibragéo da absorbancia a 280 nm em fungédo da concentragéo de urease mg/ml.

A quantidade de proteina adicionada a crisotila menos a quantidade de
proteina que resta no sobrenadante indica a quantidade de proteina adsorvida pela
crisotila.

3.4- Adsorgéo de urease em fungdo da massa de crisotila.

Pesou-se crisotila tratada entre 0,5 e 1,0 g, adicionou-se a cada amostra
10 mL. de soiugéo de urease 0,35 mg/mL em tampé&o tris/HCI 0,02 M pH 8,0. Estas
amostras foram colocadas num banho termostatico com agitagéo moderada por 1 hora,
a 25°C.

Separou-se a crisotila/enzima do sobrenadante por peneiramento. Lavou-
se as amostras crisotila/enzima, na propria peneira, com 10 mL do mesmo tamp&o para
verificar se ocorre dessorgdo de enzima da crisotila. Foram feitas 3 lavagens para cada
amostra crisotila/fenzima. Para cada massa de crisotila utilizada, fez-se um controle
utilizando-se a respectiva massa de crisotila mais 10 mL do mesmo tampao.
Centrifugou-se o scbrenadante, as aguas de lavagens e o controle: fez-se leituras de
absorbancias a 280 nm para determinagdo de proteina.
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A quantidade de proteina adicionada menos a quantidade de proteina que
resta no sobrenadante indica a quantidade de proteina adsorvida pela crisotila.
Realizou-se este experimento também em meio de agua deionizada.

3.5 - Isotermas de adsorgdo de urease em crisotila.

Foram utilizadas massas de crisotila de 1 g e adicionados 10 mL de
solugdo de urease, variando-se a concentragdo da solugdo de urease, em meio tampéo
tris/HCI 0,02 M pH 8,0. Trabalhou-se com triplicatas e um controle. O controie contém 1
grama de crisotila mais 10 mL de solugdo tampéo tris/HC] pH 8,0. Estas amosiras
foram colocadas num banho termostatico com agitagdo moderada por 1 hora, a 25°C.

Separou-se a crisotila/fenzima do sobrenadante por peneiramento. Lavou-
se as amostras crisotila/enzima com 10 mL do mesmo tampao para verificar se ocorre
dessorgdo de enzima da crisotila. Foram feitas 2 lavagens para cada amostra
crisotilafenzima. Centrifugou-se o sobrenadante, as aguas de lavagens e o controte;
fez-se leituras de absorbancia a 280 nm para determinagdo da quantidade de proteina.

A gquantidade de proteina adicionada menos a quantidade de proteina que
resta no sobrenadante indica a quantidade de proteina adsorvida pela crisotila.

Realizou-se este experimento também em meio de agua deionizada.

3.6- Caracterizagdo do sistema crisotila/urease por FTIR.

Para a caracterizacéo da urease suportada em crisotila, foram obtidos
espectros no infravermelho. Foram feitas pastilhas de KBr/crisotila, KBrfurease e
KBr/crisotila/urease. Usou-se janelas de NaCi para nujol/urease, nujol/crisotila e
nujol/crisotila/urease. Os espectros foram obtidos num espectrofotémetro IV com
transformada de Fourier, 16 PC, Perkin Elmer, na faixa de 400 a 4000 cm-, com 64
acumulagdes e resolugio de 4 cm-1

A amostra de crisotila/urease foi seca em dessecador sob vacuo, para ser
posteriormente utitizada. A crisotila foi seca em estufa.
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Foram também obtidos espectros no infravermelho para crisotila, urease e
Crisotila/urease utilizando um microscopio ético acoplado ao espectrofotdmetro com
transformada de Fourier, por reflectancia, na faixa de 400 a 4000 cm- , com 128
acumulacdes e resolucdo de 4 cm? . A amostragem foi de um feixe de fibras de
crisotila, e a abertura da fenda em 1,25 um?2.

3.7- Atividade da urease livre e urease imobilizada em crisotila,

As atividades enzimaticas da urease livre e urease imobilizada em
crisotila foram determinadas por um método alcalimétrico. Uma unidade de atividade da
enzima foi definida como a quantidade que catalisa a hidrélise de 0,5 umol de uréia e
libera 1 umol de aménia.(9

No caso da urease, manter o pH constante ¢ muito dificil, exceto em
circunstancias especiais, porque a agdo da enzima converte um substrato neutro para
um produto basico.

O método de andlise alcalimétrico (90) baseia-se na observagio feita por
Kistiakowsky e Shaw (9) onde o pH inicialmente neutro, de uma solugdo nao
tamponada de uréia-urease rapidamente aumenta para 9,0, e entdo permanece
aproximadamente constante. Os produtos neste pH s&o geralmente carbamato de
amonio, misturado com carbonato de aménio e bicarbonato:

HNCONH, + 2H,0 — (NH,)* + (NH,CO,)- + H,0
— 2(NH4)+ + (003)_
— (NHgp* + NH; +(HCO.)

Os produtos constituem um sistema tampao gue mantém o pH
aproximadamente constante, a medida que a reagdo acontece. Utilizando-se
iniciaimente o substrato tamponado em pH 9,0, evita-se a subsequente mudanca de
PH. A adig@o de excesso de acido cloridrico no final do tempo estabelecido interrompe
a reagdo, e converte o carbamato e amdnia para o jon aménio. Portanto, a
retrotitulacéo com hidroxido de sédio mede o acido que nao reagiu.
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A agéo do tampao & convenientemente fornecida pelo tris (tris[hidroximetil
jaminometanao), © qual apresenta duas vantagens: n&o tem efeito de inibigcao especifica
na atividade da urease, & ao contrario do que o tamp&o fosfato é facilmente obtido com
alta pureza.

Nos experimentos descritos nos itens 3.7.1, 3.7.2 e 3.7.3 foi utilizada
urease 27.200 unidades/g que corresponde a especificag¢do do fabricante; para os
experimentos descritos nos itens 3.7.4 e 3.7.5 foi utilizada urease 45.300 unidades/q.

3.7.1- Determinagao da atividade da urease livre.

De acordo com o método alcalimétrico, o substrato foi preparado
dissolvendo-se 3 g de uréia em 100 mbL de tampao tris/fHClI 0,1 M pH 9,0. A
concentragado da solugéo de urease € de 0,98 mg/mlL. O procedimento para a
determinagao de atividade da urease livre foi: misturou-se 1 mL da solugdo de urease
0,88 mg/mL, 1 mL do substrato e 10 mL de agua deionizada; para os tempos de reacao
de 30 minutos, 24, 96 e 264 horas, na temperatura de 25°C. Retirou-se uma aliquota
de 2 mL da mesma amostra e parou-se a reagdo com adigdo de HCI 0,1 M. O excesso
de HCI foi entdo retfrotitulado com NaOH 0,05 M, usando-se como indicador alaranjado
de metila; fot utilizada uma bureta de 5 mL. Fez-se um branco, nas mesmas condigGes
acima, utilizando-se 1 mL de substrato e 11 mL de agua deionizada.

3.7.2 - Determinagao de atividade da urease imobilizada em crisotila.

As amostras de crisotila/urease utilizadas neste experimento, foram
preparadas com 1 g de crisotila em contato com 10 mL de solugcido de urease 0,98
mg/mL. O procedimento para adsorgdo e condigbes experimentais estdo descritos no
item 3.4, As amostras de crisotila/urease utilizadas para a determinacao de atividade
enzimatica, possuem aproximadamente 6,2 mg urease adsorvida/g crisotila.

QO procedimento para a determinagéo de atividade da urease imobilizada
em crisotila foi o seguinte: para a amostra de crisotila com urease imobilizada,
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adicionou-se 11 mL de agua deionizada mais 1 mL do substrato; para os tempos de
reagao de 30 minutos, 24, 96 e 264 horas, na temperatura de 25°C, retirou-se uma
aliguota de 2 mL da mesma amostra, em cada tempo de reagdo estabelecido, e
interrompeu-se a reacdo com adigdo de HCI 0,7 M. O excesso de HCI foi entdo
retrotituiado com NaQH 0,05 M, conforme descrito para a determinagéo de atividade da
enzima livre. Fez-se um branco, utilizando-se somente crisotila e adicionou-se 11 mL
de agua deionizada mais 1 mL do substrato, realizado nas mesmas condighes.

Este experimento também foi realizado para amostras de crisotila com
urease imobilizada utilizando crisotila sem tratamento com o tamp&o aceético/acetato.

Foi também analisado o sobrenadante de cada amostra, que restou do
experimento de adsorcdo, com o abjetivo de verificar se a enzima restante no
sobrenadante, que ndo foi adsorvida pela crisotila, possui atividade enzimatica. O
procedimento foi o seguinte: misturou-se 1 mL do sobrenadante, 1 mL do substrato e
10 mL de agua deionizada, realizado nas mesmas condigdes.

3.7.3 - Estudo da variagido de atividade da urease imobilizada em crisotila em funcao
da sua reutilizaco.

As amostras de crisotila/urease, utilizadas neste experimento, sdo iguais
as amostras preparadas no item 3.7.2.

O procedimento para a determinacéo de atividade da urease imobilizada
e urease livre foi o mesmo descrito no item 3.7.2. Neste experimento foi estabelecido
um tempo de reagao de 30 minutos. Fez-se uma primeira determinacéo de atividade da
urease imobilizada. Separou-se a amostra de crisotila/urease, do meio reacional, por
filtracdo em funil de Buchner e lavou-se as amostras, no proprio funil, com 30 mL de
dgua deionizada. Em seguida reutilizou-se a amostra de crisotiia/urease, seguindo o
mesmo procedimento para a determinagéo de atividade.

Este experimento também foi realizado fazendo-se uma primeira
determinacao de atividade da urease imobilizada em crisotila. Separou-se a amostra de
crisotila/urease, do meio reacional, por filtragdo em funil de Buchner e lavou-se as
amostras, no proprio funil, com 30 mlL de agua deionizada. Estas amostras de
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crisotila/urease foram estocadas umidas, em geladeira por 2 dias. A urease livre, em
solugdo aquosa, também foi estocada na geladeira no mesmo periodo. Apos este
tempo, reutilizou-se estas amostras de crisotila/urease, seguinde © mesmo
procedimento para a determinacéo de atividade.

3.7.4 - Estudo da variagdo de atividade da urease imobilizada em crisotila em fungéo
do numero de reutilizages, com tempo de reagdo de 24 horas para cada determinagao
de atividade.

A crisatila utilizada nestes experimentos foi a crisotila sem tratamento com
tampao aceético/acetato, isto é, a crisotila foi jateada com agua de torneira e apés feito
0 tratamento em ultra-som com agua destilada apenas, conforme descrito no item
3.1.1.1. Para comparagao, foi utilizada crisotila com tratamento tampao acético/acetato,
¢ também urease em meio tampéo tris/HCI| 0,02 M pH 8,0 imobilizada em crisotila sem
tratamento com tampao acético/acetato.

As amostras de crisotila/urease utilizadas neste experimento, foram
preparadas com 1 g de crisotila em contato com 10 mbL de solugéo de urease 0,50
mg/mL. O procedimento para a adsorgdo e as condigdes experimentais estio descritos
no item 3.4, Estas amostras de crisotila/urease utilizadas para a determinagdo de
atividade, possuem aproximadamente 3,0 mg urease adsorvida/g crisotila (para todos
0S Casos).

O procedimento para a determinagdo de atividade da urease livre e
imobilizada foi 0 mesmo utilizado nos itens 3.7.1 e 3.7.2 respectivamente. Neste caso
foi estabelecido um tempo de reagdo de 24 horas.

Determinou-se também, a variagéo de atividade da urease imobilizada em
fungdo do numero de reutilizagSes, para todos os casos. O procedimento para a
reutilizacdo foi o seguinte; apds a primeira determinagdo de atividade da urease
imobilizada em crisotila, separou-se a crisotila/urease, do meio reacional, por filtragdo
em funil de Buchner e javou-se as amostras, no proprio funil, com 50 mL de agua
deionizada. Para as subsequentes determinagfes de atividade (reutilizacées) destas
amostras, o procedimento & 0 mesmo descrito anteriormente, para cada reutilizagao.
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3.7.5 - Estudo da variagdo da atividade enzimatica da urease imobilizada em crisotila
em funcio do tempo de estocagem.

Preparou-se amostras de crisotila com urease imobilizada, utilizando-se
crisotita sem tratamento com tampao acetato. Esta crisotila foi escolhida, pois foi a que
apresentou a melhor atividade da urease imobilizada, conforme descrito no item 3.7 4.
As amostras de crisotila/urease utilizadas neste experimento  possuem
aproximadamenre 3,5 mg de urease adsorvida/g crisotila. Estas amostras foram
estocadas umidas na geladeira. A urease livre, em solugdo aguosa, também é
estocada na geladeira no mesmo periodo.

O procedimente para a determinagdo de atividade da urease imobilizada
foi o mesmo utilizado no item 3.7.4. Determinou-se a atividade enzimatica para
amosiras de urease imobilizada em crisotila apds o tempo de estocagem de 1 dia e
para amostras de urease imobilizada em crisotila apés o tempo de estocagem de 7
dias,

3.8- Cinetica de adsorgdo do extrato soluvel de invertase em crisotila.

Este experimento foi realizado utilizando-se para cada amostra, uma
massa de crisotila tratada de 0,5 g. Adicionou-se a cada amostra 10 mL de solugao do
extrato solGvel de invertase 1.100. As amostras em duplicatas foram colocadas num
banho termostatico com agitagéo moderada por 5, 15, 30 e 60 minutos a 25°C. Para
cada duplicata, fez-se um branco utilizando-se 0,5 g de crisotila mais 10 mL de agua
destilada,

Separou-se a crisotila/extrato do sobrenadante por peneiramento.
Recolheu-se o sobrenadante e centrifugou-se por 5 minutos, com a finalidade de
separar eventuais fibras de crisotila do sobrenadante. A seguir, fez-se leituras de
absorbancias a 280 nm dos sobrenadantes e do branco, para determinagio de proteina
presente nos sobrenadantes.

A quantidade de proteina adicionada a crisotita menos a quantidade de
proteina gue resta no sobrenadante indica a quantidade de proteina adsorvida pela
crisotila. Neste experimento, nao foram feitas lavagens das amostras crisotila/extrato.
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Este experimento, também foi realizado nas mesmas condigbes,
utiizando-se crisotila sem tratamento com tampao aceético/acetato,

3.9- Adsorgdo do extrato soiuvel de invertase em funcéo da variagdo da massa de
crisotila,

Pesou-se crisotila tratada entre 0,25 e 1,25 g, adicionou-se em cada
amostra 10 mL de solucdo do extrato solUvel de invertase diluido 1:100. Estas
amostras foram colocadas em banho termostatico com agitagdo moderada por 1 hora
na temperatura de 25°C.

Separou-se a crisctita/extrato do sobrenadante Por peneiramento. As
amostras de crisotila/extrato foram lavadas, na prépria peneira, com 10 mL de agua
destilada, para verificar se ocorre dessorcdo de extrato da crisotila. Foram feitas 2
lavagens para cada amostra de crisotilalextrato. Para cada massa de crisotila utilizada,
fez-se um controle utilizando-se a respectiva massa de crisotila acrescida de 10 mL de
agua destilada, O sobrenadante, o controle e as aguas de lavagens foram
centrifugados, e feitas Ieituras de absorbancias a 280 nm para determinacao de
proteina restante nos sobrenadantss.

A gquantidade de proteina adicionada a crisotila menos a quantidade de
proteina que resta no sobrenadante indica a quantidade de proteina adsorvida pela
crisotila.

Este experimento também foi realizado utilizando-se crisotila sem
tratamento com tampé&o acético/acetato: e tambem, foi feita a adsorgdo do extrato
soluvel de invertase diluido 1:100 em meio tampéo acético/acetato 0,1 M pH 5.0 em
crisotila sem o tratamento com o tampéao acetato.
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3.10- Estudo da variagao da atividade enzimatica do extrato solUvel de invertase livre e
imobilizado em crisatila em fungéo da sua reutilizagao.

O procedimento para a determinagdo de atividade do extrato soluvel de
invertase livre seguiu o meétodo desenvolvido por Draetta (88) com modificagdes.
Misturou-se 5 mL de solugdo de sacarose 0,05 M em tampé&o acetato 0,01 MpH 46 e
0.1mL do extrato solivel de invertase diluido 1:100 mais 0,9 mL de agua destilada;
incubou-se por 10 minutos a 40°C, apés adicionou-se 5 mL de carbonato de sédio 0,01
M para interromper a reagdo enzimatica. Retirou-se uma aliquota de 0,05 mL para a
determinacdo de glicose produzida. Utilizou-se um kit para determinacéo de glicose
obtida da Labtest-Sistemas para Diagndsticos, que consiste de:

- 0,05 mL da amostra cu padr&o
- 5,0 mL do reagente de cor N°1

A mistura é aquecida em agua fervente por 5 minutos. Esfria-se em agua
fria por 3 minutos. A seguir sdo feitas leituras de absorbancias das amostras e do
padrao em 630 nm.

Uma unidade de atividade enzimatica foi definida como a quantidade de
glicose produzida num tempo de 10 minutos a 40°C.

As amostras de crisotila/extrato solluvel de invertase utilizadas neste
experimento, foram preparadas utilizando-se 0,25g e 1,25g de crisotila em contato com
10 mL de solugéo de invertase dituido 1:100. A crisotila utilizada neste experimento foi
preparada sem o tratamento com o tampédo acético/acetato. O procedimento para
adsorgdo e condigbes experimentais estdo descritos no item 3.9, As amostras de
crisotilafextrato  soluvel de invertase utlizadas neste experimento, possuem
aproximadamente 0,73 mg de proteina adsorvida em 0,25 g de crisotila e 1,04 mg de
proteina adsorvida em 1,25 g de crisotila.

O procedimento para a determinagdo de atividade do extrato soldvel de
invertase imobilizado em crisotila foi ¢ seguinte: para a amostra de crisotila/invertase
adicionou-se 10 mL de solugdo de sacarose 0,05 M em tampé&o acetato 0,01 M pH 4,6
mais 1,0 mL de agua destilada. Incubou-se por 10 minutos a 40°C, e a seguir
adicionou-se 5 mL de carbonato de s6dio 0,01 M a fim de parar a reagdo enzimatica,



Parte experimental 39

Filtra-se em papel Whatman N° 1 e retira-se uma aliquota de 0,05 mL para a
determinacdo de glicose. A amostra de crisotila/invertase foi lavada com 50 miL de
agua destilada, filtrada em placa porosa e guardada em geladeira.

Para as determinacdes subsequentes da atividade (reutilizagdes) destas
amostras, o procedimento é o mesmo descrito anteriormente, para cada reutilizagao.
As reutilizacdes destas amostras foram feitas dentro de um periodo de 15 dias.

A imobilizagdo de invertase no suporte crisotila e a avaliagdo do seu
desempenho, faz parte de um projeto que esta sendo desenvolvido conjuntamente com
o Instituto de Tecnologia de Alimentos - ITAL-. Desta forma, a determinacao de
atividade do extrato soluvel de invertase livre e imobilizado em crisotila foram
realizados pelo ITAL, na laboratério de bioguimica.

3.11- Estudo microcalorimétrico.

Foi utilizado um microcalorimetro Thermai Activity Monitor LKB. 2277,
utilizando o métado de tituiacédo por perfusdo. As condiges de trabalho foram:
- temperatura = 25°C
- poténcia de trabatho = 30 uW
- velocidade de agitagao = 30 rpm
- velocidade do papel no registrador = 2 mm/min

Dentro da cela do microcalorimetro dispersou-se 0,03 g de crisotila
tratada, com 1 mL de agua deionizada. Foram feitas 7 injecGes (uma de cada vez) da
solugdo de urease. Cada injegdo corresponde a um volume de 26 pl da solugcao de
urease. A concentracac da solucao aquosa de urease foi de 1 mg/mL.

O experimento também foi realizado utilizando-se pd de crisotila tipo 7R,
coletado em peneira Tyler 250.

Com o objetivo de obter o calor de diluigdo da solugdo de urease de 1
mg/mL, foi reatizado o mesmo procedimento acima, apenas sem crisotila, isto &, foi
colocado dentro da cela do microcalorimetro 1 mL de agua deionizada e feitas 7
injegdes de solugao de urease 1 mg/mL (uma de cada vez).
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3.12- Estudo da estabilidade térmica da urease livre e imobilizada em crisotila por
DSC.

As amostras analisadas por DSC foram: crisotila, urease livre em solucéo
e crisotila/urease. Foi utilizado um Thermal Analyzer 9900, Du Pont Instruments, com
velocidade de aguecimento de 5°C/min.

Para a urease livre em solugéo, foi utiizado um volume de 21,52 1l da
solugao de urease 1 mg/mL em égua deionizada, e como referéncia agua deionizada.
As amostras de crisotila e crisotila/urease foram secas em estufa a 70°C, por 2 dias.
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4 - Resultados

Neste trabalho, foi avaliado o desempenho da crisotita como suporte para
a imobilizagdo das enzimas urease e invertase, e posteriormente a avaliacdo da
atividade enzimatica da enzima livre e imobilizada em crisotila, bem como a
estabilidade do sistema crisotila/enzima.

Inicialmente trabalhou-se com a enzima urease, obtida da Sigma, e
posteriormente trabalhou-se com a enzima invertase obtida a partir da autdlise do
fermento Fleischmann na forma de um extrato solivel de invertase.

Desenvolveu-se estudos de cinética de adsorcdo com a finalidade de
obter-se o tempo minimo necessario para que se atinja o equilibrio de adsorgédo no
sistema crisotila/enzima. Na sequéncia, estudou-se o comportamento da adsorgao das
enzimas em fungdo da massa de crisotila; e para e enzima urease também foram
obtidas isotermas de adsor¢do. Todos estes experimentos foram realizados com o
objetivo de obter as condicdes otimas de trabalho, relativos ao comportamento de
adsorcdo para o sistema crisotilafenzima.

Foram também realizados experimentos de microcalorimetria, DSC e FTIR
numa tentativa de caracterizagéo do sistema crisotila/fenzima.

Posteriormente, foi realizada a avaliagio da atividade enzimatica destas
enzimas imaobilizadas em crisotila, em fungdo de suas propriedades cataliticas e da
estabilidade quando suportadas em crisotila,

4.1 - Cinetica de adsorg&o de urease em crisotila.

Este experimento foi realizado com o objetivo de obter a quantidade de
urease adsorvida em func¢do do tempo, mantidas constante massa de crisotila, voiume
de solucdo de urease e temperatura, e desta forma estabelecer o tempo minimo
necessario para que se atinja o equilibrio de adsorgdo no sistema crisotila/urease. Os
resultados obtidos s@o mostrados na figura 4.
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Figura 4. Cinética de adsor¢@o de urease em crisotila. Massa de crisotila 0,5 g;
concentragdo da solugcdo de urease (0,35 mg/mL em meio aquoso. Amostras
termostatizadas com agitacéo a 25,0 + 0,5°C. Cada ponto & média de duplicata.

Observa-se por este experimento que o tempo minimo necessario para
que se atinja o equilibrio @ de 60 minutos. Desta forma, ficou estabelecido um tempo de
contato de 60 minutos para o sistema crisotila/urease.

Resultados obtidos na literatura (68) mostram que a cinética de absorgéo
de proteinas do soro pela crisotila rodesiana e pela crisotila canadense, alcangam um
maximo depois de um periodo de contato de 60 minutos.

4.2 - Adsor¢éo de urease em fungdo da massa de crisotila.
O experimento foi realizado com o objetivo de verificar o efeito na

adsorgdo de urease, utilizando massas de crisotila diferentes em contato com solugao
de urease de concentracdo conhecida.
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Utilizou-se solucdo de urease em meio de agua deionizada e em meio de
tampao tris/fHCI 0,02 M pH 8,0, com o objetivo de verificar 0 comportamento de
adsorcdo da urease pela crisotila, nos diferentes meios aquosos utilizados.

Observou-se que nas aguas de lavagens nao resta urease, isto significa
que ndo ha dessorgdo da urease imobilizada na crisctila. Porém, deve-se salientar que
estas lavagens s&o brandas. Os resultados obtidos s&o mostrados nas figuras 5 e €.

ompeC @3

PR T OO0 OR

0 1 T T T T T 1

0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1 1.9 1.2
massa crisotiia (g)

—— meio:tampao tris/HC! —+— meio:agua deionlzada

Figura 5. Adsorcéo de urease em fungdo da massa de crisotila, apés 1 hora em banho
termostatizado com agitagdo a 25,0 £ 0,5°C. Volume de 10 mL da soluc@o de urease.
Concentragdo da solucdo de urease aproximadamente 0,35 mg/mL. Cada ponto &
média de duplicata.
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Figura 8. Adsorg&o de urease expressa em mg de urease adsorvida por g de crisotila
em fung&o da massa de crisotila, apos 1 hora em banho termostatizado com agitacéo a
25,0 + 0,5°C. Volume de 10 mL da solugéo de urease. Concentragdo da solugdo de
urease aproximadamente 0,35 mg/mL. Cada ponto & média de duplicata.

Observa-se na figura 5, que a adsorgdo de urease aumenta ligeiramente
com o aumento da massa de crisotila, contudo a quantidade de urease adsorvida por
unidade de massa diminui, conforme mostrado na figura 6. Observa-se também o
mesmo comportamento de adsorcdo de urease pela crisotila, nos diferentes meios
aquosos utilizados, tanto para urease em meio de dgua deionizada como para urease
em meio tampé&o tris/HCI 0,02 M pH 8,0.

A partir deste experimento, escolheu-se a massa de 1 g de crisotila para
construir as isotermas de adsorgdo de urease. Este ponto corresponde a adsorgao
quase total da urease em crisotila, restando uma quantidade insignificante de urease
no sobrenadante, nestas condigdes experimentais.
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4.3 - Isotermas de adsorgdo de urease em crisotila.

Este experimento tem como objetivo verificar qual a afinidade entre a
enzima e a crisotila.

Estudos de adsorgdc foram realizados pela interag&o de quantidades
conhecidas de urease em crisotila. Foi utilizada a massa de 1 g de crisotila, pois é
onde se obteve a maior quantidade de urease adsorvida, conforme definido no item
anterior. Os resultades obtidos s3o mostrados na figura 7.
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Figura 7. Isoterma de adsorgdo de urease em crisotila. Massa de 1 g de crisotila.
Volume de 10 mL da solugdo de urease. Tempo de adsor¢do de 1 hora em banho
termostatizado com agitagéo a 25,0 £ 0,5°C, Cada ponto é média de triplicata.

As isotermas mostram que n&o ocorre saturagdo, mesmo na maior
concentragdo de urease utilizada neste experimento. Verificou-se pelas lavagens das
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amostras crisotila/urease que n&o ocorre dessorgdo de urease. Porém, deve-se
salientar que estas tavagens sdo brandas. Apenas para a concentragdo de urease
adicionada de 1,0 mg/mL, observa-se uma pequena dessorgdo de urease nas aguas de
lavagem.

Observa-se o mesmo comportamento de adsorgéo de urease em crisotiia,
nos diferentes meios aquosos utilizados, tanto para adsorgdo de urease em meio de
agua deionizada como para a adsorgdo de urease em meio tampao trisfHCI 0,02 M pH
8,0.

A figura 7 mostra um comportamento linear na quantidade de urease
adsorvida, aproximadamente até a concentragdo de 0,5 mg/mL da solugdo de urease
adicionada, que significa que a quantidade de urease adsorvida é uma funcgdo da
concentragdo de urease adicionada. Também, pelos resultados obtidos observa-se que
na concentragao de urease de 0,1 mg/mL, ocorre adsorgao total da urease em crisotila,
isto 6, 100% de adsorgao.

4.4- Determinacgéo da atividade da urease livre e imobilizada em crisotila.

Este experimentoc tem o objetivo de avaliar o desempenho da urease
adsorvida em crisotila através da determinacgdo de atividade enzimatica da urease livre
e do sistema crisotila/urease.

Determinou-se a atividade enzimatica no sistema crisotila/urease e urease
livre, através da formag¢do de aménia, produto da rea¢do da urease com a uréia como
substrato.

Os resultados sdo mostrados na figura 8. Este experimento foi realizado
utilizando-se 6,2 mg urease suportadas em 1 grama de crisotila, aproximadamente 6
vezes maior que a quantidade de urease livre utilizada, pois apenas nestas condi¢ées
foi possivel determinar a atividade da urease imobilizada. Com quantidades menares
de urease imobilizada ndo se obteve atividade.

Utilizou-se quantidades menores de urease livre para a determinacéo de
atividade, pois nao havia disponibilidade de enzima.
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Figura 8. Atividade da urease livre e urease imobilizada em crisotila. {+) urease livre
0,98 mg; () 6,2 mg urease imobilizada em 1 g de crisotila, a crisotila utilizada € com
tratamento tampao acetato; (*) 6,2 mg de urease imobilizada em 1 g de crisotila sem
tratamento com tampéo acetato.

Observa-se que para a urease imobilizada na crisotila, a formagao do
produto € mais lenta, quando comparado com a urease livre. Apds o tempo de reagéo
de 24 horas a reagdo enzimatica da urease livre parou, isto e, atingiu a hidrdlise
maxima do substrato; para a urease imobilizada em crisotila a atividade enzimatica
continua aumentando até 264 horas de reagao.

Uma amostra de crisotilafurease, utilizando crisotila sem tratamento com
tampao acetato e com um tempo de reacdo de 30 minutos, apresenta atividade
ligeiramente maior da urease adsorvida do que a urease adsorvida em crisotila com
tratamento com tamp&o acetato (ponto * mostrado na figura 8).

Verificou-se que ¢s sobrenadantes, restantes do experimento de adsorgao
pertencentes a cada amostra de crisotila/urease, ndo apresentam atividade enzimatica.
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A partir deste experimento, foi estabelecido o tempo de reacdo de 24
horas para determinar a variagao na atividade da urease imobilizada em fungao da sua
reutilizac&o. Os resultados s&o mostrados no item 4.86.

4.5- Variagdo de atividade da urease imobilizada em crisotila em fung@o da sua
reutitizacéo.

Este experimento foi realizado com a finalidade de verificar a
possibilidade da reutilizagdo das amostras de crisotila/urease. A avaliagdo foi feita
através da determinagdo da atividade enzimatica do sistema crisotila/urease.

Com o objetiva de verificar a variagdo de atividade da urease imobilizada,
reutilizou-se as amostras de crisotila/urease e determinou-se novamente a atividade da
urease imobilizada, estabelecido um tempo de reagdo de 30 minutos para cada
determinag&o de atividade. Os resultados obtidos sao mostrados na Tabela V e Tabela
Vi,

TABELA V. Variagao de atividade da urease imobilizada em crisotila em fungdo da sua
reutilizagado. Cada amostra contém aproximadamente 6,2 mg urease adsorvida em 1 g
de crisotila. Tempo de reag&o de 30 minutos. Cada determinagdo é média de duplicata.

atividade atividade
crisotila/urease urease livre
umol aménia/mL x mg umol amdnia/mL x mg
urease adsorvida urease livre.
12 1,09 51,7
gdet.atividade
reutilizacao 0,20 -—-

A Tabela V mostra que na reutilizagdo das amostras crisotila/urease
ocorre uma redugdo de aproximadamente 80% na atividade.
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TABELA VI. Variacio de atividade da urease imobilizada em crisotila em fungéo da sua
reutilizagdo apés um tempo de estocagem de 2 dias na geladeira. Cada amostra
contém aproximadamente 6,2 mg de urease adsorvida em 1 g de crisotila. Tempo de
reacdo de 30 minutos. Cada determinagao & meédia de duplicata.

atividade atividade
crisotila/urease urease livre
pmol aménia/mL x | pmol amdnia/mL x
mg urease adsorvida | mg urease livre.
12 det.atividade 0,89 51,5
reutilizacao= 0,22 51,0

» reutilizacdo apds 2 dias.

A Tabela VI mostra que na reutilizagdo, apds 2 dias, das amostras
crisotila/urease ocorre também uma reducéo na atividade de aproximadamente 80%.
Observa-se que para a urease livre em solug@o aquosa, estocada no mesmo periodo,
gue nao ha alteracdo na sua atividade enzimatica.

4.6- Estudo da variagao de atividade da urease imobilizada em crisotila, num tempo de
reacdo de 24 horas, em fungdo do numero de reutilizagdes.

Este experimento foi realizado com o objetivo de verificar a vanagéo de
atividade da urease imobilizada em crisotila em fun¢éo do nimero de reutilizagbes do
sistema crisotilafurease, isto é, verificar a estabilidade da urease adsorvida. Difere do
experimento descrito no item 4.5, pelo tempo de reacdo estabelecido para cada
determinagao de atividade.

Estes experimentos foram realizados num tempo de reagéo de 24 horas
para cada determinagdo, pois a velocidade de reagdo da urease imobilizada em
crisotila @ menor, conforme mostrado na figura 8. Para se verificar a estabilidade da
urease adsorvida, reutilizou-se as amostras de crisotila/urease sequencialmente. Os
resultados obtidos s&0 mostrades na figura S.



Resultados S0

amonia tormada micromol/mL

85

30

25 -

20 1

16

10 -

0 T T T T

0 1 2 a
numero de utilizacoes

o~
L4 ]

O urease imobilizada em crisotila sem tratamento com tampdo acetato ( urease 27.200 unidades/g).
Contém aproximadamente 6,2 mg urease adsorvida em 1 g de crisotila.

+ urease imobilizada em crisotila sem tratamento com tamp#&oc acetato (urease 45.300 unidades/g).

« urease imobilizada em crisotila com tratamento com tampao acetato (urease 45.300 unidades/g).
»-urease em tampao tris/HC! pH 8,0 imobilizada em crisotila sem tratamento com tampdo acetato
(urease 45.300 unidades/g).

Figura 9. Variacdo de atividade da urease imobilizada em crisotila, num tempo de
reagdo de 24 horas, em fungdo do numero de reutilizagdes. As amostras contem
aproximadamente 3,0 mg urease adsorvida em 1 g de crisotila (para todos os casos,
exceto a série de dados ada ponto & média de duplicata.

Observa-se que a urease imobilizada na crisotila sem tratamento com
tampao acetato apresenta uma maior atividade, quando comparado com a atividade da
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urease imobilizada em crisotila com tratamento com tamp&o acetato e com a urease em
meio tampdo tris/fHCI pH 8,0, imobilizada em crisotila sem tratamento com tampé&o
acetato. Isto significa que ha alteragdes na atividade enzimatica, conforme o tratamento
feito na crisotila utilizada em cada caso.

Observa-se tambem, que nas reutilizagbes das amostras de
crisotila/urease nas mesmas condigdes do experimento, ocorre redugdo na atividade da
urease adsorvida na crisotila, para todos os casos.

A partir deste experimento, escolheu-se as amostras de crisotila/urease
utitizando crisotila sem o tratamento com o tampéo acetato, para estudar a variagdo de
atividade da urease imobilizada em fungéo do tempo de estocagem, pois apresentaram
0 melhor resultado de atividade enzimética, conforme mostra a figura 9.

4.7- Variagdo da atividade da urease imobilizada em crisotila em fungdo do tempo de
estocagem.

O objetivo deste experimento e verificar a estabilidade da urease
imobilizada em crisotila, que foi estocada por um tempo determinado. O tempo de
estocagem significa que as amostras de crisotila/urease foram guardadas na geladeira
por um determinado tempo.

Pela determinagdo de atividade da urease imobilizada em crisotila em
fungdo do tempo de estocagem, obteve-se os resultados mostrados na Tabela VII.
Utilizou-se crisotila sem o tratamento com o tamp&o acetato, conforme definido no item
anterior.
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TABELA Vil. Variacdo da atividade da urease imobilizada em crisotila e da urease livre
em fungéo do tempo de estocagem. As amostras de crisofila contém aproximadamente
3,5 mg urease adsorvida em 1 g de crisotila. Cada ponto é média de duplicata.

tempo de atividade
estocagem pumol amdénia/mL X mg
{dias) urease adsorvida
urease/crisotila 1 7.1
urease/crisotila 7 1,6
tempo de atividade
estocagem pmol amoénia/mL x mg
{dias) urease livre
urease livre 0,50 mg 1 165,8
7 164,0

Estes resultados mostram que num periodo de estocagem de 7 dias das
amostras de crisotila/urease, ha uma redugdo na atividade da urease imobilizada de
aproximadamente 80%. Observa-se que a atividade da urease livre em solugao aquosa
nao variou, estocada no mesmo periodo e nas mesmas condigdes.

4.8 - Cinética de adsorcio do extrato soltvel de invertase em crisotila.

Este experimento foi realizade com ¢ objetivo de obter a guantidade do
extrato soluvel de invertase adsorvido em fungéo do tempo, mantidas constante massa
de crisotila, volume de solugdo do extrato soluvel de invertase diluido 1:100 e
temperatura, e desta forma estabelecer o tempo minimo necessario para gue se atinja
o equilibrio de adsorgéo no sistema crisotila/extrato solUvel de invertase.

Utilizou-se crisotila com o tratamento com o tampac acetato e sem ©
tratamento, com o objetivo de verificar o comportamento da cinética de adsor¢ao do
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extrato soluvel de invertase em relagdo aos diferentes tratamentos feitos na crisotila.
Obteve-se os resuitados mostrados na figura 10,

1.6 -

ND—D=—-0=""D o3

129 . ;
0.8 -

0.4 1

D 1 I 1 I 1 1

0 10 20 30 40 50 60 70
tempo (minutos)

PDO—= = Oo 0w

* cris.c/trattampac  *+ cris.s/trat.tampac

Figura 10. Cinética de adsor¢io do extrato soluvel de invertase diluido 1:100. Massa
de crisotila de 0,5 g. Volume de 10 mbL da solugdo do extrate soluvel de invertase.
Amostras termostatizadas com agitagédo a 25,0 + 0,5°C.

QObserva-se que a adsorcao é rapida e que nao ha aiteragao na adsorgéo
com a variagao do tempo. Observa-se também o mesmo comportamento da cinética de
adsorgao utilizando-se crisotila com ou sem o tratamento com tamp&o acético/acetato,

A partir deste experimento, estabeleceu-se o tempo de 1 hora para os
experimentos de adsorgdo do extrato sollvel de invertase em crisotila.
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4.9 - Adsorgao do extrato sollivel de invertase em fungdo da variagdo da massa de
crisotila.

O experimento foi realizado com o objetivo de verificar o efeito na
adsorgao do extrato soluvel de invertase, variando-se a massa de crisotila em contato
com solugéo do extrato sollvel de invertase de concentragdo conhecida, & também
verificar o efeito na adsorgdo do extrato solivel de invertase utilizando crisotila com e
sem o tratamento com o tampé&o acetato. Os resultados sdo mostrados nas figuras 11 e
12.
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Figura 11. Adsor¢do do extrato sollvel de invertase em fungdo da massa de
crisotila. Tempo de adsorgéo de 1 hora em banho termostatizado com agitagéo a 25,0 +
0,52C. Volume de 10 mL de solugéo do extrato sollve! de invertase. Extrato soltivel de
invertase diluido 1:100.
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Figura 12. Adsorgcao do extrato soluvel de invertase expressa em mg de proteina
adsorvida por grama de crisotila em fungac da massa de crisotila. Tempo de adsorgaoc
de 1 hora em banho termostatizado com agitagéo a 25,0 + 0,5°C. Volume de 10 mL de
solugdo do extrato soluvel de invertase. Extrato soitvel de invertase diluido 1:100.

Observa-se, pela figura 11, que a quantidade de proteina adsorvida ndo é
proporcional a massa de crisotila. Observa-se também 0 mesmo comportamento de
adsor¢ao utilizando-se crisotila com os diferentes tratamentos.

Utilizando-se massa de 0,5 g de crisotila para adsorgao do extrato soldvel
de invertase diluido 1:100 em solugdo tampao acético/acetato 0,1 M pH 50, a
quantidade de proteina adsorvida foi aproximadamente igual a adsorvida em crisotila
com os diferentes tratamentos. '

Pelos resultados apresentados na figura 11, observa-se que a guantidade
de proteina adsorvida ndo varia muito com o aumento da massa de crisotila. A figura
12 mostra que a quantidade de proteina adsorvida/g crisotila diminui até ficar
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constante. E importante salientar que a quantidade de proteina adsorvida em fungdo da
variagio de massa de crisotila, corresponde a aproximadamente 30% do conteldo total
de proteina do extrato soluvel de invertase diluido 1:100.

A partir deste experimento, escolheu-se as amostras de crisotila/extrato
soltivel de invertase utilizando-se crisotila sem o tratamento com o tampao acetato,
para a determinagéo de atividade enzimatica.

4.10- Estudo da variagéo da atividade do extrato solivel de invertase imobilizada em
crisotila em fungéo da reutilizagao.

Este experimento foi realizado com o objetivo de verificar a variagéo de
atividade do extrato sollvel de invertase imaobilizado em crisctila, em fung&o do numero
de reutilizagbes e tambem em fungdoe do tempo de estocagem, com a finalidade de
avaliar a estabilidade do extrato soluvel de invertase adsorvido em crisotila.

Determinou-se a atividade enzimatica no sistema crisotila/extrato soltvsi
de invertase e extrato sollivel de invertase livre, através da formagdo de glicose,
produto da reacdo da invertase com a sacarose. A crisotila utilizada é sem o tratamento
com o tampao acetato. Os resultados sao mostrados na figura 13.

Observa-se que as amostras (b) com menor massa de crisctila (0,25g} e
menos proteina adsorvida apresentam uma maior atividade quando comparado com as
amostras (¢) de maior massa de crisotila (1,25g) e maior quantidade de proteina
adsorvida. Em termos de atividade relativa (%), representam aproximadamente 35% e
19% respectivamente, quando comparadas com a atividade do extrato soluvel de
invertase livre (a).

Observa-se também, que a atividade do extrato solivel de invertase
imobilizado diminui com o namero de reutilizagdes e com o tempo de estocagem.

Foi feita apenas a primeira determinagao de atividade do extrato soldvel
de invertase diluido 1:100 livre, pois na segunda determinagao apds 4 dias, a solugao
ja estava turva.
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Figura 13. Variagdo de atividade do extrato soluvel de invertase imobilizado em
crisotita em fungdo do numero de reutilizagdes e do tempo de estocagem.(*) 0,030 mg
proteina livre; (e} aproximadamente 0,73 mg proteina adsorvida em 0,259 de crisofila;
(+) aproximadamente 1,04 mg proteina adsorvida em 1,259 de crisotila.

4 11- Caracterizag@o do sistema crisotila/urease por FTIR.

Esta técnica foi utilizada com o objetivo de caracterizar a urease
suportada em crisotila, através da obtengao de espectros no infravermelho.

Os espectros obtidos por microscopia no infravermelho s&o mostrados
nas figuras 14 e 15. O espectro de crisotila/urease mostrado na figura 14, apresenta
um conjunto de bandas na regido 2965-2850 cm-1 caracteristica do estiramento de
ligacdo C-H, similares ao espectro da urease, mostrando a presenca de urease sobre
crisotila. Isto apenas comprova os resultados anteriores, que a urease esta adsorvida
na crisotila. Nas demais regides do espectro, mostrado na figura 15, ndo se observa
diferen¢a pois as bandas de absorgéo de crisotila encobrem as bandas de absorg&o da
urease.
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Figura 14. Espectros no infravermelho de crisotila, urease e crisotila/urease obtidos
Com microscopio otico acoplado ao espectrofotometro.

xT

L~ o)

Figura 15. Espectros no infravermelho de crisotila, urease e crisotila/urease obtidos
com microscopio otico acoplado ao espectrofotdmetro.
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Os espectros obtidos no infravermelho de  KBr/crisotila e
KBr/crisotila/urease, foram sobrepostos, & ndo se observou diferencga significativa entre
eles. Resultados analogos foram obtidos para os espectros no infravermelho de
nujoifcrisotila e nujol/crisotila/urease.

4.12- Estudo microcalorimétrico.

Este experimento tem o objetivo de determinar ¢ calor de adsorgéo do
sistema crisotila/enzima, com a finalidade de determinar se o tipo de adsorgéo é fisica
ou guimica, entre outros.

A adsorg&o ¢ realizada a pressac constante. Sob esta condigdo o efeito
de calor € igual a entalpia de adsorgdo AHy4s. Este valor € o resultado de contribuigtes
de varios tipos de interagdes que estdo envolvidas no processo de adsorgao.

Obteve-se como resultado, que o calor de diluigdo da solugdo de urease
de 1 mg/mL em agua deionizada € muito pequeno. Quantc ao calor de adsorgéo,
obteve-se sinais endotérmicos. Observou-se que o calor de adigdo (mJ) decresce com
a quantidade de enzima adicionada. Contudo, naoc se obtiveram resultados
reprodutiveis, nem com a crisotila tratada nem com o pé de crisotila.

4.13- Estudo da estabilidade térmica da urease livre e imobilizada em crisotila por
DSC.

A técnica DSC permite uma determinagio direta do efeito do processo de
imobilizagéo na estabilidade térmica de proteinas.(92) A utilizagdo desta técnica tem
como objetivo avaliar a estabilidade térmica da urease livre e urease imobilizada em
crisotila.

Foram obtidos termogramas para a crisotila, urease livre em solugéo
aquosa e crisotila/urease. O termograma de desnaturagéc térmica da urease livre é
mostrado na figura 16. O pico da curva representa a temperatura de desnaturagéo,
aproximadamente em 91°C. A alteragdo da estrutura de maior ordem inicia
aproximadamente em 77°C, e a transi¢@o é completa aproximadamente em 1250C.
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Figura 16. Termograma obtido por DSC para urease em solugdo aquosa. Volume de
21,52 ul da solugdo de urease de concentracdo de 1 mg/mL. Utilizando como
referéncia agua deionizada. Velocidade de aquecimento de 50C/min.

O termograma da crisotila é mostrado na figura 17. A crisotila foi seca em
estufa a 70°C. Este procedimento foi necessério pois o termograma abtido de crisotila,
que nao foi seco em estufa, mostrou transicdo no intervalo de temperatura estudada.

O termograma da crisotila/urease é mostrado na figura 18. Esta amostra
também foi seca em estufa a 70°C.

Obteve-se também um termograma de crisotila/urease e usou-se como
referéncia crisotila. Contudo, n3o foi possivel obter nenhuma informagdo do
termograma. Este resultado pode evidenciar, que a quantidade de urease imobilizada
na crisotila esteja fora dos limites de detecgéo do aparelho.
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5- Discusséo

Neste trabalho foi utilizada crisotila com o tratamento com o tampao
acetico/acetato, e sem o tratamento com o tampao, conforme preparac&o descrita no
item 3.1.1.1, com o objetivo de verificar se o tratamento estaria de alguma forma
afetando a adsorgdo das enzimas na crisotila,

Esta idéia de utilizar a crisotila com o tratamento com o tampao
aceético/acetato e sem o tratamento com o tamp&o, vem de trabalho realizado por
Parizotto (81 onde é estudado o grau de fibrilizagéo da crisotila com o tratamento por
ultra-som em agua versus o tratamento em solugdo do tampdo acético/acetato, onde
este processo de fibrilizag2o foi avaliado por adsorgao de azul de metiteno em solucao.
Deste trabalho foi observado que, para o mesmo tempo de exposigao, ocorre um
aumento na capacidade de adsorg&o para qualquer concentragdo do tampao.

No entanto, para a adsorgio de urease ou do extrato soluvel de invertase
em crisotila, os resultades experimentais mostraram que nao ha diferenca na adsorgéo
utilizando-se crisotila com ou sem o tratamento com o tamp&o acético/acetato. Pode-se
dizer neste caso, que a adsorgéo destas enzimas independe do grau de fibrilizagéo da
crisotita. Talvez, isto ocorra em fungdo da pequena quantidade de enzima em solucao
adicionada a crisotila, nestas condigbes experimentais.

5.1- Adsorgdo de enzimas no suporte crisctila.
5.1.1- Cinética de adsorgdo das enzimas em crisotila.

A cinética de adsorgao da urease em crisotila apresentada na figura 4,
mostra que o tempo minimo necessario para que se atinja o equilibrio é de 1 hora, e
representa que aproximadamente 73% do total da urease adicionada é adsorvida. Para
O extrato soltvel de invertase, apresentado na figura 10, a adsorgdo em crisotila é
rapida e ndo ha alteracéo na adsorgdo com o tempo. O comportamento da cinética de
adsorgdo do extrato soiuvel de invertase mostra que aproximadamente 30% do total de
proteina adicionado & adsorvida.
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A literatura (31} mostra que a urease adsorve rapidamente em superficies
de argila e o equilibrio foi alcangado em 1 hora de incubagéo. Urease tem um alto peso
molecular e sua rapida adsorgdo pode ser atribuida a esta caracteristica. Pois, a
adsorgdo de proteinas e enzimas em superficies de argila € consideravelmente mais
rapida do que substancias organicas de baixo peso molecular,

Comportamento cinético semethante ao obtido para o extrato soluvel de
invertase em crisotila foi apresentado por Fischer e colaboradores (°3) que utilizaram
em seu trabalho um extrato de invertase purificado obtido de levedura, para adsorgdo
em Al{OH),;, obtendo uma cinética de adsorgéo rapida, com adsorgao completa da
invertase em 3 minutos. Usami e colaboradores (94) também obtiveram invertase ligada
em DEAE-celulose (DEAE=dietilaminoetancl), e a adesdo maostrou-se praticamente
invariavel num tempo de contato de 5 a 60 minutos.

Este comportamente mostra que a adsorgéo envolve somente a superficie
externa da fibra, visto que o equilibrio entre proteina em solugdo e proteina adsorvida é
alcangado em alguns minutos.

Em relagdo a crisotila, dados da literatura (66} mostraram que a adsorgéo
de soro de proteinas pela crisotila da Rodésia e do Canada, alcangam um maximo
depois de um periodo de contato de 60 minutos, e que a gquantidade de proteina
adsorvida pela crisotila rodesiana corresponde a 40% e pela crisotila canadense a
60%. Contudo, Morgan (69} mostrou como resuitado de adsorgdo de albumina sobre
crisotila, uma cinética rapida atingindo o equilibric em 15 minutos, obtendo uma fragéo
de albumina adsorvida da solu¢do de aproximadamente 0,52 contrastando com as
observagdes de Jones e colaboradores (¥8) e os resultados obtidos neste trabalho de
adsorcdo de urease em crisotila. Uma explicagdo possivel para as diferengas
encontradas pode ser atribuida, aos Uitimos, a utilizagdo de maior concentragéo de
crisotita nos experimentos. Com amostras completamente dispersas, tendem a ser
formados géis tixotropicos em concentragdes de asbestos excedendo 10 mg/mL,
particularmente com crisotila. Sob estas condigdes € possivel que a velocidade de
adsorcdo torne-se dependente da difusédo, e portanto, leve maior tempo para alcangar
o equilibrio.
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5.1.2- Adsorgdo das enzimas em fungdo da massa de crisotila.

Pela adsorgé@o das enzimas em func@o da massa de crisotila, obteve-se
que a adsorgao de urease aumenta com o0 aumento da massa de crisotila, mostrado na
figura 5. Contudo a quantidade de urease adsorvida n&o & proporcional a massa de
crisotila. A figura 6 também mostra que a quantidade de urease adsorvida por unidade
de massa diminui. A adsor¢do do extrato solivel de invertase em crisotila, mostradoe na
figura 11, mantem-se aproximadamente constante com ¢ aumento de massa da
crisotila, isto &, a quantidade de extrato solivel de invertase adsorvida independe do
aumento de massa da crisotila. O comportamento da adsorgdo do extrato soltvel de
invertase em fungdo da massa de crisotila mostra que aproximadamente 30% do total
de proteina adicionada € adsorvida. Consequentemente, a figura 12 mostra que a
quantidade do extrato soluvel de invertase adsorvido por unidade de massa diminuiu.

Portanto, se estes sistemas se comportassem como um sistema cléssico,
seria esperado que a quantidade de enzima adsorvida fosse proporcional & quantidade
de crisotila.(55)

Por outro lado, em se tratando de adsorgéo de proteinas sobre asbestos,
a literatura (%6) mostra também que a quantidade de proteina adsorvida nac é
proporcional a massa de asbestos. Desai e colaboradores (9) também mostraram que
as concentragdes de diferentes minerais, entre eles a crisotila, afetam a quantidade de
proteina adsorvida. Como um exemplo, 10 mg de crisotila retém mais material proteico
por unidade de massa de crisotila, do que amostras de 30 ou 50 mg. Possivelments,
quando uma pequena massa de crisotila é utilizada, deve ocorrer adsorgio
multicamada e este efeito deve ser reduzido ou impedido aumentando-se a
concentrac&do do mineral.

Dados da literatura (3') mostram que a adsorgdo de urease aumenta com
0 aumento da concentragdo de argila. Contudo, o comportamento linear entre
concentragao de argila e adsorgao de urease foi obtido somente até 40 mg de argila
por mL, e além desta concentrag&o a porcentagem de adsorcdo de enzima decresce.
Porém, pela maneira como os resultados foram apresentados por estes autores, néo se
pode estimar a quantidade real de enzima adsorvida.
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Os experimentos de adsorgdo de urease em crisotila foram realizados
utilizando-se diferentes meios aquosos, isto é, foi realizada a adsorcdo de urease em
meio de agua deionizada e em meio tampao tris/HCI pH 8,0. Para a adsorgdo do
extrato soluvel de invertase em crisotila, utilizou-se meio de agua destilada e meio
tampao aceético/acetato a pH 5,0, como uma tentativa de meihorar a adsor¢éo em pH
constante, pois as suspenstes de crisotila variam o pH em fun¢ido da massa de
crisotila e do tempo de contato.(®Y) Contudo, pelos resultados obtidos mostrados nas
figuras 5, 6,7,11 e 12, o comportamento de adsorgdo das enzimas pela crisotila, nos
diferentes meios aquosos, & semelhante.

O controle do pH é um parametro importante no estudo da adsorcdo das
enzimas. Morgan (50} em seu estudo de adsorgéo de albumina por varios minerais
asbestiformes, inclusive crisatila, realizou a adsorcéo a pH 7.4 com tampdéo fosfato. Ele
observou gue a crisotila adsorve 10 vezes mais do que a crocidolita, e explicou pelo
fato de ter trabalhado em pH 7.4, onde ambas albumina e crocidolita s3o carregadas
negativamente, enquanto nas mesmas condigbes as fibras de crisotila tem uma carga
liquida positiva. Porém, em estudos realizados por Valerio e colaboradores (69 de
adsorgao de albumina e ferritina em crisotita, mostraram que n&o é possivel generalizar
tais observagbes. Por exemplo, ferritina apesar de ter um ponto isoelétrico préximo da
albumina, mostra uma menor afinidade para a crisotila. Esta afinidade aumenta depois
de lixiviar as fibras, contrario ao que & observado com albumina apds tratamento
analogo das fibras.

Valerio e colaboradores (7!} também mostraram que a crisotila e a
crocidolita adsorvem seletivamente algumas proteinas do soro. Estes estudos sdo
importantes, pois baseados nestas observagdes eles sugeriram que a adsor¢éo de
proteinas por fibras de asbestos depende de mecanismos os quais sao mais
complexos do que simpies interagbes eietrostaticas. De acordo com os resultados
experimentais obtidos naquelas condigdes experimentais, as proteinas do soro devem
ser adsorvidas no minime por dois mecanismos diferentes. O primeiro mecanismo &
reversivel, ndo-especifico e relativamente independente da superficie e caracteristicas
da proteina, e a energia da ligagdo envolvida é relativamente fraca. O segundo
mecanismo de adsorgdo estd provavelmente correlacionado a forte interagao
eletrostatica entre cargas das fibras e das proteinas. Neste caso as caracteristicas
especificas das proteinas, tais como, ponto isoelétrico, distribui¢@o de carga, forma
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molecular, e a superficie das fibras, tais como natureza dos sitios ativos, sua
densidade na superficie, compasigéo quimica, sdo obviamente importantes.

Os sistemas crisotila/enzima apresentados neste trabalho, mostraram que
néo ha dessorgao da urease adsorvida em crisotila, e apenas uma pequena dessorgao
do extrato solivel de invertase adsorvida em crisotila. A magnitude de afinidade da
crisotila com a enzima, quando a amostra de crisotila/enzima é lavada com agua ou
tampao especifico, evidencia uma forte afinidade de adsor¢dc da crisotila para a
enzima. Em relagdo & crisotila natural, pode-se supor apenas, que a adsor¢do de
urease em crisotila pode ocorrer através de uma ligagio de hidrogénio entre um grupo
amino da urease e um grupo OH da superficie externa da crisotila. Em um estudo da
interag&o entre poli-L-lisina (PLL) e a crisotila sintética (56), os autores assumiram que a
adsorgao de PLL ocorre principalmente através de uma ligagéo de hidrogénio entre um
grupo amino da PLL & um grupo OH da superficie interna e externa da crisotila.

Exemplos da literatura, de desprendimento destas enzimas imobilizadas,
sao  apresentados por Sungur e colaboradores 97 no  sistema
urease/carboximetilcelulose-gelatina onde ocorre um pequeno desprendimento de
urease, considerado desprezivel pelos autores. Para a invertase imobilizada, a
literatura maostra um pequeno desprendimento de invertase imobilizada em DEAE-
celulose via ligagéo idnica (94), e também um desprendimento minimo de invertase
imobilizada em gelatina fotografica.(98)

Portanto, a capacidade adsortiva da crisotila frente a macromoléculas
pode ser interpretada como a soma de sua propriedade fisica (area superficial
especifica 18 m2?/g) que em parte determina a quantidade de material adsorvido, e sua
superficie quimica (superficie hidrofilica), a qual determina a especificidade de ligagao.
A crisotila também possui uma propriedade Unica que é muito importante em sua
atividade bioldgica "in vivo", isto &, é composta por feixes de fibrilas similares os guais
separam-se rapidamente em solugao.

Os resultados obtidos mostraram também que o porcentual de adsorgio
de urease em crisotila é maior do que o porcentual de adsorcio do extrato soluvel de
invertase. Neste caso, a urease tem peso molecular maior. Porém, a partir destes
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resuitados ndo se pode concluir que a crisotila possut maior afinidade para adsorgao
em funcéo do peso moiecular das enzimas, pois somente duas enzimas foram
estudadas e ainda ndo se tem dados suficientes para avaliar. Em relagao a este tipo de
correlagdo, afinidade de adsorgdo em fungdo do peso molecular, Valerio e
colaboradores (58) apresentaram a adsorgdo especifica de varias proteinas pela
crisotila rodesiana, e os resultados mostraram que ndo ha uma clara correlagao entre
peso molecular e adsorgdo especifica. Estas proteinas foram escolhidas com peso
molecular entre 12.500 a 400.000 g/mol.

5.1.3- Isoterma de adsorgao de urease em crisatila.

A isoterma de adsorgdo de urease em crisotila, figura 7, mostra que nao
ocorre saturagdo, mesmo na maior concentragao de urease utilizada nestas condigbes
experimentais. A literatura (31) revela que para o sistema argila/urease, as isotermas de
adsorgcao obtidas ndo mostram uma adsorgido maxima, mesmo na maior concentragao
de urease utilizada. A literatura (8% também mostra um comportamento semelhante das
isotermas de adsorcdo de varias proteinas adsorvidas sobre esmectitas homoidnicas,
principalmente para proteinas de aito peso molecular, como por exemplo, catalase de
peso molecular 225.000-251.000.

E discutido na literatura (31) que varios fatores podem influenciar este
comportamento. Primeiramente, na concentragdo de enzima utilizada, os sitios das
argilas devem estar parcialmente saturados. Em segundo lugar, como também foi
observado por Harter e colaboradores (°9) este tipo de isotermas ndo sdo verdadeiras
isotermas, visto que parte da proteina adsorvida pode ser removida pela eluigdo com
agua, mostrando que uma fragdo de proteina esta muito fracamente adsorvida na
superficie das argilas.

O primeiro fator poderia ser aplicado a crisotila, se os sitios ativos da
crisotila estivessem parcialmente saturados com a urease adsorvida. O segundo fator
ndo se aplica & crisotila, pois a urease ndo & retirada pelas aguas de lavagens.
Portanto, como a urease nao é retirada pelas aguas de lavagens, pode-se dizer que
ocorre adesdo da enzima na superficie da crisotila. Pode-se até ilustrar com a definigao



Discussao 68

de adsorgdo (13) que & “adsorgdo & a adesdo de uma enzima na superficie de um
suporte que no foi especificamente funcionalizado para que ocorra ligacdo covalente”.

O raio da molécula de urease é 52 Ac (27) & uma molécula grande, de
alto peso molecular 480.000 g/mol (190) | e pelos resultados obtidos das isotermas de
adsorgao, observa-se que ndo ha formagédo de monocamada. A molécula de urease
tem uma 4area superficial 1,5 vezes maior que a albumina, isto &, 85 X 10-17
m2/molécula ou 8.500 A2, assumindo um raio de 52 A° , peso molecular de 480.000
g/mol e &rea de nr2, por ser uma proteina globular. Pelos resultados obtidos de urease
adsorvida, considerando-se os pontos de maior adsor¢do mostrados na figura 7, que
n&o é a condigdo de saturacdo da crisotila, a urease cobre uma area da superficie de
crisotila entre 0,42-0,66 m2/g. Isto significa que aproximadamente 2,3% a 3,7 % da
area superficial de crisotila foi ocupada, com base na area superficial da crisotila de 18
m2/g. Contudo, considerando-se que a area superficial especifica da crisotila obtida por
BET foi de 18 m2/g, que & a area superficial acessivel para o Ny , é possivel que
guantidades maiores de uma superficie sejam acessiveis ao nitrogénio do que por
exemplo, para uma molecula grande como a urease.

Por outro lado, a literatura (62) mostra isotermas de adsorg&o de albumina
e ferritina em crisotila rodesiana, atingindo a saturagdo numa baixa concentragio de
equilibrio (aproximadamente 0,2 pmol/L). Um patamar foi a indicagac que uma
monocamada de proteinas foi formada sobre a superficie das fibras. Quando a Ceq da
albumina foi aumentada, a adsorc@o desta proteina ocorreu novamente. E provavel que
nestas condicdes, novas interagdes ocorram entre as fibras e as proteinas. Neste caso,
0s autores assumem gue a dimensao molecular da albumina & 5700 A2 | e a éarea
superficial coberta seria de 6 m2/g na condigdo de saturag@o. Ferritina, uma proteina
esférica com um raio de 62-65 A° , cobre uma érea de 12 m2/g nas mesmas condigdes.
Esta diferenca pode ser uma indicagéo de que a afinidade da albumina as fibras é
menor do que para ferritina, nestas condigbes experimentais.

Para o sistema crisotila/urease, as isotermas de adsorgdo sdo mostradas
na figura 7. Pode-se observar que a quantidade de enzima adsorvida aumenta com
tendéncias diferentes, isto é duas linhas retas com diferentes inclinagdes. Isto significa
que até uma determinada concentragdo inicial de urease, 0,45 mg/mi, ocorre um



Discusséo 69

comportamento linear na adsorgdo. Acima desta concentragdo a inclinagdo muda,
sugerindo uma mudanga no comportamento de adsor¢do da urease em crisotila.

Este tipo de comportamento tambéem foi observado pela adsorgac de
urease em Al{OH); (107} e foi mostrado que a interpretag@o quantitativa das medidas
de adsorgao fornecem um métcdo indireto para obter informagdes sobre a estrutura da
enzima adsorvida. As isotermas de adsorgao obtidas mostram que a quantidade de
enzima adsorvida aumenta com diferentes inciinagdes, indicando que a "isoterma de
adsorcdo” nac obedece as equagdes de Freundlich ou Langmuir. Os autores
classificam estas inciinagbes como dois diferentes mecanismos de adsorgao,
dependendo da quantidade de enzima adsorvida. Este comportamento de adsorgéo é
explicado por um modelo, onde e suposto que a estrutura da molécula de urease
desvia-se da forma esférica.

5.2- Atividade enzimatica da urease imobilizada em crisotila.

A figura 8 mostra a atividade da urease livre € imobilizada em crisotila em
fungao do tempo de reacao. Deve-se observar que a quantidade de urease imobilizada,
& aproximadamente 6 vezes maior do que a quantidade de urease livre utilizada. Este
experimento foi realizado desta forma, pois apenas nestas condigbes foi possivel
determinar a atividade da urease imabilizada. Com quantidades menores, o método
analitico ndo permitiu obter a atividade da urease imobilizada. Para a urease livre, foi
utilizada menor quantidade pois ndo havia disponibilidade de enzima. Desta maneira,
observou-se que a urease imobilizada, mesmo em maior guantidade do que a urease
livre, apresenta uma menor atividade.

A reducdo na atividade da urease imobilizada em crisotila pode ser
atribuida a varias razbes, entre elas;

1) a forma como a molécula de enzima se fixa na superficie da crisotila, isto &, a
molecula de enzima poderia estar fixada em mais do que um sitio ativo podendo causar
uma redugdo completa na atividade,

2) pelas mudangas conformacionais da enzima que podem ocorrer durante a interagéo
enzima/superficie solida;

3) uma reduzida acessibilidade das moléculas das enzimas adsorvidas na superficie da
crisotila.
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Em funcdc destas razbes, a literatura (102) mostra a vantagem de
empregar enzimas como um caminho para a caracterizacdo de mudangas
conformacionais que ocorrem durante a interacéao proteina/superficie sodlida. Uma
mudanga na conformacédo da molécula de enzima determinada por uma perda de
atividade da enzima, foi mostrada como possivel na interagdo da enzima com uma
superficie de latex hidrofdbica, sob certas condigdes experimentais. Foi demonstrado
gue a perda de atividade da enzima pode ocorrer com a condigdo de que uma
suficiente quantidade de tempo e area superficial sejam disponiveis para a enzima
estabelecer uma conformagdo desenrolada. Assim, numa razaoc relativamente alta de
area superficial/concentragéo inicial de proteina é observada a inativagdo, enguanto
em razdes menores as moléculas de enzima individuais sdo limitadas por outras
moléculas de enzimas adsorvidas adjacentemente em suas formas desenroladas, e
portanto ocorre a inativagdo delas.

Uma inativagdo semelhante foi mostrada por Mizutani (*03), quando uma
enzima interage com uma superficie de vidro hidrofilica.

Este comportamento pode ser atribuido a crisotila/urease e a
crisotila/extrato soluvel de invertase, onde pelos resultados obtidos dos experimentos
de adsorcio de urease e extrato soluvel de invertase, tem-se uma razéo alta de area
superficial/concentragdo inicial de enzima, e estas condi¢des favoreceriam a enzima a
estabelecer uma conformagdo desenrclada, e com isto uma consequente perda de
atividade. Em relagao a crisotila/urease, observa-se gue em razdes menores de area
superficial/concentragao inicial de proteina, mesmo na maior concentracdo de urease
utilizada no experimento das isotermas de adsorgdo de urease em crisotila, onde nac
ocorre saturagao da crisotila, tem-se a atividade da enzima adsorvida.

Pelos resultados obtidos de adsor¢édo de enzimas, urease e extrato
soluvel de invertase sobre crisotila, observou-se que elas ocupam uma pequena area
da superficie da crisctila. Entretanto, os substratos utilizados uréia e sacarose
respectivamente, sdo moléculas pequenas, e pode-se supor fambém que ocorre uma
competicdo das moléculas do substrato para a superficie livre da crisotila, isto €, uma
parte das moléculas do substrato adsorveriam na crisotila e outra parte delas
encontrariam as moléculas de enzimas e entdo ocorreria a reagao enzimatica.
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A literatura sobre enzimas imobilizadas mostra que diferentes métodos de
imobilizagéo e tipos de suportes apresentam diferentes resultados de atividade de
enzimas imobilizadas. Para exemplificar, pode-se citar Demirel e colaboradoras (104)
imobilizaram urease por simpies adsorgdc das molécuias da enzima sobre carvio
ativado. Eles concluiram, para este caso, que o sistema carvao/urease adsorvida
assemelha-se a solugbes de enzima livre e que as cinéticas comportam-se, em geral,
da mesma maneira como em solugio. Como o desprendimento da enzima n3o pode ser
evitado, qualquer enzima nio-ligada comporta-se como enzima livre em solugao,

Para um caso de imobilizagdo de urease via ligagdo covalente em
membranas de ultrafiltraggo (32}, a atividade no sistema membrana-urease ligada foi
menos do que 10% quando comparada com a atividade da urease nativa. Os autores
discutem as razbes para a baixa atividade aparente da urease fixada. Primeiro, uma
distribuicdo uniforme da enzima sobre o volume de poro € duvidosa, e desta forma,
uma conversao reduzida pode ocorrer porque as moléculas pequenas de uréia podem
passar no poro livre de enzima. Segundo, a molécula de enzima pode estar fixada em
mais do que um sitio ativo causando uma redugé@o completa na atividade.

Outro aspecto que merece ser mencionado, contrario as expectativas
convencionais, € o fato que a velocidade da reagdo catalisada pela urease ndo é
diretamente proporcional & concentragéo da enzima. Wall e Laidler (195) atribuiram este
fato a dois efeitos: 1) em baixas concentragcées de urease a desativagdo € muito
severa, enquanto 2} em aitas concentragbes de ions aménio produzidos pela reagao,
eles mesmos sdo inibitdrios. A reagio também pode ser inibida pelo substrato uréia.

A literatura mostra em trabaiho realizado por Gorin e Chin (99} o estudo da
quantidade de aménia formada em fungéo do tempo de reagio e da concentragéo de
urease. Eles verificaram que a formagéo do produto n&o é proporcional com ¢ tempo, e
este efeito foi atribuido a inibigdo pelo produto. Para testar esta possibilidade, eles
determinaram a atividade da urease na presenca de varias quantidades de amoénia,
mostrando que a amdnia sem duvida inibe fortements a reagao. Por esta razio, a
velocidade da reagdo podera permanecer constante somente em baixas conversdes.

A inibigdo por ions aménio € importante visto que estes podem agir como
um irreversivel veneno para a urease. A literatura (196) mostra o estudo da desativagédo
de urease imobilizada, pelo efeito do envenenamento da urease pela amdnia somente,
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a qual & o produto da decomposigéo da uréia, apontando para um mecanismo de
envenenamento onde o produto ataca a forma livre da enzima, isto €, o produto ataca a
enzima (E) que ndo estd na forma do complexo enzima-substrato (ES). O
comportamento da enzima na presenga combinada de uréia e amonia & complicado,
visto que a enzima parece estar sendo envenenada na sua forma livre (E) e na sua
forma compiexada com o substrato (ES) por ambas, a uréia € a amonia.

A enzima urease & altamente sensivel a tragos de ions metalicos.
Diferentes metais mostraram comportamentos completamente diferentes em sua
capacidade de agir como inibidores de enzimas.

Melierman e colaboradores (24} mostraram que ha 23 grupos -SH por mol
de urease e a oxidaco destes resulta numa inativagao enzimatica completa.

A eficiencia relativa de varios ions metalicos, como inibidores da urease,
é mostrada pela sequéncia: Ag* > Hg** » Cu** > Cd** > Co** » Ni** > Mn** , com Pb**
e Zn** menos do gue Cu**.('07) Em trabalho recente, Krajewska (108} estudou a
inativacdo da urease covalentemente imobilizada em membrana de quitosana pré-
tratada com glutaraldeido, por ions de metais pesados, € compara com a urease livre.
A sequéncia de toxicidade relativa dos ions metalicos para urease livre é: Hg*? > Ag* >
Cu*2 > Ni*2 » Cd*2 > Zn*2 > Co*2 > Fe*3 » Pb*2 » Mn*2, correlacionando-se bem com as
constantes do produto de solubilidade dos sulfetos metalicos (exceto para o Fe*3. A
estabilidade da urease imobilizada em relagéo a inativagdo por metais pesados foi
realizada apos a imobilizagdo, e o Ni*2 ,Co*2 , Fe*3 | Pb*2 ndo inativaram a urease
imobilizada na escala de concentragbes na qual a urease livre & completamente
inativada. Os resultados mostraram que o Fe*3 | Pb*2 Mn*2 ndo inativam a urease até
a concentracdo de 1 x 10-3 mol/dm-3. Esta protegdo deve resuitar no minimo dois
efeitos: 1) mudangas estruturais da enzima em decorréncia da imobilizagdo e
consequentemente menor acessibilidade do ion inibidor ac grupo assencial -SH do
sitio ativo da enzima: e 2) o efeito quelante do suporte. Os outros {ons metalicos, Hg*2,
Agt , Cu*?2 | Cd*2 e Zn*? inativaram a urease imobilizada em concentragdes
consideravelmente maiores. Este estudo mostra que a imobilizagdo de urease em
quitosana protege a enzima da inativagdo pelos metais pesados.

Porém, em relagdo ao suporte utilizado neste trabalho, a crisotila possui
ferro, na forma de dxido, como contaminante. Foi determinado por Comerlato (89) que o
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conteudo de ferro na crisctita brasileira tratada varia de 1,4 a 1,8 mg Fe/g crisotila, e
este ferro estaria ligado a matriz por substituigdo, ou se trata de particulas muito
ocluidas no feixe de fibrilas da crisotila. A presenga de ferro na crisotila sugere uma
explicagdo, em parte, para a diminuigdo de atividade da urease imobilizada em
crisotila, @ sendo a urease uma molécula de proteina complexa, com um grande
nimero de grupos doadores de elétrons disponiveis, seria surpreendente se a
quelacdo nao estivesse envolvida,

Todos os estudos mencionados e discutidos naste item, tem a finalidade
de mostrar as possiveis causas que podem influenciar na atividade da urease
imabilizada.

5.2.1.- Variacio da atividade da urease e extrato solavel de invertase imobilizadas em
crisotila em fungéo da reutilizacdo e do tempo de estocagem.

A imobilizagdo de enzimas geraimente decresce sua atividade inicial
quando comparado a enzimas livres, o que pode ser atribuido a influéncia do suporte
na estrutura da enzima. Enquanto enzimas livres tornam-se inativadas apds alguns
dias, enzimas imobilizadas preservam sua atividade durante varias semanas ou meses.
Admitindo sua facilidade de manuseio, enzimas imobilizadas em suportes podem ser
usadas em processos continuos, e também podem ter multiplos usos em sistemas de
batelada.

A variagdo de atividade da urease imobilizada em crisotila em funggo da
sua reutilizagdo, mostradas nas Tabelas V e Vi, revelam que na reutilizagao da urease
imobilizada hd uma redugdo na atividade de aproximadamente 80%, tanto na
reutilizacéo realizada no mesme dia, como na reutilizag@o das amostras de urease
imobilizada guardadas por 2 dias na geladeira. Neste caso, pode-se dizer que na
reutilizacdo, n3o ha relagdo do tempo de estocagem com a redugdo de atividade da
urease imobilizada.

Deve-se mencionar que, para a reutilizacéo da urease imobilizada, apés a
sua primeira determinac&o de atividade, a amostra de urease imobilizada é filtrada
para separa-la do meio reacional e lavada com agua destilada. Desta maneira, 0 que
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pode ocorrer € a retirada de alguma enzima gue esteja fracamente aderida na
superficie da crisctila, pois a lavagem neste caso & mais forte se comparada ¢com as
lavagens das amaostras de crisotila/urease realizadas nos experimentos de adsorgao,
qgue foram mais brandas.

A Tabela VIl mostra a variago de atividade da urease imobilizada em
crisotila em relagdo ao tempo de estocagem, e obteve-se uma reducdo na atividade de
aproximadamente 80%, num periodo de estocagem de 7 dias. Isto significa que a
urease imobilizada em crisotila ndo mantém a estabilidade quando estocada. Neste
caso, a redugdo na atividade da urease imobilizada que foi estocada na geladeira por 7
dias, pode ser atribuida a alta razio da area superficial/concentracio inicial de enzima
e também em relacdo ao tempo de estocagem. Desta forma, estas condigbes
favoreceriam a enzima a estabelecer uma conformagao desenrolada, e com isto uma
consequente perda de atividade.

A figura @ mostra a variagdo de atividade da urease imobilizada, num
tempo de reacdo de 24 horas para cada determinagdo, em fungdo do numero de
reutilizagbes. Os resultados mostraram que a atividade da urease imobilizada esta
relacionada com o tipo de tratamento feito na crisotila, isto é, a urease imobilizada em
crisotila sem tratamento com tampao acetato apresentou os melhores resultados de
atividade da enzima. Observa-se que ha um decréscimo na atividade enzimatica
considerando o tratamento feito na crisotila. Isto significa, que embora a afinidade da
enzima para a superficie da crisotila nos diferentes tratamentos seja aproximadamente
a mesma, ha um refiexo no subsequente comportamento do complexo enzimatico.
Observa-se tambem, que ha um decréscimo de atividade da urease imobilizada com o
numero de reutilizagbes. Conforme mostra a figura 9, n&o foram feitos outros
experimentos de reutilizacbes das amostras de crisotila/urease além do que &
mostrado, pois os valores obtides de atividade enzimatica estdo muito proximos do
valor obtido para o controle, isto €, a amostra de crisotila sem urease adsorvida.

Para comparagao, pode-se citar o estudo de adsorgio de urease
realizado por Gianfreda e colaboradores (11} onde a atividade especifica da urease
imobilizada em montmorilonita e complexo montmorilonita-Al(OH)y é relativamente alta
(71 e 64% respectivamente), quando comparado com a enzima livre. Por outro lado a
atividade especifica da urease adsorvida em hidroxido de aluminio (15%) foi
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consideravelmente reduzida. Foi mosirado também que cobrindo as superficies de
montmorilonita com diferentes quantidades de espécies de OH-Al reduz a guantidade
bem como a atividade da enzima adsorvida, mostrando que modificagdes na superficie
do suporte, alteram a quantidade de enzima adsorvida, bem como a sua atividade.
Neste trabalho, ndo é estudado a reutilizagdo da urease imobilizada,

Em trabalho realizado por Krajewska e colaboradores (109) de urease
imobiiizada via ligagdo covalente em membranas de quitosana pré-tratadas com
glutaraldeido, foi mostrado que a urease imobilizada perde atividade depois de 9 ciclos
de reutilizagdo. A secagem da membrana depois de cada utilizagdo, acelera
consideraveimente o processo de decréscimo da atividade.

Com referéncia a reutilizagdo de enzimas imobilizadas ha um estudo de
urease imobilizada por adsorg&o em oxido de titanio com tamanho de poro controlado
(30) e foi obtido que a meia-vida da urease adsorvida é de 10 dias.

Por outro lado, a urease imobilizada num sistema carboximetilcelulose-
gelatina (97), mostra uma atividade relativa (%) em relagéo a urease livre de 40% a 20%
e n&ao ha diferenga na atividade relativa da enzima imobilizada entre a primeira e a
vigésima utilizagdo, tornando este sistema viavel devido ao baixo custo do suporte e
alto numero de reutilizagbes.

Um outro exemplo da literatura (110} utiliza urease imobilizada em géis de
gelatina-poliacrilamida, e mostra uma atividade maxima na ordem de 75% e 80% que
foi obtido no inicio dos experimentos de reutilizagdes, e foi observado que apés 20
reutilizagbes a atividade relativa decresce para 30% e 71%, conforme a razéo de
poliacrilamida/gelatina. Os autores consideram que esta perda de atividade pode ser
atribuida a mudangas estruturais na enzima durante a imobilizagdo e o possivel
decréscimo da velocidade de reagdo devido ao aumento na concentragdo do produto
entre oS poros.

A variagéo de atividade do extrato soluvel de invertase imobilizado em
crisotila em fungéo da reutilizagéo e tempo de estocagem, sd0 mostrados na figura 13.
Os resultados mostram uma maior atividade para amostras com menor massa de
crisotila e quantidade de proteina imobilizada. Isto evidencia a influéncia do suporte na
atividade do extrato soluvel de invertase imaobilizado. Também, ocorre uma redugao na
atividade do extrato soluvel de invertase imobilizado quando as amostras sao
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reutilizadas e com o tempo de estocagem. Comparando-se a atividade do extrato
sollvel de invertase imobilizado com a atividade do extrato soluvel de invertase livre,
embora estejam em quantidades de proteina diferentes, observa-se uma redugao na
atividade do extrato scolavel de invertase imobilizado. Em termos de atividade relativa
(%) das amostras de crisotila/extrato soluvel de invertase mostradas na figura 13,
representam 34,5% (amostras b) e 19% (amostras ¢), quando comparadas com a
atividade do exirato soiuvel de invertase livre.

Recentemente, Gianfreda e colaboradores (11!} mostraram que gquando
moléculas de invertase sao adicionadas diretamente em montmoriionitas e adsorvidas,
ocorre uma reducgdo significante de atividade da enzima (4,2-12% da atividade
especifica da invertase iivre).

Para comparagdc com o0s experimentos de reutilizag&o de invertase
imobilizada, a literatura (98) mostra filmes de poliester cobertos com gelatina fotogréfica
contendo invertase imobilizada e foi obtido uma atividade relativa (%) menor para a
invertase imobilizada, podendo ser reutilizada muitas vezes sem perda de atividade
nas reutilizagdes.

Resumindo, os resultados obtidos neste trabalho referentes a atividade da
urease e extrato soluvel de invertase imobilizados em crisotila, observa-se que a
atividade especifica do extrato sollvel de invertase adsorvide em crisotila representa
34,5%-19% quando comparado com a enzima livre, calculado a partir da figura 13; e a
atividade especifica da urease imobilizada em crisotila representa de 4%-1% quando
comparado com a urease livre. As diferencas na atividade das enzimas sdo dificeis de
explicar, mas & possivel que diferentes mecanismos de adsorgac estejam envolvidos
com as enzimas e a crisotila. Em relagao a reutilizacao, os resultados mostraram que
ambas enzimas imobilizadas em crisotila podem ser reutilizadas. Concluindo, o sistema
crisotilafenzima utilizado neste trabalho, & comparavel com outros sistemas
suporte/fenzima e com os diferentes métodos de imobilizagao relatados na literatura.
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6- Conclusbes

A crisotila adsorve as enzimas urease e extrato soluvei de invertase. O
procedimento proposto para a imobilizagdo de enzimas em crisotila é simples e
eficiente. Estas enzimas imobilizadas em crisotila mantém uma certa atividade
enzimatica, e uma caracteristica importante é que elas podem ser reutilizadas.

- Adsorgéo de enzimas pela crisotila.

Os estudos de cinética de adsorgéo da urease em crisotila mostram que o
tempo minimo necessario para que se atinja o equilibrio é de 1 hora; e a cinética de
adsorgdo do extrato solivel de invertase é rdpida, e num tempo de 5 minutos o
equilibrio ja foi atingido.

A quantidade de urease adsorvida aumenta ligeiramente com o aumento
de massa da crisotila. Contudo, a quantidade de urease adsorvida por unidade de
massa diminui, o que mostra que o sistema crisotila/urease ndo se comporta como um
sistema classico de adsor¢do. A adsorgdo de urease pela crisotila nos diferentes meios
aquosos utilizados, tanto para urease em meio de agua deionizada como para urease
em meio tampéo tris/HCI pH 8,0, mostra o mesmo comportamento na adsorcdo. E
importante salientar, que no ha dessorgéo da urease imobilizada em crisotila.

A quantidade do extrato soitvel de invertase adsorvido varia pouco com o
aumento de massa da crisotila. Contudo, a quantidade do extrato soluvel de invertase
adsorvido por unidade de massa diminui até permanecer constante, o que mostra
também, que o sistema crisotila/invertase ndo se comporta como um sistema classico
de adsorgdo. Observa-se o mesmo comportamento de adsorcao utilizando-se crisotila
com os diferentes tratamentos, isto &, crisotila com o tratamento com o tampéo
acético/acetato e sem o tratamento com o tamp#o. E importante salientar, que hé
apenas uma pequena dessorgdo do extrato solivel de invertase adsorvide na crisotiia.

A isoterma de adsorg@o de urease em crisotila mostra que ndo ha
saturagdo mesmo na maior concentragdo de urease utilizada: e mostra um
compartamento linear da quantidade de urease adsorvida, o que significa que a
guantidade de urease adsorvida € uma fungdo da concentracdo da urease adicionada.
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Observa-se também, o mesmo comportamento de adsorgao utilizando-se os diferentes
meios aquoses, agua deionizada e tris/fHC| pH 8,0.

- Atividade enzimatica das enzimas imobilizadas em crisotila.

Ambas as enzimas imobilizadas apresentaram atividade, A atividade
especifica da urease imobilizada representa 4%-1% quando comparade com a urease
livre; e a atividade especifica do extrato soluvel de invertase imobilizado representa
34,5%-19% quando comparado com a enzima livre.

A reutilizag@o da crisotila/urease apresenta uma redugéo na atividade de
aproximadamente 80%, tanto para a reutilizagéo imediata bem como para a reutitizagao
apos 2 dias.

A urease imobilizada na crisotila sem tratamento com tampé&o acetato
apresentou uma maior atividade, que corresponde a aproximadamente 1,5 vezes ¢ 3
vezes maior, quando comparado com a atividade da urease imobilizada em crisotila
com tratamento com o tampao acetato e com urease em meio tampao tris/HC| pH 8,0,
imobilizada em crisotila sem tratamento com ¢ tampé&o acetato, respectivamente. Nas
reutilizagbes destas amostras de crisotila/urease, para todos os casos, ocorre reducéo
na atividade da urease adsorvida em crisotila.

Quanto a estabilidade da urease imobilizada em crisotila, em relacio ao
tempo de estocagem, foi mostrado que num periodo de estocagem de 7 dias ha uma
reducao na atividade da urease imobilizada de aproximadamente 80%.

Pela determinagdo da atividade do extrato soluvel de invertase
imobilizado em crisotila, obteve-se que a atividade diminui com o numero de
reutilizacdes e com o tempo de estocagem.
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