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Introducao

O uso de enzimas na quimica organica
como biocatalisadores vem aumentando nos ultimos
tempos. Isso se da ao fato de oferecerem reagoes
em condigbes mais brandas (como temperatura e
pH fisiolégicos, serem biodegradaveis e possuirem
alta atividade e grande quimio-, regio- e estéreo-
seletividade). Entretanto, a reutilizagdo das enzimas
se torna dificil devido a sua baixa estabilidade ao
processo, que aliado ao fato de geralmente
possuirem preco elevado, faz com que a procura de
métodos de imobilizagdo seja um dos objetivos da
biotecnologia.

Existem diversos métodos de imobilizagao
de enzimas, mas um vem recebendo grande
atengéo, o agregado com ligagbes cruzadas (Cross-
Linked Enzyme Aggregate — CLEA). E um método
muito simples, que consiste na ligagdo covalente
cruzada de uma enzima precipitada (ndo é
necessaria a cristalizagéo).

Resultados e Discussao

O preparo dos CLEAs é feito e dissolvendo-
se 0,5 mg da fosfolipase A, em 1 mL de tampao
TRIS-HCI (10mM) pH 8.0. Ap6és completa dissolugao
da enzima, adiciona-se 0,5 mL do precipitante, que é
mantido por agitagdo magnética por 40 minutos,
para formagdo do agregado enzimatico. Quando o
CLEA é feito com o adicionante, a enzima é
dissolvida na presenca de 10 mg de TRITON-X100
ou 0,5 mL de polietilenodiimina (PEI). Apds a
formagdo do agregado, € adicionado 100 pL de
solucdo aquosa 25% de glutaraldeido. A reagao é
deixada a noite  sob agitagdo a temperatura
ambiente.

Entdo, a solugao é centrifugada a 500 rpm,
18 °C e 10 minutos, o sobrenadante é retirado, o
CLEA ¢é re-suspenso em tampao TRIS-HCI e
novamente centrifugado. Esse procedimento trés
vezes e o CLEA, guardado em geladeira.

As enzimas utilizadas no trabalho foram
purificadas a partir do veneno das serpentes:
Crotalus durissus terrificus, Crotalus durissus
colillineatus, Bothrops alternatus, Botrhops jararaca
e Botrhps jararacussu.

Os ensaios de atividade enzimatica foram
feitos utilizando a hidrélise do acido 4-nitro-3-
(octanoiloxi)benzoico, monltorada por U.V. a 425
nm, seguindo Holzer e Mackessy.

Figura 1. Formagao do CLEA.
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Tabela 1. Valores das Atividades dos Agregados quando
comparados a enzima livre.

Precipitante Adicionante  Atividade

- 107%

Sulfato de Ambnio  TRITON X-100 67%
PEI 16%

- 93%

PEG600 TRITON X-100 45%
PEI 0%

- 42%

DME TRITON X-100 22%
PEI 6%

- 22%
Acetona TRITON X-100 0%
PEI 4%

A partir dos resultados, pode-se observar
que o tipo de precipitante e adicionante influenciam
na atividade do CLEA formado. Sendo os melhores
resultados obtidos com Sulfato de Amoénio (que
ocorre hiperatividade) e PEG600, sem adicionante.

Conclusoes

Com as andlises de atividade, pode-se
observar hiperatividade do CLEA em sulfato de
amoénio, o que pode ser muito Util em reacdes de
biocatélise.
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