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Introducao |

O uso de enzimas em quimica organica
sofre um aumento a cada dia, principalmente por
oferecerem reagBes em condigbes mais brandas
(como temperatura e pH fisioldgicos, serem
biodegradaveis) e possuirem altas quimio-, regio- e
estéreo-seletividades. Entretanto, a reutilizacao das
enzimas se torna dificil sem a sua imobilizacéo.

Dos diversos tipos de imobilizagdo, um vem
recebendo grande atencdo, o agregado enziméatico
unido por ligacBes cruzadas (Cross-Linked Enzyme
Aggregate — CLEA). E um método recente e muito
simples, que consiste na ligagdo covalente cruzada
de uma enzima precipitada (ndo necessita de
cristalizacao).

Dessa forma, o presente trabalho foi
realizado a fim de se estudar o potencial catalitico
das fosfolipase A, (PLA;) do veneno de serpentes
imobilizadas por CLEA.

Resultados e Discussao |

Inicialmente prepara-se 0 CLEA
dissolvendo-se 0,5 mg da PLA, em 1 mL de tampao
TRIS-HCI pH 8.0. Entdo, adiciona-se 0,5 mL de
solucdo de Sulfato de Aménio para formacdo do
agregado enzimético e, 40 min depois, 100 pL de
solucdo aquosa de glutaraldeido, mantida a noite
toda sob agitagdo. Estudos prévios mostraram
serem essas as melhores condi¢cdes de formacédo
do CLEA, com leve aumento da atividade
enzimatica.

As enzimas utilizadas no trabalho foram
purificadas a partir do veneno de serpentes Crotalus
durissus terrificus.

Figura 1. Formacdo do CLEA.
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Apés formado o CLEA, foram feitas as
reacOes de biocatdlise utilizando todo o agregado
formado em 1 mL de tampé&o TRIS-HCI/CaCl,/NaCl
pH 8.0 e 1 mg de substrato dissolvido em 0,5 mL de
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acetonitrila.Também foram feitas reagbes utilizando
a enzima livre, para comparacao.

Os CLEA's formados foram testados e
reutilizados, sendo observado que em até 4 reusos
a atividade enzimatica é mantida.

Os substratos utilizados nas reacbes de
biocatélise foram o binol, tetralol, 1-feniletanol e p-
nitro-1-feniletanol. Esses substratos foram
esterificados formando ésteres com diferentes
tamanhos de cadeia (R).

Tabela 1. Resultados obtidos nas hidrélises dos diferentes
ésteres dos substratos.

Catalisador Substrato R Rendimento e.e.
Binol CH3CO 0 -
CH3CO 45% 16%
Tetralol C,HsCO 40% 3%
CsH.,CO 0 -
CLEA e
. CHsCO ND -
1-feniletanol
C,HsCO 35% 6%
p-NO,-1- CH3CO 49% 5%
feniletanol C,HsCO 40% 6%
Binol CH5CO 0 -
CH5;CO 33% 3%
Tetralol C,HsCO 8% 1%
Enzima CsH,,CO 3% 0
Livre ) CH3CO ND -
1-feniletanol
C,HsCO 20% 3%
p-NO,-1- CH3CO 40% 19%
feniletanol C,HsCO 14% 10%

ND — N&o Detectado

Conclusodes

Os resultados indicam atividade enzimatica.
Ao comparéa-los tanto usando CLEA’s quanto a
PLA, livre nota-se que nas rea¢fes com o agregado
os produtos de hidrélise foram obtidos com maior
e.e. para o acetiltetralol, e as rea¢cdes com a enzima
livre tiveram maior e.e. para o p-Nitro-1feniletanol.
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