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Introducao |

A aplicacdo de enzimas em processos industriais
torna-se mais atrativa quando o catalisador pode ser
imobilizado em um suporte inerte ao meio reacional,
possibilitando sua facil separacao apds a reagao,
além de conferir maior estabilidade ao catalisador,
permitindo também que ela possa ser reutilizada em
varios ciclos experimentais. Uma das técnicas de
imobilizagdo, ligagdo cruzada, apresenta varias
vantagens frente aos demais métodos existentes,
como exemplo o fato de a enzima ficar ligada ao
suporte por ligagdo quimica covalente dificultando
seu arraste do suporte por mecanismos de difusao
ou advecg¢ao do meio reagente.

Em se tratando de suportes para essa imobilizacao,
a quitosana vem sendo aplicada em alguns
trabalhos'?, sendo esse um biopolimero, obtido a
partir da quitina, bastante abundante na natureza,
estando somente abaixo da celulose em termos de
disponibilidade. Estudos demonstram que esse
biopolimero pode ser utilizado para confec¢do de
suportes enzimaticos obtidos por ligacdo cruzada,
uma vez que apresentam grupos amino na
estrutura, necessarios para realizacdo das ligacdes
cruzadas. A otimizagdo deste processo é importante
para que este suporte enzimético seja aplicado em
reacOes de oxidacao de matéria orgéanica.

O objetivo desse trabalho foi otimizar as condicdes
para o processo de imobilizagdo por ligacdes
cruzada entre enzimas lacases e a quitosana que foi
usada como suporte enziméatico nesse estudo.

Resultados e Discussao |

A enzima utilizada foi a lacase Aspergillus sp. obtida
a partir da NOVOZYMES. As capsulas foram
preparadas dissolvendo a quitosana (0,25g) em
solugéo de acido acético 5% (m/v) (12,5mL). O gel
formado foi gotejado com bomba peristaltica em
solugdo de NaOH 2M para precipitagdo das
capsulas. Essas permaneceram em solugédo por 12
horas. Em seguida as capsulas foram separadas e
lavadas com agua deionizada até pH=8,0 e
expostas em solugdo de glutaraldeido para
entrecruzamento, sendo posteriormente
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mergulhadas em solugdo enzimatica em diferentes
condicbes de pH. Os fatores concentragdo de
glutaraldeido (0,5 a 4,5 %), tempo (1,0 2 5,0 h) e pH
(3,5 a 5,5) de imobilizagdo foram avaliados em
relagdo a sua influéncia sobre a atividade enzimatica
do biocatalisador obtido. A combinacdo dos fatores
foi definida através de um planejamento de
experimentos do tipo delineamento compdsito
central rotacional, com repeticdo do ponto central
(DCCR). A atividade enzimatica foi determinada a
partir da reacdo caracteristica com reagente
siringaldazina.

Através dos resultados obtidos pode-se observar
que existem faixas de valores para os fatores
analisados, que exercem significativa influéncia
sobre a atividade da lacase. Com relacdo ao efeito
da concentracdo de glutaraldeido, existe uma
tendéncia para um aumento na atividade da enzima
apés a imobilizacdo quando sdo aplicadas solucdes
de glutaraldeido préximas de 0,5%. Com relagéo ao
pH, pode-se afirmar que dentro da faixa estudada
(3,5 a 5,5), a atividade enzimatica é favorecida nos
valores mais baixos de pH enquanto que para
valores mais elevados existe uma tendéncia a
desnaturagao das proteinas. Com relagdo ao tempo,
verifica-se que intervalos mais curtos aplicados para
0 processo de imobilizacdo (1 hora) apresentam
melhores condi¢cdes para a obtencdo de lacases
imobilizadas com maiores valores de atividade em
relacdo aos experimentos que apresentaram prazos
mais estendidos.

Conclusoes |

Através dos resultados podemos concluir que,
dentre os fatores estudados, as melhores condi¢oes
de imobilizacdo podem ser atingidas em pH acido
(3,5 a 4,0, com reduzida concentragcdo de
glutaraldeido (0,5%) e curto intervalo de tempo de
imobilizacdo (1 horas).
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