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Introducao

Diversos tipos de suportes inorganicos tem sido estudados como forma
de uma constante otimizacao no processo de imobilizacao de enzimas. As
argilas, se mostram promissoras por possuirem uma Série de
propriedades interessantes, como suas grandes areas especificas. Além
de modificacdes quimicas, com variados compostos, pesquisam-se
técnicas para melhorias de suas propriedades fisicas. Uma delas é o uso
de sonicacao, através de ulrasom. Como consequéncia, sao geradas
mudancas na organizacao lamelar das argilas e de suas respectivas areas
especificas, também conhecidas como “esfoliacao™. Neste trabalho, foi
realizado um estudo comparativo da eficacia do tratamento de sonicacao
da argila montmorilonita (MMT K 10), para a posterior imobilizacao de
enzima lipase na mesma. Foram comparados 0 uso de suportes com e
sem sonicacao, imobilizados através dos métodos de adsorcao fisica e
ligacao covalente?.

Tabela 3.

Areas

especificas da

montmorilonita K 10 obtidas por BET, em

Amostra Area Especifica (m2/g)

MMT K 10 comercial 201
MMT K 10 sonicada 183
MMT K 10 sonicada imob 100
MMT K 10 comercial APTES/ 72

lut

MT K 10 sonicada APTES/ 50*

lut

MT K 10 comercial APTES/ 67

lut iﬁ.PsrBro da margem de erro da analise (2 nm?4g para mais ou para menos).
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ll.-:llg éb Difratogramas Qe raio - X :istrando mudancas pouco ,

001

[Hareldnde (Ua.;

R —— MMT K10 son/APTE Siglut./enz.
5D —— MMT K10 sonJAPTE Sight.

oo - 8,86
3500 4
:Ill:ll—-

I it

] 2 L | i ] 1D 12 i1 15 1 Fi ] 22
28 (graug)

Figura 3. Imagens de Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) da MMT
K10 apds diferentes tratamentos fisicos e quimicos. A insercao dos
compostos APTES e glutaraldeido, bem como a presenca de lipase geram

Meto d (o) lo g sonicacao, imobilizada pelo método da ligacao covalente.
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- Agitacao mecanica da solucao por 8h Bt
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diferentes sitios da estrutura da

Biglfc 30 covalente: a ligacdo entre a enzima e o suporte ocorre
através de compostos intermediarios que promovem ligacdes quimicas
covalentes.

Resultados e Discussao

A atividade cataliica da enzima imobilizada foi determinada
através da reacao de hidrdlise do composto p-nitrofenilpalmitato em p-
nitrofenol, através de espectrofotometro, absorcao em 410 nm. A
determinacao da quantidade de proteina imobilizada foi realizada
conforme o método de Bradford. Uma unidade enzimatica (U) ficou
definida como sendo a quantidade de enzima que forma 1 umol de p-
nitrofenol por hora de reacao.

Tabela 1. Atividade enzimatica da lipase imobilizada
em argila sem tratamento de sonicacao.

Suporte Proteina Atividade no | Eficiéncia
imobilizada suporte (%)
(%) (U)
MMT nat sem glut 0 0 0,00
MMT calc sem glut 54 0,42 0,44
MMT calc com glut 56,33 2,02 6,15
MMT calc /APTES / 44 2,06 7,44
g lut

MMT= montmorilonita K10 calc= calcinada glut= glutaraldeido nat=natural

Tabela 2. Atividade enzimatica da lipase imobilizada
em argila com tratamento de sonicacao.

Suporte Proteina Atividade no Eficiéncia
imobilizada suporte (%)
(%) (U)
MMT son 0 1,32 3,13
MMT son glut 0 0,17 1,29
MMT son/APTES /glut 58 1,22 5,95

son= sonicada

MMT K 10 son APTES /glu
imob

Analise do comportamento térmico das amostras através de Analise
Termogravimétrica (TGA), e por Calorimetria Diferencial de

Varredura: :
Tabela 4. Perdas de massa e suas respectivas

temperaturas de acordo com a derivada da TGA (DTG).

Amostra Temperatura Perda de massa | Perda de . 2i
(°C) %) Inassatotall Figura 5. Analise
%) Termogravimétrica
MMT nat 50 14 18
20-630 4 e
MMT son 55 5 9 TGA MMTKhozﬁﬂ;ﬁZdz'mo
95_\\ T K10 sonicada APTES/gut mob
55-630 4 ~
MMT sonicada imob 53 7 12 % %0
53-630 5 g 85- S
MMT son APTES /glut 62 2 22 £ =
62-815 15
754 -
815 5 —_— .
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MMT son/APTES /glut 51 3 24 Temperatura {C)
imob 51-817 15
817 6
Flgu a J. cawvinicOro anrartcrot varTcouora \Low ). As

amostras MMT K 10 son e MMT K10 son imob
apresentaram curvas com perfil semelhante, sem nenhum
evento endotérmico ou exotérmico significativo. As
amostras MMT K10 APTES/glut e MMT K 10 APTES/glut
imob apresentaram um pico exotérmico a 820 °C
correspondente a oxidacao e volatilizacao do produto de
oxidacao da matéria organica degradada oclusa na

amostras.

Fluxo de calor (W/g)
X o N} IS o

Temperatura ( °C)

Conclus

Os melhores resultadoP&® imobilizacdo foram obtidos em
suportes sem tratamento de sonicacao, pelo método da ligacao
covalente (APTES/glut). Nao foi obtido um aumento das areas
especificas da MMT K10 apds a sonicacao, como era esperado. 1sso
pode ser justificado pelo efeito da cavitacao?, ou secagem do material
em temperaturas excessivas, gerando uma colapsacao de suas
lamelas. No entanto, através dos ensaios das atividades e das
diversas caracterizacoes ficou provado a presenca de enzima
iImobilizada nas amostras. Agradecimentos
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