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Técnicas de Imobilizacao
de Enzimas

Kdtia F Fernandes, Claudinei S. Lima & Flavio M. Lopes

Aimobilizacdo de enzimas constitui uma das areas da tecnologia enzimatica que retine
um conjunto de técnicas atraves das quais esses catalisadores podem ser utilizados repetida
e continuamente. O principal objetivo de se imobilizar enzimas € obter maiores vantagens
no uso de enzimas em contraposicdo as desvantagens de alto custo e baixa estabilidade
das preparagdes. Varios métodos de imobilizacdo sdo conhecidos, e neste trabalho, alguns
métodos classicos séo descritos e analisados.
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Enzyme immobilization is a field of the enzymatic technology that utilizes techniques
which permit enzymes to be repeatedly and continuously used. The principal interest in
enzyme immobilization is to increase the advantages inherent in the use of these catalysts
while decreasing the disadvantage of high cost and low stability. There are several methods
used for enzyme immobilization and those more widely applied are described.
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Introducéo

A historia de enzimologia, a ciéncia que estuda as
enzimas, se confunda com a historia da bioquimica.
Ambas tiveram seu inicio no século dezenove, com as
investigacBes pioneiras sobre os processos de fermentacéo
e digestdo. A primeira Teoria Geral de Catalise Quimica
foi postulada pelo quimico Jacob J. Berzelius, em 1835,
partindo da observac&o de que extratos de malte, chamados
na época de “diastase” e que hoje se sabe contém uma
mistura de amilases, catalisava a hidrolise de amido mais
eficientemente do que acido sulfurico.

Quase dois séculos depois, a quimica continua a
ser o sustenticulo para a elucidagcdo dos mecanismos
envolvidos na catalise enzimatica. Por outro lado, a
complexidade e grande numero de reagdes ocorrendo
simultaneamente nos sistemas vivos fazem da bioquimica
um instrumento essencial para a compreensdo das
implicacdes biologicas dessas reacdes. A expansdo do
conhecimento e aplicacdes desse tipo de catélise nos dias
atuais, com todas as vantagens que lhe séo inerentes, tem
convocado a participagdo cada vez mais efetiva daqueles
que dettm o conhecimento das ciéncias quimicas e
bioguimicas, para solucdo de alguns problemas.

Por definicdo, enzimas sdo proteinas que tem,
por caracteristica funcional, a capacidade de catalisar
reagdes. Estes catalisadores bioldgicos que apresentam
uma alta especificidade pela rea¢do que catalisam. Tal
caracteristica, aliada ao fato de que enzimas operam
em condicOes de reacdo amenas, tais como pH neutro,
pressdo atmosférica e temperaturas proximas a do
ambiente, desde longa data atrairam a atengdo de muitos
pesquisadores e industriais para o desenvolvimento de
processos utilizando esses catalisadores?. No entanto,
um dos entraves para o seu uso disseminado reside no
custo de obtengdo ¢ purificagdo, assim como na baixa
estabilidade das enzimas em solucdo, o que encarece 0
processo e, portanto, o produto final. Recentemente, a
busca por tecnologias utilizando enzimas vem recebendo
novo impulso, no intuito de atender as normas 1SO 9000
e 14000, que estabelecem padrBes de qualidade para
produtos e ddo énfase a0 menor consumo energético e
baixo impacto ambiental dos processos?.

Neste contexto, uma das técnicas poderosas, que vém
sendo empregadas no sentido de explorar as vantagens

54 Revista Processos Quimicos

da catalise enzimatica e de minimizar suas desvantagens,
é a imobilizacéo de enzimas.

Uma das definigdes mais abrangentes de enzimas
imobilizadas é a que considera imobilizadas “enzimas
que estdo fisicamente confinadas, ou localizadas em certa
regido definida do espago, com retencao de suas atividades
cataliticas, e que podem ser usadas repetidamente e
continuamente™,

Como descrito por Kennedy e White*, o primeiro
relato sobre a imobilizacdo de enzimas foi de Nelson
e Griffin que, em 1916, verificaram que invertase
adsorvida em carvdo ativado mantinha sua atividade
e ndo era retirada com as lavagens. Desde esta época,
varios métodos de imobilizagdo foram desenvolvidos.
E preciso ter em mente o sistema onde a enzima
imobilizada serd utilizada no momento da escolha do
método de imobilizacdo, uma vez que cada método traz
em si limitacBes que precisam ser consideradas. A ligacao
de enzimas a suportes insollveis é 0 método mais antigo
e mais utilizado para imobilizacdo* e, apesar de existir
atualmente uma diversidade muito grande de métodos, a
presente revisdo enfatizard os métodos mais classicos.

Meétodos para imobilizacédo de enzimas

Ha varios meios de se classificar os métodos
utilizados para imobilizar enzimas. Kennedy & White*
propuseram uma classificagdo que combina a natureza da
interacdo responsavel pela imobilizagdo com a natureza
do suporte utilizado (Figura 1). Nessa classificacdo,
0 termo enzimas sollveis designa 0s métodos em que
a enzima permanece na mesma fase em que estdo os
substratos (reagentes) e os produtos da reagdo, enquanto
o termo enzimas insoluveis designa aquelas que, apos
imobilizagdo em material sélido, passam a constituir fase
diferente do meio de reacdo, geralmente liquido.

[ metodos de Imobilizagao |
I

1
| Métodos para Enzimas Soluveis |

[
| Métodos para Enzimas Insoluveisl
I

! — —
|Aprisionamenlo| | Com derivagéol | Sem derivagéol
[ e H{ Fba ]
Micro-capsula

I6nica
Covalente

Figura 1. Classificagdo dos Métodos de Imobilizagdo®.
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Métodos para imobilizacéo de enzimas solUveis

Nestes métodos, as enzimas mantém sua solubilidade
inalterada e sdo separadas do restante da solucédo
por membranas semipermeaveis, fibras porosas ou
membranas de ultrafiltragdo. De modo geral, neste
processo ocorre a contencdo da enzima livre em uma
camara ou compartimento, através do qual o substrato
(reagente) passa e é convertido em produto. Deste modo,
é possivel utilizar continuamente a enzima, na sua forma
nativa, por periodos prolongados de tempo. As membranas
utilizadas neste tipo de imobiliza¢do variam muito em sua
composi¢do quimica e tamanho de poro, podendo ser de
natureza quimica bem simples como as de policarbonato®
(Figura 2) ou mais complexas como as de compdsitos de
6xido de aluminio/polietilenoimina/polianilina®.

() : ‘)’GDQ
09 ) o
°0 892 ° °
*] Q
? s °
Membrana

Figura 2. Membrana de Policarbonato fazendo a separacdo
de compartimento - Compartimento A: Enzima e substrato;
Compartimento B: saida do produto®.

Imobilizacido sem modificacdo quimica da enzima
Neste método a enzima nativa é aprisionada em uma
camara por uma membrana ou fibra, que sdo impermeaveis
a molécula de enzima, mas sdo amplamente permedaveis
as moléculas de substrato ou produto®. Trata-se de uma
técnica extremamente simples, em que a enzima nao
sofre qualquer alteracdo em seu micro-ambiente. No
entanto, ha algumas restricdes a sua ampla aplicagéo,
uma vez que os produtos da reacdo devem ser moléculas
pequenas, capazes de passar através dos poros do sistema.

Imobilizacdo com modificacio quimica da enzima
Este método consiste primariamente em modificar
quimicamente a molécula de enzima, através da ligagao
de compostos de massa molar variada sem, no entanto,
alterar a solubilidade da enzima nativa ou sua atividade
catalitica. Deste modo, a enzima modificada adquire
massa molar e didmetro maior, permitindo a sua retencéo
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com o uso de membranas com porosidade elevada, as
quais facilitam o processo de difuséo entre os ambientes,
seja do substrato, seja do produto.

Meétodos para Preparacdo de Enzimas InsollUveis

Nos métodos de enzima insoltvel, a enzima sofrerd
modificagdo em sua solubilidade, passando a operar em
fase diferente daquela do solvente, onde estardo presentes
0s substratos e para onde, via de regra, deverdo retornar
os produtos da reacdo. Nestes métodos, a molécula de
enzima sofre tanto modificagdo quimica como no seu
microambiente.

Aprisionamento

O método de aprisionamento consiste em aprisionar
ou enclausurar a molécula de enzima dentro de uma
matriz polimérica, de forma que seja possivel a entrada
do substrato e saida do produto, mas nao da enzima. O
método se subdivide, de acordo com o material utilizado,
em aprisionamento em gel, onde s&o usados materiais tais
como o agar’, poliacrilamida®®, gelatinal®!' e alginato®**2
(Figura 3), e aprisionamento em fibra (Figura 4) em que o
acetato de celulose é um exemplo tipico®**4, Uma terceira
subdivisdo diz respeito ao aprisionamento em nano/
microcapsulas®® (Figura 5), onde as enzimas sdo retidas
dentro de membranas poliméricas, preparadas a partir
de material semi-permeavel que permitem a difusdo do
substrato e do produto’®7.
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Figura 3. Formacéo do gel de alginato de calcio: (a) homopolimeros
de unidade de &acido gulurénico em solucédo; (b) ligagdo entre as
cadeias homopoliméricas através dos fons calcio situados entre os
grupos com carga negativa aprisionando a enzima no interior da
matriz; (c) formacéo da rede de gel com cadeias homopoliméricas
com enzimas aprisionadas*?.
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Figura 4. Aprisionamento em fibras.

Ligacéo ao suporte

O método consiste na ligagdo da enzima a suportes
insoltveis, gerando assim uma segunda fase diferente do
meio reacional, onde a enzima se encontra fixada, e pode
ser subclassificado de acordo com o tipo de ligagdo da
enzima com o suporte.

Luz UV (365 nm)

Solugdo de PEG-DA

Foto-polimerizagio
Nanoparticulas de PEG-DA

Figura 5. Preparacdo de nanoparticulas de hidrogel. Nanoparticulas
contendo solucéo de Poli(etileno glicol) - Diacrilato (PEG-DA)®.

Ligacéo ao suporte por adsorgéo

Neste método de imobilizagdo, grupos superficiais do
suporte interagem com grupos de superficie da enzima,
através de atracOes eletrostaticas ou dipolares (forcas de
van der Waals) ou ainda pontes de hidrogénio®®. O tipo
predominante de interacdo depende da natureza quimica
e propriedades superficiais do suporte e da enzima em
questdo®®. A técnica, relativamente simples, consiste
basicamente na mistura do suporte insoltvel a solugdo de
enzima, sob condicdes apropriadas, seguida da separacéo do
suporte contendo a enzima adsorvida do meio de reacéo.

Considerando as forgas envolvidas no processo de
adsor¢ao, podemos inferir que a eficiéncia deste método
depende de variaveis tais como pH, forca idnica do
meio e a natureza do solvente empregado, bem como
da relagéo entre a concentracdo da enzima e do suporte.
Assim sendo, ap6s imobilizagdo € necessario um cuidado
especial para que as condigdes 6timas de imobilizacdo
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sejam mantidas, para que o sistema se mantenha
inalterado, o que, de certa forma, limita a aplicagdo
destes sistemas?®. Apesar disto, a simplicidade e rapidez
desta técnica preserva seu uso nos dias atuais com vastos
exemplos de enzimas imobilizadas por adsor¢do®.

Ligacdo l6nica

No método de imobilizagdo por forga iénica, o suporte
possui grupos funcionais ionizaveis caracteristicos, 0s
quais irdo interagir especificamente com grupos da enzima.
No processo, é possivel que algum tipo de adsorcdo ocorra
simultaneamente. Entretanto, a forca da interacdo iénica é
maior do que a de adsorcdo e, portanto, prevalece.

Para se obter o maximo de eficiéncia neste método,
é necessario cuidado na escolha da solugdo i6nica com
propriedades tamponantes que sera 0 meio para a enzima
a ser ligada, de forma que seja compativel com o suporte
e favoreca a substituicdo dos ions deste pelos grupos
ionizados da enzimat®.

De modo semelhante ao que ocorre com as
preparacfes de enzimas imobilizadas por adsorcéo,
as condi¢cdes Otimas de imobilizagdo devem ser
continuamente monitoradas a fim de se preservar a
integridade do sistema, em especial o pH e forca idnica
do meio onde a preparacéo serd utilizada, o que também
serve como limitante para a aplicagdo destes sistemas?-%,

Este método tem sido frequentemente utilizado na
construgdo de biossensores em que a polianilina atua
como polimero condutor depositado sobre o eletrodo
(carbono vitreo, platina, ouro). A sintese de polianilina
feita eletroquimicamente resulta em polimero carregado
positivamente. Assim, a enzima podera interagir
ionicamente com o polimero em valores de pH abaixo do
valor do pI*° (Figura 6).
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Figura 6. Imobilizagdo por interagdo idnica em polianilina
negativamente carregada®.

Ligacéo covalente ao suporte

A imobilizagdo de enzimas através da formagdo de
ligacbes covalentes entre um grupo ligante da enzima e
0 suporte insolGvel é um dos métodos mais largamente
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utilizados e investigados?®%®, Este método emprega 0s
mais variados tipos de ligacdo, sendo possivel imobilizar
uma enzima através de qualquer um de seus grupos
superficiais reativos. Assim sendo, hd uma gama imensa
de reacdes que podem ser utilizadas para imobilizacdo
via ligacdo covalente3-%,

Cuidado especial deve ser tomado para que grupos
importantes para o desempenho da atividade catalitica
n&o sejam envolvidos na formagéo da ligacdo covalente
entre enzima e suporte, 0 que teria como consequéncia
uma enzima retida desprovida de atividade.

Inconvenientes desta técnica incluem as condicdes
mais drasticas e maior nimero de etapas de reacdo e,
consequentemente, mais tempo para sua realizacdo. No
entanto, uma vez imobilizada adequadamente, essas
preparacOes apresentam grande estabilidade, de forma
que somente alteracfes muito drésticas no meio serdo
capazes de interferir neste tipo de ligacdo®.

Um dos métodos mais largamente utilizados para
imobilizacdo por ligacdo covalente € o uso de vidro ou
materiais derivados de silica. Nestes materiais € comum
o tratamento para ampliacdo da quantidade de grupos
reativos através de silanizagdo, seguida de introducéo do
braco espacador de glutaraldeido que atuard como ponto
de ligacdo para e enzima® (Figura 7).

Figura 7. Imobilizacdo covalente de Xerogel Organicamente
Modificado (OMX) por multipontos®.

Ligacé@o Cruzada ou Cross-linking

A insolubiliza¢do de enzimas por este método envolve
a formacdo de ligacdo covalente entre moléculas de
enzima e reagentes bifuncionais de baixa massa molar,
formando agregados unidos por ligagdes intermoleculares.
Varios meios distintos sdo disponiveis para 0 preparo
de derivados insollveis de enzimas por ligacdo cruzada,
usando reagentes bifuncionais de baixa massa molar*-,
O sucesso da reacao depende das condicdes experimentais
e varia de acordo com a enzima e o0 reagente escolhido.
Dentre os diversos reagentes bifuncionais existentes,
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destacamos o glutaraldeido como o reagente de primeira
escolha, que continua a ser frequentemente utilizado nos
dias atuais em funcao de sua rapida reagdo com 0s grupos
amino superficiais na molécula de enzima®“. Outro
reagente muito utilizado é a carbodiimida em fungéo de
sua facil reacdo com grupos carboxilas*,®. O carater
reversivel ou ndo das reacdes de imobilizag¢do por ligacéo
cruzada e, portanto, a estabilidade da ligacdo obtida,
depende do tipo de reagente bifuncional®.

Um aspecto importante a ser ressaltado é o fato de
que o método de ligagdo cruzada, tal qual descrito aqui,
ndo envolve a associacdo da enzima com um suporte
solido. O produto da ligagdo de varias moléculas de
enzimas através de reagentes bifuncionais é que se torna
insolivel e precipita, formando um agregado sdlido
cataliticamente ativo (Figura 8).

Figura 8. Imobilizagdo por ligagdo cruzada “Cross-linking”

A Escolha do Método de Imobilizacéo

A escolha do método de imobilizacdo a ser utilizado
para a imobilizacdo de uma determinada enzima passa,
necessariamente, por uma analise da aplicacdo a que
se destina o sistema contendo a enzima imobilizada.
Uma vez definida a aplicagdo e, portanto, as condigdes
operacionais onde a enzima deverd atuar, podem-se
entdo avaliar, dentre as técnicas disponiveis, aquela que
melhor se adeque as necessidades exigidas. Isso posto, é
importante avaliar 0 tempo e 0s custos necessarios para
se viabilizar o método de imobiliza¢do escolhido, uma
vez que tais parametros irdo se refletir no processo e,
portanto, nos custos do produto final.
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