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Resumo: A imobilizacdo de enzimas é uma técnica bastante utilizada quando se pretende
obter dos sistemas catalisadores aumento de precisdo e algumas caracteristicas que per-
mitam redugdo de custos, como estabilidade e possibilidade de reutilizagdo do sistema.
Neste trabalho foi desenvolvido um suporte capaz de imobilizar duas classes de enzimas,
sintetizado a partir da hidrazindlise de placas de poli(etileno-tereftalato) (PET), seguida
da sintese de poli(anilina) (PANI) sobre sua superficie. Esse material foi caracterizado por
infravermelho de reflectancia e fotomicrografia 6ptica e, em seguida, submetido a testes
de imobilizagdo com as enzimas horseradish peroxidase (HRP, EC 1.11.1.7) e tripsina (EC
3.4.21.4). Os resultados obtidos nos testes de imobilizagdo foram comparados com os
dados das enzimas na forma livre. A caracterizagdo do suporte mostrou que a reagao de
hidrazindlise foi eficaz na exposigdo de grupos reativos na molécula de PET, além de ser um
fator determinante da intensidade de cobertura de PANI. A imobilizacdo de HRP mostrou
ser um processo viavel, com retengdo de 40% da atividade enzimatica, sob as seguintes
condigbes: tempo de imobilizacdo de 90 min, temperatura de 4°C, concentragdo de enzima
de 0,01 mg mL! e pH 4,5. Os parametros de reagdo mostraram algumas alteragdes em
comparagdo com HRP livre. O pH étimo de reagdo foi 7,0 e a enzima continuou a reco-
nhecer seus substratos apds o processo de imobilizagdo, embora apresentasse reatividade
diferente da mostrada peIa enzima livre. A pequena diferenca entre os valores de K e K |
mostrou interferéncia minima sobre a afinidade da enzima pelo substrato plrogalol A HRP
imobilizada mostrou estabilidade ao armazenamento superior aquela obtida com a enzima
livre (90 dias com 100% da atividade inicial). Além disso, também foi possivel a reutili-
zagao do sistema PET-PANIG-HRP por cinco vezes, com manutencdao de 70% de atividade
apos uso e armazenamento por 60 dias. Para a tripsina, o suporte PET-PANIG apresentou
menor capacidade de retengdo de enzima (16,33%), mesmo sob condigBes otimizadas.
As melhores condigdes determinadas para o processo foram: tempo de imobilizagdo de 60
min, temperatura de 4°C, concentracao de enzima de 0,02 mg mL*' e pH 7,6. Entretanto,
a tripsina imobilizada reconheceu todos os substratos testados (leite desnatado, gelatina
e soro albumina). O suporte também conferiu a enzima maior estabilidade em relagdo a
enzima livre e, assim como para a HRP, foi possivel reutilizar a tripsina por trés vezes, com
manutengao de 83% de atividade por seis dias.
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AssTrACT: Enzyme immobilization is a widely used technique when it is intended to obtain
an increase in precision of the catalyzer systems as well as some characteristics that allow
cost reduction, such as stability and the possibility to reuse the system. In this research a
support was developed that is capable to immobilize two classes of enzymes, which was
synthetized from PET strips hydrazinolysis, followed by PANI synthesis over its surface.
This material was characterized by infrared spectra and photomicrography, and then un-
derwent immobilization tests with the enzymes horseradish peroxidase (HRP, EC 1.11.1.7)
and trypsin (EC 3.4.21.4). The results obtained in the immobilization tests were compared
to the kinetic behavior of native HRP and trypsin. The support characterization showed that
the hydrazinolysis reaction was effective to expose reactive groups in PET molecule, besides
being a determinant factor of intensity degree of PANI. Immobilization of HRP showed to
be a viable process, with 40% of enzyme activity retention under the following conditions:
immobilization for 90 min, temperature of 4°C, enzyme concentration of 0.01 mg mL* and
pH 4.5. The reaction parameters showed some alterations when compared to free HRP. The
optimum pH of the reaction was 7.0 and the enzyme continued to recognize its substrates
after the immobilization process, although it presented a different reactivity compared to
the native form. The tiny difference between the values of K_and K__ ~ showed a minimum
interference on the enzyme affinity for pyrogallol substrate. The immobilized HRP showed
higher storage stability than the free enzyme (100% of its initial activity for 90 days). Be-
sides, the PET-PANIG-HRP system could be reused five times maintaining 70% of activity
after 60 days of reuse and storage. For trypsin, the support PET-PANIG presented lower ca-
pacity of enzyme retention (16.33%), even under optimized conditions. The best conditions
determined for the process were: immobilization for 60 min, temperature of 4°C, enzyme
concentration of 0.02 mg mL?, and pH 7.6. However, the immobilized trypsin recognized all
substrates tested (skimmed milk, gelatin, and serum albumin). The support also gave the
enzyme a higher stability in relation to the free enzyme and, as observed for HRP, it was
possible to reuse trypsin three times maintaining 83% of its initial activity for six days.
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