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Avaliacao da estabilidade da enzima
glicose oxidase livre e imobilizada
na producao de acido xilénico

Introducao

Acido xilénico, um dos produtos de maior valor agregado segundo o Departamento de
Energia dos EUA, tem aplicacdo na producdo de diversos quimicos nas areas alimenticia,
farmacéutica e na agricultura (RAGAUSKAS et al.,, 2006). A viabilidade do etanol
lignoceluldsico depende também do aproveitamento eficiente da fragdo hemiceluldsica da
biomassa, constituida majoritariamente de xilose e correspondente a até 40% da massa
seca do material. Uma das possiveis utilizagdes da xilose é a produc¢do de acido xilonico.
Este pode ser produzido a partir da oxidacdo da xilose, catalisada pela enzima xilose
desidrogenase. Este processo requer a utilizacdo de cofatores como NAD*. O acido xil6nico
também pode ser obtido pela agdo da enzima glicose oxidase na conversdo da xilose, sem
dependéncia de cofatores (LIU et al., 2012; BUCHERT et al., 1986).

A imobilizagdo de enzimas apresenta vantagens em relacdo ao uso destas sollveis, tais
como: possibilidade de reutilizagdo e de operagdo em modo continuo, maior facilidade de
separagao do produto final, melhoria no desempenho catalitico e reducdo da inativagdo por
distorcdo de sua estrutura nativa.

Neste contexto, este trabalho tem o objetivo de avaliar a agdo da enzima glicose oxidase
na producdo de acido xilénico, empregando xilose como substrato. Sera avaliada a atuacdo
da enzima livre e sob trés técnicas de imobilizacdo (entrecruzamento, ligagdo covalente em
resina agarose-amino e ligagdo covalente em quitosana), visando sucessivas reutilizagGes
sem perda de estabilidade.

Métodos

A conversdo de xilose em acido xilénico foi realizada utilizando a enzima comercial
glicose oxidase de A. niger. Primeiramente, foi feita a avaliagdo do comportamento da
enzima livre em xilose pura e determinacdo da concentracdo de enzima a ser empregada
na imobilizagdo. Foram entdo avaliadas trés técnicas de imobilizagdo. Na imobilizagdo por
entrecruzamento, foi utilizando alcool iso-propilico como agente precipitante e glutaraldeido
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como agente de entrecruzamento. Duas técnicas de imobilizagdo por ligagao covalente
foram avaliadas. Na primeira delas foi utilizada resina agarose-amino como suporte. Para
a segunda técnica, a imobilizacdo da enzima em quitosana, primeiramente foi realizada a
ativacdo da quitosana utilizando o método descrito por Budriene et al. (2005). Como agente
ligante foi utilizado glutaraldeido. Para as trés técnicas, o sélido resultante da imobiliza¢do
foi lavado e centrifugado até que ndo houvesse perda de proteina no sobrenadante. Todas
as solugbes de enzima e sobrenadantes tiveram seu teor de proteina quantificado por
Bradford para determinacgdo da eficiéncia de imobilizagdo. A conversdo de xilose a acido
xilénico empregando as enzimas livre e imobilizadas foi avaliada em reator encamisado a
35°C, com agitacdo constante, empregando solugdo de 10 g/L de xilose. Foram coletadas
amostras periodicamente para construgao dos perfis de conversao de xilose a acido xilénico.
O acido xilénico produzido foi quantificado por método colorimétrico descrito por Lien
(1959). Os experimentos foram realizados em triplicata, sendo apresentadas as médias dos
valores obtidos.

Resultados e Conclusoes

Na avaliagdo da enzima livre, quando utilizados 2,0 mg da enzima glicose oxidase
(correspondente a 0,53 mg de proteina) para 10 mL de solugdo de xilose na concentragdo
de 10 g/L, houve formacgdo de 0,89 g/L de acido xilénico em duas horas. Quando oferecidos
10 mg de enzima (2,65 mg de proteina), para as mesmas condi¢gdes do meio reacional,
houve produgdo de 2,02 g/L de acido xilénico em 2 horas. Com 6 horas de reagdo, foram
formados 9,02 g/L de acido xil6nico, o que corresponde a 81,55% do rendimento tedrico de
conversdo. Foi convencionada a utilizagdo de 2,65 mg de proteina (10 mg de enzima) para
avaliacdo das imobilizagGes. Nas condi¢Ses de maior eficiéncia, houve a imobilizagdo de
65,6% da proteina na técnica de entrecruzamento, 28,4% na ligagdo covalente com resina
agarose-amino e 16,1% na ligagdo covalente em quitosana. As massas restantes de proteina
foram perdidas nos sobrenadantes, ou seja, ndo se imobilizaram. Em 6 horas de reagdo, as
técnicas de imobilizacdo por entrecruzamento, ligacdo covalente em agarose-amino e em
quitosana resultaram, respectivamente, em 1,6 g/L, 1,56 g/L e 3,19 g/L de &cido xilonico,
correspondendo a 14,5%, 14,1% e 28,8% da conversdo tedrica de xilose a acido xilénico.
Com 24 horas de reacdo, obteve-se, para as imobilizagbes por entrecruzamento, ligacao
covalente em agarose-amino e em quitosana, rendimentos de 21,9%, 22,7% e 74,9% na
conversdo a 4cido xilonico, respectivamente. Os resultados observados até o momento
permitem concluir que a imobilizagdo em quitosana, que teve a menor adesdo da enzima
ao suporte, resultou no maior rendimento de conversdo dentre as imobilizagdes avaliadas.
Possivelmente, além da perda de enzima nas lavagens (parcela ndo imobilizada), ocorre
perda da atividade da fracdo imobilizada, devido as condi¢Ges de imobilizacdo de cada uma
das técnicas. Até o momento, a imobilizagdo por ligagdo covalente em quitosana se qualifica
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como o melhor método para imobilizagdo da enzima glicose oxidase, pois converte maior
quantidade de xilose utilizando uma menor quantidade de enzima. Novas condi¢des de
imobilizacdo para cada uma das técnicas devem ser avaliadas, de maneira a elevar a taxa de
imobilizagdo e evitar a perda de atividade da enzima durante o processo.
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