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As celulases sdo enzimas responsaveis pela hidrolise da celulose e apresentam um potencial crescente no
mercado mundial. Neste experimento, foi utilizado o caldo bruto da celulase com uma atividade inicial de
2520 U/kg para imobilizagdo em esferas de quitosana, usando como agente ativador o glutaraldeido. Foram
estudados os efeitos da quantidade do caldo bruto, da quantidade das esferas e do agente ativador sobre o
rendimento de imobilizacdo, a atividade do biocatalisador e o sobrenadante do processo. Os melhores
resultados obtidos levaram a escolha do volume e da quantidade de esferas para Ultima fase, respectivamente
de 7 mL e 14 esferas. Em relacéo a presenca do agente ativador, o melhor resultado obtido foi o terceiro caso,
no qual ocorreu a adsorc¢do e depois foi adicionado o glutaraldeido e imobilizado novamente, apresentando
53,6% como rendimento de imobilizagdo, 9,3% de atividade recuperada, 1180 U/kg de atividade no

sobrenadante e uma atividade no biocatalisador de 124,2 U/kg.
Palavras-chave: Imobilizagdo, Celulase, Quitosana

Cellulases are enzymes responsible for the hydrolysis of cellulose and an enzyme with increasing potential
in the world market. In this experiment, the crude broth of cellulase with an initial activity of 2520 U/kg was
used for immobilization in chitosan beads, using glutaraldehyde as the activating agent. The effects of the
amount of the crude broth, the amount of the beads and the activating agent, the immobilization yield, the
biocatalyst activity and the supernatant were studied. The best results obtained led to the choice of the volume
and quantity of spheres for the last phase, respectively of 7 mL and 14 spheres. Regarding the presence of
the activating agent, the best result was the third case, where the adsorption occurred and then the
glutaraldehyde and immobilized were added again, presenting 53.6% as immobilization yield, 9.3%

recovered activity, 1180 U/kg activity in the supernatant and a biocatalyst activity of 124.2 U/kg.
Keywords: Cellulase, Immobilization, Chitosan.

1. INTRODUCAO

As enzimas sdo proteinas com um alto poder catalitico que aceleram as reacfes quimicas, ou
seja, sdo catalisadores bioldgicos. Com exce¢do de um pequeno grupo de moléculas de RNA,
enzimas, em sua maioria, sdo proteinas constituidas por grandes cadeias de aminoacidos que se
formam por ligacdo peptidica. Sua atividade catalitica depende da integridade conformacional da
proteina ativa, isto é, ela perde sua atividade caso sofra alteracGes, por exemplo, se ela for quebrada
em aminoacidos, sua atividade catalitica sera sempre destruida [1, 2].

A enzima celulase apresenta uma vasta gama de usos em diversas industrias, incluindo
biocombustiveis e celuldsica. Esta enzima é capaz de despolimerizar as cadeias celuldsicas no
substrato lignoceluldsico para produzir celobiose e glicose [3,4]. Embora possa ser produzida por
fermentacdo submersa, a maioria dos estudos relata sua producdo pela fermentacdo em estado
solido, utilizando fungos ou bactérias, uma vez que o processamento é simplificado e apresenta
risco reduzido de contaminagdo [5]. Ainda que as celulases apresentem indmeras aplicagdes
industriais, 0 alto custo de aquisi¢do pode tornar o processo enzimatico inviavel. Nesse contexto, a
imobilizacdo propicia uma maior economia industrial em virtude da possibilidade de reuso das
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mesmas. Dentre os suportes utilizados para imobilizacio de celulases, destacam-se a agarose, a
silica gel, a quitosana, as particulas de grafeno, a acrilamida, entre outros [3].

Devido a esses problemas encontrados nos catalisadores quimicos, a capacidade catalitica das
enzimas as tornam adequadas para aplicacdes industriais, ligada ao fato que as enzimas operam em
condicBes de reacbes amenas, como pressdo atmosférica, temperaturas préximas a do ambiente e
pH neutro atraiu muitos pesquisadores e industrias para o desenvolvimento de artificios utilizando
esses catalisadores [4, 5].

Os problemas encontrados na utilizacdo de enzimas residem na dificuldade de recuperagéo no
término da catalise, instabilidade para a sua utilizacdo em determinados solventes e/ou condi¢des
de pH, temperatura e a exposi¢cdo a agentes desnaturantes. Nas enzimas de forma soluvel, a
principal desvantagem é a sua separacdo para depois aplicacdo, assim como contaminac¢do do
produto final. Deste modo, o uso de técnicas de imobilizacdo é importante para estabilizagdo e
redugdo da inativagdo por distor¢des da sua estrutura nativa por influéncia de solventes orgénicos,
pH, temperatura [4-6].

Os métodos de imobilizacdo geralmente dividem-se em quimicos e fisicos. Desses, ainda tem-
se a classificacdo em 4 espécies: adsorcao, ligacdo covalente, ligacdo cruzada e aprisionamento [7].
O método de ligacdo covalente € baseado na ligacdo forte entre o grupo amino das enzimas ao
suporte, que sofrera ativacdo do grupo ligante, através de um agente ativador, a fim de diminuir
perdas da atividade enzimatica [8]. Devido a presenca de grupos aminos livres, 0s quais
proporcionam maior solubilidade e reatividade entre a quitina e a celulase, a quitosana tem se
mostrado um material em potencial utilizado na imobilizagéo de celulases. Por ser um material
bastante barato, é fundamental que se continue sua exploracdo como suporte para imobilizacdo de
enzimas [9].

O mercado mundial de enzimas esta dividido em enzimas industriais: enzimas empregadas na
producdo de racdo animal, enzimas empregadas na industria de alimentos e enzimas técnicas (que
sdo utilizadas na formulacgdo de detergentes, producdo de papel e celulose, manufatura de couros e
producdo de farmacos) e enzimas especiais (enzimas terapéuticas, enzimas para diagnostico,
enzimas para quimica quiral e enzimas para pesquisa). Destacam-se as enzimas dos ramos
alimenticios e técnicas, sendo que essa Ultima detém 50% do total de enzimas comercializadas [4,
10].

O presente trabalho tem o objetivo de estudar a atividade da celulase livre e imobilizada
utilizando suporte de quitosana, glutaraldeido como ativador, analisando a variacdo de esfera,
volume e tempo a fim de determinar as condi¢Bes que proporcionem o melhor rendimento de
imobilizac&o.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Preparacéo do inéculo

O microrganismo empregado na fermentacdo foi o fungo Aspergillus niger, o qual foi isolado
do solo pelo Grupo de Engenharia de Sistemas Bioldgicos (BIOSE) da Universidade Federal do
Rio de Janeiro e doado pelo Departamento de Tecnologia de Alimentos (DTA) da Universidade
Federal de Sergipe (UFS). Para o preparo do in6culo, foram adicionados 50 mL da solugéo estéril
de Tween 80 a 0,01% (v/v) aos frascos Erlenmeyers contendo os microrganismos no meio PDA
(Potato Dextrose Agar),com o intuito de soltar os esporos. Logo apo6s, asuspensdo de
esporos foi colocada em um frasco esterilizado e armazenada a 4 °C.

2.2. Preparacdo do Extrato Enzimético

As fermentacfes em estado solido foram realizadas em frascos Erlenmeyers de 250 mL,
contendo 7,5 g de sabugo de milho e o volume da solugdo nutriente suficiente para atingir 55% de
umidade, com pH inicial de 5,5. A solucédo nutriente era composta por: (NH4)2SO4, 10 g/L; KH2POu,
3 g/L; MgS0..7H,0, 0,5 g/L; CaCly, 0,5 g/L; FeSO4.7H,0, 0,005 g/L; MnSQO4.H20, 0,0016 g/L;
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ZnS04.7H,0, 0,0014 g/L. Os frascos foram esterilizados em autoclave a 121 °C e 1 atm durante 15
minutos. Apos o resfriamento, o meio foi inoculado com o volume de suspensdo necessario para
obter a concentragdo final de 2 - 107 esporos por grama de substrato sélido (sabugo de milho) e,
posteriormente, incubado a 30°C por um periodo de 120 h. Ao final da fermentacéo, as enzimas
celuloliticas foram extraidas a partir do caldo fermentado.

Em cada Erlenmeyer, adicionou-se agua destilada na razdo 1:10 (m/v) e misturou-se em um
agitador orbital a 120 rpm e 30°C durante 1 hora. Em seguida, o extrato enzimético foi filtrado a
vacuo. Os extratos obtidos foram centrifugados a 800xG durante 15 minutos e o sobrenadante foi
utilizado como fonte de enzima extracelular.

2.3. Preparacédo das esferas como Suporte para imobilizagdo— Quitosana

Utilizou-se como suporte para imobilizacdo esferas de quitosana. A producdo das esferas foi
realizada através da pesagem de 1g de quitosana em po e sua dissolucdo em 30 mL de solucéo de
acido aceético (5%). Através de uma bomba, essa solucdo foi aspergida gota a gota em uma solucéo
de NaOH 1M que estava em agitacdo, formando as esferas de quitosana (Figura 1), sendo em
seguida lavadas e armazenadas em agua destilada [11].

Figura 1: Esferas de quitosana.

2.4. Preparacdo do Agente Ativador e Ativacdo do Suporte

O agente ativador, glutaraldeido (3%), foi utilizado para ativacdo das esferas de quitosana. Na
ativagdo do suporte, foram adicionadas em um béquer esferas de quitosana e 30 mL de uma solucéo
de glutaraldeido (3%), e ficaram 24 horas sob agitacdo em um shaker a 120 rpm. Apds esse tempo,
as esferas ativadas (Figura 2) foram lavadas com tampdo fosfato pH 7,0 para eliminar o excesso de
glutaraldeido [11].

Figura 2: Esferas ativadas.
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2.5. Imobilizacdo da Celulase em Quitosana

Apos ativagdo das esferas de quitosana, o caldo enzimético foi imobilizado. O processo de
imobilizacdo ocorreu com a adicdo das esferas ativadas e o caldo bruto em um béquer de 100 mL,
no qual ficaram por 24 horas sob agitagdo em um shaker com 120 rpm. Apos esse periodo, as
esferas foram lavadas com tampédo fosfato pH 7,0 para remocdo das enzimas, em seguida,
guantificar o valor da atividade enzimatica do biocatalisador (esfera-enzima) e do sobrenadante.

2.6. Determinacdo da Curva Padréo de Glicose para Determinar a Concentracdo dos Agucares
Redutores

A partir da solucdo de glicose preparada, foram feitas 5 diluigdes com tampdo citrato de sodio
0,05 M pH 4,8, nas concentragdes 6,7 kg/m?, 5,0 kg/m3, 3,3 kg/m3e 2,0 kg/m?, sendo preparada
uma curva padrdo atraves dos valores das absorbancias obtidas. A curva foi utilizada para
quantificar as concentragdes de acucares redutores utilizando o método DNS (4&cido 3,5-
dinitrosalicilico) [13].

2.7. Determinacdo da Atividade Enzimatica

O método utilizado para determinagéo da atividade enzimatica da celulase foi a hidrolise do
papel filtro conforme metodologia de Ghose (1987) [12].

O experimento foi realizado com 3 tubos de ensaio. O primeiro tubo foi denominado de espectro
e dentro dele foram adicionados 1,5 mL de tampdo citrato pH 4,8. O segundo tubo foi denominado
de branco, contendo 1 mL de tamp&o e, por fim, o terceiro tubo, denominado de amostra, contendo
1 mL de tampdo, e o substrato, uma tira de papel filtro (1,0 por 6,0 cm).

Os 3 tubos foram levados ao banho por 300s e, apds esse tempo, foram adicionados 0,5 mL do
caldo no tubo denominado de amostra e todos os 3 foram levados a incubacéo por 50 min.

Apos o periodo de incubacéo, foram adicionados 0,5 mL de caldo bruto inativado no branco e,
posteriormente, 3 mL de DNS nos 3 tubos, colocando-os para aguecer por 300s. Em seguida, foram
completados com 20 mL de &gua destilada e colocados para esfriar por 1200s e, assim, realizadas
as leituras de absorbancias no comprimento de 540 nm.

Os célculos das atividades enziméticas foram feitos de acordo com as instru¢Ges de Ghose (1987)
[12].

2.8. Célculo do Rendimento de Imobilizacéo e da Atividade Recuperada

O estudo da imobilizagdo foi feito através de dois fatores: rendimento de imobilizacéo,
apresentado na equacéo 1 e atividade recuperada, apresentada na segunda equagéo 2.

Rendimento de imobilizagéo (%) = <atividade do caldo bruto - atividade do sobrenadante) 100 )
! Imobrlizag o) atividade do caldo bruto
Atividade recuperada (%) _( atividade do biocatalisador ) 100 @
VI up °/ "\ atividade do caldo bruto - atividade do sobrenadante

2.9. Influéncia do Volume do Caldo Bruto na Imobilizagdo da Celulase

A primeira parte deste estudo foi verificar a influéncia do volume do caldo bruto na imobilizacéo
e foram fixados 10 biocatalisadores (enzima-suporte) para cada volume testado.

Primeiramente, foram utilizados 10 mL do caldo bruto para imobilizacdo por 24 horas e, apds
esse periodo, foram feitas as medidas das atividades enziméticas no sobrenadante e no
biocatalisador, conforme metodologia descrita no item 2.6. Essa atividade foi calculada a partir da
equacdo da reta da curva padrdo e pelas instruces de Ghose (1987) [12]. Esse mesmo procedimento
foi repetido para o volume de 7 mL.
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2.10. Influéncia da Quantidade de Biocatalisadores na Imobiliza¢cdo

Apos definir o volume a ser utilizado para as proximas etapas do experimento (7 mL), foram
realizados testes com 7, 10 e 14 esferas, a fim de conseguir o maior rendimento de imobilizacao.

2.11. Influéncia do Glutaraldeido no Processo de Imobilizacdo

A Ultima parte do experimento foi baseada na importancia do glutaraldeido na imobilizacéo, e
para tal foram feitos 3 testes, uma imobilizacdo por adsor¢do, sem a presenca de glutaraldeido, uma
imobilizacdo com a presenca do agente ativador (glutaraldeido) e uma imobilizacdo com adsor¢édo
e ativagéo.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A imobilizacdo da celulase por meio da ligacdo covalente entre a enzima e o suporte sélido
iniciou-se atraves da preparacao das esferas de quitosana. Em seguida, o agente entrecruzante, o
glutaraldeido, foi empregado no processo de ativacdo das esferas. O glutaraldeido foi responsavel
por provocar um afastamento do grupo aldeido da superficie do suporte para que se tornasse
fortemente eletrofilico e se ligasse ao grupo amina da enzima, ocasionando uma modificacdo
quimica garantindo ao suporte uma maior resisténcia a mudangas conformacionais induzidas por
agentes desnaturantes [1, 11, 15].

Os parémetros estudados para a imobiliza¢do da celulase foram: o volume do caldo bruto (sem
purificar), a quantidade de esferas e a adi¢do do agente ativador — Glutaraldeido. Os quais serdo
tratados a seguir.

3.1. Determinacao da Concentracao de Ac¢ucares Redutores
A curva padrdo, com base nos dados mostrados na Figura 3 [12], foi preparada para o estudo dos

acucares redutores antes e ap6s a imobilizacdo e com isso foi possivel o célculo das atividades
enzimaticas das amostras.
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Figura 3: Curva Padréo de Glicose.

3.2. Influéncia do Volume do Caldo Bruto na Imobilizacdo da Celulase

O objetivo dessa etapa foi estudar a influéncia que o volume do caldo bruto provocaria no
rendimento de imobilizacéo.
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Alguns trabalhos estudaram a variacdo do volume da enzima, como por exemplo Kumari e
Kayastha (2011) [16], no qual o volume foi variado de 50 mL a 200 mL e, com isso, percebeu-se
gue o rendimento de imobilizacdo no volume de 200 mL era praticamente igual ao rendimento de
imobilizag&o de 100 mL.

A Tabela 1 apresenta os resultados das atividades enzimaticas, dos rendimentos de imobilizacdo
e da atividade recuperada.

Tabela 1: Atividade enzimética, rendimento de imobilizag&o e atividade recuperada do caldo bruto do
sobrenadante e do biocatalisador para 7 e 10 mL.

Amostra Atividade enzimatica Rendimento de Atividade
(U/kg) imobilizacéo (%) Recuperada (%0)
Caldo Bruto 2520,0 N. A N. A
Biocatalisador?® 108,4 . .
Sobrenadante? 1730,0 31,34% 13,7%
Biocatalisador® 117,0 0 0
Sobrenadante® 1960,0 22,22% 20,9%

a=volume de 7 mL de caldo bruto para imobiliza¢&o,b= volume de 10 mL de caldo bruto para imobilizag&o.

Observou-se na Tabela 1 que o caldo bruto apresentava uma atividade enzimatica inicial de 2520
U/kg. Apo6s a imobilizagdo, com 7 mL e 10 mL de caldo bruto, percebeu-se um rendimento de
imobilizac&o respectivamente de 31,34% e 22,22%, da enzima no suporte, mostrando que o volume
do caldo ndo contribuiu para aumentar o rendimento de imobiliza¢do, mas isso se deve ao fato de
que o caldo utilizado néo era purificado.

O aumento do volume do caldo bruto provocou uma maior concentracéo de interferentes no
caldo, fazendo com que o rendimento de imobilizacdo para 10 mL diminuisse.

Notou-se que o biocatalisador?® (enzima-suporte) apresentou uma atividade catalitica de 108,4
U/kg, enquanto o biocatalisador® apresentou uma atividade catalitica de 117,0 U/kg, apesar de ter
imobilizado mais, a atividade catalitica do biocatalisador? foi inferior a obtida no biocatalisador®,
isso se deve ao fato de obstaculos estéricos que dificultaram o acesso do substrato aos sitios ativos
das enzimas pela presenca de inibidores, ja que o caldo ndo foi purificado.

Em relacdo a atividade recuperada, atividade que o biocatalisador consegue recuperar da enzima
livre, 0 que obteve maior resultado foi o biocatalisador®, apresentando 20,9%.

Ap0s essa etapa, foi definido o volume a ser utilizado para todo experimento, com isso, baseado
em um maior rendimento o volume escolhido para préxima etapa foi o de7 mL.

3.3. Influéncia da Quantidade de Esfera na Imobilizacao

O objetivo dessa etapa foi verificar como a quantidade de esferas influenciou no rendimento de
imobilizacdo apos fixacdo do volume, discutido no item 3.2.

A Tabela 2 apresenta os valores obtidos de atividade enzimética no sobrenadante e nos
biocatalisadores, assim como o rendimento de imobilizacdo e a atividade recuperada apés
imobilizac&o.

Pode-se observar que o meio com 14 esferas apresentou o maior rendimento de imobilizagédo
42,1%, apresentou uma atividade recuperada de 10,34% e o sobrenadante® apresentou uma
atividade de 1460,0 U/kg. Isto era esperado, ja que quanto maior o nimero de esferas maior a area
de imobilizag&o entre a enzima e o suporte.

No meio com 6 esferas, observou-se um maior rendimento de imobilizacdo em relagdo ao meio
com 10 esferas. Mesmo que esse fenbmeno néo seja o esperado, de acordo com Khan e Alzohairy
(2010) [17], o processo de imobilizacdo pode causar diferentes efeitos na atividade e seletividade
da enzima. Problemas difusionais, que causam distor¢do da proteina e consequente perda de
atividade, sdo comuns e somente sdo evitados através de um rigido controle das condicOes
experimentais. Neste caso, no meio com 10 esferas, as enzimas da solucdo podem ter sido
inativadas durante a imobilizacdo, causando uma perda da atividade final do sobrenadante,
resultando em um valor de rendimento inferior em relacdo ao de 6 esferas.
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Outro fator importante é a atividade do biocatalisador, percebeu-se que o biocatalisador®
apresentou uma atividade catalitica de 109,7 u/kg, o biocatalisador? apresentou uma atividade de
102,5 u/kg e o biocatalisador® apresentou uma atividade de 108,4 U/kg. Em termos de atividade no
biocatalisador, ndo houve uma variagdo significativa, mas, em termos de rendimento de
imobilizacdo, percebeu-se uma variacdo significativa, tendo um rendimento de 42,1% para 0 meio
com 14 esferas, mostrando que a adi¢do de mais esferas disponibilizou mais sitios de imobiliza¢&o
aumentando assim o rendimento.

Tabela 2: Efeitos da quantidade de esferas no rendimento de imobilizaco e atividade recuperada.

Amostra Atividade Rendimento de Atividade
Enzimética (U/kg) Imobilizacéo Recuperada (%0)

Caldo Bruto 2520,0 N. A N. A
Biocatalisador? 102,5 0 0
Sobrenadante? 1630,0 35,3% 11,5%
Biocatalisador® 108,4 0 0
Sobrenadante® 1730,0 31,3% 13.7%
Biocatalisador® 109,7 0 0
Sobrenadante® 1460,0 42,1% 10,34%

a= utilizou-se 6 esferas, b= utilizou-se 10 esferas, c= utilizou-se 14 esferas.

Dessa forma, para a proxima etapa do experimento, foi utilizado o resultado que obteve a melhor
eficiéncia na imobilizacdo (42,1%), visto que, em relagdo a atividade catalitica dos biocatalisadores,
a variacdo ndo chegou a ser significativa.

3.4. Influéncia da Adicdo do Glutaraldeido no Processo de Imobilizacao

A Tabela 3 apresenta os valores obtidos de atividade enzimatica no sobrenadante e no
biocatalisador e a influéncia do agente ativador no processo de imobilizacdo, assim como o
rendimento de imobilizacéo e a atividade recuperada ap6s a imobilizacéo.

Tabela 3: Efeito do glutaraldeido no rendimento de imobilizacéo e Atividade recuperada.

Amostra Atividade Rendimento de Atividade
enzimatica (U/kg) imobilizacéo (%) Recuperada (%)
Biocatalisador? 109,7 42,06% 10,34%
Sobrenadante® 1460,0
Biocatalisador® 105,7 32,53% 12,89%
Sobrenadante® 1700,0
Biocatalisador® 124,2 53,17% 9,26%
Sobrenadante® 1180,0

a= Somente Glutaraldeido, b= Adsorc¢éo (sem glutaraldeido), c= Adsorcéo + glutaraldeido.

Constatou-se que o melhor resultado foi para o processo de imobilizacdo que teve a adsorgéo e,
em seguida, a ligacdo covalente com o glutaraldeido, apresentando um rendimento de imobilizacao
de 53,17% e uma atividade no biocatalisador® de 124,2 U/kg, sendo os maiores valores em termos
de rendimento e atividade encontrados neste experimento. Primeiramente ocorreu a adsor¢ao fisica,
mas nao foi possivel preencher completamente os sitios ativos, fazendo com que ao se ligar
covalentemente com o glutaraldeido completasse os demais sitios disponiveis, obtendo assim uma
maior imobilizagdo da enzima no suporte.

Na imobilizacdo, que teve somente a adsorcdo, verificou-se o menor rendimento de
imobilizacdo, isso porque a esfera ndo tem porosidade suficiente para que ocorra a adsorgéo, e a
enzima ndo se liga espontaneamente ao suporte sem a presenca do glutaraldeido.

O processo de adsorcao fisica é baseado na atragdo das forgas de van der Waals entre a enzima
e a superficie do suporte, que sdo forcas fracas, permitindo a dessor¢do da enzima durante a
utilizacdo. Sendo assim, esse processo pode provocar a inativacdo da atividade catalitica do
biocatalisador [14].
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No processo que teve imobilizagdo por ligagdo covalente (presenca de glutaraldeido), o
rendimento de imobilizagdo foi de 42,06%. Cruz Junior (2007) [11], que em seu trabalho estudou
a variacdo da concentracdo de glutaraldeido e como o aumento da concentracdo afetava o processo
de imobilizacdo, percebeu que hd uma melhor eficiéncia da ligagdo covalente entre a enzima e o
suporte quando a concentracdo de glutaraldeido estiver na faixa de 1 a 3%. Nesse experimento, a
concentracao de glutaraldeido foi de 3%.

Percebeu-se que as enzimas no caldo bruto foram imobilizadas, j& que a atividade enzimatica no
sobrenadante era menor que a atividade inicial e os biocatalisadores apresentaram atividades,
porém a atividade enzimética do biocatalisador foi inferior a atividade enzimaética do caldo bruto
antes de imobilizada, o que ndo é o esperado quando se compara com 0s resultados da literatura.
Segundo Vargas (2014) [15], um dos objetivos da imobilizacdo é manter a atividade catalitica de
forma que ndo haja diminuigdo ao longo do processo.

Mubarak et al. (2014) [7] obtiveram nos resultados do seu experimento que a enzima celulase
imobilizada mostrou uma atividade significativamente maior do que na atividade da enzima livre.
A razdo para o ocorrido deve-se ao fato de que a enzima utilizada ndo era pura, ou seja, a presenca
de interferentes no caldo bruto contribuiu para uma baixa atividade enzimética apds imobilizacéo.
Tais interferentes decorrem do preparo das enzimas durante o processo de fermentagdo, no qual foi
empregado como fonte de carbono o residuo sélido do milho, isto €, o sabugo.

4. CONCLUSAO

O processo de imobilizagdo foi capaz de imobilizar a celulase presente no caldo bruto
enzimatico, observando-se o efeito do volume do caldo, quantidade de esferas e a presenga do
agente ativador, no rendimento de imobilizag&o.

O melhor resultado foi obtido no processo de imobilizagdo em que primeiro ocorre a adsorcao e
depois as ligagcBes covalentes na presenca do glutaraldeido. Tal processo foi capaz de obter
rendimento de imobilizacdo de 53.17%, com uma atividade recuperada de 9,26% e uma atividade
no biocatalisador de 124,2 U/kg.

Deste modo, este trabalho demonstrou que o processo de imobilizagdo enzimatica pode ser
realizado em caldos brutos ndo purificados e, desta forma, eliminando a necessidade de uma etapa
de purificacdo preliminar. Além disso, demonstrou-se que o volume de extrato enzimatico e nimero
de esferas utilizadas afetam significativamente a imobilizacdo e subsequentemente tornam
necessario o estudo de cada processo de imobilizacdo para estabelecer as condi¢bes 6timas do
processo.
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