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RESUMO - Nanoparticulas magnéticas sdo térmica, quimica e biologicamente
estaveis para em aplicac@es in vivo, motivando pesquisas para aplicagdo como suporte
enzimatico, uma vez que o nucleo magnético facilita a remocdo destas do meio
reacional e seu reuso. O suporte foi sintetizado por precipitacdo em meio alcalino
contendo oxalato, sendo a seguir reagido com lauril sulfato de sodio (LS). A lipase de
Rhizomucor miehei dissolvida em NaCl aquoso foi agitada por 24h e o
acompanhamento da imobilizacdo mostrou que 57 % foi imobilizada na primeira hora.
A caracterizagdo do suporte foi feita por espectrometria no infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR), mostrando reducdo dos picos do oxalato em 1390 e
1660 cm™ e o aparecimento de picos de LS na regi&o de 2900 cm™. A imobilizagdo da
lipase foi evidenciada pelos picos em 1650 cm™ atribuidos a ligacdes com proteinas. A
atividade de esterificacdo foi medida com reacdo de acido oleico e etanol usando 2 %
de enzima resultando em 27,57 U.mg™ de atividade.

1. INTRODUCAO

Os oOxidos metalicos como a magnetita (Fe3O,4) sdo alguns dos materiais mais explorados no
campo da nanotecnologia (Mauricio et al., 2013). O uso deste tipo de material tem como atrativo
suas propriedades multifuncionais como biocompatibilidade, superparamagnetismo, baixa
toxicidade e o pequeno tamanho das particulas (Ren et al., 2011). Assim, aplicacbes em areas
como na biomedicina, na farméacia (dispersdo controlada de farmacos), em tecnologia enzimatica
(purificacdo e imobilizacdo de proteinas), vém sendo bastante exploradas (Jiang et al., 2009; Tran
etal., 2012).

O uso da magnetita como suporte para imobilizacdo de biocatalisadores se mostra favoravel
nesta area devido a elevada &rea superficial das nanoparticulas em relagdo ao seu volume e o
aumento da difusdo e mobilidade das particulas, fatores estes que podem melhorar
consideravelmente a eficiéncia catalitica da enzima imobilizada (Ansari e Husain, 2012).
Adicionalmente, as magnetitas oferecem a facilidade de recuperacdo do catalisador através da
aplicacdo de um campo magnético, o que pode minimizar o custo operacional do processo e
também aumentar a pureza do produto (Jiang et al., 2009; Ren et al., 2011).

As magnetitas podem ser produzidas atraves de diversos processos. No entanto, a sua
utilizacdo como suportes para a imobilizacdo de enzimas s6 é possivel mediante uma modificacédo
quimica ou fisica de sua estrutura. Esta modificagdo pode ser feita inserindo grupos funcionais
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hidrofilicos em sua superficie como aminas, hidroxilas e carboxilas, aumentando a afinidade das
nanoparticulas com a agua. Esta propriedade permite a interacdo das nanoparticulas com sistemas
biolégicos como enzimas, proteinas e aminoacidos (Mauricio et al., 2013).

Desta forma, o objetivo deste trabalho foi desenvolver um suporte para a imobilizacdo de
enzimas que fosse térmica e quimicamente estavel, apresentando assim uma versatilidade de
aplicacBes em diferentes sistemas reacionais. A metodologia adotada baseou-se na sintese de
magnetitas contento grupos oxalatos em sua superficie através de um processo de co-precipitacao,
seguindo da substituicdo dos oxalatos por sulfatos, permitindo assim a posterior imobilizacdo da
lipase de Rhizomucor miehei. A utilizacdo do suporte sintetizado neste trabalho para fins de
imobilizacéo de enzimas ainda nédo foi retratado na literatura, conferindo a este estudo um carater
inédito.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Material

Para este trabalho foi selecionada a lipase comercial de Rhizomucor miehei na forma livre,
produzida pela Novozymes Latin América (Araucaria, PR, Brasil), lauril sulfato de sodio, acido
oleico, hidroxido de sodio, palmitato de p-nitrofenila, etanol 98%, corante azul brilhante de
coomassie G-25, cloreto de sddio, oxalato de aménio, hidréxido de amonio 28 %, sulfato de ferro
I11, &cido fosférico 85 %, p-nitrofenol e carbonato de sodio, todos grau PA.

2.2 Métodos

Sintese da Magnetita (NSM-Ox): foram adicionados 11 g de FeSO,4.7H,0 e 5,7 g de oxalato
de amdnio em quantidade suficiente de agua livre de oxigénio até formar uma mistura homogénea
amarela. Apds, adicionou-se a esta solucdo 16 g de sulfato férrico, aquecendo até 75 °C. A seguir,
corrigiu-se o pH com hidréxido de amdnio concentrado até pH 9. A suspensdo foi agitada durante
1 h a 75°C e posteriormente separou-se 0 sobrenadante das particulas com auxilio de uma barra
magnética. Por fim, lavou-se as particulas primeiramente com agua destilada e depois com trés
porcdes de etanol anidro, deixando-as secar em temperatura ambiente.

Funcionalizacdo da Magnetita com Lauril Sulfato de Sédio (NSM-SDS): A funcionalizacdo
da magnetita foi feita preparando-se uma suspensdo de particulas magnéticas na solucao de lauril
sulfato de sodio, selecionado em pH 5 na razdo molar de Fe;O4:lauril sulfato de 2:1 sob atmosfera
de N». A solucédo foi mantida sob agitacdo mecanica intensa por 24 h na temperatura de 75 °C. A
sequir, as particulas foram lavadas com cinco porcdes de dgua desoxigenada quente (60 a 65 °C) e
decantadas com auxilio de uma barra magnética, sendo colocadas em estufa a 40 °C até completa
secagem.

Imobilizacdo da Lipase Rhizomucor miehei (NSM-RM): Em 1g de suporte foram
adicionados 20 mL de uma solucédo de NaCl aquoso a 0,85%, contendo a enzima solubilizada. A
mistura foi agitada mecanicamente a 600 rpm durante 24 h. Ap0s este tempo, as particulas foram
decantadas com auxilio de uma barra magnética e lavadas com agua destilada até o residuo de
lavagem ndo apresentar mais proteinas dissolvidas.O tempo minimo de rea¢do necessario para a
imobilizacdo da enzima no suporte magnético funcionalizado foi determinado a partir do
acompanhamento do decréscimo do teor de proteinas presente no sobrenadante. Para isto, foram
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coletadas aliquotas de 100 uL em determinados periodos de tempo e realizado a analise de
proteinas de acordo com o método de Bradford.

Atividade hidrolitica: A atividade hidrolitica da lipase foi medida através da reacdo de
hidrélise do palmitato de p-nitrofenila (p-NPP), segundo metodologia de Chiou e Wu (2004). A
reacao do p-NPP libera como produto o p-nitrofenol (p-NP), que absorve luz na regido de 410 nm.
Para a reacdo, uma amostra de 0,1 mL de lipase livre ou 200 mg do derivado enzimético foi
adicionada a 1 mL de solugédo de p-NPP em etanol 0,5 % (m/v) e 1 mL de solucdo tampé&o fosfato
0,05 M (pH 7,0). Apbs encubacéo por 5 min a 30 °C, adicionou-se 2 mL de solugdo de carbonato
de sodio 0,5 N, seguido por centrifugacdo durante 10 min a 3.500 rpm. A absorvancia foi medida a
410 nm em um espectrofotometro UV/VIS (Hitachi modelo U-2900). Uma unidade (U) de
atividade enzimatica de hidrélise foi definida como a quantidade de enzima que catalisa a
producdo de 1 umol de p-NP por minuto sob as condigdes experimentais.

Atividade de esterificacdo: A atividade de esterificacdo foi quantificada através do consumo
de 4cido oleico na reacdo entre o &cido oleico e o etanol com razdo molar acido:alcool de 1:1, a
temperatura de 45 °C. A reacdo foi acompanhada por 50 min iniciados a partir da adicdo do
derivado enzimético (2% m/m) ao meio reacional. A quantidade de &cido oleico consumido foi
determinada por titulacdo com NaOH 0,2 N utilizando fenoftaleina como indicador. Uma unidade
de atividade de esterificacdo foi definida como a quantidade de enzima que conduz ao consumo de
1 umol de &cido oleico por minuto nas condigdes experimentais descritas (Aguieira et al., 2011).

Determinacdo de proteinas totais: A determinacdo do teor de proteinas nas enzimas
estudadas foi realizada pelo método de Bradford (1976), o qual consiste no aumento da
absorvancia na regido de 595 nm causada pela concentracdo de proteinas na solugdo de corante
Azul Brilhante de Coomassie G-25.

Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier: Para identificacdo dos
principais grupamentos funcionais bem como as ligagGes presentes nos compostos sintetizados,
foram realizadas andlises de Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier
(FTIR) em equipamento Perkin ElImer modelo FTIR 1760X.

Microscopia eletrbnica de varredura (MEV): As analises de imagens por microscopia
eletrénica (MEV-FEG) foram realizadas em equipamento JEOL modelo JSM-6390LV.

Andlise Termogravimétrica: Foram realizadas analises termogravimétricas (TG) para
acompanhar o perfil de perda méssica, e analise térmica diferencial (DTA) para o conhecimento
do perfil térmico da amostra ao longo do seu aquecimento, ambos em equipamento Shimadzu
modelo DTG-60. Os suportes com e sem enzima foram submetidos a combustdo em atmosfera de
ar sintético em rampa de temperatura ambiente até 900 °C com taxa de aquecimento de 20 °C.min°
! e vazdo de gés de arraste de 100 mL.min™.

3. RESULTADOS

Caracterizacdo superficial do suporte enzimatico: A Figura 1 apresenta o resultado das
analises de FTIR dos suportes sintetizados na auséncia e presenc¢a da enzima imobilizada.
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Figura 1 — Comparagéo dos espectros de infravermelho dos compostos sintetizados — NSM-
Ox (a); NSM-SDS (b); Fe304 (c) e NSM-RM (d).

Os picos da regido 1 entre 560 e 590 cm™ séo referentes ao estiramento da ligacéo Fe-O. Na
regido 2 o primeiro pico se refere aos estiramentos das moléculas de CO, presentes nas moléculas
do suporte, especialmente em NSM-Ox e NSM-SDS. Porém, é nesta mesma regido que se
encontram as evidéncias necessarias para a identificacdo qualitativa das proteinas adsorvidas no
suporte. No segundo pico da regido 2, destacado pela regido 3, pode-se perceber que ocorre um
suave deslocamento de banda de 1660 cm™ para 1630 cm™, apresentando outros picos secundarios
na regido de 1410 cm™, que indicam a presenca de proteina adsorvida. As moléculas de agua
causam alguma interferéncia nesta mesma regido, porém o deslocamento de banda € perceptivel
quando se comparam o0s espectros do suporte puro (b) com o do suporte contendo a enzima (d).

Os picos em destaque na regido 2 estdo localizados em uma zona conhecida como Amida |
(~1650cm™), e sdo atribuidos a amidas n&o substituidas. Deve ser salientado que, regularmente, 0s
atributos da literatura indicam determinadas regides de infravermelho em vez de uma posicéo de
pico Unico a uma estrutura secundaria caracteristica de enzimas. Além disso, tem sido relatado que
0S segmentos com estruturas semelhantes, ndo apresentam necessariamente componentes de banda
de frequéncias idénticas (Foresti et al., 2010).

A regido 4, proximo a 2360 cm™, presente em todas as amostras, corresponde ao movimento
assimétrico de moléculas de CO, adsorvidas na amostra, sendo este pico especialmente definido
na amostra de magnetita pura, uma vez que esta foi preparada em condi¢des fortemente alcalinas,
0 que favorece a reagdo com o CO, atmosférico (Barbosa, 2007).

A regi&o 5, de 2840 a 2960 cm™, possivel de ser observada nos espectros do suporte puro e
contendo a enzima, corresponde as ligacdes do tipo —CH,— do grupamento lauril inserido na
particula magnética e de alguma forma intensificado pelos grupos apolares presentes nas
moléculas das enzimas imobilizadas (Barbosa, 2007).

Por fim, a regido 6 formada por uma banda com ponto de maxima em torno de 3440 cm™
corresponde a regido que poderia ser atribuida aos aminoacidos terminais presentes na enzima,
uma vez que esta regido se intensifica para a regido contendo as enzimas imobilizadas. Porém, é
nesta mesma regido que as moléculas de agua tém sua maior absorcdo no infravermelho, sendo
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bastante intensa para a amostra de magnetita pura, ndo servindo, portanto, esta regido de
referencial para a andlise qualitativa da imobilizag&o (Barbosa, 2007).

As Figuras 2a e 2b mostram as imagens obtidas através de MEV com ampliacdo de 5000 X
do suporte com e sem enzima, respectivamente. A andlise de superficie permite observar que na

Figura 2b ocorre o surgimento de particulados amorfos ausentes na Figura 2a, indicando a
imobilizagéo das enzimas sobre o suporte.

150V X5,000 WD 75mm 1um  LCME SEI 150KV X5000 WD 7.5mm 1pm

Figura 2 — Micrografia de MEV com ampliag&o de 5000 X do suporte sem a enzima (a) e
com a enzima imobilizada (b).

Imobilizacdo das enzimas no suporte funcionalizado: O grau de afinidade da enzima pelo
suporte foi estudado através de isotermas envolvendo diferentes concentragbes de enzimas ao
longo do tempo. A Figura 3 mostra a curva de imobilizacdo da lipase no suporte ao longo do
tempo com os respectivos desvios padrao indicados no gréafico.

0,7
=~ 06

0,5

Tempo (h)

——0,33 mg.mL-1 — "= 0,47 mg.mL-1 ----===- 0,62 mg.mL-1

Figura 3 — Curva de imobilizacéo das enzimas estudadas ao longo do tempo de contato do
suporte com a enzima na forma soltvel, em diferentes concentracdes iniciais.

A adsorcdo das enzimas ocorreu em dois regimes cinéticos distintos, tendo um aumento
linear rdpido da concentracdo na superficie até cerca de 1 h de imobilizacdo, seguida de uma
cinética mais lenta que atingiu o equilibrio ap6s 24 de agitacdo. O comportamento observado se
compara ao descrito no trabalho de Foresti et al. (2010), no qual a enzima CALB foi imobilizada
em suporte de TiO, apresentando a rapida adsorcédo até 1 h de reacdo. Ainda segundo Foresti et al.
(2010), este comportamento de adsorcéo das enzimas no suporte provavelmente segue 0 modo de
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adsorcéo sequencial aleatoria, no qual a sequéncia de proteina adsorvente ocupa primeiramente a
superficie da livre do suporte, e depois mais enzimas sdo adsorvidas com a formacao de agregados
(ligacbes cruzadas).

A medida de concentragdo de enzimas na solucéo foi feita através do uso do método de
determinacdo de proteinas totais, e as concentracdes estudadas apresentaram 0,33, 0,47 e
0,62 mg.mL™ de proteina dissolvida. A Tabela 1 mostra o comportamento da imobilizacdo da
enzima em diferentes concentracdes.

Tabela 1- Resultado da imobilizagdo da enzima Rhizomucor miehei no suporte sintetizado
em termos de concentracdo massica e percentual.

Concentracdo de enzima inicial (mg.mL™) Imobilizaco (Mg/gsupore)  IMobilizacio (%)

0,33 54 80,00
0,47 6,8 71,82
0,62 5,0 40,47

Ao usar a concentracdo de 0,33 mg.mL™ ocorreu o maior percentual de imobilizacdo da
enzima. No entanto, ao usar 0,47 mg.mL™ ocorreu a imobilizagdo da maior massa de enzima por
grama de suporte utilizado, sendo esta, entdo, a concentracdo selecionada para o preparo da
enzima imobilizada no suporte desenvolvido neste trabalho. Para a concentracdo de 0,62 mg.mL™
verificou-se um decréscimo acentuado na quantidade de enzima imobilizada, uma vez que devido
a sua alta concentracdo e forca idnica, a mesma sofreu maior influéncia do mecanismo de
precipitacdo por ligacdo cruzada do que a adsorcao fisica, o que ndo é desejavel, uma vez que para
0 reuso este suporte é sequencialmente lavado, removendo assim todo o contetdo que nao estiver
ligado fisicamente ao suporte.

Atividade enzimatica: A atividade enzimética de hidrélise da enzima imobilizada foi de
1,18 U.g" e a atividade de esterificacdo foi de 27,57 U.g™, considerando as condicées acima
especificadas para a unidade e o grama de derivado enzimatico corresponde a soma da enzima
mais o suporte.

Analise termogravimétrica: A Figura 4a mostra o resultado da analise termogravimétrica de
NSM-Ox (a), NSM-SDS (b) e NSM-RM (c). O termograma pode ser dividido em trés regides
principais. A regido | corresponde a zona de perda de massa por perda de umidade superficial e
umidade ligada, compreendida entre 25 e 145 °C. Nesta mesma regido ainda pode-se notar a
formagéo de um patamar que corresponde a regido de transi¢cdo da magnetita para a maghemita, o
que faz com que ocorra um leve ganho de massa devido a oxidacdo do ferro Il, constituinte da
magnetita, para ferro Il da maghemita. A regido Il, de 145 a 355 °C corresponde a zona de
oxidacdo da matéria carbonica ligada as particulas magnéticas, sejam estas o oxalato (a), o lauril
sulfato (b) e a enzima palatase (c). A regido Il1, de 355 a 900 °C corresponde a zona de oxidacao
de algum carbono residual que né&o tenha sido oxidado na regido Il e nesta regido a maghemita
passa da fase y-Fe,O3; para a-Fe,O3 (comumente ocorrem as duas fases entre 500 e 700 °C
(Sartoratto et al., 2007), ou seja, ndo ocorre variagdo de massa, apenas uma mudancga na estrutura
cristalina do material suporte.
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Na Tabela 2, encontra-se o percentual de perda de massa ocorrido em cada regido referente a
cada amostra analisada. Na Figura 4b é possivel observar o resultado da analise termogravimétrica
de NSM-Ox (a), NSM-SDS (b) e NSM-RM (c).

Tabela 2 — Perda de massa (Am) em cada regiéo e para cada amostra
Amostra | Regifio | - Am (%) | Regido 11 - Am (%) | Regido 111 - Am (%)

NSM-Ox 3,03 1,36 1,03
NSM-SDS 2,84 2,68 1,44
NSM-RM 1,67 4,87 1,45
99,00% - \‘ N\(l&wl(‘m’ 1‘0 200 ‘ 3(‘)0 3;0 4(;0 4;0 5’30 5.;:0 6(;0 6‘50\75);&% 800 8.‘50 9[‘)0
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Figura 4 — (a) Andlise termogravimétrica do suporte com e sem enzima — TG versus T. Taxa
de aguecimento: 20 °C.min"; temperatura final: 900 °C; atmosfera: ar sintético. (b) Analise
diferencial térmica (DTA) do suporte com e sem enzima — TG versus T. Taxa de aquecimento:
20 °C.min’!; Temperatura final: 900 °C.

A andlise diferencial térmica permite a melhor visualizacdo dos eventos térmicos ocorridos
durante a analise termogravimétrica. Na amostra NSM-Ox é possivel identificar dois picos
endotérmicos distintos, o primeiro (1) por volta de 170 °C, confirma a temperatura de transicdo da
magnetita para maghemita e a remoc¢édo da agua ligada na superficie do material; e o segundo (I1),
por volta de 610 °C, a transformacdo de y-Fe,O3; para a-Fe,Os; (hematita), a qual ndo possui
propriedades magnéticas.

Conforme se pode constatar na figura acima, para as outras amostras ndo foi possivel
identificar claramente os eventos térmicos ocorridos, porém, vale destacar que estes somente
comegam a se intensificar apos a temperatura de 650 °C, ou seja, ndo sdo eventos relacionados as
reacOes de decomposicdo da matéria organica presente no suporte. A auséncia de eventos termicos
abaixo de 650 °C indica que n&o ocorreram rompimentos de ligacbes covalentes que
eventualmente poderiam ter sido geradas durante o processo de imobilizacdo, comprovando que o
tipo de ligagdo da enzima com o suporte é puramente a adsorc¢do fisica. Este comportamento
também foi verificado no trabalho de Lee et al. (2009) no qual um suporte magnético contendo
lauril sulfato foi usado para a imobilizacdo da enzima porcina pancreética.

6. CONCLUSAO
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A partir dos resultados discutidos, podemos concluir que tanto a sintese da magnetita quanto
a sua funcionalizacdo com lauril sulfato de sédio foram efetivas, conforme demonstrado através
das imagens de FTIR e MEV. O suporte sintetizado mostrou-se apto para 0 processo de
imobilizacdo da enzima de Rhizomucor miehei, sendo possivel a imobilizagdo de até 72% da
massa de enzima em relacdo a massa de suporte. Estes resultados puderam ser confirmados através
das andlises de TGA e DTA, que também demonstraram a estabilidade térmica do suporte
contendo a enzima imobilizada, o que o torna apto para a utilizagdo em processos biotecnoldgicos.
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