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RESUMO

As enzimas sdo polimeros de amino&cidos altamente especificas que catalisam reacgdes
quimicas e bioquimicas com grande especificidade no metabolismo dos seres vivos. A a-
amilase é uma enzima conhecida, que atua sobre o amido e é amplamente utilizada nas
indUstrias de alimentos, papel e celulose, produtos quimicos, detergentes, entre outras. A
imobilizacdo enzimatica € um dos processos mais utilizados para otimizar o uso de
catalisadores enzimaticos nas aplicacdes industriais facilitando a separacdo do produto final e
pode garantir maior estabilidade da enzima ao pH e temperatura. Com o desenvolvimento da
nanotecnologia, as nanoparticulas magnéticas (MNPs), tem sido amplamente utilizada nos
setores quimico, ambiental, médico e biotecnolégico. Embora existam muitas particulas de
oxido de ferro na natureza, as MNPs mais populares sdo 0xido de ferro (FesO4) e maghemita
(y-Fe203). Entre elas, a magnetita (FesOs), que é um oxido de ferro ferromagnético de cor
preta, que tem sido a mais estudada em Vvarios processos de imobilizacdo de enzimas. Sendo
assim a associacdo de biomoléculas com nanoparticulas magnéticas (MNPs) fornece uma
separacdo facil do sistema biocatalitico pelo uso de um campo magnético externo, devido a
grande area superficial e a presenca de grupos hidroxila em sua superficie, 0 que permite sua
facil funcionalizacéo e forte ligacdo & molécula enzimética. Diversos estudos de imobilizagdo
de enzimas em nanoparticulas magnéticas de 6xido vém sendo investigados por varios autores
que relataram uma alta capacidade de remocdo de &cido ferdlico usando a ferroxita (8-
FeOOH) quando imobilizaram uma peroxidase de soja. No entanto, 6-FeOOH néo foi
estudado até o momento para imobilizagdo da a-amilase. Neste trabalho, a a-amilase de
Aspergillus oryzae foi imobilizada covalentemente na superficie de nanoparticulas de
ferroxita (6-FeOOH) revestidas com tetraetoxisilano (TEOS) e 3-aminopropiltrietoxissilano
(APTES) e ativada com glutaraldeido. A imobilizacdo apresentou eficiéncia de 57% e
rendimento de 96%. O sucesso da sintese de nanoparticulas magnéticas e a imobilizacéo
foram analisados por FT-IR e DRX. A imobilizacdo ndo alterou o pH 6timo (6,0) da enzima
a-amilase, mas resultou em um aumento, de 50 para 60 °C, a temperatura 6tima da enzima
livre e imobilizada, respectivamente. Quando o biocatalisador imobilizado foi aplicado em
ciclos consecutivos de uso, foi possivel manter mais de 80% de sua atividade inicial por 5
ciclos. Todos os resultados estdo de acordo com outras a-amilases imobilizadas em suportes
semelhantes e sugerem a imobilizacdo em nanoparticulas magnéticas 6-FeOOH como uma
boa escolha de metodologia.

Palavras chaves: Nanomateriais. Ferroxita. Nanoparticulas magnéticas. Imobilizacdo

covalente. Biocatalise.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1: NPMs de 6 -FEOOH ........oooiiiiiieece ettt 16
Figura 2: Mecanismo de imobilizagdo da a-amilase em NPMs de 6-FeEOOH.............c........... 20
Figura 3: Difratograma das NPMs em diferentes eStagios.........cccccvevvrieeneeresieesinesesieesnennens 21
Figura 4: Espectrograma de FTIR de NPMS..........coiiiiiiiiiiiiieeseee e 23
Figura 5: Efeito do pH na atividade relativa da a-amilase livre e imobilizada ...................... 24
Figura 6: Efeito da temperatura na atividade relativa da a-amilase livre e imobilizada........ 25

Figura 7: Reciclo da a-amilase imobilizada em NPMs de 6-FEOOH. ..........ccoevveviiieiinennnne 26



SUMARIO

1 INTRODUGAO ...ttt s s 8
2  REFERENCIAL TEORICO ... teste e esesesiss s sses st 9
2.1 ENZIMAS ¢ttt bbbt h Rt b e R bRt R R bt bbb b ne e 9
P 101 - SRR 10
2.3 Aplicacao industrial da o-amMIlaSE ..........ccooiiiiiiiiii s 11
2.3.3 HIOrOliSE 00 @MU ....eevviiieieiie ettt 11
2.3.2 INAUSEIIa A8 AELEIGENTES ... veevieeiecieete ettt et esraenaeeneees 11
2.3.3 INAUSErIa AlIMENTICIA ...c.veveieicce et ens 12
A B | Lo [0 (T (=) | SR 12
2.3.5 INAUSEFIA A€ PAPEL.....cveeie e s 13
p O 1110 ]| 4 Tox: Lo ISR 13
2.5 Enzimas imobilizadas em nanoparticulas magnéticas ...........ccoceovereinenenniencneiecsenes 14
2.6 Ferroxita 0-FEOOH ........oiiiic e 15
3 MATERIAL E METODOS ...t ssessssssessasssssssssessssssssssesesncs 16
TN A ] T OSSO P PRSI 16
KT Y/ (o [0SR 17
3.2.1 Sintese e funcionalizagao de & - FEOOH MNP .........ccocoiiiiiiiiiiieee e 17
3.2.2 Imobilizagao da 0-AMIIASE .......cveieeieeee e 17
3.2.3 Determinacéo da atividade eNZIMAtiCa ..........ccccccveiieiiiiicii e 18
3.2.4 Parametros de iMODIIZAGAO............ccveieiiecie et 18
3.2.5 Aspectos morfol0giCoS € EStIULUTAIS.........cvieiirieiieeieeeee e 19
3.2.6 Efeito do pH na atividade da a-amilase livre e imobilizada.............cccccooevviieiininennnn, 19
3.2.7 Efeito da temperatura na atividade da a-amilase livre e imobilizada...............cc.cccoeunee. 19
3.2.8 Reutilizagdo da a-amilase IMODIlizada...........cccoevviiiiiiicic e 19
4 RESULTADOS E DISCUSSAOQ .....ooviiiiiirieeeiesesasesessssssssssssssssssassssssesssssssssssesens 20
4.1 Sintese do MNP e imobilizagdo da a-amilaSe............cccevieriiieiiieiiieie e 20
4.2 Caracterizagd0 € andlise d0 IMINP..........coci it 21
4.2.1 Anélise de Difracao de Raios-X (DRX) ....cccuiiiiiiieieieiiie e 21
4.2.2 Anélise por Espectrémetro Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)........... 22
4.2.3 Pardmetros de iMODITIZAGAD ...........cviiiiiiiiiercceeee s 23
4.2.4 Efeito do pH na a-amilase livre e imobilizada.............cccoooiiiiiiiic 24
4.2.5 Efeito da temperatura da reagdo na atividade da a-amilase livre e imobilizada ............. 24

4.2.6 Reutilizagdo da a-amilase IMODIliZada..........ccceoveiiiiiieciii e 26



5

CONCLUSAO

REFERENCIAS ..ot e et e e e e e e s ee et e e e e s e e e ees et e en e e er e,



1 INTRODUCAO

As enzimas sdo proteinas funcionais altamente especificas em relagcdo a seus
substratos, biocatalisadores eficazes na natureza e também em processos industriais
(ARSALAN et al., 2018; SOHRABI et al., 2014). Devido a essas caracteristicas citadas, em
comparagdo com catalisadores quimicos, as enzimas foram objeto de intensos estudos e
aplicagdes industriais (ANTONY et al., 2016; GUILHERME et al., 2017). Como exemplo de
uma enzima amplamente conhecida, existe a oa-amilase, que é aplicada com sucesso em
diferentes processos industriais, como alimentos, papel e celulose, produtos quimicos,
detergentes, etc. a-amilases (1,4-a-glucan-4 -glucanoidrolase) podem hidrolisar a molécula de
amido em moléculas menores, como glicose, maltose e maltotriose, e seu peso molecular
varia de 28 a 78 KDa, dependendo de sua origem (GUILHERME et al., 2017). Como
qualquer outra enzima, elas séo sensiveis as variacdes de pH e temperatura e, portanto, esses
parametros precisam ser cuidadosamente selecionados para garantir a integridade e atividade
da enzima. Foi relatado para atividades 6timas de a-amilases de Aspergillus oryzae uma faixa
de pH de 6,5 a 7,5 e temperaturas em torno de 45 a 50 ° C (SAHNOUN et al., 2015).

Para uma enzima industrial, especialmente para um processo de larga escala, €
importante considerar sua forma de aplicacdo (livre ou imobilizada) pois, na sua forma livre,
0 processo para purificacdo é mais elaborado (e dispendioso) do que quando se aplica uma
forma imobilizada (GUO et al., 2016; SOHRABI et al., 2014; TAVARES et al., 2018) .
Imobilizacdo é um termo genérico usado para descrever a reten¢do de uma biomolécula em
diferentes matrizes ou sistemas (MENDES et al., 2011). A literatura relata que, para as
enzimas, a imobilizacdo pode melhorar diferentes aspectos de seu desempenho catalitico,
como aumentar sua estabilidade, prolongar sua meia-vida e permitir sua aplicacdo por varios
ciclos consecutivos (GUO et al., 2016; MENDES et al., 2011). Diferentes técnicas e suportes
solidos estdo disponiveis para imobilizacdo enzimética, mas é importante enfatizar que cada
um tem suas vantagens e suas desvantagens e a escolha deve ser feita com base em mais de
um aspecto (TAVARES et al., 2018). Na imobiliza¢do da a-amilase foram relatados alguns
suportes, como: criogel (GUILHERME et al., 2017), nanomateriais magnéticos (DEFAEI et
al., 2018; GUO et al., 2016; SOHRABI et al., 2014), fosfo-silicato (PERWEZ et al., 2017) e
quitosana-montmorilonita (MARDANI et al., 2018). Entre esses suportes, as nanoparticulas
magnéticas (NPMSs) sdo interessantes, principalmente por causa da vantagem que apresentam

em separar-se facilmente no final do processo, simplesmente usando um ima (CAO et al.,



2016). Entretanto, como as nanoparticulas magnéticas sdo oxidadas quando expostas ao ar -
levando a uma perda de magnetismo e dispersibilidade e, consequentemente, uma separagéo
menos eficaz- é necessario o revestimento da sua superficie com agentes quimicos especificos
[ortossilicato de tetraetila (TEOS) e 3-aminopropil triethoxisilane (ATPES)] resultando assim
em nanoparticulas muito mais eficazes e funcionalizadas (WU et al., 2008).

O oxido de ferro (3-FeOOH) é uma estrutura de NPM semelhante a hematita (o-
Fe>O3) e apresenta algumas caracteristicas interessantes como alta estabilidade e area
superficial especifica, propriedades do supermagnetismo (PEREIRA et al., 2011), e uma
sintese mais simples em comparacdo com outros Oxidos ferromagnéticos. Com base nas
informagdes relatadas na literatura (PEREIRA et al., 2011; PINTO et al., 2012; TAVARES et
al., 2018), o d6xido de ferro é um suporte promissor para a imobilizacdo enzimatica. Tavares
(2018), por exemplo, relatou uma alta capacidade de remocdo de &cido ferulico, usando
nanoparticulas 6-FeOOH ao imobilizarem a peroxidase de soja. No entanto, a literatura néo
apresenta até o atual momento estudos sobre o0 uso da ferroxita na imobilizagdo da a-amilase.

Assim, no presente estudo tem como objetivo imobilizar a a-amilase de
Aspergillus oryzae em nanoparticula de 6-FeEOOH@SIiO,-NH.GL; caracterizar o sistema
formado em relacdo aos aspectos morfoldgicos e estruturais; estudar a influéncia do pH e
Temperatura na atividade das enzimas livres e imobilizados; estudar a reutilizagcdo do

biocatalisador.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Enzimas

A palavra "enzima" deriva das palavras gregas en (que significa "dentro™) e zume
(que significa "fermento™), foi usada pela primeira vez pelo fisiologista alemdo Wilhelm
Kilhne em 1878, quando descrevia a capacidade do fermento de produzir alcool a partir do
acucar (ROBINSON, 2015). As enzimas sao definidas como polimeros de aminoécidos que
catalisam reagdes quimicas e bioquimicas com grande especificidade no metabolismo dos
seres vivos. Essas reacdes catalisadas por esses polimeros sdo a base do metabolismo de todos
0s organismos vivos e oferecem enormes oportunidades para conversGes biocataliticas
altamente eficientes (BEILEN et al., 2002).

Como catalisadores, as enzimas sdo necessarias em concentragdes muito baixas,
diminuindo a energia de ativacdo de uma reacdo e como consequéncia acelerando as reacoes

sem serem consumidas durante o processo. Elas fazem isso ligando-se a um substrato e
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mantendo-0 de uma maneira que permita que a reagdo aconteca com mais eficiéncia
(LEHNINGER et al., 2005). Sua atividade ¢é afetada por varios fatores, como temperatura, pH
e concentracao do substrato.

As enzimas funcionam melhor dentro de faixas especificas de temperatura e pH, e
condigdes abaixo do ideal podem fazer com que uma enzima perca sua capacidade de se ligar
a um substrato. O aumento da temperatura geralmente acelera a reacdo e a reducdo da
temperatura diminui a velocidade da reacdo. No entanto, temperaturas extremamente altas
podem fazer com que uma enzima perca sua forma (desnaturacéo) e pare de funcionar. Cada
enzima possui uma faixa ideal de pH. Contudo alterar o pH fora desse intervalo reduzird a
atividade enzimatica, com valores extremos, podendo causar desnaturacdo das enzimas. O
aumento da concentracdo enzimatica acelerara a reacdo, desde que haja substrato disponivel
para ligacdo. Uma vez que todo o substrato esteja ligado, a reagdo ndo acelerara mais, pois
ndo havera nada ao qual enzimas adicionais possam se ligar (ROBINSON, 2015).

Enzimas sdo extraidas de algumas fontes especificas, como vegetais superiores
(papaina do mamao, bromelina do abacaxi, ficina do figo), animais superiores (enzimas
pancreaticas, pepsina, catalase, renina) e microrganismos (amilases, proteases, pectinases,
invertases, glicose-oxidases, celulases, fitases, glicose-isomerases), de origem fungica ou
bacteriana (SPIER, 2005). A maioria das enzimas industriais utilizadas na industria de origem
microbiana (HOFFMAM et al., 2016), podem ser extracelulares (enzimas eliminadas ao
meio) ou intracelulares (enzimas retidas no interior das células microbianas). Como, por
exemplo, as enzimas extracelulares que degradam o amido consistem na conversdo do amido
em monossacarideos como a glucose, em dissacarideos como a maltose e em oligossacarideos
como as dextrinas (SPIER, 2005).

2.2 a-amylase

As enzimas amiloliticas sdo biomoléculas que atuam sobre o amido (amilo),
que contém dois tipos de polissacarideos: a amilose (15-20%) e a amilopectina (80-85%). As
amilases geralmente sdo divididas em trés grupos: as a-amilases, que sdo responsaveis por
romper as ligacbes no interior do substrato (endoamilases); as P-amilases, que sdo
responsaveis por hidrolisar as extremidades ndo redutoras do substrato (exoamilases); e as
glucoamilases (amiloglucosidases), as quais liberam unidades de glicose do terminal néo-
redutor das moléculas do substrato (SPIER, 2005).

a-amilase (1,4-a-glucan-4-glucanohydrolase, EC 3.2.1.1.) é definida como
sendo uma enzima responsavel pela quebra as ligacdes a(1,4) dos polissacarideos que
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possuem trés ou mais unidades de D-glucose em unido a-1,4. A hidrolise ocorre em Varios
pontos da cadeia do amido de forma ndo seletiva, produzindo oligossacarideos de 5 a 7
unidades de glicose (GUILHERME et al., 2017). A enzima apresenta uma estrutura
tridimensional capaz de se ligar ao amido, pela acdo de grupos cataliticos altamente
especificos, promover a quebra dos elos glicosideos (DE SOUZA et al., 2010). Como
qualquer outra enzima, ele é sensivel a variacbes de pH e temperatura e, portanto, esses
parametros precisam ser cuidadosamente selecionados. a-amilases de Aspergillus oryzae
apresenta uma faixa de atividades otimas de pH de 6,5 a 7,5 e temperaturas em torno de 45 a
50°C (SAHNOUN et al., 2015).

2.3 Aplicacao industrial da a-amilase

2.3.1 Hidroélise do amido

As aplicagdes industriais mais comuns da a-amilase sdo na industria de liquefacao
do amido, que ocorre atraves da conversdo do amido em xaropes de frutose e glicose. A
conversdo enzimatica de todo amido inclui a etapa de gelatinizacdo, que envolve a dissolucao
de granulos de amido, formando assim uma suspensdo viscosa; liquefacdo que envolve
hidrolise parcial e perda de viscosidade; e sacarificacdo, envolvendo a producéo de glicose e
maltose por meio de mais hidrdlise (DE SOUZA et al., 2010). Por sua alta propriedade
adocante, a glicose e a frutose sdo usadas como adocantes na industria de bebidas
carbonatadas (refrigerantes). O processo de liquefagdo do amido requer o uso de a-amilase
juntamente com a glucoamilase que necessariamente devem apresentar elevada

termoestabilidade.

2.3.2 Industria de detergentes

A industria de detergente é o principal consumidor de enzima, em termos de
volume e valor. O uso de enzimas nas formulagdes de detergentes aumenta a capacidade
destes em removerem manchas dificeis e torna-los ambientalmente seguro. As amilases sdo o
segundo tipo de enzimas usadas na formulacdo de detergente enzimatico e 90% de todos 0s
detergentes liquidos contém essas enzimas. Tais enzimas s@o utilizadas em detergentes para a
lavanderia e lavagem automatica de loucas para degradar os residuos de alimentos ricos em
amido, como batatas, molhos, creme, chocolate etc., em dextrinas e outros oligossacarideos

menores. As amilases tém atividade em temperaturas mais baixas e pH alcalino, mantendo a



12

estabilidade necessaria sob condicdes de detergente e a estabilidade oxidativa das amilases é
um dos critérios mais importantes para seu uso em detergentes onde o ambiente de lavagem é
muito oxidante. A remoc¢édo de amido das superficies também € importante para proporcionar
um beneficio de brancura, uma vez que o amido pode ser um atrativo para muitos tipos de
solos particulados (DE SOUZA et al., 2010).

2.3.3 Industria alimenticia

As amilases sdo amplamente empregadas na industria de alimentos processados
como panificagdo, fabricagdo de cerveja, produgdo de bolos, sucos de frutas. As a-amilases
tém sido amplamente utilizadas na indlstria de panificacdo. Essas enzimas podem ser
adicionadas a massa de pdo para degradar o amido da farinha em dextrinas menores, que sao
posteriormente fermentadas pela levedura. A adi¢do de a-amilase a massa resulta no aumento
da taxa de fermentacdo e na reducdo da viscosidade da massa, resultando em melhorias no
volume e na textura do produto. Além disso, gera acucar adicional na massa, o que melhora o
sabor, a cor da crosta e as qualidades de tostagem do pédo. Além de gerar compostos
fermentaveis, as a-amilases também tém um efeito antiestatico na panificacdo, e melhoram a
retencdo da maciez dos produtos de panificacdo, aumentando a vida atil desses produtos. As
amilases também sdo usadas para clarificacdo de sucos de cerveja ou de frutas ou para o pré-
tratamento de racdo animal para melhorar a digestibilidade das fibras (DE SOUZA et al.,
2010).

2.3.4 Industria téxtil

As amilases sdo usadas na industria téxtil para o processo de separacdo. Agentes
de dimensionamento como amido sdo aplicados ao fio antes da producdo do tecido para
garantir um processo de tecelagem rapido e seguro. O amido é um tamanho muito atraente,
porque é barato, facilmente disponivel na maioria das regiées do mundo e pode ser removido
com bastante facilidade. O amido é posteriormente removido do tecido em um processo
umido na industria de acabamentos téxteis. A separacdo envolve a remogdo do amido do
tecido, que serve como agente de fortalecimento para impedir a quebra do fio da urdidura
durante o processo de tecelagem. As a-amilases removem seletivamente o tamanho e ndo
atacam as fibras (DE SOUZA et al., 2010).
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2.3.5 Industria de papel

Na industria de papel celulose, a-amilase é utilizada na producdo de amido de
baixa viscosidade e alto peso molecular, com seu uso no revestimento do papel. O tratamento
de revestimento serve para tornar a superficie do papel suficientemente lisa e forte, o que
melhora a qualidade de escrita no papel. Nesta aplicacéo, a viscosidade do amido natural €
muito alta para o tamanho do papel e isso pode ser alterado pela degradacdo parcial do
polimero com oa-amilases em lotes ou processos continuos. O amido € um bom agente de
dimensionamento para o acabamento do papel, melhorando a qualidade e a capacidade de
apagamento, além de conferir um bom revestimento de superficie, aumentando a rigidez e a
resisténcia do papel (DE SOUZA et al., 2010).

No entanto, aplicacdes das enzimas em alguns casos sdo altamente limitantes
devido a sua baixa estabilidade operacional e a impossibilidade de reutilizacdo o que torna sua
aplicacdo bastante desfavoravel. A técnica de imobilizagdo, desenvolvida pela primeira vez
em 1916, ampliou as aplicagdes das enzimas pois permitiu contornar esses problemas.

2.4 Imobilizacéo

O processo de imobilizacdo de enzimas e caracterizado como a ligacdo de uma
enzima em um suporte resultando em um biocatalizador reutilizavel. A imobilizacdo é uma
das abordagens mais comuns para aumentar ou melhorar o uso de catalisadores enzimaticos
para inimeras aplicacfes industriais. Essa técnica ja foi amplamente adotada na biotecnologia
para recuperar eficientemente o catalisador e o produto, a repetibilidade de enzimas e
desenvolver os biocatalisadores nativos mais robustos e altamente estaveis. A imobilizacao
apresenta inimeras vantagens para a industria, dentre elas a utilizacdo da atividade catalitica
por maior periodo, facilidade de separagdo do produto final e, em alguns casos, maior
estabilidade da enzima ao pH e temperatura (MENDES et al., 2011).

O método de imobilizacdo é uma questdo-chave para 0 uso das enzimas, que
geralmente sdo imobilizadas pelos métodos de aprisionamento, adsor¢do, covalente e
reticulacdo (BILAL et al., 2018) . O aprisionamento e a adsor¢do podem ser atribuidos como
métodos de imobilizacdo fisica, uma vez que nenhuma interacdo covalente estd envolvida
entre as moléculas da enzima e os transportadores. Além disso, a ligacdo covalente e a
reticulagdo pertencem aos metodos de imobilizagdo quimica, uma vez que moléculas

enzimaticas sdo imobilizadas nos transportadores por ligacdes covalentes (LIU et al., 2020).
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O tipo de suporte utilizado na imobilizagdo também é uma questdo fundamental, e
deve atender as seguintes condicOes: boa estabilidade em relacdo as variacdes de temperatura,
pH, alguns solventes organicos além de ter que apresentar uma boa separacéo para 0 processo
de reutilizacdo do biocatalisador imobilizado; uma grande area superficial especifica ou
estrutura porosa para aumentar a quantidade de imobilizacdo das enzimas; superficie de
modificacdo ou revestimento facil para facilitar a imobilizacdo de enzimas; baixo custo e
fonte abundante e ambientalmente sustentavel (BILAL et al., 2018).

Com o desenvolvimento da nanotecnologia, 0s nanomateriais tém sido
amplamente utilizados em medicina, farmacia, quimica, monitoramento ambiental e
microeletronica. Nanomateriais podem atender aos requisitos dos portadores de imobilizacéo;
embora alguns possam ndo ser muito adequados para imobilizacdo de enzimas, pois as

enzimas tendem a formar agregados com propriedades alteradas (PERWEZ et al., 2017).

2.5 Enzimas imobilizadas em nanoparticulas magnéticas

O interesse em nanotecnologias e materiais em nanoescala, particularmente
nanoparticulas magnéticas (MNPS), cresceu recentemente e suas aplicacGes atrairam a atencdo
das comunidades de pesquisa e industrial nos setores quimico, ambiental, médico e
biotecnoldgico (PERWEZ et al., 2017). Embora existam muitas particulas de 6xido de ferro
na natureza, as MNPs mais populares séo Fez0s e y-Fe2O3. Entre elas, a magnetita (Fez0a),
que é um o6xido de ferro ferromagnético de cor preta, que sido a mais estudada em Vvarios
processos de imobilizacdo de enzimas (BILAL et al., 2018).

A separacdo de biocatalisadores imobilizados da mistura do meio reacional
enzimatico € um dos principais desafios que precisam ser superados no processo de
imobilizacdo. Nesta conjuntura, a associacdao de biomoléculas com nanoparticulas magnéticas
(MNPs) fornece uma separacdo facil do sistema biocatalitico pelo uso de um campo
magnético externo. Nas Ultimas décadas, as MNPs tém atraido muita atencdo como
promissores portadores de suporte na imobilizacdo de enzimas, devido a grande area
superficial e a presenca de grupos hidroxila em sua superficie, 0 que permite sua facil
funcionalizacdo e forte ligacdo a molécula enzimética. Baixa porosidade e excepcional
estabilidade mecénica sdo as caracteristicas, que reduzem o0s obstaculos estéricos e sdo
importantes para o desenvolvimento de um sistema catalitico enziméatico-matriz estabilizado.
Todas essas caracteristicas levaram a uma melhoria substancial na capacidade de carga de
enzimas ou biomoléculas. As propriedades magnéticas desses materiais de suporte podem
prometer a separacdo facil de enzimas encapsuladas dos meios de reacdo e, portanto, finalizar
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rapidamente as reacOes enzimaticas e recuperar as enzimas para seu uso continuo. Dessa
forma, o tedioso processo de centrifugacdo pode ser contornado, o que simplifica bastante os
procedimentos de imobilizacdo e recuperacao de enzimas.

Geralmente, as nanoparticulas magneticas tendem a se agregar devido a sua alta
energia superficial desencadeada pela grande area superficial especifica. Além disso possuem
alta atividade quimica e sdo facilmente oxidadas no ar, levando a perda de magnetismo e
dispersibilidade. Esses fatores tornam a separacdo magnética menos eficaz, resultando na
incompeténcia das nanoparticulas nuas para fixacdo direta de enzimas (BILAL et al., 2018).
Nesse contexto, 0 revestimento da superficie com silica pode auxiliar na prevencdo da
agregacdo e oxidagdo, melhora a estabilidade quimica, protegendo os nicleos magnéticos da
agregacdo e da oxidacdo. Também pode melhorar as caracteristicas de hidrofilicidade e
biocompatibilidade. A introducdo de grupos silano substanciais nas superficies dos nucleos
magnéticos apds a modificacdo fornece a base subjacente para outras modificacbes com
reagentes funcionais para imobilizag&o de enzimas (BILAL et al., 2018).

2.6 Ferroxita 0-FeOOH

O ferro € elemento mais abundante na natureza e compde 35% da massa total do
planeta. Ele é encontrado na crosta terrestre em todos os tipos de rocha e solos nas formas de
oxido de ferro, com as valéncias Fe** e Fe** (CORREA, 2016).

A Ferroxita (3-FeOOH) (Figura 1) é um Oxido de ferro relativamente raro,
polimorfo, com varios oxi-droxidos de ferro conhecidos, apresentando magnetizacdo
significativa em temperatura ambiente, com a mesma estrutura cristalografica que Cdlz, com
grande area superficial (GOTIC ET AL., 1994) (GOTIC; POPOVIC; MUSK2, 1993). O
ferrimagnetismo observado no 8-FeOOH é causado pelos planos alternados do Fe na sua
estrutura e/ou devido ao efeito de tamanho finito observado neste material na dimenséo em
nanoescala (CHAGAS et al., 2013). Nanoparticulas de 5-FeOOH sdo tipicamente preparadas
pela rapida oxidacdo de Fe(OH). com H2O; e séo formadas como placas grandes ou agulhas
na auséncia de um reagente de protecdo de superficie (NISHIDA et al., 2016). Sua sintese (o-
FeOOH) é mais simples e vidvel economicamente para aplicacdo tecnoldgicas em
comparagao com as outras nanoparticulas de oxido de ferro (BILAL et al., 2018; CHAGAS et
al., 2013).
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Figura 1- NPMs de § -FeOOH: a) imediatamente ap0s a preparacdo; b) apds a lavagem com etanol e agua

Fonte: Adaptado de NISHIDA, 2016.

Diversos estudos de imobilizacdo de enzimas em nanoparticulas magnéticas de
oxido vém sendo investigados por varios autores (CHO et al., 2012; VERMA et al., 2013). A
escolha do suporte deve ocorrer em funcdo da area superficial e a presenca de grupos
hidroxila em sua superficie, o que permite sua facil funcionalizacdo e forte ligacdo da
molécula da enzima (BILAL et al., 2018; TAVARES et al., 2018) por exemplo, relataram
uma alta capacidade de remocdo de acido ferdlico: 93% no primeiro ciclo e 46,5%
respectivamente nos 7 ciclos usando 6-FeOOH quando imobilizaram uma peroxidase de soja.

No entanto, 6-FeOOH néo foi estudado até o momento para imobilizagdo da a-amilase.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Materiais

O estudo foi realizado no Laboratério de Processos e Compostos Nutracéuticos e
Funcionais da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) no municipio de Montes
Claros, Minas Gerais. Foram utilizados a-amilase (EC 3.2.1.1) de Aspergillus oryzae,
gluteraldeido (25% v / v, solucéo aquosa), ortossilicato de tetraetil (TEOS), (3-aminopropil)
triethoxysilane (ATPES), sulfato de ferro aménio (I1) hexahidratado (Fe(NHa4)2(SO4).2,6H20,>
99%), solugdo aquosa de perdxido de hidrogénio a 30% (v / v) e solugdo aquosa de hidroxido
de amdnio a 30% (v/v), adquiridos da Sigma-Aldrich. Todos os outros reagentes quimicos

utilizados foram de grau analitico.
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3.2 Métodos

3.2.1 Sintese e funcionaliza¢ao de 6 - FeEOOH MNP

A sintese da ferroxita (6-FeOOH) MNP foi realizada como descrito por Pereira et
al., (2011), com algumas modificacdes. Na realizacdo da sintese foram utilizados 5,6 g de
Fe2(S0a4) solubilizados em 200 mL de &gua ultrapura e misturados com 100 mL de NaOH
(2M) sob agitacdo constante por um periodo de 10 min até a formacdo de um precipitado
esverdeado (Fe(OH).). Em seguida, foram adicionados 10 mL de H20. (30% v/v) sob
agitacdo por 10 mim. A solucédo final apresentou formacdo de um precipitado de coloracdo
marrom avermelhada (3-FeOOH). O precipitado foi lavado com &gua destilada por 5 vezes e
seco por um periodo de 12 horas a 60°C em estufa de circulacéo.

A modificacdo da superficie da ferroxita MNP foi realizada como descrito por
Tavares et al.,, (2018) com algumas modificacbes. Para o procedimento, 4,0 g de
nanoparticulas de ferroxita sintetizadas, como descrito acima, foram misturadas com 200 mL
de etanol e 20 mL de agua destilada e, em seguida, foram agitadas constantemente por 1 h.
Foram acrescentadas 10 mL de solucédo de hidréxido de aménio (30% v/v) e 12 mL de TEOS
foram adicionados a solucdo de ferroxita sob agitacdo continua por 3 h a temperatura
ambiente. Em seguida, foram adicionados 8 mL de APTES e a mistura foi agitada por 12 h
também a temperatura ambiente. Finalmente, as particulas de 3-FeEOOH@SiO2-NH, foram
coletadas por separagdo magnética, seguida por lavagem com agua destilada e depois secas

durante 16 horas em estufa a 60°C.

3.2.2 Imobiliza¢io da a-amilase

A imobiliza¢do da o-amilase em 6-FeEOOH@SiO2-NH2 MNP foi realizada com
base na metodologia de Tavares et al., (2018). A ativacao foi promovida através da adicdo de
2,9 g de 56-FeOOH@SIiO2-NH2 em uma solucdo de 100 mL de gluteraldeido (1,6% v/v),
seguido de agitacdo & temperatura ambiente por 4 h. As particulas foram coletadas por
separagdo magnetica e lavadas cinco vezes com agua destilada e novamente com tampdao
fosfato (0,1 mM, pH 7,0) e depois secas a 60°C por 24 h. Para imobilizacéo, 2,83+1,85 g de
nanoparticulas funcionalizadas foram adicionadas a 25 mL de solu¢do enzimatica de a-
amilase (14,68 mg; 5182 U, 0,1 mM, pH 7,0) e agitadas suavemente por 4 h a 15°C. Apds o
periodo de 4 horas aliquotas do sobrenadante foram retiradas para a determinagdo da proteina
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ndo ligada e atividade ndo ligada durante a imobilizacdo. Todos 0s ensaios enziméticos de
atividade e teor de proteina foram realizados em triplicata.

3.2.3 Determinacao da atividade enzimatica

A atividade da a-amilase, livre e imobilizada, foi realizada com base na hidrolise
do amido (FUWA, 1954). Uma quantidade 0,001 mg de a-amilase livre foi adicionada a 1 mL
de solucdo de amido (50 mg/mL) em tampéo acetato de soédio (0,1 mM pH 6,0) e incubada
por 10 min a 37°C, a reacdo foi interrompida pela adi¢éo de 0,5 mL de HCI a 20% (v/v) e 200
pL de solugdo de iodo Fuwa (solucdo de iodo-etanol a 1%, 10% de iodeto de potassio e dgua
ultrapura 1:1:3) e 2,1 mL de &gua ultrapura. Para atividade da enzima imobilizada 0,001 mg
de a-amilase ligada as nanoparticulas foram adicionada a 1 mL de solucdo de amido (50
mg/mL) em tampéo acetato de sodio (0,1 mM pH 6,0) e incubada por 10 min a 37°C, a reacéo
foi interrompida pela adi¢do de 0,5 mL de HCl a 20% (v/v) e 200 pL de solucédo de iodo Fuwa
(solucdo de iodo-etanol a 1%, 10% de iodeto de potéssio e agua ultrapura 1:1:3) e 2,1 mL de
agua ultrapura. Absorbancia de ambas as formas foi medida a 660 nm em um
espectrofotémetro UV Mini 1240 Shimadzu. Uma unidade (U) de atividade da a-amilase foi
definida como a quantidade de enzima necessaria para hidrolisar 0,1 mg de amido por minuto
nas condic¢des do ensaio. A curva padrdo foi preparada a partir de uma solucdo de amido de
50 mg/mL. Todos os ensaios enzimaticos foram realizados em triplicata e relatados como

valor médio * desvio padrao.

3.2.4 Parametros de imobilizacéo

A eficiéncia da imobilizacdo (E, %), expressa a quantidade de atividade
enzimatica retida no suporte e o rendimento da imobilizacdo (Y, %), representa a propor¢édo
da proteina ligada ao suporte (AGRAWAL et al., 2016). Conhecendo a atividade enzimatica
(af, U/ mL) e o teor total de proteinas (Pi, mg/mL) oferecido para imobiliza¢do, a atividade
imobilizada (ai, U/mL) e o contetido de proteinas da solugcdo de lavagem (Pw, mg/mL) e

sobrenadante (Ps, mg / mL), foi possivel determinar E (Equagéo 1) e Y (Equacdo 2).
E= (:—) 100% (1)

v = [B=BtB)] 5009 (2)

i
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3.2.5 Aspectos morfologicos e estruturais

A MNP ¢ a a-amilase imobilizada foram caracterizadas por Difracdo de raios-X e
Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier. A técnica de difracdo de raios
X foi utilizada para determinar as fases cristalinas do suporte durante o processo de
imobilizacdo, com analise realizada em um Shimadzu XRD-7000 com uma fonte de Cu (Ko =
1,54184 A) entre os angulos (2e) 20-70° e varredura de 0,5°/min. Os grupos quimicos
presentes na superficie das nanoparticulas antes e ap6s o processo de imobilizacdo foram
caracterizados por espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) em

um espectrometro Perkin Elmer Spectrum 2000 com faixa espectral de 400 a 4000 cm™.

3.2.6 Efeito do pH na atividade da a-amilase livre e imobilizada

O efeito do pH para a a-amilase imobilizada e livre, foi determinado a
temperatura de 40°C usando condicdes padrdo de ensaio em tampao acetato de sodio (100
mM), para valores de pH de 3,0-6,0 e tampdo fosfato de potassio (100 mM) para valores de
pH: 7,0-8,0. O valor de pH onde houve a atividade maxima da enzima foi escolhido como o
pH ideal para a enzima. A atividade relativa (%) da o-amilase foi calculada em cada pH

considerando a atividade 100% no pH 6timo.

3.2.7 Efeito da temperatura na atividade da a-amilase livre e imobilizada

O efeito da temperatura na a-amilase livre e imobilizada foi determinado variando
a temperatura na faixa de 20 - 80°C. A temperatura onde houve atividade enziméatica maxima

foi escolhida como a temperatura ideal para a enzima.

3.2.8 Reutilizacdo da a-amilase imobilizada

A reutilizacdo da a-amilase imobilizada foi analisada submetendo o mesmo
biocatalisador a ciclos sequenciais de hidrdlise do amido. A a-amilase imobilizada foi
aplicada a 1 mL de uma solucéo de amido a 50 mg / mL em tampé&o acetato de sodio (0,1 mM
/ pH 6,0) e incubada por 10 min a 50°C sob agitacdo. Apos esse periodo de reacdo, 0
biocatalisador foi recuperado, lavado com agua destilada e submetido a uma nova solucéo de
amido para um novo ciclo. O sobrenadante de cada ciclo foi analisado para o amido

hidrolisado; a atividade inicial da o-amilase foi definida como 100% e as atividades
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sequenciais obtidas foram comparadas a esta como um valor residual. Todos 0s ensaios

enzimaticos foram realizados em triplicata relatados como: valores médios + desvio padréo.
4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Sintese do MNP e imobiliza¢do da a-amilase

O processo esquematico para a sintese das nanoparticulas de 5-FeOOH seguido da

imobilizagdo da a-amilase é apresentado na Figura 2.

Figura 2 - Mecanismo de imobilizagéo da a-amilase em NPMs de 3-FeOOH

Fet2_ NaOH Hzoz _TEOS
30 mim 10 mim

Fe(OH), 5-FeOOH 8-FeOOH@Si0,
16 h l ATPES
(6]
O <(g(;‘>8i/\/\|\1/\)l\|-| % _%> /\/\NHZ
3-FeOOH@Si0,-ATPES-GL 8-FeOOH@Si0,-ATPES

2h a—amylase

O ié)—>$l /\/\/ /\y@

3-FeOOH@S10,-ATPES-GL-AA

Fonte: Do Autor, 2020.

As NPMs §-FeOOH foram preparadas misturando a solugdo de Fe?* com NaOH,
formando um precipitado verde escuro que oxidou rapidamente através do uso de H.O2, 0 que
leva diretamente ao produto, 5-FeOOH. Apos a funcionaliza¢gdo com TEOS, o MNP mostrou
boa hidrofilicidade. A superficie funcionalizada do MNP foi ligada a grupos amino e carboxil
de cadeia longa através do uso de TEOS e glutaraldeido. A ligacdo da a-amilase no suporte
foi realizada por meio da ligagdo covalente do grupo amina presente na enzima com 0 grupo
carboxila da 6-FeOOH@SiO2-NH-GL.
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4.2 Caracterizagdo e analise da MNP

4.2.1 Andlise de Difracdo de Raios-X (DRX)

Os resultados da analise de DRX, apresentados na Figura 3, indicam que todas as amostras
exibiram planos de reflexdo correspondentes a (100) (101) (102) (110), que séo equivalentes a
fase 6-FeOOH de acordo com GOTIC et al.,(1993) e TAVARES et al., (2018).

Figura 3 - Difratograma das NPMs em diferentes estagios. a) 5-FeOOH; b) 8-FeOOH@SiO2 ATPES-GL; ¢) 5-
FeOOH@SiO2-ATPES-GL-Amy.
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Fonte: Do Autor, 2020

Pinto et al. (2012) e Madsen et al. (1985), ao analisar particulas sintéticas de o-
FeOOH por DRX, observaram os mesmos planos de reflexdo encontrados no presente estudo.
E possivel ver, no Figura 3, que os picos de difracdo caracteristicos de todas as particulas
modificadas eram muito semelhantes entre si, 0 que pode ser explicado pelo fato de que o
FeOOH é o nucleo magneético das trés amostras analisadas. O tamanho médio de cristalino das
nanoparticulas magnéticas foi estimado a partir da largura do pico na meia altura do plano de
reflexdo mais forte (100) e calculado com a ajuda da equacdo de Scherrer (Muniz, 2016). A
partir dos dados obtidos, calculou-se o tamanho médio cristalino de 6-FeOOH como 10 nm
(FIGURA 3,a).
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Nishida et al. (2016) obtiveram valores para o tamanho médio das nanoparticulas
5-FeOOH, que exibiram comportamento supermagnético, abaixo de 10 nm, isso pode ser
explicado pela sintese de nanoparticulas superparamagnéticas 6-FeOOH como resultado de
um metodo quimico. Apos a funcionalizagéo e ativacdo com glutaraldeido (FIGURA 3, b), 0
tamanho médio do cristalino atingiu aproximadamente 12 nm e, apds a imobiliza¢ao da a-
amilase (FIGURA 3, ¢), o valor obtido foi de 15 nm, o que indica um aumento no cristalito
médio provavelmente causado pela funcionalizacdo, ativacdo e imobilizacdo. Embora o
tamanho do cristalito tenha aumentado apos a salinizacdo, a imobilizacdo ndo foi suficiente
para a mudanca de fase de 6-FeOOH. Tavares et al. (2018), ao imobilizar uma peroxidase de
soja em 8-FeOOH, obteve um valor médio de tamanho de cristalito de 15 nm para 6-FeOOH
antes da imobilizacdo e valores entre 18 e 19 nm apds a imobilizacdo, observando 0 mesmo

comportamento mostrado neste estudo.

4.2.2 Anélise por Espectrometro Infravermelho por Transformada de Fourier
(FTIR)

A adigdo de grupos quimicos na nanoparticula magnética 5-FeOOH e também a
imobilizag¢do da a-amilase neste suporte modificado foram confirmadas por analise de FTIR.
O Grafico 2 apresenta o espectrograma de FTIR de 8-FeOOH, 6-FeOOH@SiO2-ATPES-GL,
3-FeOOH@SiO2-ATPES-GL-Amy.

No espectrograma obtido (FIGURA 4, a) é possivel observar uma banda muito
forte e larga a 3422 cm, que pode ser atribuida aos modos de estiramento de OH superficial
e bandas largas fracas em 1124, 920 e 670cm ! devido a flexdo de Fe-OH; a banda em 436
cm?  pode ser atribuida a ligaghes Fe-O. Este espectrograma esta, de acordo com o
espectrograma encontrado por Carlson et al., (1980) para amostras sintéticas de -FeOOH. Na
Figura 4a e 4c, a banda de absorcdo a 1082 cm™ e 796, 952 cm™ foi atribuida a vibragdo de
alongamento das ligagdes Si-OH e Si-O-Si, além disso, a banda de absor¢do a cerca de 3448
cm ! foram relacionados a vibragdo de alongamento NH, vibragdo OH e pico de agua (GUO
et al., 2016). A banda de absor¢do a 1654 cm™ com as particulas funcionalizadas e ativadas
(FIGURA 4, c), foi associada a vibracdo caracteristica de flexdo N-H (ANTONY et al.,
2016). Para as NPMs 8-FeEOOH@SiO>-ATPES-GL-Amy, o espectrograma obtido (FIGURA
4, ¢) indica a imobilizacdo bem-sucedida da a-amilase com uma banda de absorcdo a 1656
cm! equivalente a vibragido C=0 na ligacdo -CONH e a banda a 2948 cm™ representando a
vibracdo de CH da molécula enziméatica (ANTONY et al., 2016).
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FIGURA 4- Espectrograma de FTIR de NPMs. a) 8-FeOOH; b) 6-FeOOH@SiO2-ATPES-GL; ¢) 8-
FeOOH@SiO2-ATPES-GL-Amy.
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Fonte: Do Autor, 2020.
4.2.3 Parametros de imobilizacéo

A eficiéncia e o rendimento obtidos para imobilizagdo da o-amilase em
nanoparticulas magnéticas de 6-FeOOH foram, respectivamente, 57,19 + 0,13% e 95,94 +
0,13%, ambos superiores aos obtidos por Guo et al., (2016), (43,9% e 28,7%,
respectivamente) com particulas de FesO4 como suporte para a-amilase. No entanto, quando
comparado a imobilizacdo em nanoparticulas de 6xido de zinco (ANTONY et al., 2016), a
eficiéncia foi 46% maior, mas o rendimento foi 12% menor. Em relacdo as proteinas, no
presente trabalho foi obtida imobilizacdo de 4,84 + 1,21 mg / g (com uma atividade de
1048,06 + 1,43 U / g), 26% inferior a imobilizacdo proteica alcancada por Antony et al.,
(2016) com nanoparticulas de ¢Oxido de zinco, como mencionado acima. Estes resultados
indicam que uma associagdo entre a enzima e as nanoparticulas 5-FeOOH ocorreu sem grande

perda de integridade e imobilizagdo da enzima tornando esta, uma metodologia promissora.
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4.2.4 Efeito do pH na a-amilase livre e imobilizada

Os resultados da influéncia do pH na a-amilase livre e imobilizada, estéo

apresentados na Figura 5.

Figura 5- Efeito do pH na atividade relativa da a-amilase livre e imobilizada realizada no uso de condi¢des
padrédo de ensaio a temperatura de 45°C.
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Fonte: Do Autor, 2020.

De acordo com os resultados, as maiores atividades relativas foram observadas em
pH 6,0 para ambas as formas, a-amilase livre e imobilizada. Entretanto, para os demais pHs
investigados, a forma imobilizada apresentou atividades relativas de 4 a 20% mais altas,
indicando que a imobilizagéo foi capaz de melhorar a resisténcia biocatalitica em ambas as
condicBes, mais acidas e alcalinas, do que o pH ideal em comparacdo a enzima livre. Da
mesma forma, Sohrabi et al. (2014) observaram o mesmo pH étimo 6,5 para a a-amilase livre
e imobilizado em nanoparticulas de FesO4, porém, diferentemente do obtido neste trabalho, o
perfil de pH imobilizado foi menor para os demais pHs avaliados que a forma livre.

4.2.5 Efeito da temperatura da reagdo na atividade da a-amilase livre e imobilizada

Os resultados dos perfis de temperatura da o-amilase livre e imobilizada no
suporte 6-FeOOH@SIO2-ATPES-GL, podem ser observados no Figura 6.
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Figura 6 - Efeito da temperatura na atividade relativa da a-amilase livre e imobilizada realizada utilizando
condicgBes padrao de ensaio a pH 6 (tampao de acetato de sédio 100 mM)
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Fonte: Do Autor, 2020.
De acordo com os resultados a temperatura maxima de atividade relativa encontrada

foi de 50°C para a a-amilase livre , mas, com a imobilizacdo, a temperatura 6tima foi
aumentada em 10°C. Além disso, ap6s a imobilizacdo, a fase de ativacdo (antes de 60°C)
resultou em atividades residuais mais baixas do que para a enzima livre, mas, para a fase de
desativacdo (ap6s 60°C), as atividades residuais foram maiores que a enzima livre, indicando
que a imobilizacdo foi capaz de aumentar a resisténcia térmica a temperaturas superiores ao
ideal. Sohrabi et al., (2014) observaram 0 mesmo comportamento com uma amilase
imobilizada em nanoparticulas magnéticas de FesO4 e maiores estabilidades térmicas apos a
imobilizacdo foram explicadas como resultado da perda de flexibilidade devido a ligacdo
covalente formada durante a imobilizagdo (MARDANI et al., 2018). A variagdo na
temperatura relativa maxima pode ser devida a formacgédo das ligacbes covalentes entre os
grupos funcionais presentes na enzima e na superficie do suporte, 0 que aumenta a rigidez da
estrutura da enzima e reduz o efeito da temperatura na desnaturacdo da proteina (ABDEL
WAHAB et al., 2018). A imobilizacdo covalente entre as técnicas utilizadas para fixagdo de
enzimas em suportes cataliticos € uma das mais utilizadas, para melhorar a atividade das
enzimas em temperaturas elevadas (ABDEL WAHAB et al., 2018; DANIAL et al., 2010).
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4.2.6 Reutilizagdo da a-amilase imobilizada

De acordo com a Figura 7, os resultados obtidos para ciclos repetidos de uso da a-
amilase imobilizada revelaram que, por 5 ciclos consecutivos (a pH 6,0, 50°C e 10 min), o
biocatalisador manteve mais de 80% de sua atividade inicial e com mais de 8 ciclos,
observou-se que mais de 50% da atividade foi perdida; por esse motivo, seria aconselhavel
trabalhar com esse biocatalisador entre 5 e 8 ciclos. Foi relatado, com 6 ciclos consecutivos de
uso, a manutencdo de quase 80% (GUO et al., 2016) e mais de 85% (SOHRABI et al., 2014)
de suas enzimas a-amilases imobilizadas iniciais, que representam apenas um ciclo a mais do
que o observado no presente trabalho. A diminuicdo da atividade enzimatica pode ser devido
a perda de separacdo magnética ou a perda de atividade foi atribuida a inativacdo da enzima
devido ao seu uso continuo (ANTONY et al., 2016). Tavares et al., (2018), relataram que o
uso de 8-FeOOH como suporte mostrou-se eficiente e estavel, no primeiro ciclo apresentou
alta capacidade de remocao de acido ferulico (93%), mantendo sua capacidade de remocdao de
acido ferdlico em 46,5% no sexto e sétimo ciclo respectivamente. Os resultados obtidos por
Tavares et al., (2018) mostraram grande potencial de uso de ferrodxido a ser aplicado
industrialmente na imobilizacdo de enzimas e além de apresentar baixos custos de producédo

de suporte.
Figura 7- Reciclo da a-amilase imobilizada em NPMs de 6-FeOOH.
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Fonte: Do Autor, 2020.
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5 CONCLUSAO

Através do presente trabalho foi possivel imobilizar alfa amilase em
nanoparticulas magnéticas de ferroxita com a confirmacgéo sendo feita através da técnica de
infra vermelho. As nanoparticulas magnéticas ap0s a imobilizacdo ndo apresentaram alteragédo
na sua fase cristalina, comprovadas através das técnicas de DRX.

A eficiéncia e o rendimento da imobilizagdo mostraram que esta ocorreu sem
grande perda de integridade da enzima. A imobilizacdo aumentou a estabilidade da amilase
nas variacOes de pH e deixou a enzima mais termoestavel a altas temperaturas em comparacao
com a amilase livre.

A amilase imobilizada também indicou grande eficiéncia de reciclagem em
termos de viabilidade econémica. Com base nos resultados apresentados, sugerimos gque a
amilase na forma imobilizada é adequada para aplicacdo bioindustrial envolvendo biocatélise,

bioengenharia e biofarmacéutico.



28

6 REFERENCIAS

ABDEL WAHAB, W. A. et al. Optimization of pectinase immobilization on grafted alginate-
agar gel beads by 24 full factorial CCD and thermodynamic profiling for evaluating of
operational covalent immobilization. International Journal of Biological Macromolecules,
v. 113, p. 159-170, 2018.

AGRAWAL, R.; VERMA, A. K.; SATLEWAL, A. Application of nanoparticle-immobilized
thermostable B-glucosidase for improving the sugarcane juice properties. Innovative Food
Science and Emerging Technologies, v. 33, p. 472-482, 2016.

ANTONY, N.; BALACHANDRAN, S.; MOHANAN, P. V. Immobilization of diastase a-
amylase on nano zinc oxide. Food Chemistry, v. 211, p. 624-630, 2016.

ARSALAN, A.; YOUNUS, H. Enzymes and nanoparticles: Modulation of enzymatic activity
via nanoparticles. International Journal of Biological Macromolecules, v. 118, p. 1833—
1847, 2018.

BEILEN, J. B. VA,; LI, Z. Enzyme technology: An overview. Current Opinion in
Biotechnology, v. 13, n. 4, p. 338-344, 2002.

BILAL, M. et al. Magnetic nanoparticles as versatile carriers for enzymes immobilization: A
review. International Journal of Biological Macromolecules, v. 120, p. 2530-2544, 2018.
CARLSON, L.; SCHWERTMANN, U. Natural ocurrence of feroxyhyte (d’-FeOOH). Clays
and Clay Minerals, v. 28, n. 4, p. 272-280, 1980.

CHAGAS, P. et al. 3-FeOOH: A superparamagnetic material for controlled heat release under
AC magnetic field. Journal of Nanoparticle Research, v. 15, n. 4, 2013.

CHO, E. J. et al. Co-immobilization of three cellulases on Au-doped magnetic silica
nanoparticles for the degradation of cellulose. Chemical Communications, v. 48, n. 6, p.
886-888, 2012.

CORREA, S. Sintese , Caracterizagdo Estrutural E Propriedades Térmicas Do Material
Hibrido Poli ( Metilmetacrilato )/ Ferroxita : Um Estudo Experimental E Teorico. 2016.
DANIAL, E. N.; ELNASHAR, M. M. M.; AWAD, G. E. A. Immobilized inulinase on grafted
alginate beads prepared by the one-step and the two-steps methods. Industrial and
Engineering Chemistry Research, v. 49, n. 7, p. 3120-3125, 2010.

DE SOUZA, P. M.; E MAGALHAES, P. DE O. Application of microbial a-amylase in
industry - a review. Brazilian Journal of Microbiology, v. 41, n. 4, p. 850-861, 2010.
DEFAEI, M. et al. Improvement of stability and reusability of a-amylase immobilized on

naringin functionalized magnetic nanoparticles: A robust nanobiocatalyst. International



29

Journal of Biological Macromolecules, v. 113, p. 354-360, 2018.

FUWA, H. A NEW METHOD FOR MICRODETERMINATION modified method of that
described by Mc Cready. The Journal of Biochemistry, v. 41, 1954.

GOTIC, M.; POPOVIC, S.; MUSIC, S. Formation and characterization of &-FeOOH.
Materials Letters, v. 21, n. 34, p. 289-295, 1994.

GOTIC, M.; POPOVIC, S.; MUSK2, S. Formation and characterization of 8-FeOOH.
Materials Letters, v. 21, n. November, p. 289-295, 1993.

GUILHERME, E. P. X. et al. Synthesis of supermacroporous cryogel for bioreactors
continuous starch hydrolysis. Electrophoresis, v. 38, n. 22-23, p. 2940-2946, 2017.

GUO, H. et al. Covalent immobilization of a-amylase on magnetic particles as catalyst for
hydrolysis of high-amylose starch. International Journal of Biological Macromolecules, v.
87, p. 537-544, 2016.

HOFFMAM, Z. B. et al. Xylan-specific carbohydrate-binding module belonging to family 6
enhances the catalytic performance of a GH11 endo-xylanase. New Biotechnology, v. 33, n.
4,p. 467-472, 2016.

LIU, D. M.; DONG, C. Recent advances in nano-carrier immobilized enzymes and their
applications. Process Biochemistry, v. 92, n. February, p. 464-475, 2020.

LEHNINGER, T. M., NELSON, D. L. & COX, M. M. Principios de Bioquimica. 62
Edigéo, 2014. Ed. Artmed.

MARDANI, T. et al. Immobilization of o-amylase on chitosan-montmorillonite
nanocomposite beads. International Journal of Biological Macromolecules, v. 120, p. 354—
360, 2018.

MENDES, A. A. et al. Aplicagédo de quitosana como suporte para a imobilizacdo de enzimas
de interesse industrial. Quimica Nova, v. 34, n. 5, p. 831-840, 2011.

NISHIDA, N. et al. Synthesis of superparamagnetic 6-FeOOH nanoparticles by a chemical
method. Applied Surface Science, v. 387, p. 996-1001, 2016.

PEREIRA, M. C. et al. Nanostructured 6-FeOOH: A novel photocatalyst for water splitting.
Journal of Materials Chemistry, v. 21, n. 28, p. 10280-10282, 2011.

PERWEZ, M.; AHMAD, R.; SARDAR, M. A reusable multipurpose magnetic
nanobiocatalyst for industrial applications. International Journal of Biological
Macromolecules, v. 103, p. 16-24, 2017.

PINTO, I. S. X. et al. Nanostructured 6-FeOOH: An efficient Fenton-like catalyst for the
oxidation of organics in water. Applied Catalysis B: Environmental, v. 119-120, p. 175—
182, 2012.



30

ROBINSON, P. K. Enzymes: principles and biotechnological applications. Essays in
Biochemistry, v. 59, p. 1-41, 2015.

SAHNOUN, M. et al. Aspergillus oryzae S2 alpha-amylase production under solid state
fermentation: Optimization of culture conditions. International Journal of Biological
Macromolecules, v. 75, p. 73-80, 2015.

SOHRABI, N.; RASOULLI, N.; TORKZADEH, M. Enhanced stability and catalytic activity of
immobilized a-amylase on modified Fe304 nanoparticles. Chemical Engineering Journal,
v. 240, p. 426433, 2014.

SPIER, M. R. Produ¢ao de enzimas amiloliticas fungicas a-amilase e amiloglucosidase por
fermentac@o no estado solido. Curitiba: Tecnologia de Alimentos, Universidade Federal
do Parang, 2005.

TAVARES, T. S. et al. Soybean peroxidase immobilized on A-FeOOH as new magnetically
recyclable biocatalyst for removal of ferulic acid. Bioprocess and Biosystems Engineering,
v.41,n. 1, p. 97-106, 2018.

VERMA, M. L. et al. Immobilization of B-glucosidase on a magnetic nanoparticle improves
thermostability: Application in cellobiose hydrolysis. Bioresource Technology, v. 135, p. 2—
6, 2013.

WU, W.; HE, Q.; JIANG, C. Magnetic iron oxide nanoparticles: Synthesis and surface
functionalization strategies. Nanoscale Research Letters, v. 3, n. 11, p. 397-415, 2008.
XIAO, A. et al. Preparation and characterization of «x-carrageenase immobilized onto
magnetic iron oxide nanoparticles. Electronic Journal of Biotechnology, v. 19, n. 1, p. 1-7,
2016.



