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RESUMO

A imobilizacado de biocatalisadores melhora a estabilidade dos mesmos frente as
condi¢cbes degradantes e gera uma grande otimizagdo quanto ao custo, por possibilitar
sua reutilizagdo. As a—amilase tém grande aplicagcdo desde a produgéo de alimentos
até aplicabilidades na area téxtil e biologia molecular. Nesse contexto, a magnetita se
mostra um bom suporte para imobilizagdo enzimatica por realizar uma boa interacéo
enzima-suporte por interagcdes moleculares. O presente trabalho teve como propésito
principal a imobilizagdo da a—amilase, utilizando a magnetita, onde a sua sintese, por
coprecipitacdo, demonstrou atividade magnética quando exposta a um ima e um
rendimento de 6,14%. A imobilizacao da a—amilase apresenta atividade de 0,66 UE/mL
para 30 min de reagdo, e 0,70 UE/mL para 60 min e obteve-se eficiéncia de
imobilizagdo, respectivamente, de 47,1% e 49,9%, utilizando a metodologia de

adsorcéo fisica.

Palavras chave: imobilizacdo enzimatica, biocatalisador, a—amilase, magnetita.



ABSTRACT

The immobilization of biocatalysts improves their stability in the face of degrading
conditions and generates a great optimization in terms of cost, by enabling their reuse.
The o—amylases have wide application from food production to applicability in the textile
area and molecular biology. In this context, magnetite is a good support for enzymatic
immobilization because it performs a good enzyme-support interaction through
molecular interactions. The present work had as its main purpose the immobilization of
a-amylase, using magnetite, where its synthesis, by coprecipitation, demonstrated
magnetic activity when exposed to a magnet and a yield of 6.14%. The immobilization
of a-amylase presents an activity of 0.66 EU/mL for 30 min of reaction, and 0.70 EU/mL
for 60 min and immobilization efficiency was obtained, respectively, of 47.1% and 49.9

%, using the physical adsorption methodology.

Key Word: enzymatic immobilization, biocatalyst, a—amylase, magnetite.
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1. INTRODUGAO

As enzimas sao biocatalisadores proteicos de grande importancia por
conduzirem reacdes de maneira especifica com seu substrato diminuindo a energia
de ativacédo dessa reacdo, aumentando sua velocidade (MENDES et al., 2011). As
aplicabilidades enzimaticas estdo presentes em producdo de alimentos, industria
téxtil, producdo de bebidas fermentadas alcodlicas, em saneantes, industria de

celulose e papel, na area farmacéutica, biologia molecular e outras (SILVA, 2017).

O crescimento de industrias biotecnolégicas faz com que seja importante o
estudo acerca de biomoléculas e biomateriais e suas aplicacdes. Entre as diferentes
classes de biocatalisadores pode-se destacar as amilases. Pertencentes a classe
das hidrolases, elas tém ampla aplicabilidade principalmente na produgao de
D-glucose e xarope de milho, e representam grande parte do mercado mundial de
enzimas. As a—amilase sdo enzimas que hidrolisam amido e derivados liberando
glicose, dextrinas e também maltoses como produto. Dentre as principais fontes de
producao de enzimas, os fungos e bactérias representam as principais delas (SILVA,
2017;KOBLITZ, 2008).

A imobilizagdo enzimatica tem grande importancia por atuar melhorando a
estabilidade das enzimas, fazendo com que a proteina enzimatica suporte condigdes
desnaturantes. Outro fator € que proporciona reutilizagao, tornando-as mais baratas
em relagdo ao processo de extragao, isolamento e purificagdo (FERNANDES et al.,
2003). Imobilizar um biocatalisador significa reté-lo em uma particula insoluvel dada
como suporte utilizando de métodos fisicos ou quimicos. Dentre esses, o método de
adsorcgao fisica consiste em fixar proteinas enzimaticas a superficie de um suporte
mediante a interagdo eletrostatica (FERNANDES et al., 2010).

Nesse sentido, a magnetita (Fe;O,) se apresenta como um bom suporte de
imobilizacdo enzimatica, dentre os métodos fisicos e quimicos, a sintese da
magnetita pode ocorrer por coprecipitacdo o qual € compreendido como a
incorporagdo de substancias soluveis em um precipitado (FARIAS, 2017). Este
trabalho teve como objetivo imobilizar a—amilase por adsorgao utilizando magnetita

sintetizada por coprecipitacdo como suporte.



2. FUNDAMENTAGAO TEORICA
2.1 a-AMILASE

As amilases sao enzimas que catalisam reagdes onde ocorre a hidrolise de
glicogénio, amilose e amilopectina, transformando-os em dextrinas maltose e
também moléculas de glicose. E encontrada na forma de a-amilase na saliva, onde
também recebe o nome de ptialina e é encontrada no pancreas, na forma de

amilase pancreatica (SILVA et al., 2017).

Segundo, Silva et al., (2017), por ser uma enzima do tipo hidrolase que atua
celularmente clivando glicogénio e amido, os quais sdo ingeridos usualmente na
dieta, esse biocatalisador tem um papel muito importante no processo digestivo
onde atua quebrando amido, sacarose entre outros exemplos e glicoses para célula.
As hidrolases como proteases, amilases, lipases, pectinases, celulases e catalases
tém funcdo importante ndo apenas na digestdo, mas também ampla aplicagcado
industrial como panificagcéo, fermentacdo de bebidas, desengomagem dos tecidos
na area téxtil. Os grandes avangos vém com a produgao biotecnoldgica de enzimas
com maior estabilidade na atividade catalitica para utilizacdo em industrias,

atendendo demandas especificas.

As formas de obtencido de amilases e também das proteases podem ser feitas
através de fontes animais e por microorganismos. Dentre essas, as fontes
microbianas sdo de maior utilizagdo, o microorganismo mais citado para produgao
da amilase sdo bactérias do género Bacillus, principalmente para utilizagdo em
escala industrial (POONDLA et al., 2016).

Dois tipos de amilases podem ser destacados, as a—amilase e (-amilase,
atuando sobre o amido, e outros derivados de polissacarideos como glicogénio. Elas
se diferenciam pela maneira que agem hidrolisando carboidratos, a a—amilase
quebra ligagdes glicosidicas a- 1,4 (entre duas glicoses) e as B-amilase atuam
clivando, também, liga¢des glicosidicas a- 1,6 como apresentado na Figura 01 as
ligagdes glicosidicas com suas respectivas numeracgdes de localizagdo de carbonos
referentes a hexose formadora da glicose (FERNANDES et al., 2007).



H OH

Glucose in shorthand notation

Isomaltose

Figura 01: Ligacao glicosidica.

Fonte: De Paoli - Rotenfuss Bier.

As a—amilase tém caracteristicas especificas para sua atividade enzimatica, as
de origem vegetal tém pH o6timo na faixa acida, por volta de 5, e temperatura de
atividade ideal por volta dos 40°C. Para a—amilase animal o pH e temperatura onde
a velocidade da reagao € maxima fica em 6,8 e 37°C (KOBLITZ, 2008).

2.2 IMOBILIZAGAO DE ENZIMAS

Atuando no controle da velocidade e na regulagdo das reagcbes que ocorrem
em organismos Vivos, as enzimas sao proteinas que catalisam reagdes quimicas
hidrolisando substratos especificos em locais chamados de sitios ativos utilizando
arranjos ,também, especificos (FERNANDES et al., 2003). O nome das enzimas é
dado conforme o tipo de substrato que se liga a ela, por catalisar reagdes bioldgicas,
as enzimas sao conhecidas como biocatalisadores naturais e atuam diminuindo a
energia de ativacdo das reacbes. Isso faz com que as reagdes tenham uma
velocidade maior, por isso as reagdes mediadas por enzimas tém a possibilidade de

acontecer dentro de organismos vivos (FARIAS, 2017).



4
A acado das enzimas em uma reagao ocorre mediante a interacdo de seus

sitios ativos especificos com substrato, e, de acordo com Mendes et al., (2011), as
enzimas, para que permaneg¢am estaveis, dependem de condicdes especiais como
pH &timo para reagirem, uma faixa de temperatura aceitavel onde essa proteina néao
desnature e perca sua funcédo. Todos esses fatores sdo chamados de condigbes
otimas para uma enzima se ligar ao seu substrato, aumentando a velocidade de
uma reagao diminuindo sua energia de ativagédo por atuarem no estado de transigao

dos reagentes, abaixando sua energia para que os produtos possam ser formados.

A técnica de imobilizagdo enzimatica consiste na retengdo de um
biocatalisador enzimatico para aplicagao de inumeros processos industriais, os quais
envolvem a producdao de alimentos, processamento de materiais em industrias
bioquimicas e quimicas, produtos farmacéuticos, selecéo e integragdo em técnicas

moleculares entre outras utilizacées (MENDES et al., 2011).

Um dos grandes motivos de se imobilizar enzimas é pela obtengcdo de maiores
vantagens quanto ao custo alto para extrair, isolar e purificar. Outra vantagem é a
facilidade de recuperacao da enzima imobilizada para reutilizagao e a simplicidade
da técnica evitando custos altos. Quanto as desvantagens, pode-se citar a
possibilidade de dessorcao (retirada de substancias adsorvidas ou absorvidas) no
meio reacional pela variagdo de temperatura e pH e a aleatoriedade da interacao
enzima-suporte. Em relagdo a uma enzima livre, os biocatalisadores enzimaticos
imobilizados apresentam maior resisténcia as condigcbes desnaturantes citadas
(FERNANDES et al., 2010).

Para imobilizar uma enzima, a magnetita, segundo Farias (2017), se mostra
bastante eficaz como particula suporte em métodos de imobilizagao enzimatica por
ter uma boa interacédo de superficie com enzimas. E um processo de reversibilidade
facil, onde a enzima imobilizada com a magnetita pode ser separada do substrato

através de sua caracteristica magnética ou por filtragao.



2.3 METODOS DE IMOBILIZAGAO ENZIMATICA

A atividade enzimatica (U), independente do método de imobilizagéo, significa
quanto substrato uma enzima hidrolisa por minuto, isso implica diretamente na
velocidade da reacdo. Reacgbes catalisadas sdo para que acontecam em uma
velocidade maior em relacdo a mesma reacdo sem um catalisador, e em reacdes
biolégicas a atividade de uma enzima pode ser calculada medindo-se a quantidade
do produto obtido, obtendo resultados calculados para cada minuto de reagao
(GARCIA, 2010).

Segundo Furlani et al., 2020, a atividade enzimatica € influenciada no contexto
do método escolhido para imobilizagao, quantidade e pureza da enzima selecionada
para utilizagdo. Podendo assim, ocorrer um aumento ou diminui¢do da atividade

enzimatica.

Imobilizar uma enzima significa conseguir reter este biocatalisador em algum
tipo de suporte, utilizando métodos fisicos (onde existe apenas uma interagao
eletrostatica entre a enzima e o suporte) e quimicos (onde ha formacéao de ligagoes
com a molécula enzimatica e o suporte), como na Figura 02. Essa técnica viabiliza
muito 0s processos quimicos, bioquimicos e biotecnoldgicos industriais por manter a
estabilidade das enzimas ,pois a particula suporte acaba envolvendo e protegendo o
material enzimatico promovendo o aumento da resisténcia enzimatica quando essas

enzimas sao expostas a condigdes que as degradam (FURLANI et al., 2020).
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Figura 02: Métodos de imobilizagdo de biomoléculas

Fonte: FURLANI et al., 2020.

Os métodos quimicos de imobilizagcdo acontecem reagindo o adsorvato com o
adsorvente para serem firmados em sua superficie. Enquanto os fisicos envolvem
apenas interacdoes de forcas intermoleculares. Dentre os métodos de imobilizacao
que existem, como ilustrado na Figura 03, pode-se citar o confinamento em matrizes
poliméricas, encapsulagcdo em membranas poliméricas, a adsor¢cao em materiais
insoluveis hidrofébicos ou em resinas de troca idnica, ligagdo covalente a uma

matriz insoluvel, a encapsulagao e também reticulagdo (GARCIA, 2010).
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Figura 03: Esquema dos métodos de imobilizacdo de enzimas

Fonte: SOUZA et al., 2017.

Segundo Souza et al., 2017, os métodos apresentados na Figura 03 podem ser

descritos da seguinte maneira:

e Encapsulacdo: E formada uma reacdo de polimerizacdo, onde a enzima é
incorporada a proteinas em estruturas poliméricas.

e Reticulacdo: formam-se reticulos, cristalizando a enzima num substrato
bifuncional, estabilizando-a para estudos em difracao de raio-x.

e Ligacdo covalente: grupos superficiais, de um suporte insoluvel, fazem

ligagcbes covalentes com os grupos ligantes de uma molécula enzimatica.

O método de adsorcgao fisica consiste na aderéncia das particulas suporte na
proteina enzimatica, e foi uma das primeiras técnicas estudadas. E um método
simples e também reversivel de imobilizagédo; pode ocorrer por meio de liga¢des de
hidrogénio, e forgas de Van de Waals (SOUZA et al., 2017).

O tipo especifico da interacdo suporte-enzima depende da natureza quimica e
também das propriedades superficiais dos envolvidos. Essa técnica de imobilizagcao
por adsorcao consiste em misturar o suporte insoluvel a uma solugao de enzima em

condigcdes especificas para a nao degradacdo (FERNANDES et al., 2010).



2.4 MAGNETITA

Magnetita € um 6xido de ferro bastante comum, de composig¢ao quimica Fe;0,,
€ um mineral que tem uma caracteristica marcante de possuir um magnetismo
natural. Na maioria dos casos, apresenta forma cristalina cubica, como representado
na Figura 04, podendo conter Ti, Mn, Mg, Zn, Ni, Al, Cr e V em sua estrutura
quimica (ESCOBARO et al., 2019).

a) Hematita b) Magnetita c) Maghemita
Romboédrica R3c Cubica, Fd3m Cubica, P4532/Tetragonal, P42,

Figura 04 - Estrutura cristalina dos éxidos de ferro (Hematita, Magnetita e

Maghemita)

Fonte : ESCOBARO et al., 2019.

Mineralogicamente, a magnetita se associa as rochas igneas, e aos minerais
maghemitas (y-Fe,O;) e hematitas (Fe,O;). Com uma dureza entre 5,5 e 6,5 Mohs,
quebradico e com uma grande forga magnética, se dissolve facilmente em acido
cloridrico (HCI). As caracteristicas mineraldgicas, texturais e estruturais dos gréos
sdo de grande importancia porque influenciam de forma direta na eficiéncia dos
processos quimicos industriais (CARVALHO, 2021).

Esse mineral, por ser um ima natural, possui inumeras aplicabilidades, dentre
elas, a retirada de ions metalicos em meios aquosos através da adsorgcdo, em
tecnologias eletrdnicas, imobilizagdo de biocatalisadores, vetorizagdo de ativos

medicinais entre outras. E bastante estudada suas aplicabilidades em tamanho
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nano, onde as nanoparticulas de magnetita tem caracteristicas fisicas, opticas e a

ampliagdo da superficie de contato para utilizagdo em meios reacionais quimicos &
notadamente diferenciada (PANTA, 2013).

Nesse contexto, a nanotecnologia tem como objeto de estudo principal as
nanoparticulas, além de suas aplicagbes. As nanoparticulas sédo particulas em
nanoescala, essa escala nanométrica se encontra entre 1 e 100 nandmetros
(DANTAS et al.,2019). Suas aplicagbes estdo em campos bem variados como
alimentos, tratamento de &gua, na area clinica, medicamentos, eletrénicos,
cosméticos, na area téxtil entre outras. O crescente interesse industrial em
nanotecnologia, faz com que seja bastante util cada vez mais estudos cientificos na
area (RAMOS et al.,2019).

As nanoparticulas magnéticas podem ser utilizadas em diagnosticos e outros
campos de aplicagdo como biologia celular (para separagcdo de células alvos e
organelas celulares), em biologia molecular (para separar oligonucleotideos e acidos
nucleicos), em bioquimica (para isolar enzimas e anticorpos), em microbiologia (para
concentrar microorganismos patogénicos), entre outras inumeras aplicagdes. Esse
tipo de nanoparticula tem um comportamento superparamagnético, o que confere
bastante aplicagbes (SCAPIM et al., 2020). Essa propriedade magnética bastante
singular é especificamente ligada ao tamanho das nanoparticulas. Quanto maior a
uniformidade da sua forma esférica, maior sera sua reatividade, pois tudo isso
amplifica a superficie de contato. Nanoparticulas de 6xido de ferro especificamente,
tém um grande potencial de aplicagdes em areas como Medicina, Biologia e
Quimica (ARAUJO et al., 2019).

Quanto a sintese da magnetita, existem diversas metodologias, dentre elas o
método de coprecipitagdo é de grande interesse pela praticidade. A sintese da
magnetita via coprecipitagdo envolve a adigdo de uma base, como agente redutor,
em uma solugdo contendo ions de ferro Fe?* e Fe*. Um grande desafio nesse
método de sintese é o controle do tamanho das particulas que pode ser feito

controlando a temperatura e o pH do sistema de reagdo. (VASCONCELQOS, 2019).

Segundo Scapim et al., 2020, o método de coprecipitagdo pode ser
compreendido como um processo de incorporagao de substancias solluveis aos

precipitados. Essa técnica de sintese pode ser realizada de trés maneiras:
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° Coprecipitacdo por adsorcdo superficial: onde o precipitado tem uma
tendéncia a atrair para si substancias estranhas.

° Coprecipitacdo por oclusdo: onde ha a prisdo, por uma abertura

momentanea, de uma substancia dentro do cristal a medida que ele cresce.

° Coprecipitacdo por inclusdo: onde uma substéncia ocupa um lugar da rede

na estrutura cristalografica resultando num defeito, que nao é estrutural.

Outra metodologia, segundo Majadi et al., 2016, de bastante interesse atual,
estudada pela quimica verde € a sintese verde de nanoparticulas de 6xidos de ferro.
Esse tipo de sintese abre mao do uso de reagentes toxicos, usando por exemplo
extratos vegetais com poder oxidativo, para gerar um produto final com

aplicabilidades bioldgicas que causem o minimo de toxicidade possivel.

3. OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

A imobilizacdo enzimatica da a-amilase pelo método de adsorcdo utilizando

magnetita.
3.2 OBJETIVO ESPECIFICO

Sintese da magnetita pelo método de coprecipitagéo;
Utilizagado da magnetita como particula suporte de imobilizagdo enzimatica;

Imobilizagédo da a-amilase pelo método de adsorgéo;

W Dnh

Analise da atividade enzimatica da a-amilase livre e imobilizada em 30min e
60min.
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4. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

4.1 SINTESE DA MAGNETITA
4.1.1 MATERIAIS

Para sintese da magnetita via coprecipitacdo foram utilizados os reagentes
descritos no Quadro 01, onde estdo especificados também os dados contidos no
rétulo da cada um deles. Os reagentes especificados foram cedidos pelo laboratério
de quimica do Instituto Federal de Goias, Campus Goiania, onde foi realizada a

sintese.

QUADRO 01: REAGENTES UTILIZADOS PARA SINTESE DA MAGNETITA.

Reagentes Fabricante Pureza Func¢ao
FeS0O,.7H,0 Exodo Cientifica 99% Precursor de Ferro
NaNO, Vetc 99% Promover oxirredugéo
NaOH Dinadmica 98% Alcaliniza¢do do meio
HCI Alphatec 37% Acidificagdo do meio
H20 deionizada - - Diluicao

Fonte: PROPRIA

4.1.2 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

O processo da sintese da magnetita esta apresentado na Figura 05, a seguir,

onde é descrito o processo realizado em laboratério em forma de fluxograma.
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FeSO,7TH,0 | NaNO, +
+H,0 ' NaOH + H,0
‘-\x__- __’_,,.-- \“m__ __,--"/-

Agitar por 10 min,
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Sulfato com \ - ] /  Secagemna ™,

Cloreto de J [ Estufa a 85°C
Bario. v Fepousg e teste com J
ima i

’
Acidificacio em )
; HCI & maliL Particulas Lavagem com agua
Fase Liquida r < Decantagao > - ¥ = e finalizagéo com

Precipitadas
etanol.

Figura 05: Fluxograma da sintese da magnetita

Fonte: PROPRIA

4.1.3 METODO DA SINTESE DA MAGNETITA

Com base no método de Panta ,2013, foi feita a sintese da magnetita como
apresentado na Figura 05 onde inicialmente preparou-se uma solugédo de HCIl 6
mol/L em um baldo de 100mL. Posteriormente, foram pesados os sais de sulfato
ferroso heptahidratado (FeSO,.7H,0) com 27,8g, que equivalem a 15,2g de sulfato
ferroso sem agua na molécula, para 200mL de agua deionizada num béquer, o
nitrato de sodio (NaNO;) com 0,84g para 100mL de agua deionizada em outro
béquer, e 15g de hidroxido de sédio (NaOH) que foram adicionados a solugao de

nitrato de sdédio, segundo a estequiometria da equacéao global.
12FeSO, + NaNO; + 23NaOH —4Fe; O, + 12Na,SO, + 10H,0 + NH,

Depois de preparadas, as solugbes com sais foram aquecidas a 75°C, apos

isso, sob agitacdo vigorosa, foram misturadas e formou-se um precipitado gelatinoso
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de cor verde. Prosseguindo o aquecimento e a agitagdo por 10 min, com a

temperatura controlada entre 90 e 100°C, a mistura tornou-se uma solugéo coloidal

de cor preta. A formagao da magnetita € descrita como na reagao a seguir:
Fe* + 2Fe** + 80H-—Fe; O, +4H,0

Posteriormente, realizou-se a acidificacédo do sélido com a solugéo de HCI 6
mol/L, feita no inicio, controlando a acidez da solugdo com fita de pH ,com obijetivo
de finalizar a reacao feita em meio alcalino, e a solugéo foi colocada em repouso em
temperatura ambiente onde houve uma divisdo de fases da mistura. Realizou-se
uma decantacgao liquido-sélido por 15 min e, posteriormente, a separagao da fase
liquida para descarte . Com meio acidificado, com pH em torno de 2, foi feita a
lavagem das particulas precipitadas, com agua por 3 dias (repetindo o processo de
lavagem a cada 24h) até que o teste de sulfato com cloreto de bario desse negativo.
Uma ultima lavagem com etanol 70% também foi feita para auxiliar na secagem. Em
seguida, o material residual foi colocado em uma estufa, da marca Lucadema, a
85°C para secagem. Para finalizar, o p6 obtido das particulas sintetizadas foi
submetido a pesagem e a aproximagao de um ima para verificagdo qualitativa de
magnetismo das particulas de magnetita (FARIAS, 2017; ABREU,2017).

4.2 ATIVIDADE DA ENZIMA LIVRE

4.2.1 MATERIAIS

Os materiais utilizados para verificacdo da atividade da a—amilase em solucao
tampéao de acetato de sédio com acido acético e a solugado de amido, estdo descritos
no QUADRO 02, onde estédo apresentados os dados do rétulo de cada reagente. Os
reagentes foram cedidos pelo laboratério de Quimica de Polimeros, responsavel:
Prof® Dr® Katia Flavia Fernandes na Universidade Federal de Goias Campus

Samambaia, Goiania.



QUADRO 02: REAGENTES UTILIZADOS

NA VERIFICACAO
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DE ATIVIDADE DA

a-AMILASE
Reagentes Fabricante Pureza Funcao
Acetato de sadio Dinémica 99% manter pH
Acido Acético Glacial Synth 99,7% Manter pH
Amido Soluvel Sigma-Aldrich 98% Substrato enzimatico

Estoque a-AMILASE

Novozyme Ltda

Biocatalisador

H20 destilada

Diluicao

ADNS

Produzido no

laboratorio

Dosagem de agucares

redutores

Fonte: PROPRIA

4.2.2 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Para realizacdo do procedimento da avaliagdo da atividade da enzima livre

em laboratorio, foram seguidas as etapas apresentadas no fluxograma descrito na

Figura 06.
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Figura 06:Fluxograma da atividade da enzima livre
Fonte: PROPRIA

4.2.3 METODO DE AVALIAGAO DA ATIVIDADE DE ENZIMA LIVRE

Com base na figura 06, para o preparo da solugdo tampéo de 2 mol/L foram
pesados 0,38g de acetato de sdédio e adicionados em 46 mL de agua destilada.
Também foram pipetados 280 pL (0,028 mL) acido acético glacial e colocados em 4,8
mL de agua destilada, onde ambas as solugdes sdo de 0,1 mol/L. Depois, foi feita a
mistura dessas duas solugbes e um ajuste de pH com NaOH, com auxilio de um
pHmetro até atingir 5,5 . Apos esse preparo, as solugdes foram transferidas para um
baldo de 100 mL e completado com agua destilada. Na preparagao do substrato, foi
utilizado amido soluvel 0,5%(m/v). Pesou-se, entéo, 0,25g de amido e adicionou-se em
50 mL da solucdo tampao. Para 1mL de solugcdo enzimatica, com diluicdo 1:10, foram
pipetados 100 pL de a—amilase e 900 pL da solugédo tampao de acetato de sodio.

Para dosar a atividade de a—amilase foram preparadas 6 incubagdes com 250 uL
da solugdo de amido, 100 uL da solucédo tampao e 150 pL da solugcdo enzimatica de

a—amilase deixadas em banho-maria, por 20 min em 40°C.
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Para leitura no espectrofotémetro foram feitos, juntamente com as incubagdes,

trés brancos da seguinte forma :

Branco da solucdo enzimatica: 250 L de solugdo tampédo, 100 uL de solucao

tampao e 150 pL solugcdo enzimatica.

Branco da solugcdo de amido: 250 L de solugao de amido, 100 L solugao tampao
e 150 L de solugdo tampéao.

Branco do ADNS: 250 uL tampéo, 100 pL de tampdo e 150 uL de ADNS.

Apos esse periodo de 20 min, adicionou-se as incubacdes 900 uL de ADNS

com curva de calibragédo onde y= 0,6977x - 0,4601 e seu r? = 0,9866, para dosagem
de acucares redutores a medida que eles sao oxidados, e foram levadas para ferver
durante 5 min. Depois de resfriadas a temperatura ambiente, foram lidas em um
espectrofotdbmetro da marca Bioespectro SP - 220, para verificagado dos resultados
de atividade da enzima livre (PEREIRA; FERNANDES E WHOA, 2017).

4.3 IMOBILIZAGAO DA a-AMILASE

4.3.1 MATERIAIS
Os materiais utilizados para imobilizacdo da enzima e o laboratério da
realizacdo do experimento foram os mesmos para realizagdo da verificacdo da
atividade da enzima livre descritos no QUADRO 02, acrescentando a magnetita.

4.3.2 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

O processo da imobilizagdo é descrito no fluxograma da Figura 07, que

descreve simplificadamente as etapas do processo realizado em laboratdrio.
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Figura 07: Fluxograma da imobilizacao da a-amilase
Fonte: PROPRIA

4.3.3 METODO DE IMOBILIZAGAO DA a-AMILASE

Baseado na figura 07, para imobilizagdo da a—amilase foram pesados 0,1g de
magnetita e colocados em uma solugao de 200 uL da enzima e 800 pL da solugao
tampao feita para avaliacdo da atividade enzimatica. Foram feitas duas etapas
separadas nesse processo, onde uma foi levada para banho maria por 30 min a
30°C e a outra continuou até que completasse 60 min nesta temperatura. Apés o
tempo de cada etapa ter sido finalizada, elas foram centrifugadas por 5 min e
lavadas com 500 pL de solugdo tampao e novamente foram para a centrifuga, da
marca Janetzki TH 12 (FERNANDES et al., 2007).

Depois disso, realizou-se a dosagem da atividade das enzimas que ficaram
imobilizadas na magnetita, seguindo o mesmo procedimento da avaliagao da enzima
livre. Onde foram feitas quatro solu¢gdes com 250 pL da solugao de amido, 100 uL
de tampao e 150 pL da solucdo enzimatica. Foram feitas quatro solucdes para

enzima imobilizada em 30 min e quatro solugdes para enzima imobilizada em 60 min
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com adigao de 900 pL de ADNS. Para o calculo da eficiéncia da imobilizagao foi

usada a seguinte equagao:

UE (enzima imobilizada) + UE (enzima livre)

5. RESULTADOS
5.1 SINTESE DA MAGNETITA
O procedimento para obter a magnetita sintetizada por coprecipitacdo foi
realizado em meio alcalino aquoso e posteriormente acidificado para finalizagao do
processo que foi feito em meio basico/alcalino, onde resultou num produto em po,
preto e denso que apresenta magnetismo por responder a um campo magnético

frente a presenga de um ima, como apresentado na Figura 08.

Figura 08 : Magnetita sintetizada
Fonte: PROPRIA

Foram realizadas duas sinteses (A e B), onde com o resultado das massas
de cada uma delas foi possivel calcular os resultados de média e desvio padrao
apresentados na Tabela 01.
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Tabela 01: Média e desvio padrédo da sintese da magnetita

Sintese Massa (g)
A 0,5986
B 0,3392
Média 0,4689

Desvio Padréao 0,183423499

Fonte: PROPRIA

Quanto ao rendimento da reacéao, foi possivel obter 6,14% com os calculos
apresentados em relacdo aos dados de massa utilizados de sulfato de ferro
heptahidratado e os da massa obtida de magnetita em laboratério. O rendimento
baixo pode ter ocorrido pelas lavagens no processo de decantagédo. O que poderia
ser resolvido alternativamente utilizando um ima, ja que a magnetita possui atragéao
a um campo magnético. (ESCOBARO et al., 2019).

Com base na reacao:

12FeSO, + NaNO; + 23NaOH —4Fe; O, + 12Na,SO, + 10H,0 + NH;

foi possivel chegar a um reagente limitante e um em excesso usando as massas
molares entre FeSO, e o NaNO; em relagdo a massa que foi colocada para reagir
onde o sulfato de ferro heptahidratado tem 278,01g/mol (desconsiderando a massa
de agua da molécula a molaridade encontrada é 152,01g/mol) e o nitrato de sédio
tem massa molar de 85g/mol, a massa de nitrato de sodio pode ser encontrada com

a seguinte regra de trés simples, onde:

12FeSO, —---------- 1NaNO; 12*(152,01g) FeSO, — 85g NaNO,
12*( 152,01g) ——-------- 85g y ——es 0,84g de NaNO;,
15,29 X
y = 18,2g de FeSO, sao necessarios
x = 0,708g de NaNO, sdo para reagir com 0,84g de NaNO;
necessarios para reagir com 15,2 de o
FeSO, ( dos 27,8g de FeSO,.7H,0 reagente limitante: FeSO,
pesados). reagente em excesso: NaNO;

0,84g - 0,708g = 0,132g em excesso
de NaNO;
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Faz-se necessario encontrar a massa formada de magnetita, Fe;O,, onde sua
massa molar € 229g/mol, através do reagente limitante encontrado, conforme a
proporgao da equagao da reacgao global da sintese.

Com:

12 mol de FeSO, — 4 mol de Fe; O,

12*(152,019) 4*(2299)

15,29 mr
m.= 7,639
Onde;
Rendimento = (m experimental / mteo’rica) * 100

Logo;

Rendimento = (0,4689¢g / 7,63g) * 100

Rendimento = 6,14%

5.2 ATIVIDADE DA a-AMILASE

A realizagdo do ensaio para avaliagdo da enzima livre foi feita com solugéo de
a—amilase em solugdo tampao acetato e substrato de amido. Foi adicionado ao
ensaio ADNS, acido 3,5-dinitrosalicilico, para verificacado de agucares redutores na
solucgao.

Para a atividade da enzima livre, foram obtidos os resultados de absorbancia
mostrados na Tabela 02, e a partir disso foram calculados os demais resultados
apresentados da quantidade de agucares redutores e chegando no valor da medida

de atividade enzimatica (UE) por cada mL de solugéo.
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Ensaio para amilase livre

ABS [AR] mg/mL [AR] mmol/mL [AR] pmol/mL [AR] pmol/mL min UE/0,15mL UE/mL
0,388 0,6220581912 0,00345587884 3,45587884 0,172793942 0,172793942 1,151959613
0,492 0,7711193923 0,004283996624 4,283996624 0,2141998312 0,2141998312 1,427998875
0,502 0,7854522001 0,004363623334 4,363623334 0,2181811667 0,2181811667 1,454541111
0,496 0,7768525154 0,004315847308 4,315847308 0,2157923654 0,2157923654 1,438615769
0,555 0,8614160814 0,004785644897 4,785644897 0,2392822448 0,2392822448 1,585214966
0,453 0,7152214419 0,003973452455 3,973452455 0,1586726227 0,1986726227 1,324484152
Meédia 0,7553533037 0,004196407243 4,196407243 0,2098203621 0,2098203621 1,398802414

Dwsvio Padrdo  0,0803046641  0,0004461370228 0,4461370228 0,02230685114 0,02230685114 0,1487123409

Fonte: PROPRIA

O calculo de agucares redutores (AR) foi realizado com base na equacao da
curva de reagdo do ADNS, onde y = 0,6977x - 0,4601 e seu r> = 0,9866. A
absorbancia lida é o x da equacao e através disso é possivel encontrar a quantidade
de agucares redutores em mg/mL. Onde esse valor foi dividido pela massa molar da
glicose (180g/mol) e posteriormente multiplicada por 1000 para trabalhar na unidade
desejada e dividiu-se o resultado encontrado por 20 min para que fosse encontrado
o resultado da quantidade de acucares redutores em 1 min. Para encontrar a
atividade da enzima em 1 mL, foi multiplicado o ultimo valor encontrado por 1000 e
dividido por 150, para obter-se o valor da atividade enzimatica em mol/mL.min.

Para enzima imobilizada em magnetita foram obtidos os calculos
apresentados na Tabela 03, onde é verificada a atividade das enzimas ,em relagéo a
quantidade de acucar redutores medidos em absorbancia. Realizou-se duas reagdes
de imobilizacdo em tempos diferentes, uma em 30min e outra em 60min, a fim de

verificar a mudanga de atividade enzimatica.



Enzima Imobilizada (30 min)

Al
A
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A

Enzima Imobilizada (60 min)

Al
A
Ad
Ad

Tabela 03: Atividade da enzima imobilizada
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ABS (nm) [AR] mg/fmL [AR] il fmL [AR] mmal/mL min [AR] pmal/mL min Atividade [UE/mL) Atividade (UE/mL)
0,343 05575605561  0,003097558645 0,0001548779323 0,1548779323 01548779323 1,032519548
0,371 0,5976%924179  0,003320513433 0,0001660256717 0,1660256717 01660256717 1106837811
0,283 04858965171  0,002659425095 000013457 12548 0,1345712548 0,1349712548 0,8998083651

0.3 04959294826 0002755163792 0,000137758185%0 0,1377581896 0,1377581896 0,9183879307
Média 053426597434  0,002968165241 0,00009853884138 0,09893884138 0,09893884138 06595922759
DP 0,05283572725 0,0002935318181 0,00001467 65909 0,0146765909 0,0146765909 0,09784353935

ABS (nm) Atividade |UE/mL) Atividade (UE/mL)
0,338 0,5503%41522 0,00305774529 0,0001015924843 0,101524843 0,101924843 0,6794989534
0,328 0,5360613444 0,00257811858 0,0000992 7061934 0,09527061934 0,09927061934 06618041289
0,384 06163250681  0,003424028156 0,0001141342719 0,1141342719 0,1141342719 0, 7608951458
0,243 05575605561  0,003097558645 0,0001032519548 0,1032519548 01032519548 06883463656
Média 05650852802  0,003139362668 0,0001046454223 0,1046454223 0,1046454223 0,6976361484

DP 0,03530984482 0,0001961658046  0,000006538860153 0,006538860153 0,006538860153 0,04355240102

Fonte: PROPRIA

O ensaio da verificagdo da imobilizagdo foi mediado por reagente ADNS,
onde observou-se agado da enzima na solugao ao final do ensaio. Isso mostra que as
enzimas estavam imobilizadas na magnetita presente na solugdo. A Figura 09
mostra a direita os dois ensaios de avaliacdo da atividade da enzima imobilizada nos
tempos de reagao de 30 min e 60 min, e a esquerda a enzima livre em substrato ao
lado do branco de ADNS (de cor mais clara). Quanto aos calculos e absorbancias
obtidas, verifica-se que atividade enzimatica se estabiliza com o passar do tempo de
reacao, pois mesmo apresentando aumento em relagdo ao tempo de reagado o
desvio padrao ndo mostra que haja uma provavel diferenga estatistica significante
onde a média de atividade em 30 min é aproximadamente 0,66 UE/mL e em 60min
essa atividade aumenta um pouco para aproximadamente 0,70 UE/mL, com desvio
padrao de respectivamente 0,0098 e 0,0043 para 30 min e 60 min de imobilizagao
enzimatica.(FERNANDES et al., 2007).
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Figura 09: Indicagao de agucar redutor pelo ADNS
Fonte: PROPRIA

O QUADRO 03 apresenta resultados de eficiéncia das reagcdes das enzimas
imobilizadas em 30 min e 60 min, onde esse calculo é feito dividindo a média da
atividade da enzima imobilizada pela média da atividade a enzima livre, onde foram
utilizados os dados da Tabela 02 e Tabela 03. Em relagédo aos resultados, é possivel
observar que ha pouca diferengca e com o passar do tempo a eficiéncia da reagao

enzimatica aumenta de 47% em 30min para quase 50% em 60min.

QUADRO 03: EFICIENCIA DA ENZIMA IMOBILIZADA

Tempo de reagao (min) Eficiéncia (%)
30 47,15407045
60 49,87381644

Fonte: PROPRIA

Juntamente com os resultados da enzima livre, discutidos anteriormente,
essa pouca diferenca reflete pelo fato de a enzima se estabilizar frente ao decorrer
do tempo de reagao através da imobilizagao da proteina. Sua eficiéncia comeca
atingir um valor fixo maximo onde consegue hidrolisar o substrato (PEREIRA;
FERNANDES E WHOA, 2017).



24
6. CONCLUSAO

A magnetita pode fornecer interagbes moleculares capazes de reter uma
molécula enzimatica. Sua caracteristica magnética fornece ainda mais intensidade
de interagdes entre as moléculas. Este trabalho mostra o sucesso da sintese da
magnetita com um rendimento de 6,14% pelo método de coprecipitagao utilizado.
Bem como, também, que a magnetita, mesmo nao funcionalizada, consegue gerar
um suporte capaz de imobilizar a a—amilase pela metodologia de adsorgéo,
mantendo sua atividade biocatalitica em dois tempos distintos de reacdo, 30min e

60min.

Como uma ferramenta importante para a estabilizacdo enzimatica, a
imobilizagdo da a—amilase se mostra com uma boa eficiéncia nos parametros
avaliados nesse estudo e com bastante aplicabilidades. Onde cabe também estudos
posteriores para as técnicas utilizadas, como melhoramento analitico para sintese
da magnetita, avaliagdo da atividade da enzima em varios limites de tempo
reacionais diferentes, ou até mesmo um aplicacdo da a—amilase imobilizada nas

condi¢des apresentadas neste estudo.

Com os objetivos deste trabalho atendidos com sucesso, efetivando a sintese
da magnetita como particula suporte e a avaliagdo da imobilizagdo enzimatica da

a—amilase , a contribuigdo para estudos tecnoldgicos posteriores fica estabelecida.
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