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RESUMO

A imobilização de biocatalisadores melhora a estabilidade dos mesmos frente às

condições degradantes e gera uma grande otimização quanto ao custo, por possibilitar

sua reutilização. As α–amilase têm grande aplicação desde a produção de alimentos

até aplicabilidades na área têxtil e biologia molecular. Nesse contexto, a magnetita se

mostra um bom suporte para imobilização enzimática por realizar uma boa interação

enzima-suporte por interações moleculares. O presente trabalho teve como propósito

principal a imobilização da α–amilase, utilizando a magnetita, onde a sua síntese, por

coprecipitação, demonstrou atividade magnética quando exposta a um ímã e um

rendimento de 6,14%. A imobilização da α–amilase apresenta atividade de 0,66 UE/mL

para 30 min de reação, e 0,70 UE/mL para 60 min e obteve-se eficiência de

imobilização, respectivamente, de 47,1% e 49,9%, utilizando a metodologia de

adsorção física.

Palavras chave: imobilização enzimática, biocatalisador, α–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 α–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

α-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 α-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, α–amylase, magnetite.
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1. INTRODUÇÃO

As enzimas são biocatalisadores proteicos de grande importância por

conduzirem reações de maneira específica com seu substrato diminuindo a energia

de ativação dessa reação, aumentando sua velocidade (MENDES et al., 2011). As

aplicabilidades enzimáticas estão presentes em produção de alimentos, indústria

têxtil, produção de bebidas fermentadas alcoólicas, em saneantes, indústria de

celulose e papel, na área farmacêutica, biologia molecular e outras (SILVA, 2017).

O crescimento de indústrias biotecnológicas faz com que seja importante o

estudo acerca de biomoléculas e biomateriais e suas aplicações. Entre as diferentes

classes de biocatalisadores pode-se destacar as amilases. Pertencentes à classe

das hidrolases, elas têm ampla aplicabilidade principalmente na produção de

D-glucose e xarope de milho, e representam grande parte do mercado mundial de

enzimas. As α–amilase são enzimas que hidrolisam amido e derivados liberando

glicose, dextrinas e também maltoses como produto. Dentre as principais fontes de

produção de enzimas, os fungos e bactérias representam as principais delas (SILVA,

2017;KOBLITZ, 2008).

A imobilização enzimática tem grande importância por atuar melhorando a

estabilidade das enzimas, fazendo com que a proteína enzimática suporte condições

desnaturantes. Outro fator é que proporciona reutilização, tornando-as mais baratas

em relação ao processo de extração, isolamento e purificação (FERNANDES et al.,

2003). Imobilizar um biocatalisador significa retê-lo em uma partícula insolúvel dada

como suporte utilizando de métodos físicos ou químicos. Dentre esses, o método de

adsorção física consiste em fixar proteínas enzimáticas à superfície de um suporte

mediante a interação eletrostática (FERNANDES et al., 2010).

Nesse sentido, a magnetita (Fe3O4) se apresenta como um bom suporte de

imobilização enzimática, dentre os métodos físicos e químicos, a síntese da

magnetita pode ocorrer por coprecipitação o qual é compreendido como a

incorporação de substâncias solúveis em um precipitado (FARIAS, 2017). Este

trabalho teve como objetivo imobilizar α–amilase por adsorção utilizando magnetita

sintetizada por coprecipitação como suporte.
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2. FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA

2.1 α-AMILASE

As amilases são enzimas que catalisam reações onde ocorre a hidrólise de

glicogênio, amilose e amilopectina, transformando-os em dextrinas maltose e

também moléculas de glicose. É encontrada na forma de α-amilase na saliva, onde

também recebe o nome de ptialina e é encontrada no pâncreas, na forma de

amilase pancreática (SILVA et al., 2017).

Segundo, Silva et al., (2017), por ser uma enzima do tipo hidrolase que atua

celularmente clivando glicogênio e amido, os quais são 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

têm função importante não apenas na digestão, mas também ampla aplicação

industrial como panificação, fermentação de bebidas, desengomagem dos tecidos

na área têxtil. Os grandes avanços vêm com a produção biotecnológica de enzimas

com maior estabilidade na atividade catalítica para utilização em indústrias,

atendendo demandas específicas.

As formas de obtenção de amilases e também das proteases podem ser feitas

através de fontes animais e por microorganismos. Dentre essas, as fontes

microbianas são de maior utilização, o microorganismo mais citado para produção

da amilase são bactérias do gênero Bacillus, principalmente para utilização em

escala industrial (POONDLA et al., 2016).

Dois tipos de amilases podem ser destacados, as α–amilase e β-amilase,

atuando sobre o amido, e outros derivados de polissacarídeos como glicogênio. Elas

se diferenciam pela maneira que agem hidrolisando carboidratos, a α–amilase

quebra ligações glicosídicas α- 1,4 (entre duas glicoses) e as β-amilase atuam

clivando, também, ligações glicosídicas α- 1,6 como apresentado na Figura 01 as

ligações glicosídicas com suas respectivas numerações de localização de carbonos

referentes a hexose formadora da glicose (FERNANDES et al., 2007).
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Figura 01: Ligação glicosídica.

Fonte: De Paoli - Rotenfuss Bier.

As α–amilase têm características específicas para sua atividade enzimática, as

de origem vegetal têm pH ótimo na faixa ácida, por volta de 5, e temperatura de

atividade ideal por volta dos 40ºC. Para α–amilase animal o pH e temperatura onde

a velocidade da reação é máxima fica em 6,8 e 37ºC (KOBLITZ, 2008).

2.2 IMOBILIZAÇÃO DE ENZIMAS

Atuando no controle da velocidade e na regulação das reações que ocorrem

em organismos vivos, as enzimas são proteínas que catalisam reações químicas

hidrolisando substratos específicos em locais chamados de sítios ativos utilizando

arranjos ,também, específicos (FERNANDES et al., 2003). O nome das enzimas é

dado conforme o tipo de substrato que se liga à ela, por catalisar reações biológicas,

as enzimas são conhecidas como biocatalisadores naturais e atuam diminuindo a

energia de ativação das reações. Isso faz com que as reações tenham uma

velocidade maior, por isso as reações mediadas por enzimas têm a possibilidade de

acontecer dentro de organismos vivos (FARIAS, 2017).
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A ação das enzimas em uma reação ocorre mediante a interação de seus

sítios ativos específicos com substrato, e, de acordo com Mendes et al., (2011), as

enzimas, para que permaneçam estáveis, dependem de condições especiais como

pH ótimo para reagirem, uma faixa de temperatura aceitável onde essa proteína não

desnature e perca sua função. Todos esses fatores são chamados de condições

ótimas para uma enzima se ligar ao seu substrato, aumentando a velocidade de

uma reação diminuindo sua energia de ativação por atuarem no estado de transição

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

A técnica de imobilização enzimática consiste na retenção de um

biocatalisador enzimático para aplicação de inúmeros processos industriais, os quais

envolvem a produção de alimentos, processamento de materiais em indústrias

bioquímicas e químicas, produtos farmacêuticos, seleção e integração em técnicas

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

Um dos grandes motivos de se imobilizar enzimas é pela obtenção de maiores

vantagens quanto ao custo alto para extrair, isolar e purificar. Outra vantagem é a

facilidade de recuperação da enzima imobilizada para reutilização e a simplicidade

da técnica evitando custos altos. Quanto às desvantagens, pode-se citar a

possibilidade de dessorção (retirada de substâncias adsorvidas ou absorvidas) no

meio reacional pela variação de temperatura e pH e a aleatoriedade da interação

enzima-suporte. Em relação à uma enzima livre, os biocatalisadores enzimáticos

imobilizados apresentam maior resistência às condições desnaturantes citadas

(FERNANDES et al., 2010).

Para imobilizar uma enzima, a magnetita, segundo Farias (2017), se mostra

bastante eficaz como partícula suporte em métodos de imobilização enzimática por

ter uma boa interação de superfície com enzimas. É um processo de reversibilidade

fácil, onde a enzima imobilizada com a magnetita pode ser separada do substrato

através de sua característica magnética ou por filtração.
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2.3 MÉTODOS DE IMOBILIZAÇÃO ENZIMÁTICA

A atividade enzimática (U), independente do método de imobilização, significa

quanto substrato uma enzima hidrolisa por minuto, isso implica diretamente na

velocidade da reação. Reações catalisadas são para que aconteçam em uma

velocidade maior em relação a mesma reação sem um catalisador, e em reações

biológicas a atividade de uma enzima pode ser calculada medindo-se a quantidade

do produto obtido, obtendo resultados calculados para cada minuto de reação

(GARCIA, 2010).

Segundo Furlani et al., 2020, a atividade enzimática é influenciada no contexto

do método escolhido para imobilização, quantidade e pureza da enzima selecionada

para utilização. Podendo assim, ocorrer um aumento ou diminuição da atividade

enzimática.

Imobilizar uma enzima significa conseguir reter este biocatalisador em algum

tipo de suporte, utilizando métodos físicos (onde existe apenas uma interação

eletrostática entre a enzima e o suporte) e químicos (onde há formação de ligações

com a molécula enzimática e o suporte), como na Figura 02. Essa técnica viabiliza

muito os processos químicos, bioquímicos e biotecnológicos industriais por manter a

estabilidade das enzimas ,pois a partícula suporte acaba envolvendo e protegendo o

material enzimático promovendo o aumento da resistência enzimática quando essas

enzimas são expostas a condições que as degradam (FURLANI et al., 2020).
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Figura 02: Métodos de imobilização de biomoléculas

Fonte: FURLANI et al., 2020.

Os métodos químicos de imobilização acontecem reagindo o adsorvato com o

adsorvente para serem firmados em sua superfície. Enquanto os físicos envolvem

apenas interações de forças intermoleculares. Dentre os métodos de imobilização

que existem, como ilustrado na Figura 03, pode-se citar o confinamento em matrizes

poliméricas, encapsulação em membranas poliméricas, a adsorção em materiais

insolúveis hidrofóbicos ou em resinas de troca iônica, ligação covalente a uma

matriz insolúvel, a encapsulação e também reticulação (GARCIA, 2010).
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Figura 03: Esquema dos métodos de imobilização de enzimas

Fonte: SOUZA et al., 2017.

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

descritos da seguinte maneira:

● Encapsulação: É formada uma reação de polimerização, onde a enzima é

incorporada a proteínas em estruturas poliméricas.

● Reticulação: formam-se retículos, cristalizando a enzima num substrato

bifuncional, estabilizando-a para estudos em difração de raio-x.

● Ligação covalente: grupos superficiais, de um suporte insolúvel, fazem

ligações covalentes com os grupos ligantes de uma molécula enzimática.

O método de adsorção física consiste na aderência das partículas suporte na

proteína enzimática, e foi uma das primeiras técnicas estudadas. É um método

simples e também reversível de imobilização; pode ocorrer por meio de ligações de

hidrogênio, e forças de Van de Waals (SOUZA et al., 2017).

O tipo específico da interação suporte-enzima depende da natureza química e

também das propriedades superficiais dos envolvidos. Essa técnica de imobilização

por adsorção consiste em misturar o suporte insolúvel à uma solução de enzima em

condições específicas para a não degradação (FERNANDES et al., 2010).
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2.4 MAGNETITA

Magnetita é um óxido de ferro bastante comum, de composição química Fe3O4,

é um mineral que tem uma característica marcante de possuir um magnetismo

natural. Na maioria dos casos, apresenta forma cristalina cúbica, como representado

na Figura 04, podendo conter Ti, Mn, Mg, Zn, Ni, Al, Cr e V em sua estrutura

química (ESCOBARO et al., 2019).

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

Maghemita)

Fonte : ESCOBARO et al., 2019.

Mineralogicamente, a magnetita se associa às rochas ígneas, e aos minerais

maghemitas (γ-Fe2O3) e hematitas (Fe2O3). Com uma dureza entre 5,5 e 6,5 Mohs,

quebradiço e com uma grande força magnética, se dissolve facilmente em ácido

clorídrico (HCl). As características mineralógicas, texturais e estruturais dos grãos

são de grande importância porque influenciam de forma direta na eficiência dos

processos químicos industriais (CARVALHO, 2021).

Esse mineral, por ser um imã natural, possui inúmeras aplicabilidades, dentre

elas, a retirada de íons metálicos em meios aquosos através da adsorção, em

tecnologias eletrônicas, imobilização de biocatalisadores, vetorização de ativos

medicinais entre outras. É bastante estudada suas aplicabilidades em tamanho
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nano, onde as nanopartículas de magnetita tem características físicas, ópticas e a

ampliação da superfície de contato para utilização em meios reacionais químicos é

notadamente diferenciada (PANTA, 2013).

Nesse contexto, a nanotecnologia tem como objeto de estudo principal as

nanopartículas, além de suas aplicações. As nanopartículas são partículas em

nanoescala, essa escala nanométrica se encontra entre 1 e 100 nanômetros

(DANTAS et al.,2019). Suas aplicações estão em campos bem variados como

alimentos, tratamento de água, na área clínica, medicamentos, eletrônicos,

cosméticos, na área têxtil entre outras. O crescente interesse industrial em

nanotecnologia, faz com que seja bastante útil cada vez mais estudos científicos na

área (RAMOS et al.,2019).

As nanopartículas magnéticas podem ser utilizadas em diagnósticos e outros

campos de aplicação como biologia celular (para separação de células alvos e

organelas celulares), em biologia molecular (para separar oligonucleotídeos e ácidos

nucleicos), em bioquímica (para isolar enzimas e anticorpos), em microbiologia (para

concentrar microorganismos patogênicos), entre outras inúmeras aplicações. Esse

tipo de nanopartícula tem um comportamento superparamagnético, o que confere

bastante aplicações (SCAPIM et al., 2020). Essa propriedade magnética bastante

singular é especificamente ligada ao tamanho das nanopartículas. Quanto maior a

uniformidade da sua forma esférica, maior será sua reatividade, pois tudo isso

amplifica a superfície de contato. Nanopartículas de óxido de ferro especificamente,

têm um grande potencial de aplicações em áreas como Medicina, Biologia e

Química (ARAÚJO et al., 2019).

Quanto à síntese da magnetita, existem diversas metodologias, dentre elas o

método de coprecipitação é de grande interesse pela praticidade. A síntese da

magnetita via coprecipitação envolve a adição de uma base, como agente redutor,

em uma solução contendo íons de ferro Fe2+ e Fe3+. Um grande desafio nesse

método de síntese é o controle do tamanho das partículas que pode ser feito

controlando a temperatura e o pH do sistema de reação. (VASCONCELOS, 2019).

Segundo Scapim et al., 2020, o método de coprecipitação pode ser

compreendido como um processo de incorporação de substâncias solúveis aos

precipitados. Essa técnica de síntese pode ser realizada de três maneiras:
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● Coprecipitação por adsorção superficial: onde o precipitado tem uma

tendência a atrair para si substâncias estranhas.

● Coprecipitação por oclusão: onde há a prisão, por uma abertura

momentânea, de uma substância dentro do cristal à medida que ele cresce.

● Coprecipitação por inclusão: onde uma substância ocupa um lugar da rede

na estrutura cristalográfica resultando num defeito, que não é estrutural.

Outra metodologia, segundo Majadi et al., 2016, de bastante interesse atual,

estudada pela química verde é a síntese verde de nanopartículas de óxidos de ferro.

Esse tipo de síntese abre mão do uso de reagentes tóxicos, usando por exemplo

extratos vegetais com poder oxidativo, para gerar um produto final com

aplicabilidades biológicas que causem o mínimo de toxicidade possível.

3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

A imobilização enzimática da α-amilase pelo método de adsorção utilizando

magnetita.

3.2 OBJETIVO ESPECÍFICO

1. Síntese da magnetita pelo método de coprecipitação;

2. Utilização da magnetita como partícula suporte de imobilização enzimática;

3. Imobilização da α-amilase pelo método de adsorção;

4. Análise da atividade enzimática da α-amilase livre e imobilizada em 30min e

60min.
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4. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

4.1 SÍNTESE DA MAGNETITA
4.1.1 MATERIAIS

Para síntese da magnetita via coprecipitação foram utilizados os reagentes

descritos no Quadro 01, onde estão especificados também os dados contidos no

rótulo da cada um deles. Os reagentes especificados foram cedidos pelo laboratório

de química do Instituto Federal de Goiás, Câmpus Goiânia, onde foi realizada a

síntese.

QUADRO 01: REAGENTES UTILIZADOS PARA SÍNTESE DA MAGNETITA.
Reagentes Fabricante Pureza Função

FeSO4.7H2O Êxodo Científica 99% Precursor de Ferro

NaNO3 Vetc 99% Promover oxirredução

NaOH Dinâmica 98% Alcalinização do meio

HCl Alphatec 37% Acidificação do meio

H2O deionizada - - Diluição

Fonte: PRÓPRIA

4.1.2 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

O processo da síntese da magnetita está apresentado na Figura 05, a seguir,

onde é descrito o processo realizado em laboratório em forma de fluxograma.
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Figura 05: Fluxograma da síntese da magnetita

Fonte: PRÓPRIA

4.1.3 MÉTODO DA SÍNTESE DA MAGNETITA

Com base no método de Panta ,2013, foi feita a síntese da magnetita como

apresentado na Figura 05 onde inicialmente preparou-se uma solução de HCl 6

mol/L em um balão de 100mL. Posteriormente, foram pesados os sais de sulfato

ferroso heptahidratado (FeSO4.7H2O) com 27,8g, que equivalem a 15,2g de sulfato

ferroso sem água na molécula, para 200mL de água deionizada num béquer, o

nitrato de sódio (NaNO3) com 0,84g para 100mL de água deionizada em outro

béquer, e 15g de hidróxido de sódio (NaOH) que foram adicionados à solução de

nitrato de sódio, segundo a estequiometria da equação global.

12FeSO4 + NaNO3 + 23NaOH →4Fe3O4 + 12Na2SO4 + 10H2O + NH3

Depois de preparadas, as soluções com sais foram aquecidas à 75°C, após

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

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

de cor preta. A formação da magnetita é descrita como na reação a seguir:

Fe2++ 2Fe3+ + 8OH-→Fe3O4 + 4H2O

Posteriormente, realizou-se a acidificação do sólido com a solução de HCl 6

mol/L, feita no início, controlando a acidez da solução com fita de pH ,com objetivo

de finalizar a reação feita em meio alcalino, e a solução foi colocada em repouso em

temperatura ambiente onde houve uma divisão de fases da mistura. Realizou-se

uma decantação líquido-sólido por 15 min e, posteriormente, a separação da fase

líquida para descarte . Com meio acidificado, com pH em torno de 2, foi feita a

lavagem das partículas precipitadas, com água por 3 dias (repetindo o processo de

lavagem a cada 24h) até que o teste de sulfato com cloreto de bário desse negativo.

Uma última lavagem com etanol 70% também foi feita para auxiliar na secagem. Em

seguida, o material residual foi colocado em uma estufa, da marca Lucadema, à

85ºC para secagem. Para finalizar, o pó obtido das partículas sintetizadas foi

submetido a pesagem e a aproximação de um imã para verificação qualitativa de

magnetismo das partículas de magnetita (FARIAS, 2017; ABREU,2017).

4.2 ATIVIDADE DA ENZIMA LIVRE

4.2.1 MATERIAIS

Os materiais utilizados para verificação da atividade da α–amilase em solução

tampão de acetato de sódio com ácido acético e a solução de amido, estão descritos

no QUADRO 02, onde estão apresentados os dados do rótulo de cada reagente. Os

reagentes foram cedidos pelo laboratório de Química de Polímeros, responsável:

Profa Dra Kátia Flávia Fernandes na Universidade Federal de Goiás Câmpus

Samambaia, Goiânia.
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QUADRO 02: REAGENTES UTILIZADOS NA VERIFICAÇÃO DE ATIVIDADE DA

α-AMILASE

Reagentes Fabricante Pureza Função

Acetato de sódio Dinâmica 99% manter pH

Ácido Acético Glacial Synth 99,7% Manter pH

Amido Solúvel Sigma-Aldrich 98% Substrato enzimático

Estoque α-AMILASE Novozyme Ltda - Biocatalisador

H2O destilada - - Diluição

ADNS Produzido no

laboratório

- Dosagem de açúcares

redutores

Fonte: PRÓPRIA

4.2.2 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Para realização do procedimento da avaliação da atividade da enzima livre

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

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

Fonte: PRÓPRIA

4.2.3 MÉTODO DE AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE DE ENZIMA LIVRE

Com base na figura 06, para o preparo da solução tampão de 2 mol/L foram

pesados 0,38g de acetato de sódio e adicionados em 46 mL de água destilada.

Também foram pipetados 280 µL (0,028 mL) ácido acético glacial e colocados em 4,8

mL de água destilada, onde ambas as soluções são de 0,1 mol/L. Depois, foi feita a

mistura dessas duas soluções e um ajuste de pH com NaOH, com auxílio de um

pHmetro até atingir 5,5 . Após esse preparo, as soluções foram transferidas para um

balão de 100 mL e completado com água destilada. Na preparação do substrato, foi

utilizado amido solúvel 0,5%(m/v). Pesou-se, então, 0,25g de amido e adicionou-se em

50 mL da solução tampão. Para 1mL de solução enzimática, com diluição 1:10, foram

pipetados 100 µL de α–amilase e 900 µL da solução tampão de acetato de sódio.

Para dosar a atividade de α–amilase foram preparadas 6 incubações com 250 µL

da solução de amido, 100 µL da solução tampão e 150 µL da solução enzimática de

α–amilase deixadas em banho-maria, por 20 min em 40°C.
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Para leitura no espectrofotômetro foram feitos, juntamente com as incubações,

três brancos da seguinte forma :

Branco da solução enzimática: 250 µL de solução tampão, 100 µL de solução

tampão e 150 µL solução enzimática.

Branco da solução de amido: 250 µL de solução de amido, 100 µL solução tampão

e 150 µL de solução tampão.

Branco do ADNS: 250 µL tampão, 100 µL de tampão e 150 µL de ADNS.

Após esse período de 20 min, adicionou-se às incubações 900 µL de ADNS

com curva de calibração onde y= 0,6977x - 0,4601 e seu r2 = 0,9866, para dosagem

de açúcares redutores à medida que eles são oxidados, e foram levadas para ferver

durante 5 min. Depois de resfriadas à temperatura ambiente, foram lidas em um

espectrofotômetro da marca Bioespectro SP - 220, para verificação dos resultados

de atividade da enzima livre (PEREIRA; FERNANDES E WHOA, 2017).

4.3 IMOBILIZAÇÃO DA α-AMILASE

4.3.1 MATERIAIS

Os materiais utilizados para imobilização da enzima e o laboratório da

realização do experimento foram os mesmos para realização da verificação da

atividade da enzima livre descritos no QUADRO 02, acrescentando a magnetita.

4.3.2 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

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

descreve simplificadamente as etapas do processo realizado em laboratório.
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Figura 07: Fluxograma da imobilização da α-amilase

Fonte: PRÓPRIA

4.3.3 MÉTODO DE IMOBILIZAÇÃO DA α-AMILASE

Baseado na figura 07, para imobilização da α–amilase foram pesados 0,1g de

magnetita e colocados em uma solução de 200 µL da enzima e 800 µL da solução

tampão feita para avaliação da atividade enzimática. Foram feitas duas etapas

separadas nesse processo, onde uma foi levada para banho maria por 30 min a

30ºC e a outra continuou até que completasse 60 min nesta temperatura. Após o

tempo de cada etapa ter sido finalizada, elas foram centrifugadas por 5 min e

lavadas com 500 µL de solução tampão e novamente foram para a centrífuga, 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 avaliação da enzima

livre. Onde foram feitas quatro soluções com 250 µL da solução de amido, 100 µL

de tampão e 150 µL da solução enzimática. Foram feitas quatro soluções para

enzima imobilizada em 30 min e quatro soluções para enzima imobilizada em 60 min
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com adição de 900 µL de ADNS. Para o cálculo da eficiência da imobilização foi

usada a seguinte equação:

𝑈𝐸 (𝑒𝑛𝑧𝑖𝑚𝑎 𝑖𝑚𝑜𝑏𝑖𝑙𝑖𝑧𝑎𝑑𝑎) ÷  𝑈𝐸 (𝑒𝑛𝑧𝑖𝑚𝑎 𝑙𝑖𝑣𝑟𝑒)

5. RESULTADOS
5.1 SÍNTESE DA MAGNETITA
O procedimento para obter a magnetita sintetizada por coprecipitação foi

realizado em meio alcalino aquoso e posteriormente acidificado para finalização do

processo que foi feito em meio básico/alcalino, onde resultou num produto em pó,

preto e denso que apresenta magnetismo por responder a um campo magnético

frente a presença de um ímã, como apresentado na Figura 08.

Figura 08 : Magnetita sintetizada

Fonte: PRÓPRIA

Foram realizadas duas sínteses (A e B), onde com o resultado das massas

de cada uma delas foi possível calcular os resultados de média e desvio padrão

apresentados na Tabela 01.
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Tabela 01: Média e desvio padrão da síntese da magnetita

Fonte: PRÓPRIA

Quanto ao rendimento da reação, foi possível obter 6,14% com os cálculos

apresentados em relação aos dados de massa utilizados de sulfato de ferro

heptahidratado e os da massa obtida de magnetita em laboratório. O rendimento

baixo pode ter ocorrido pelas lavagens no processo de decantação. O que poderia

ser resolvido alternativamente utilizando um ímã, já que a magnetita possui atração

a um campo magnético. (ESCOBARO et al., 2019).

Com base na reação:

12FeSO4 + NaNO3 + 23NaOH →4Fe3O4 + 12Na2SO4 + 10H2O + NH3

foi possível chegar a um reagente limitante e um em excesso usando as massas

molares entre FeSO4 e o NaNO3 em relação a massa que foi colocada para reagir

onde o sulfato de ferro heptahidratado tem 278,01g/mol (desconsiderando a massa

de água da molécula a molaridade encontrada é 152,01g/mol) e o nitrato de sódio

tem massa molar de 85g/mol, a massa de nitrato de sódio pode ser encontrada com

a seguinte regra de três simples, onde:

12FeSO4 —----------- 1NaNO3

12*( 152,01g) —-–-------- 85g
15,2g —------------------------ x

x = 0,708g de NaNO3 são
necessários para reagir com 15,2 de
FeSO4 ( dos 27,8g de FeSO4.7H2O

pesados).

12*(152,01g) FeSO4 — 85g NaNO3

y —---—-------- 0,84g de NaNO3

y = 18,2g de FeSO4 são necessários
para reagir com 0,84g de NaNO3

reagente limitante: FeSO4

reagente em excesso: NaNO3

0,84g - 0,708g = 0,132g em excesso
de NaNO3
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Faz-se necessário encontrar a massa formada de magnetita, Fe3O4, onde sua
massa molar é 229g/mol, através do reagente limitante encontrado, conforme a
proporção da equação da reação global da síntese.

Com:
12 mol de FeSO4 — 4 mol de Fe3O4

12*(152,01g) —----------------- 4*(229g)
15,2g —---------------------------- mT

mT= 7,63g

Onde;
Rendimento = (m experimental / mteórica) * 100

Logo;
Rendimento = (0,4689g / 7,63g) * 100

Rendimento = 6,14%

5.2 ATIVIDADE DA α-AMILASE

A realização do ensaio para avaliação da enzima livre foi feita com solução de

α–amilase em solução tampão acetato e substrato de amido. Foi adicionado ao

ensaio ADNS, ácido 3,5-dinitrosalicílico, para verificação de açúcares redutores na

solução.

Para a atividade da enzima livre, foram obtidos os resultados de absorbância

mostrados na Tabela 02, e a partir disso foram calculados os demais resultados

apresentados da quantidade de açúcares redutores e chegando no valor da medida

de atividade enzimática (UE) por cada mL de solução.
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Tabela 02: Ensaio da amilase livre

Fonte: PRÓPRIA

O cálculo de açúcares redutores (AR) foi realizado com base na equação da

curva de reação do ADNS, onde y = 0,6977x - 0,4601 e seu r2 = 0,9866. A

absorbância lida é o x da equação e através disso é possível encontrar a quantidade

de açúcares 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 açúcares redutores em 1 min. Para encontrar a

atividade da enzima em 1 mL, foi multiplicado o último valor encontrado por 1000 e

dividido por 150, para obter-se o valor da atividade enzimática em mol/mL.min.

Para enzima imobilizada em magnetita foram obtidos os cálculos

apresentados na Tabela 03, onde é verificada a atividade das enzimas ,em relação à

quantidade de açúcar redutores medidos em absorbância. Realizou-se duas reações

de imobilização em tempos diferentes, uma em 30min e outra em 60min, a fim de

verificar a mudança de atividade enzimática.
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Tabela 03: Atividade da enzima imobilizada

Fonte: PRÓPRIA

O ensaio da verificação da imobilização foi mediado por reagente ADNS,

onde observou-se ação da enzima na solução ao final do ensaio. Isso mostra que as

enzimas estavam imobilizadas na magnetita presente na solução. A Figura 09

mostra à direita os dois ensaios de avaliação da atividade da enzima imobilizada nos

tempos de reação 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 cálculos e absorbâncias

obtidas, verifica-se que atividade enzimática se estabiliza com o passar do tempo de

reação, pois mesmo apresentando aumento em relação ao tempo de reação o

desvio padrão não mostra que haja uma provável diferença estatística 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

padrão de respectivamente 0,0098 e 0,0043 para 30 min e 60 min de imobilização

enzimática.(FERNANDES et al., 2007).
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Figura 09: Indicação de açúcar redutor pelo ADNS

Fonte: PRÓPRIA

O QUADRO 03 apresenta resultados de eficiência das reações das enzimas

imobilizadas em 30 min e 60 min, onde esse cálculo 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 relação aos resultados, é possível

observar que há pouca diferença e com o passar do tempo a eficiência da reação

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

QUADRO 03: EFICIÊNCIA DA ENZIMA IMOBILIZADA

Tempo de reação (min) Eficiência (%)

30 47,15407045

60 49,87381644

Fonte: PRÓPRIA

Juntamente com os resultados da enzima livre, discutidos anteriormente,

essa pouca diferença reflete pelo fato de a enzima se estabilizar frente ao decorrer

do tempo de reação através da imobilização da proteína. Sua eficiência começa

atingir um valor fixo máximo onde consegue hidrolisar o substrato (PEREIRA;

FERNANDES E WHOA, 2017).
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6. CONCLUSÃO

A magnetita pode fornecer interações moleculares capazes de reter uma

molécula enzimática. Sua característica magnética fornece ainda mais intensidade

de interações entre as moléculas. Este trabalho mostra o sucesso da síntese da

magnetita com um rendimento de 6,14% pelo método de coprecipitação utilizado.

Bem como, também, que a magnetita, mesmo não funcionalizada, consegue gerar

um suporte capaz de imobilizar a α–amilase pela metodologia de adsorção,

mantendo sua atividade biocatalítica em dois tempos distintos de reação, 30min e

60min.

Como uma ferramenta importante para a estabilização enzimática, a

imobilização da α–amilase se mostra com uma boa eficiência nos parâmetros

avaliados nesse estudo e com bastante aplicabilidades. Onde cabe também estudos

posteriores para as técnicas utilizadas, como melhoramento analítico para síntese

da magnetita, avaliação da atividade da enzima em vários limites de tempo

reacionais diferentes, ou até mesmo um aplicação da α–amilase imobilizada nas

condições apresentadas neste estudo.

Com os objetivos deste trabalho atendidos com sucesso, efetivando a síntese

da magnetita como partícula suporte e a avaliação da imobilização enzimática da

α–amilase , a contribuição para estudos tecnológicos posteriores fica estabelecida.
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