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RESUMO

Existem diversas vantagens na utilizacdo de enzimas como biocatalisadores, como grande
eficiéncia catalitica e atuacdo em condicGes brandas de reacdo. Nesse contexto, a enzima lipase,
que age sob as ligacdes de ésteres carboxilicos, encontra aplicacfes na producéo de biodiesel,
indUstria de detergentes, degradacdo de polimeros entre outros. Entretanto, seu uso se torna
limitado devido ao seu alto custo e dificuldade de reutilizagdo. Para superar essa problematica,
a imobilizacdo de enzimas em suportes sélidos tem sido um topico de grande valor na pesquisa
cientifica. Neste trabalho, foram propostos novos suportes magnéticos para a imobilizacao da
enzima lipase de Thermomyces lanuginosus (TLL). Materiais magnéticos e porosos foram
obtidos pelo método sol-gel com diferentes propor¢des entre silica e magnetita (MNX1 e
MNX2) e foram, posteriormente, modificados com nanoparticulas de ouro estabilizadas por
guitosana (MNX1AuNp e MNX2AuNp). Os materiais foram caracterizados através de
difratogramas de raios X, medidas de magnetizagéo, isotermas de adsorcao e dessor¢ao de N>
e analise termogravimétrica, enquanto a dispersdo de AuNp estabilizada por quitosana foi
caracterizada através de espectroscopia no UV-Vis. Os resultados indicam que 0s materiais sdo
mesoporos, magnéticos (devido a presenca de magnetita) e que a imobilizacdo acontece dentro
dos poros. A atividade antimicrobiana foi avaliada através do método de cultivo em caldo, o
qual demonstrou que 0s materiais ndo possuem atividade antimicrobiana. A atividade
enzimatica foi avaliada para os quatro materiais através do método colorimétrico envolvendo a
hidrolise do p-nitrofenilpalmitato sendo que o material MNX2AuNp apresentou a maior
atividade. Otimizou-se os parametros de imobilizacio através de um planejamento fatorial 22
obtendo-se tempo de imobilizagdo de 15 h e pH igual a 5. Nessas condi¢fes, imobilizou-se
cerca de 97% da enzima oferecida, obtendo-se 8 U g de atividade da enzima suportada no
material MNX2AuNp. Tanto o material MNX2 quanto o material MNX2AuNp podem ser
reutilizados mantendo cerca de 30 e 45% da atividade inicial apds 12 ciclos, além disso, o
material MNX2AuNp pode ser estocado por cerca de quatro meses sem perda de atividade da
enzima imobilizada. Assim, os materiais magnéticos com estrutura de poros planejada
desenvolvidos neste trabalho possuem potencial aplicagcdo como suportes para lipase, sendo

reutilizaveis e de fécil recuperagdo do meio reacional.

Palavras-chave: magnetita natural, lipase, nanoparticulas de ouro, quitosana, biocatalisador

recuperavel.



ABSTRACT

There are many advantages in the enzyme’s use as biocatalyst, such as large catalytic efficiency
and action in reactions under mild conditions. In this sense, the lipase, which acts on carboxylic
ester bonds, find applications in biodiesel production, detergents industry, polymers’
degradation among others. However, both high cost and difficult recovery limit the enzyme use.
However, once these obstacles are overcome, the enzyme’s immobilization on solid supports
turns out to be a high-value topic of scientific research. In this work, new magnetic supports for
the immobilization of the enzyme lipase from Thermomyces lanuginosus (TLL) were proposed.
Porous and magnetic materials were obtained by the sol-gel method of synthesis with two
different silica/magnetite ratios (MNX1 and MNX2) and, subsequently, they were modified
with gold nanoparticles stabilized by chitosan (MNX1AuNp and MNX2AuNp). The materials
were characterized by X-ray diffraction, N2 adsorption-desorption isotherms,
thermogravimetric analysis and magnetic properties measurements. The AuNp dispersion was
characterized by UV-Vis spectroscopy. The results indicate that the materials are mesoporous,
magnetic (due to the presence of magnetite) and that the enzyme is immobilized inside the
pores. Antimicrobial activity was evaluated by the broth culture method, which showed that the
materials do not have antimicrobial activity. The enzymatic activity was evaluated for the four
materials through colorimetric method involving the p-nitrophenillpalmitate hydrolysis. The
support MNX2AuNp presented the best activity value, so, the immobilization parameters were
optimized for this material through a two-level factorial design which led to a the
immobilization time of 15 h and pH of 5. In these conditions, about 97% of immobilization
efficiency is obtained, which corresponds to 8 U g-1 of activity presented by the supported
enzymes on the MNX2AuNp material. Both MNX2 and MNX2AuNp can be reutilized. After
12 cycles, the supports preserved 30 and 45% of the initial activity, respectively. Moreover, the
material MNX2AuUNp can be stocked for four months without activity loss. Therefore, the
magnetic materials with a planned porous structure developed in this work have potential

application as easy-recoverable and recyclable lipases supports.

Keywords: natural magnetite, lipase, gold nanoparticles, chitosan, recoverable biocatalyst
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1. INTRODUCAO

Lipases (EC 3.1.1.3) sdo enzimas que fazem parte da familia das hidrolases, catalisando a
hidrolise de triacilglicerdis em glicerdis e acidos graxos. Elas sdo consideradas biocatalisadores
versateis, pois possuem propriedades régio-seletivas e enantio-seletivas. Por conta de suas
propriedades, encontram aplicacdes em diversas areas como na producdo de farmacos,
cosméticos, alimentos e biodiesel. Entretanto, o uso de lipases como biocatalisadores ainda
enfrenta desafios tais como, alto custo e dificuldade de recuperacdo do meio reacional, o que
impedem seu reuso.

Como alternativa, a comunidade cientifica tem se dedicado ao estudo da imobilizagdo de
lipases em suportes solidos, como forma de permitir uma maior estabilidade da enzima, bem
como a recuperacao e reuso desse biocatalisador. Nesse cendrio, suportes magneéticos destacam-
se pelo aumento na praticidade de separacdo da enzima do meio reacional, apenas utilizando
um campo magnético externo, ou seja, um ima para recuperar a enzima. O uso de magnetita
(Fes0a) sintética no design de suportes magnéticos tem sido amplamente aplicado, no entanto,
0s processos de sintese sdo dispendiosos e geram residuos, 0 que ndo se enquadra aos principios
da quimica verde.

A magnetita € um mineral abundante além de ser o composto mais magnético que ocorre
naturalmente no planeta Terra. Portanto, € pertinente avaliar o potencial do uso da magnetita
natural como suporte para enzimas, diminuindo as expensas, tanto financeiras como ambientais,
da sintese da magnetita. Um suporte adequado deve possuir area superficial adequada para
acomodar a lipase em sua superficie e possuir compostos ou grupos que interajam com a
enzima. Magnetita pura ndo possui area superficial apreciavel, ndo obstante pode-se aplicar o
método sol-gel na presenca de particulas magnéticas, permitindo a obtencdo de materiais
magnéticos com porosidade e area superficial apropriados.

Nanoparticulas podem interagir com enzimas por adsor¢do aumentando a capacidade do
suporte para a imobilizacdo da enzima. A interagdo entre a lipase e nanoparticulas ocorre
através de interagdes fisicas, ademais, nanoparticulas podem ser facilmente incorporadas na
superficie de matérias a base de silica. Nanoparticulas de ouro possuem atividade
antimicrobiana e podem ser estabilizadas por quitosana, um polimero bioativo, que também ¢
utilizado como suporte na imobilizagcdo de enzimas. Além disso, a quitosana € obtida através
da desacetilacdo da quitina que é encontrada naturalmente em fungos e exoesqueleto de
crustaceos, assim sendo, sua utilizagdo também corrobora com os objetivos da quimica verde,

como a utilizagdo de matérias primas de fontes renovaveis.



13

Diante do exposto, neste trabalho dois materiais magnéticos foram obtidos a partir da
aplicacdo do método sol-gel na presenca de FezO4 natural pulverizada. Em sequéncia, enxertou-
se nanoparticulas de ouro na superficie obtendo-se quatro suportes (MNX1, MNX2,
MNX1AuNp e MNX2AuNp) que foram utilizados para a imobilizacdo da lipase de
Thermomyces lanuginosus (TLL). Os materiais foram caracterizados por difragcéo de raios X,
medidas de magnetizacdo, isotermas de adsorcdo e dessorcdo de N2 e andlise
termogravimétrica. Os materiais tiveram suas atividades antimicrobianas testadas utilizando o
método de diluicdo em caldo com a bactéria Escherichia coli. A atividade enzimatica da lipase
imobilizada nos suportes foi avaliada através da reagdo de hidrdlise do p-nitrofenilpalmitato.
Pardmetros de imobilizacdo (tempo e pH) foram otimizados utilizando o método multivariado
de planejamento fatorial. Ensaios de reuso foram realizados utilizando repetidos ciclos de

hidrolises.
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2. OBJETIVOS

Este trabalho de concluséo de curso tem por objetivo desenvolver novos suportes porosos e
magnéticos a base de silica e magnetita natural que possam ser aplicados na imobilizacdo da

enzima lipase, visando a confec¢do de biocatalisadores estaveis e ativos.

Objetivos Especificos

Obter xerogéis magnéticos de silica pelo método sol-gel utilizando magnetita natural.
Sintetizar nanoparticulas de ouro (AuNp) estabilizadas por quitosana.

Incorporar AuNp aos materiais.

Caracterizar os materiais atraves de difratograma de Raios-X, medidas de magnetizacao, analise
termogravimeétrica e isotermas de adsorc¢do e dessor¢do de nitrogénio.

Avaliar a atividade antimicrobiana dos materiais frente a bactéria gram-negativa Escherichia
coli, utilizando o método de cultivo em caldo.

Imobilizar a enzima lipase TLL nos suportes.

Medir a atividade enzimatica da lipase imobilizada, utilizando a reacdo de hidrolise do p-
nitrofenilpalmitato.

Otimizar pardmetros de imobilizagdo: tempo e pH através de planejamento fatorial 22,

Avaliar a capacidade de reuso das enzimas suportadas, realizando sucessivos ciclos de reacdo.

Avaliar a estabilidade de estocagem em temperatura baixa das enzimas suportadas.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Lipases: Aplicacdes e imobilizacdo

Lipases sdo enzimas que fazem parte da familia de hidrolases, por catalisarem reacdes de
hidrolise. Elas sdo classificadas como E.C 3.1.1.3, ou seja, sdo hidrolases de triacilglicerois.
Possuem origem natural, sendo produzida por plantas oleaginosas, animais (lipase pancreatica
e pré-gastrica), bactérias (Pseudomonas e Burkholderia, por exemplo) e fungos como
Thermomyces lanuginous, Candida rugosa, Aspergillus e Rhizopus. Elas sdo consideradas
biocatalisadores versateis, pois possuem propriedades régio-seletivas e enantio-seletivas.
Devido a isso, elas encontram aplicacdes em diversas areas como na producdo de farmacos,
cosméticos, alimentos e biodiesel (MELANI, TAMBOURGI, SILVEIRA, 2019). Na figura 1,

encontra-se o0 esquema geral da reacdo catalisada pela enzima lipase.

(o)
OM. OH 0
OM‘ # 3H0 — OH b3 HOM‘
OM Lipase OH

n

Triacilglicerol Glicerol Acido Graxo

Figura 1. Esquema geral da reacdo da lipase. Adaptado de MELANI, TAMBOURGI,
SILVEIRA, (2019).

Dentre os diversos tipos de lipase, a lipase proveniente do fungo Thermomyces lanuginous
(TLL), possui a vantagem de ser mais estavel que outras lipases €, por isso, encontra aplicagdes
em diferentes ramos industriais e tecnoldgicos (FERNANDEZ-LAFUENTE, 2010).
Estruturalmente, essa lipase possui cadeia Gnica com 269 aminoacidos, pesa 31.700 g mol*
(JHA et al., 1999) e forma quase esférica (35 A x 45 A X 50 A). Assim como todas as lipases,
ela possui uma tampa bastante movel que cobre o sitio ativo, chamada de lid. Na presenca de
interfaces hidrofdbicas a lid se abre, permitindo a interacéo do sitio ativo (composto pela triade
classica de aminoacidos Serina-Histidina-Aspartato) com o meio reacional (DEREWENDA et
al., 1994) (Figura 2). Esta enzima possui atividade em diversos tipos de solventes, como:
solventes organicos, liquidos i6nicos (RANTWIK, SHELDON, 2007), microemulsdes de
liquidos ibnicos e 4gua (um meio micro-heterogéneo) (PAVLIDIS, et al., 2009) e fluidos
supercriticos (KAMAT, BECKMAN, RUSSELL, 1995). Por conta da ampla versatilidade de



16

solventes e substratos, a TLL pode ser usada para diversas aplicagdes que se encontram
sumarizadas na tabela 1.

~ < 5
- v
N r‘\’h/ @
- =3
Closed form Open form
PDB: 1413 PD8: 1g16

Figura 2: Estrutura na forma aberta e fechada da enzima TLL. Adaptado de FERNANDEZ-
LAFUENTE, (2010).

A maioria das enzimas precisam ser previamente imobilizadas para serem usadas como
biocatalisadores industriais, a fim de que se obtenha um catalisador que possa ser reutilizado.
Devido a isso, a imobilizagéo das lipases tem sido intensamente estudada.

Entre as estratégias de imobilizacdo, encontram-se a imobilizagdo por multiplas ligagdes
covalentes entre a enzima e o0 suporte, 0 que aumenta a rigidez da estrutura da enzima, tornando-
a mais estavel. (MATEO et al., 2007). No entanto, no caso da TLL, maultiplas ligacdes sdo
dificeis de serem atingidas porque as ligacBes envolvem principalmente grupos amino
secundarios e a TLL possui apenas sete grupos Lisina (DEREWENDA et al., 1994). Para
superar este problema a aminagdo da enzima € utilizada (RODRIGUES et al., 2009), entretanto
adiciona-se uma etapa a mais ao processo e perde-se em valores de atividade. Além disso, a
adsorcéo fisica também é amplamente utilizada, necessitando de suportes com area superficial
e estrutura de poros apreciaveis, conforme esquema apresentado na figura 4. Também é possivel
utilizar agentes de cross-linking como glutaraldeido, que consiste em utilizar um agente
bifuncional para fazer as ligacdes desejadas, seu principal objetivo é formar um complexo de
enzimas livre de suportes (FACIN et al., 2019). Outra estratégia utilizada chama-se ativacéo
interfacial (interacdo hidrofobica), que se baseia na propriedade das lipases de interagir com
suportes hidrofobicos, abrindo a sua lid, estabilizando sua conformacéo aberta (FERNANDEZ-
LAFUENTE, 1998).
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Aplicacéo

Descricao

Referéncias

Hidrélise de 6leos e

gorduras

Hidrolise de diferentes dleos para produzir &cidos graxos livres. Enzima especifica para

as posicdes 1 e 3 quando hidrdlise é incompleta.

FERNANDEZ-LAFUENTE,
2010

Alcoolise ou
transesterificacdo de

6leos de gorduras

Transesterificacdo de dleos, a fim de se obter triglicerideos com estrutura planejada.
(Figura 3 a). Como exemplo, saturar acidos graxos a fim de aumentar a estabilidade
oxidativa e produzir Biodiesel, cuja reacdo quando catalisada por lipase possui a
vantagem de ter uma purificacdo simplificada (ndo ha produtos de reagdes indesejaveis)

FERNANDEZ-LAFUENTE,
2010
VASUDEVAN, BRIGGS, 2008;

Aciddlise e
Interesterificacdo de

Oleos

E 0 uso da TLL mais estudado. Acidélise utiliza &cidos graxos livres (Figura 3 b) e
interesterificacdo utiliza um éster de acido graxo (Figura 3 c). O 6leo de soja € o 6leo

mais utilizado utilizando esta estratégia.

FERNANDEZ-LAFUENTE,
2010;

TURAN, KARABULUT,
VURAL, 2006

Modificacdo de Oleos e

gorduras

Producéo de alimentos mais saudaveis: equivalentes a manteiga de cacau, gordura do
leite humano, margarinas livres de gorduras trans e etc. Isso é possivel devido a sua

régio-seletividade que nenhum método quimico de produgéo possui.

VILLENEUVE et al., 2007;
HOUDE, KADEMI,
LEBLANC, 2004,

LIU, CHANG, LIU, 2007

Resolucdo de misturas

racémicas

Explorando a enantiosseletividade da enzima, misturas racémicas de acidos e alcoois sao
separadas. (Figura 3 d). Por exemplo, TLL foi ja foi utilizada na hidrolise

enantiosseletiva do precursor de um agente anti-hipertensivo.

FERNANDEZ-LAFUENTE,
2010;
SCHNELL et al., 2000
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Aplicacdes ambientais

TLL é utilizada na degradacéo de diversos polimeros que séo prejudiciais para 0 meio
ambiente (Exemplo: hidrolise da cadeia lateral do acetato de polivinila — PVAC).
Tratamento de residuo aquoso da industria de carnes que geralmente contém 6leos e

gorduras dificeis de degradarem.

FERNANDEZ-LAFUENTE,
2010;

CHATTOPADHYAY,
SIVALINGAM, MADRAS,
2003

Pré-tratamento da 13

O pré-tratamento de tecidos de 1& feito com TLL aumenta o tingimento do tecido com

corantes reativos em condicGes mais brandas de temperatura.

KANTOUCH, RASLAN, EL-
SAYED, 2005

Aplicacdes em limpeza

O efeito da incorporacdo de TLL em detergentes gera uma melhor capacidade de
limpeza, pois ha a hidrélise enzimatica do 6leo disperso. A industria de detergentes é
responsavel por aproximadamente 34% da movimentagdo financeira do mercado de

enzimas mundial.

JURADO et al., 2006;
SANCHEZ, DEMAIN, 2011
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O-CO-R! TLL - O-Co-R*
-0-CO-R’ ~OH ~OH O-CO-R’ <2 -t
+ |R¢ 2 * g
’ TLL O COR? L -CCX)“V] — O.COR R-COOH
0-COR* * |~OH * OCOR! * OH
O-CO-R? - O-00-R?
0-COR’ -—-OH ~0-Co-R? ~OH Triglicerideo Triglicerideo
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(a) (b)
O-CO-R' r{o.cort| R*CO,R' = R'COH + R'COR' + R,OHM
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o-cor: * [RCOR| j~ OCOR? o RICOR Enantiomero R Enantiomero S
O-CO-R? L o.cor? ; TLL
RCORY = R"“OH R'COR' + RCOH
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estruturado

(©

H,0
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Figura 3: Esquemas de reacdes utilizando a enzima TLL. (a) Alcodlise. (b) Aciddlise. (c)
Interesterificacdo. (d) Separacdo enantiosseletiva. Adaptado de FERNANDEZ-LAFUENTE, 2010

Tamanho de poro >

Tamanho da enzima

Figura 4: Esquema de imobilizacdo de enzimas por adsor¢do em suporte com estrutura de

poros adequada.

3.1.1 Suportes magnéticos

O design de suportes com resposta magnética para a imobilizacdo de enzimas €

extremamente vantajoso pois permite a separacdo do biocatalisador do meio reacional
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utilizando um campo magnético externo, ou seja, um ima como mostra a figura 5. Neste
contexto, particulas e nanoparticulas magnéticas sintéticas tém sido amplamente utilizadas,
principalmente compostas de um 6xido de ferro misto contendo Fe3* e Fe?* chamado de
magnetita (FesOs). Com a utilizacdo de suportes magnéticos, evita-se a necessidade de
centrifugacdo e filtracdo, otimizando o processo de separacdo. Na tabela 2, é possivel encontrar

um resumo de materiais magnéticos aplicados a imobilizacdo de lipases, juntamente com a

estratégia de imobilizacdo e dados sobre sua atividade.

Tabela 2: Exemplos de materiais magnéticos aplicados a imobilizacao de lipases.

Porcentagem
Técnica de Tipo de de Eficiéncia Ref.
o Suporte . o
imobilizacdo lipase imobilizacéo (%)
(%)
Adsorco Nanoparticula TRAN,
Core-shell Burkholderi CHEN,
(ativacdo : o7 92
¢ Fes04/SiO, a sp. CHANG
interfacial) hidrofébica 2012
Fe304
Ligacéo nanoflowers/ Candida - ALl et
covalente metacrilato rugosa al., 2015
glicidilico
_ ) Candida WU et
Cross-linked  FesOs/quitosana - 55.6
rugosa al., 2009
Ligacéo FesO4 com Candida 582 CUlI et
covalente aminossilano rugosa ' al., 2010
Nanocomposito ) XIE,
_ Candida
Cross-linked core-shell 76 - ZANG,
rugosa
Fe30s-MCM-41 2016
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Figura 5: Suporte magnético em meio aquoso antes e apos aplicacdo de campo magnético

externo.

3.2 Quimica verde e magnetita natural

O conceito mais aceito de quimica verde foi publicado em 1998 por Paul Anastas e John

Warner e consiste no design de processos quimicos e produtos que reduzem ou eliminam o uso

e geracao de substancias perigosas e prejudiciais. De acordo com Anastas, Warner (1998) “Nos

estamos todos no mesmo barco e nds s6 temos um barco”.

A ideia bésica da quimica verde é proteger o meio ambiente da poluicdo. Para isso, doze

principios da quimica verde demonstram o que seriam atitudes para proteger o ambiente.
(VERMA,2015; LENARDAO et al., 2003).

1.
2.

Prevencdo — evitar a producdo de residuos.

Economia atbmica — maximizar a incorporacdo dos materiais de partida no produto
final.

Sintese de produtos menos perigosos — gerar substancias com pouca ou nenhuma
toxicidade para 0 ambiente e para 0s seres humanos.

Desenho de produtos seguros — produtos quimicos devem ser desenhados para serem
0 menos toxicos possiveis.

Solventes e auxiliares mais seguros — auxiliares devem se tornar desnecessarios ou
inofensivos, quando utilizados.

Busca pela eficiéncia de Energia — quando possivel, processos quimicos devem ser
conduzidos a temperatura e pressdes ambientes.

Uso de fontes renovaveis de matéria prima — quando possivel, a utilizacdo de
matérias-primas renovaveis deve ser escolhida.

Evitar a formag&o de derivados — a derivatizagdo deve ser minimizada ou evitada,
pois acrescentam etapas que podem gerar residuos aos processos.

Catélise — reagentes cataliticos devem ser escolhidos em detrimento dos reagentes

estequiométricos.
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10. Desenho para a degradacédo — ao final da sua fungéao, os produtos devem se degradar
de forma completa e néo prejudicial.

11. Anélise em tempo real para a prevencdo da poluicdo — desenvolvimento de
metodologias para o controle do processo antes da formacao de substancias nocivas.

12. Quimica intrinsicamente segura para a prevencdo de acidentes — substancias e
processos pensados para minimizar o potencial de vazamentos, explosdes, incéndios
e acidentes em geral.

Dentre os principios da quimica verde, destaca-se a énfase no uso de catalisadores e
utilizacdo de condigdes brandas de reacdo. Portanto, o desenvolvimento de biocatalisadores
encaixam-se perfeitamente na prevencdo aos danos causados ao meio ambiente pelas
substancias quimicas.

Apesar da extensa pesquisa feita na busca por suportes para enzimas magnéticos, a
magnetita utilizada é sintetizada por diversos métodos que, geralmente, ndo condizem com
algum principio da quimica verde, como sumarizado na tabela 3. Além disso, a magnetita
sintética € suscetivel a oxidacdo sob condi¢cdes ambientes (quando exposta ao ar), diminuindo
sua propriedade magnética (KETTELER et al., 2001; KHAN et al., 2015). Para evitar isso €
necessaria revestir, encapsular ou funcionalizar as particulas de Fe3O4, adicionando mais uma
etapa no processo de sintese de um suporte magnético adequado.

A magnetita € um mineral abundante, sendo o composto mais magnético encontrado no
planeta Terra (CHANG, KIRSCHVINK, 1989). Ela pode ser encontrada em areias de praia, em
solos encharcados e em dep6sitos minerais que se localizam no Brasil, Estados Unidos, RUssia,
Canada, China, Chile, Suiga, Australia, México e Noruega. (KENNEDY,1990; RIVAS et al.,
2006,2009). De acordo com Salazar-Camacho e colaboradores (2013) a maioria dos estudos
com magnetita sdo feitos com magnetita sintética pura e homogénea e poucos trabalhos

reportam o uso de materiais naturais ricos em Fe3Oa.

Tabela 3: Exemplos de métodos de sintese da magnetita e suas desvantagens frente aos
principios de Quimica Verde. Adaptado de UNSQY et al.,2015 e SHENG-NAN et al.,2014

Método de sintese Desvantagens

Solvotérmico e Altas temperaturas (200 °C ou mais)

e Altas pressdes
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e Residuos de solvente (quando ndo é

utilizado agua)

e Condic0es basicas
Co-precipitacédo e Uso de agente dispersante

e Atmosfera inerte recomendada

o e Atmosfera inerte necessaria
Decomposicao _
e Uso de agente dispersante

termica _
e Altas temperaturas (100 °C ou mais)
e Altas pressdes
e Geralmente, necessita de precursores
Sol-gel caros

e Uso de agente dispersante,

surfactantes, ultrassom e etc

A fim de pontuar as diferencas entre a magnetita sintética e natural, os pesquisadores
realizaram um estudo comparativo das caracteristicas de superficie de ambas, sendo a magnetita
natural proveniente do México e dois tipos de magnetita sintética comercial. Suas principais
conclus@es foram que as particulas de magnetita natural ndo possuem morfologia definida, tem
tamanho muito variavel, sdo mais agregadas e possuem mais impurezas que a magnetita
sintética. Devido a isso, ndo se pode utilizar a magnetita natural em aplicacdes que exijam alto
grau de pureza (como aplicagdes em medicina e industria alimenticia) e nem forma ou tamanho
definidos, no entanto, para aplicagdes mais robustas, como a adsor¢do de metais pesados, 0
mineral pode ser utilizado. Os autores do estudo comparativo demonstraram que tanto
magnetita natural quanto sintética possuem boa capacidade de adsorcdo de Arsénio, As (I1V),
em solugGes aquosas. Contudo, encontram-se poucos relatos na literatura do uso de magnetita

natural, mesmo para aplicacdes mais robustas.

3.3 Sintese de xerogéis magnéticos pelo método sol-gel de sintese

O processo sol-gel de sintese, conhecido ha mais de um século, caracteriza-se pela

transicdo do sistema sol (dispersdo de particulas coloidais) para um sistema gel (conectividade



24

entre as unidades, formando uma rede tridimensional). A reacdo de gelificagdo ocorre a baixas
temperaturas e sua cinética é lenta quando utiliza-se alcdxidos de silicio como precursores, 0
que permite controlar as propriedades finais do produto (tamanho e forma de particulas, volume
e tamanho de poros e etc). Catalisadores acidos ou basicos podem ser utilizados. Apos a
secagem do gel sob condi¢des ambientes, forma-se um xerogel. (ALFAYA, KUBOTA, 2002;
BENVENUTTI et al., 2009)

Para sintetizar suportes adequados para imobilizacdo de enzimas via estratégia de adsorcéo,
necessita-se de materiais com aprecidvel area superficial. A magnetita pura ndo possui area
superficial nem estrutura de poros, no entanto materiais porosos e magnéticos podem ser
obtidos aplicando-se 0 método sol-gel de sintese na presenca de magnetita (DEON et al., 2019).

O método sol gel de sintese geralmente fornece silicas mesoporosas, ou seja, com diametro
de poros entre 2 e 50 nm, quando se utiliza catalisadores e percursores especificos em
porcentagens adequadas. Logo, o material obtido possui estrutura de poros compativel para

imobilizar biomacromoléculas, como enzimas, e nanoestruturas, como nanoparticulas.

3.4 Nanoparticulas de ouro (AuNp)

As nanoparticulas de ouro possuem propriedades diferenciadas quando comparadas ao
ouro em sua forma bulk, como baixa toxicidade, elevada biocompatibilidade e atividade
antimicrobiana pronunciada (RUDRAMURTHY et al., 2016; DIZAJ et al., 2014,
FERNANDEZ-MOURE et al., 2017).

A atividade antimicrobiana mais pronunciada das AuNps ocorre em bactérias gram-
negativas (NIEMIROWICZ et al., 2014), sendo o exemplo de bactéria mais comum a
Escherichia coli (OSANGA et al., 2015). As formas de acdo para gerar a morte bacteriana
consistem na geracdo de orificios nas paredes celulares e ligacdo ao DNA bacteriano, inibindo
0 processo de transcricdo. (DIZAJ et al., 2014; FERNANDEZ-MOURE et al., 2017).

Devido as dimensdes das nanoparticulas, elas tendem a coalescer através do processo de
fusdo a fim de diminuir sua energia livre (AG), para evitar isso, agentes estabilizantes sdo
utilizados. Surfactantes e polimeros podem ser utilizados, pois estabilizam as nanoparticulas
através de impedimento estéreo devido as suas cadeias longas. (SCHIMID, 2004; TRAN,
NGUYEN, 2011).

Na busca por utilizacdo de matérias primas renovaveis, recentemente a comunidade

cientifica tem prestado atengdo nos biopolimeros, como a quitosana (Figura 6) que € obtida
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através da desacetilagdo da quitina encontrada naturalmente em fungos e no exoesqueleto de
crustaceos (KAUSAR, 2019). A quitosana é bioativa, possui grupos amino em sua estrutura, é
conhecida como agente estabilizante de nanoparticulas metalicas (KAUSAR, 2019; BUI,
PARK, LEE, 2016; THOMAS et al., 2012; LEIVA et al., 2015) e também ¢ aplicada no ramo
de imobilizacéo de enzimas (WU et al., 2009).

i CH,OH
oy / ) w
HO \
CHoH © NH

Figura 6: Estrutura da quitosana. Adaptado de RAMIREZ (2010).

Nanoparticulas de ouro possuem uma alta afinidade por biomoléculas, devido as interaces
eletrostaticas (FILLON et al., 2007). Em 2008, WU e colaboradores reportaram um estudo
cinético comparativo entre a enzima lipase ancorada em nanoparticulas de ouro e a enzima
livre. Neste estudo foi demonstrado que utilizando o modelo cinético de Michaelis-Menten
obtém-se o mesmo valor de velocidade maxima (Vmax) para a enzima livre a enzima ancorada
em AuNp, no entanto obtém-se uma constante de Michaelis (Km) menor na presenca das
nanoparticulas. Um valor menor de Km representa uma maior afinidade da enzima e do
substrato, portanto, a imobilizac&o da lipase em AuNp aumenta a associagdo entre enzima e
substrato por ser capaz de estabilizar o estado de transigdo enzima-substrato. Em concluséo,
nanoparticulas de ouro podem agir como um fator para aumentar a atividade enzimatica da
lipase. (WU et al.,2008).

3.5 Otimizacéo de parametros e planejamento fatorial

A otimizacdo de parametros experimentais é tida como uma das etapas mais criticas do
trabalho cientifico. Na maioria dos casos, 0 processo de otimizacdo € realizado de maneira
univariada, ou seja, mantém-se todos pardmetros constantes e varia-se apenas uma condi¢édo
experimental por vez. Este tipo de abordagem ndo leva em conta as interacOes (efeitos
sinérgicos ou antagdnicos) entre as variaveis, além de necessitar um nimero muito grande de
experimentos. Nesse contexto, sistemas multivariados tém ganhado destaque, pois diminuem o
numero de experimentos a serem feitos (economizando tempo, reagentes, uso de equipamentos
e etc) (PERALTA-ZAMORA, DE MORAIS, NAGATA, 2005)
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Dentre 0s métodos multivariados, os planejamentos fatoriais permitem avaliar
simultaneamente o efeito de um grande nimero de variaveis. Se o objetivo é avaliar x fatores,
0 planejamento fatorial consistird de 2* experimentos, os niveis dos fatores séo nomeados com
o sinal de + e — em uma matriz de planejamento. Para poder estimar erros sem realizacdo de
repeticdes de todos os experimentos, utiliza-se o planejamento fatorial com ponto central
(Figura 7), onde utiliza-se o valor médio dos niveis de todas as variaveis no ponto central (nivel
zero). (TEOFILO, FERREIRA, 2005). Esta metodologia s6 pode ser aplicada quando se utiliza
variaveis quantitativas, ja que para variaveis qualitativas ndo podemos calcular ponto central.
Assume-se desde o inicio que o sistema estudado é regido por alguma funcdo (geralmente
polinomial) descrita pelas varidveis experimentais. Através do uso de softwares especificos ou
tabelas, é possivel saber quais varidveis ou interacdes de varidveis influenciam

significativamente na resposta avaliada.
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Figura 7: Representagdo geométrica de um planejamento fatorial 22 com ponto central.
Adaptado de TEOFILO, FERREIRA, 2005.

No que se refere a imobilizacdo de enzimas, a otimizacao dos parametros experimentais de
imobilizacdo (como tempo, pH, temperatura e etc) é imprescindivel para se obter a maior
porcentagem de imobilizagdo possivel juntamente com a maior atividade das enzimas

imobilizadas.
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4. METODOLOGIA

4.1. Preparacdo do xerogel pelo método sol-gel

Magnetita (FesO4) de origem brasileira (Anitapolis, Santa Catarina) foi pulverizada em
cadinho de porcelana até adquirir a forma de talco, conforme apresentado na figura 8 (b). A 1,5
gramas de magnetita pulverizada foram adicionados 7 mL de etanol p.a, sob agitagéo
magnética, em seguida adicionou-se 3 mL de ortossilicato de tetraetila (TEOS) gota a gota.
Apds 30 minutos, acrescentou-se 2 mL de solucdo aquosa contendo 600 pL de catalisador
(solugdo de HF/HCI 6 mol L) para promover a reagdo de gelificagdo. A evaporagdo do solvente
ocorreu em condi¢des ambientes durante 7 dias e entdo, o material foi pulverizado e lavado
com &gua/etanol e seco em linha de vacuo. Esse material foi denominado MNX1 (65% de FezO4
M/M). O mesmo procedimento utilizando-se 0,435 g de Fez0s, 3 mL de TEOS e 600 uL de
catalisador foi realizado obtendo-se o material MNX2 (35% de Fe304 M/M).

(b)

Figura 8: (a) Magnetita natural. (b) Magnetita apos ser pulverizada.

4.2. Preparacao da dispersao de nanoparticulas de ouro (AuNp)

Quitosana (0,0750 g) foi pesada em balanca analitica e transferida para um erlenmeyer.
Foram adicionados 9 mL de 4gua e 1 mL de acido férmico concentrado e a mistura permaneceu
sob agitacio magnética até a sua solubilizagdo (aproximadamente 2 h). Apds, 2 mL de Acido
Cloroaurico (HAuCIls4) na concentracio de 1,5x1072 mol L foram adicionados e, entdo, 5 mL
de uma solugdo (0,02 mol L) recém preparada de boro hidreto de sodio (NaBH4) foram

adicionados sob agitacdo manual constante. A dispersdo de nanoparticulas de ouro foi
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neutralizada com NaOH até pH préximo a 5,2 monitorado em pHgametro e caracterizada por
espectroscopia no UV-Vis.

4.3. Incorporacao de AuNp nos materiais

Para a imobilizacdo das nanoparticulas de ouro no material MNX1 e MNX2, 0,2 g dos
materiais foram acondicionados em eppendorfs e adicionou-se 2 mL da dispersédo de AuNp com
coloracdo caracteristica rosada e 2 mL de dgua deionizada, apds total descoloracgdo da dispersédo
em contato com o material MNX1, adicionou-se uma nova aliquota de 4 mL de dispersdo
diluida 2 vezes com &gua deionizada. A mesma descoloracdo rapida nao foi observada no
material MNX2. Apds 48 h, ambas dispersdes estavam descoloridas, entdo, os materiais foram
lavados 3 vezes com agua, sendo que os sobrenadantes e as lavagens foram reservados para
posterior analise. Os materiais foram secos em linha de vacuo e denominados MNX1AuNp e
MNX2AuNp.

4.4. Imobilizacdo da enzima lipase nos materiais

Tampdo tris (tris(hidroximetil)aminometano), 50 mmol L™* com pH variavel dependendo
do ensaio (de 5 a 9), foi utilizado para diluir a enzima lipase de Thermomyces lanuginosus
(TLL), a fim de adequar as medidas de absorbancia a curva de calibragdo nos ensaios de
atividade enzimaética.

A imobilizacdo das enzimas nos suportes ocorreu da seguinte maneira: 5 mg de material
(exceto nos ensaios de reuso, no qual utilizou-se 10 mg de material e manteve-se a propor¢ao
de enzima oferecida de 60 pL a cada mg) foram dispostos em eppendorfs. Apos, adicionou-se
300 pL das suspensdes diluidas da lipase. Sob temperatura ambiente, os recipientes foram
mantidos sob agitacdo mecanica moderada por tempos variaveis. Posteriormente, 0s materiais
foram separados magneticamente (com um imé) e lavados 3 vezes com tampao tris, 50 mmol
L com pH dependente do ensaio realizado. Sobrenadantes e lavagens foram reservados para

posterior analise de atividade enzimatica.

4.5. Medidas de atividade antimicrobiana

Para os ensaios de atividade antimicrobiana, foi utilizado o método de cultivo em caldo. A

bactéria gram-negativa Escherichia coli (linhagem comercial - ATCC® 11775™ (Sigma)) foi
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cultivada num meio LB (Luria-Bertani) 20 g L™ previamente esterilizado a 1 bar e 120 °C por
20 min. Manteve-se a incubacgdo durante 1 h a 37 °C, sob agitacdo orbital. Entdo, a bactéria
cultivada foi mantida em contato com 3 mg dos materiais durante 24 h a 37 °C e agitacéo orbital.
Apds, separou-se o material utilizando-se um ima. A densidade bacteriana foi determinada pela
medida da intensidade de turbidez em espectrofotdmetro UV (600 nm) e comparada com
controles positivos (meio de cultura e bactéria) e negativos (somente meio, sem bactéria). Os
Testes antimicrobianos foram realizados no Laboratério de Fungos de Importancia Médica e

Biotecnologia do Centro de Biotecnologia da UFRGS.
4.6. Medidas de atividade enzimatica da enzima lipase

As medidas de atividade enzimatica tiveram como base a acdo da enzima lipase na hidrolise
de &cidos graxos. p-nitrofenilpalmitato foi o substrato utilizado, pois a liberacdo do produto da
reacdo (p-nitrofenol) pode ser acompanhada através do aumento na absorbéncia lida em
espectrofotdmetro no comprimento de onda de 410 nm (PENCREAC’H ¢ BARATTI, 1996).
Um esquema da reacdo é apresentado na Figura 9.

As medidas de absorbancias foram relacionadas com os valores de concentracdo de p-
nitrofenol por meio de uma curva de calibracdo na faixa de 0 a 0,045 pmol mL™. Uma unidade
de atividade enzimaética (1 U) foi definida como a quantidade de enzima que converte 1 pumol
de p-nitrofenilpalmitato em p-nitrofenol em 1 minuto de reacdo. Todas medidas foram

realizadas em duplicata (com excecao dos ensaios de reuso, que foram realizados em triplicata).

OH

OW

Lipase + H,O + 0]
- > HOWM
NO,
NO,
Figura 9: Reacdo de hidrdlise de p-nitrofenilpalmitato catalisada por lipase.

O preparo da solugdo que contém o substrato oferecida aos materiais ap6s imobilizagdo
ocorreu da seguinte forma: 90 mg de p-nitrofenilpalmitato foram dissolvidos em 30,0 mL de
alcool isopropilico sob aquecimento a 40 °C. Essa solugdo foi gotejada lentamente numa
solugdo de tampdo tris (50 mmol L pH 7,5) com 40 mg de Triton X100 numa proporcio de
1:9.
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Com o objetivo de medir as atividades dos suportes, as massas dos suportes foram dispostas
em eppendorfs, onde foram oferecidos 1800 uL de solugdo contendo 0 substrato da hidrélise
estudada a cada 5 mg de material. O sistema foi homogeneizado levemente sob agitacao
mecanica em banho a 37°C. Ap6s 5 minutos, o material foi separado com ima e realizou-se a
leitura de absorbancia do sobrenadante contendo o produto p-nitrofenol. Esse mesmo
procedimento foi utilizado para 200 pL da dispersdo de enzima livre, dos sobrenadantes e das
lavagens. O volume final das medidas - 1,8 mL para os suportes e 2,0 mL para enzima livre,
sobrenadantes e lavagens - foi levado em conta nos célculos de atividade. As equacgdes que

foram utilizadas sdo descritas nas equagoes 1 e 2.

[PNP]XVensaio

Aenz (U) = :

(Eq. 1)

PNP ensaio
Aoy (U /mL) = o Censato (Eq. 2)

tXVenzima

Onde: Aen; € a atividade enzimatica em U ou U mL* (quando relativa ao volume de enzima
oferecido no ensaio); [PNP] corresponde a concentracdo de p-nitrofenol calculada a partir da
curva de calibragdo (em pumol mL™); Vensaio € 0 volume final do ensaio em mL; t corresponde
ao tempo do ensaio (em Minutos) € Venzima € igual ao volume de enzima livre ou do sobrenadante
adicionado no ensaio, ou volume de enzima oferecido ao suporte (em mL).

O rendimento de imobilizacgéo foi calculado segundo a Equagéo 3.

Imoblllza(;éo(%) — Alivre_(Asobrezadante+Alavagens) x 100 (Eq 3)
livre

Onde: Aiiwe é a atividade da enzima livre que foi oferecida ao suporte, Asobrenadante
corresponde a atividade da enzima que resta no sobrenadante ap6s imobilizacdo e Alavagens
corresponde a atividade da enzima nas lavagens, todas relativas em U mL™.

Para calcular a eficiéncia, utilizou-se a Equacéo 4.

PPN . Aimobilizada
Eficiéncia (%) = Aore X (Im;blilizicéo/loo) x 100 (Eq.4)
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Onde Aimobilizada COrresponde a atividade da enzima imobilizada nos suportes (em U); Auiivre
é a atividade enzimatica da enzima livre (em U) e Imobilizacéo corresponde a porcentagem de

imobilizacéo obtida pela Equacédo 3 (em %).
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5. EQUIPAMENTOS E TECNICAS DE CARACTERIZACAO

5.1. Difracdo de raios X

A andlise foi feita com os materiais na forma pulverizada, utilizando-se um difratdmetro
Rigaku modelo Ultima IV. A fonte de raios X utilizada foi de CuKo médio (A=0,1542 nm), e

foi empregado um gerador de tensdo e de corrente de 40 kV e 17 mA, respectivamente.

5.2. Espectroscopia na regido do UV-Visivel

O espectro da dispersdo de nanoparticulas de ouro foi obtido utilizando espectrofotdmetro
Varian modelo CARY 50 Conc. com janela espectral de 200 a 800 nm, e agua destilada como
referéncia.

As leituras de densidade dptica em 600 nm utilizados na medida de atividade antimicrobiana
foram realizadas através de espectrofotometro BioRad Model550.

As leituras de absorbancia em 410 nm para a medida de atividade enzimaticas foram obtidas

através do espectofotdbmetro Amersham Biosciences modelo Ultrospec 3100 Pro.

5.3. Anélise Termogravimétrica

As analises termogravimétricas foram realizadas sob fluxo inerte de argbnio utilizando o
equipamento Shimadzu Instrument modelo TGA-50, com taxa de aquecimento de 20 °C min™,
partindo da temperatura ambiente até 895 °C.

5.4. Isotermas de Adsorc¢do e Dessorcdo de N2

As analises foram feitas na temperatura do nitrogénio liquido (-196°C) utilizando-se o
equipamento Tristar Krypton 3020 Micromeritics. A area superficial especifica dos materiais
foi obtida empregando-se o método BET (Brunauer, Emmett e Teller), e as curvas de
distribuicdo de tamanho de poros das amostras foram determinadas utilizando o método BJH
(Barret, Joyner e Halenda).
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5.5. Medidas de magnetismo

As propriedades magnéticas dos materiais foram estudadas utilizando o magnetémetro de
amostra vibrante (VSM) EZ9MicroSense. Os dados foram adquiridos em funcdo do campo

aplicado (M x H), em temperatura ambiente com varredura de campo entre —15 e +15 kOe.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Caracterizacdo dos materiais

6.1.1 Nanoparticulas de ouro

Uma maneira de caracterizar uma dispersao de nanoparticulas de ouro é observar sua banda
de absorgéo na regido do UV-Vis. Essa banda ocorre devido a ressonancia de plasmon de
superficie, que é uma consequéncia da oscilacdo coerente dos elétrons de conducao do ouro sob
a influéncia do campo eletromagnético da luz.

A figura 10 mostra a caracterizacdo das dispersdes, sobrenadantes e lavagens através de

espectroscopia no UV-Vis.

N MNX 1 R MNX 2
1@ 519 AuNp 1 B o Aullp
0.5 0. Sobrenadante

l Sobrenadante ;
o4 — O.4 4 L1

' — L2 2 03] -2

{ -
e —
400 430 500 550 600 630 700 750 800 400 450 =00 S50 E00 &m0 Ton TE @
Comprimento de onda (nm) Comprimento de onda (nm)

Figura 10: Espectro na regido do UV-Vis das dispersdes (fator de diluicdo: 10x),
sobrenadante e lavagens apés imobilizacdo em (a) MNX1 e (b) MNX2.

A presencga da banda em A proximo a 520 nm, € tipica para nanoparticulas de ouro esférica
e com diametro menor que 10 nm. (EUSTIS, EL-SAYED, 2006; PANIGRAHI et al, 2007).

Apbs o contato dos materiais com a disperséo, o sobrenadante e as lavagens também foram
analisados por espectroscopia UV-Vis. O desaparecimento da banda de ressonancia de plasmon
das nanoparticulas de ouro no sobrenandante e sua auséncia nas lavagens indicam a adsor¢éo

efetiva das AuNp na superficie dos xerogéis.
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Na figura 11 encontram-se os difratogramas de raios X da magnetita natural (MN), dos

xerogéis magnéticos (MNX1 e MNX2) e dos xerogéis com adi¢do de nanoparticulas de ouro

(MNXL1AuUNp e MNX2AuNp).

10 20 30

== JCPDS file, No. 19-0629

—— MN

— MNX1
—— MNX1AuNp
—— MNX2
~ MNX2AuNp

L*«WM'J

’*WwwwwaMMwmmww‘memw'

40 50 60 70 80 90

20

Figura 11: Difratograma de Raios X da magnetita natural utilizada (MN) e dos

materiais sintetizados. As barras em preto localizadas na parte inferior da figura

apresentam os valores de 260 para a magnetita (JCPDS N° 19-0629).

Conforme pode ser observado na figura 11, todas as amostras apresentaram 0s picos

correspondentes as reflexdes de Bragg referentes aos planos cristalinos da estrutura cibica de

face centrada da magnetita (JPDS file, N° 19-0629) indicando que as mesmas foram

eficientemente incorporadas nos xerogeis de silica.

Em 26 proximo a 22°, observa-se 0 halo da silica amorfa (CULLITY, 1956) que aparece

no material com aproximadamente 65% de silica em massa (MNX2 e MNX2AuNp). Nas

amostras MNX1AuNp e MXN2AuUNp observa-se que a adi¢do de nanoparticulas de ouro no

material ndo altera o perfil da estrutura cristalina das particulas de magnetita contidas nos

materiais. Através dos difratogramas, calcula-se as larguras a meia altura dos picos
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correspondentes aos planos (311) e (440) e, utilizando a equacdo de Scherrer (LANGFORD,
WILSON, 1978), é possivel obter os tamanhos médios de cristalito para cada amostra. Esses
resultados encontram-se na tabela 4. Os dados indicam que o tamanho médio de cristalito se
mantém praticamente constante, o que indica que a modificacdo da magnetita nao altera seu
perfil cristalino.

Tabela 4: Tamanhos médios de cristalito obtidos a partir da equacédo de Scherrer.

Material Tamanho médio de cristalito (= 1 nm)
MN 30,5
MNX1 30,5
MNX2 30,5
MNX1AuNp 32
MNX2AuNp 32,5

6.1.3 Magnetizacdo
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Figura 12: Curvas de magnetizacao obtidas para a magnetita natural (MN) e
materiais sintetizados.
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Para avaliar o comportamento magnético dos materiais, as histereses de magnetizacdo
foram obtidas e encontram-se na figura 12. Na tabela 5 encontram-se os dados de saturacéo de
magnetizacdo obtidos. O valor de saturacdo de magnetizacdo (Ms) diminui entre a magnetita
pura e 0s xerogéis magnéticos, comportamento que ocorre devido a redugdo na propor¢éo de
material magnético por grama de amostra. Também se observa que para o xerogel com maior
proporcéo de silica (MNX2) a diminuicdo na saturacdo de magnetizacdo é mais pronunciada,
pois neste material a propor¢cdo de magnetita € de aproximadamente 35% enquanto que no
material MNX1 a proporcdo € de ca. 65%. As mudancas nos parametros magnéticos apds a
adicdo de nanoparticulas de ouro ndo sao significativas, demostrando que a incorporagdo de
AuUNp nos materiais ndo influencia significativamente nas respostas magnéticas dos suportes.
As modificacbes na magnetita nao interferiram nas suas propriedades magnéticas, pois a
proporcdo Mr/Ms permanece praticamente constante. Esses resultados vao ao encontro dos
resultados de difragdo de raios X, onde observa-se que a estrutura cristalina do 6xido de ferro é
preservada.

Tabela 5: Parametros magnéticos obtidos para os materiais estudados, onde Ms € a

magnetizacdo de saturacdo, Hc € o campo coercitivo, Mr € a remanéncia de magnetizacao.

Material Ms (£ 5 emu-g?) Hc (x5 Oe) Mg (emu-g?) Mg/Ms
MN 65 87 6,4 0,10
MNX1 42 132 53 0,13
MNX2 21 97 2,3 0,11
MNX1AuNp 41 131 4,8 0,12
MNX2AuNp 21 96 2,2 0,10

Embora os materiais MNX2 e MNX2AuNp possuam a menor saturacdo de magnetizacao,
ela é suficiente para permitir a imediata separacdo do material quando exposto a um campo

magnético externo (ima).

6.1.4 Analise termogravimétrica

Analises termogravimétricas dos materiais foram feitas com o objetivo de acompanhar a

incorporagdo de matéria organicas nos mesmos. As curvas termogravimetricas encontram-se
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na figura 13 e as perdas de massa encontram-se na tabela 6. Observa-se uma primeira faixa de
perda de massa, até 150 °C, atribuida a dessor¢do de agua da superficie dos xerogeis. A segunda
faixa de perda de massa, 150- 650 °C, ¢ atribuida a decomposicdo de compostos organicos e a
reacOes de desidroxilacdo que ocorrem na superficie da silica. (DEON et al., 2015; ALMEIDA
et al.,, 2013). Observa-se um aumento na perda de massa na regido de decomposicdo de
compostos organicos quando se adiciona nanoparticulas de ouro aos materiais. Esse aumento é
atribuido a decomposicéo da quitosana utilizada como agente estabilizante das NPs e € de 3,1%
para 0 material MNX1 e de 0,63% para MNX2. Esse resultado condiz com o procedimento
experimental realizado, pois para o material MNX1 foi possivel oferecer uma maior quantidade
de dispersdo de nanoparticulas, ocorrendo a descoloracdo do sobrenadante apds adsorcdo das
AuUNPs na superficie dos xerogeis. ApOs a imobilizacdo da enzima TLL no material
MNX2AuNp foi possivel realizar a analise termogravimétrica e, novamente, observa-se um
aumento na perda de massa na faixa de 150-650 °C de 2,5% atribuida a decomposicéo da
enzima.

Ademais, observa-se para 0 material MNX1, o qual possui a maior proporcdo de o6xido de
ferro, um aumento de massa entre 300 e 650 °C € observado e atribuido a oxidacdo dos ions
Fe?* da magnetita (CENDROWSKI et al., 2017).
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Figura 13: Termogramas obtidos para os xerogéis com e sem AuNp e para o material
MNX2AuNp apds imobilizagdo da enzima TLL.
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Tabela 6: Resultados da analise termogravimétrica dos materiais (perdas de massa em %).

Material 0-150°C 150 - 650 °C
MNX1 0,84 0,20
MNXLAUNp 1,46 3,35
MNX2 1,60 1,60
MNX2AUNp 1,39 2,23
MNX2AuNp
2,15 4,73
TLL

6.1.5 Isotermas de adsorgéo e dessorcéo de nitrogénio

Com o objetivo de avaliar as propriedades texturais dos materiais MX1, MX2,
MX1AuNp e MX2AuNp, obteve-se isotermas de adsor¢do e dessorcdo de N2 e as distribuicdes
dos diametros de poros que se encontram na figura 14 (a), (b), (c) e (d).

Pode-se observar, na figura 14(a) e 14(c), que as isotermas obtidas sao classificadas com
tipo 1V, caracteristicas de materiais mesoporosos, em que a condensacdo capilar ocorre em
pressOes relativamente altas (SING et al., 1985; GREG, SING, 1982). Esse tipo de isoterma é
tipicamente obtida quando se utiliza HF como o catalisador na reacéo de gelificacdo do método
sol-gel (CALDAS et al., 2017). Na figura 15 encontra-se a isoterma do material MNX2AuNp
apos a imobilizacdo da enzima TLL, juntamente com a isoterma do material antes da
imobilizacéo para comparacéo. Na tabela 7 encontram-se os valores referentes a area superficial
especifica (Sget) obtida pelo método BET (Brunauer, Emmett e Teller) e os volumes de poros
obtidos através do método BJH (Barret, Joyner e Halenda).

A partir da tabela 7 e da figura 15, pode-se observar que o material MNX1 (65% de
magnetita) possui area superficial especifica (Sget) menor que o material com maior proporgéo
de silica (MNX2) assim como diametro de poros menor, sendo o ponto maximo da curva de
distribuicdo de poros de 12,4 nm para MNX1 e 19,0 nm para MNX2.
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Figura 14: (a) Isotermas de adsorcdo e dessor¢do de N2> dos materiais e (b) distribui¢do de tamanho de
poros das amostras MNX2AuNp e MNx2AuNp TLL.
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Tabela 7: Dados da analise textural dos xerogéis.

Material Seer (x5 m2gl) Volume de Poro (0,001 cm3 g?)
MNX1 115 0,436
MNX2 152 0,774
MNX1AuNp 93 0,389
MNX2AuNp 150 0,761
MNX2AuNp TLL 136 0,718

O acréscimo das nanoparticulas de ouro ndo produziu modificagBes significativas nas
propriedades texturais do material MNX2, j& para o material MNX1 houve um decréscimo na
area superficial especifica, assim como um deslocamento no ponto maximo da curva de
distribuicdo de poros para 13,7 nm. Esses resultados estdo em concordancia com os resultados
de andlise termogravimétricas que demonstram uma maior porcentagem de incorporacdo do
agente estabilizante das nanoparticulas (quitosana) para o material MNX1. Apos a imobilizagédo
da enzima lipase no material MNX2AuNp (Figura 14), hd uma diminuicdo na area superficial
especifica, bem como uma diminui¢do no volume dos poros e no seu diametro (fig. 14 (b)),
havendo uma mudancga no ponto méaximo da curva de distribui¢do de 19,0 nm para 17,1 nm.
Esses resultados indicam que a enzima TLL encontra-se imobilizada nas paredes dos poros do

material.

6.2 Medidas de atividade antimicrobiana

Os resultados dos testes de atividade microbiana encontram-se dispostos na tabela 8, sendo
a média de triplicatas. E possivel observar que os valores de intensidade de turbidez em 600 nm
(crescimento celular) foram similares ao controle positivo (meio de cultura e bactérias),
portanto os materiais ndo possuem a capacidade de inibir o crescimento ou causar a morte
celular da bactéria Escherichia coli. A atividade antimicrobiana das nanoparticulas de ouro se
da, principalmente, pelo contato, logo é necessario um contato efetivo entre bactéria e material
(HOSENZADEH et al., 2017). Nesse caso, provavelmente o contato entre a bactéria e as

nanoparticulas néo foi suficiente por se tratar de agitacao orbital, o que facilitou a aglomeracéo
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dos materiais no fundo dos tubos de ensaio utilizados, além da pouca quantidade de

nanoparticulas de ouro presentes nos materiais.

Tabela 8: Resultados dos testes de atividade antimicrobiana.

Intensidade de turbidez em

Material
600 nm
MNX1 0,80 £0,14
MNX2 0,94 +0,14
MNX1AuNp 0,91 +0,02
MNX2AuNp 0,88 £ 0,04
Controle Positivo 0,83+ 0,05
Controle Negativo 0

6.3 Medidas de atividade enzimatica
6.3.1 Escolha dos materiais
Primeiramente, um teste preliminar de atividade da enzima imobilizada nos quatro
materiais sintetizados: MNX1, MNX2, MNX1AuNp e MNX2AuNp. A imobilizacdo foi
realizada sob agitacdo mecanica moderada durante 12 h, utilizando tampao tris com pH 7,5 para

diluir a suspenséo de lipase. Os resultados encontram-se sumarizados na tabela 9.

Tabela 9: Resultados dos ensaios de atividade enzimatica para a enzima TLL.

Porcentagem de

Material ) . Atividade (U g Eficiéncia(%)
imobilizacdo (%)
MNX1 14 1,95 92
MNX2 18 2,05 75
MNX1AuNp 22 1,85 54

MNX2AuNp 16 2,6 110
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Observa-se que o maior valor de atividade foi obtido para as enzimas imobilizadas no
material MNX2AuNp, possivelmente pelo material ter didmetro de poros maior, possibilitando
que o sitio ativo da enzima esteja mais exposto ao substrato. Portanto, esse material e seu
antecessor (MNX2) foram escolhidos para dar prosseguimento aos estudos de atividade

enzimaética da lipase suportada nesses materiais.

6.3.2 Otimizacdo dos parametros de imobilizacdo no material MNX2AuNp e
comparacgéo entre MNX2 e MNX2AuNp

A fim de avaliar a influéncia dos pardmetros de tempo e pH de imobilizacdo na
porcentagem de imobilizacdo e na atividade enzimatica da lipase suportada, utilizou-se um
planejamento fatorial 22 com ponto central (TEOFILO, FERREIRA, 2006; AOUADA et

al.,2008). Os pontos de estudo escolhidos encontram-se na tabela 10.

Tabela 10: Fatores e niveis utilizados no planejamento fatorial.
Fator de imobilizacdo Nivel Inferior (-) Ponto Central (0) Nivel superior (+)

A =Tempo (h) 0,5 15 30
B = pH 5 7 9

Na Tabela 11 é apresentada a matriz planejamento com os valores de atividade obtidos nos
diferentes experimentos, sendo que o ponto central é realizado em triplicata e 0s resultados

obtidos para os experimentos de 1 a 4 sdo médias de duplicatas.

Tabela 11: Matriz planejamento e resultado obtido para os experimentos realizados.

Experimento  Tempo pH Atividade (U g?)

1 - - 7,3
2 - + 3,0
3 + - 6,9
4 + + 2,6
5 0 0 2,8
6 0 0 2,2
7 0 0 2,3
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Utilizando a tabela para planejamento fatorial 22 com ponto central considerando
interacbes entre os fatores desenvolvida por pesquisadores da Universidade Estadual de
Campinas (TEOFILO, FERREIRA, 2006) que contém o teste ANOVA (analise de variancia),
é possivel obter o modelo:

Q=386-215B

A tabela utilizada com os dados deste trabalho encontra-se no anexo A.

Através dessa analise, é possivel elucidar que o pH € o Unico fator significativo entre os
fatores estudados para a atividade das enzimas imobilizadas e que a interacdo entre os fatores
(pH e tempo) também ndo causa alteragdes significativas nos valores de atividade enzimatica.
Por intermédio dos resultados obtidos, o pH 5 foi escolhido para dar prosseguimento aos
estudos do comportamento de imobilizacdo da lipase nos suportes.

Este resultado esta de acordo com o comportamento ja reportado na literatura (WANG et
al., 2015) para sistemas com quitosana e lipase, pois em pHs baixos, ha mais disponibilidade
de protons e, portanto, 0s grupos amino, constituintes da quitosana que foi utilizada como
agente estabilizante, se encontram na forma de NHs3" atraindo a enzima lipase que esta
negativamente carregada em pH 5, pois seu ponto isoelétrico € 4.4 (JHA et al., 1999). Além
disso, € comum obter uma maior porcentagem de imobilizacdo perto do ponto isoelétrico pois
as enzimas tornam-se menos soltveis (YULIANA, 2014). Os grupos silanois encontrados na
estrutura de silica também sdo outro fator importante no mecanismo de imobilizacdo, pois ha a
possibilidade de formacéo de ligacGes de hidrogénio entre os grupos funcionais da enzima e o
suporte (KHARRAT et al.,2014).

Para avaliar a possibilidade de utilizacdo de um tempo de imobilizacdo intermediario (entre
0,5 e 30 h), realizou-se novos experimentos utilizando-se 1 h e 15 h de imobilizag&o.
Adicionalmente, utilizou-se também o material sem as nanoparticulas de ouro, a fim de avaliar
sua influéncia na porcentagem de imobilizacdo e atividade enzimatica do biocatalisador
proposto. Os resultados encontram-se na tabela 12.

Mediante a analise dos dados contidos na tabela 12, conclui-se que o tempo de 15 h é ideal
para a imobilizacdo, pois hd um aumento significativo da porcentagem de imobilizacéo,
chegando praticamente ao limite de 100% para o material MNX2AuNp.

Observa-se que utilizando as mesmas condi¢fes, as porcentagens de imobiliza¢bes séo
maiores para o material que contém as nanoparticulas de ouro (MNX2AuNp). Esse resultado
indica que com a presenca de AuNp ha interacdes eletrostaticas entre 0s grupos amino
positivamente carregados em pH &cido e a lipase negativamente carregada. Essas intera¢des séo

capazes de diminuir a extensdo da lixiviagdo da enzima nas etapas de lavagem apds



45

imobilizagéo, sendo que 0 mesmo ndo ocorre para 0 material MNX2. Entretanto, observa-se
que as atividades enzimaticas sdo ligeiramente maiores para o material MNX2, isso
provavelmente ocorre porque as interaces mais fracas entre enzima e suporte levam a

manutencdo da conformacao e a maior exposicéo dos sitios ativos das enzimas imobilizadas.

Tabela 12: Resultados de porcentagem de imobilizacéo, atividade enzimaética e eficiéncia para

0 xerogel MNX2 e MNX2AuNp em tempos de imobilizacdo diferentes.

Tempo de ] L o

_ ) .. Porcentagem de imobilizacdo  Atividade .

Material imobilizacéo Eficiéncia(%)
(%) Ug?h
(h)

MNX2 1 34,7 11,3 204

MNX2 15 65,9 8,4 88,7

MNX2AuNp 1 80,1 8,0 60,9

MNX2AuNp 15 97,2 8,0 50,4

6.3.3 Ensaios de reciclo de lipase imobilizada em MNX2 e MNX2AuNp

A fim de avaliar a capacidade de reuso dos biocatalisadores, utilizou-se os parametros
otimizados (pH =5 e tempo de imobilizacdo = 15 h) para imobilizacdo da enzima TLL e, apds,
repetidos ciclos de hidrélise de p-nitrofenilpalmitato foram realizados intercalados por
enxagues com tamp&o Tris 0,05 mol L (pH 7,5). Os ensaios foram feitos em triplicata e as
médias das atividades relativas sdo encontradas na figura 16.

Observa-se na figura 16 que a enzima TLL suportada em ambos 0s materiais apresenta
atividade enzimatica ap6s utilizacdo em sucessivos ciclos de reacdo, com perdas de atividade
atribuidas a lixiviacdo da enzima e a possivel perda de material durante as lavagens que
intercalam os ciclos de reagdo. Para 0 material MNX2, aproximadamente 30% da atividade
inicial € mantida e para o material MNX2AuNp ha a manutencgéo de cerca de 45% da atividade
apos 12 ciclos. Essa diferenca de atividade mantida para os materiais pode ser atribuida a
presenca das nanoparticulas de ouro estabilizadas por quitosana, que contribuem para a
interacdo entre enzima e suporte e para a afinidade entre o substrato e a enzima (WU et al.,
2008).
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Figura 16: Resultados de reciclo da enzima TLL suportada nos materiais MNX2 e
MNX2AuNp. As barras indicam o desvio padréo das triplicatas.

Para a avaliar a estabilidade de estocagem do material, obteve-se a atividade enzimatica da
lipase imobilizada no material MNX2AuNp ao longo de 16 semanas em aliquotas de material
armazenadas a baixa temperatura (aproximadamente 8 °C). Observou-se ao longo de 1 més
(com medidas uma vez por semana) e ap0s 4 meses que a atividade da lipase imobilizada se
manteve praticamente inalterada com desvio padrdo de 8,6 %. Esse resultado indica que o
material aumenta a estabilidade da enzima, podendo ser estocado por longos periodos de tempo
apos a imobilizacao.

Na tabela 13, observa-se uma comparacdo da performance da enzima de Thermomyces
lanuginosus suportada em outros materiais descritos na literatura.

E possivel concluir que o material obtido possui uma excelente porcentagem de
imobilizacédo e eficiéncia, além de ser possivel a realizacdo de mais de dez ciclos de reacéo.
Ademais, a metodologia utilizada é mais simples e robusta que as apresentadas na tabela 13.
Também cabe ressaltar que o biocatalisador desenvolvido neste trabalho € magnético e, para
tanto, ndo foram necessarias etapas extras de sintese pois utiliza-se magnetita natural, o que é

compativel com os principios da quimica verde.



Tabela 13: Tabela comparativa entre o suporte desenvolvido neste trabalho e materiais

descritos na literatura.

_ Imobilizagao o ] ]
Material Eficiéncia (%) Ciclos Referéncia
(%)
Nano-tubos de - 65 50 % apés 10 VERMA et al.,
carbono ciclos 2013
funcionalizados
Particulas de 95 10 100% ap6s5 REICHARDT
carbono poroso ciclos etal., 2018
Resina com 32,4 61 - MENDES et
aldeido al., 2011
Quitosana 54,9 4,2 82%apdés5 BONAZZA et
modificada ciclos al., 2018
MNX2AuNp 97,2 50,4 45 % apds 12 Este trabalho

ciclos
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7. CONCLUSAO

O proposito deste trabalho foi atingido. Foi possivel sintetizar novos materiais porosos e
magnéticos a base de silica e magnetita natural, modifica-los com nanoparticulas de ouro e
aplica-los na imobilizacdo da enzima lipase.

A partir dos resultados obtidos pelas isotermas de adsorcéo e dessorcéo de N2, observou-
se que 0s materiais s&o mesoporosos com apreciavel area superficial (Sget). Pelas medidas de
magnetismo, constata-se que 0s suportes possuem propriedades magnéticas, logo podem ser
facilmente recuperados do meio reacional. Portanto, pode-se inferir que é possivel obter
materiais magnéticos e porosos (MNX1 e MNX2), utilizando magnetita natural e o0 método sol-
gel de sintese de silica. Esse procedimento diminui o tempo e 0s gastos na sintese de suportes
magnéticos que empregam magnetita sintética. A incorporacdo de nanoparticulas de ouro
estabilizadas por quitosana (MNX1AuNp e MNX2AuNp) é observada através dos espectros na
regido do UV-Vis e através do aumento da perda de massa na analise termogravimétrica.

Nos testes de atividade antimicrobiana obteve-se resultados negativos, provavelmente
devido a pouca quantidade de nanoparticulas no material aliada a falta de contato efetivo entre
elas e a bactéria gram-negativa Escherichia coli.

Nos testes de atividade da enzima lipase de Thermomyces lanuginosus (TLL) suportada,
obteve-se o maior valor de atividade enzimatica e eficiéncia para a enzima imobilizada no
material MNX2AuNp. Os pardmetros de imobilizacdo foram otimizados atraves de
planejamento fatorial com ponto central 22, obtendo-se pH = 5 e tempo de imobilizacdo de 15
h. Observa-se que o material MNX2AuNp pode ser reutilizado, mantendo ca. 45% da atividade
inicial, enquanto o material MN X2 mantém aproximadamente 30 % da atividade, esse resultado
confirma que a afinidade entre as nanoparticulas de ouro reduz a extensdo da lixiviacdo da
enzima ao longo dos ciclos. Além disso, a atividade da enzima imobilizada é mantida quando
0 material € estocado em temperatura baixa por longos periodos de tempo.

Para o material MNX2AuNp também se observa a imobilizacdo da enzima através do
aumento da perda de massa na regido de decomposicdo de compostos organicos na analise
termogravimétrica e na diminuicdo do diametro e volume de poros nas isotermas de adsor¢ao
e dessorcdo de N2, 0 que indica que a lipase se encontra imobilizada na parte interna da estrutura
de poros.

Portanto, neste trabalho, dois materiais com tamanho de poros diferentes foram
sintetizados. Para o material com tamanho de poros menor (MNX1), observa-se uma maior
guantidade de AuNp adsorvidas, no entanto, isso ndo foi determinante para a atividade da

enzima imobilizada, cuja eficiéncia mostrou-se melhor nos materiais com diametro de poro
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maiores (MNX2 e MNX2AuNp). A presenca das nanoparticulas de ouro aumentou a eficiéncia

de imobilizagéo e diminuiu a extenséo da lixiviagéo da lipase entre os ciclos de reacao.
Conclui-se que foi possivel estabelecer uma metodologia robusta e econdmica para a

sintese de materiais magnéticos que servem como suporte para imobilizacdo de enzimas com

potencial aplicagdo como biocatalisadores.
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ANEXO - A
| J K L M N O P

Varidncia no Ponto Central 0,103

P Planejamento Fatorial Completo 2° com Ponto Central L?‘Z
3 | ucase Interagiio de 2° ordem
4 Identificagdo:  Atividade enzimatica TLL suportada em MNX2AuNp  Data: NG T k]
E
& Plangjamento Respostas Estimadas Efeitos Erro t{2) p
7| Ensaio X, X, ¥ v SG Media 3857 = 01215 375 0
] 1 - -1 73 62321429 1 D4 = 03IM4s 1244 034
3 2 - 69 5782142 56 2 43 % 0346 1338 0,04
10 3 - 30 18821429 12 005 + 0345 015% 088
411 26 1,5321429 Nivel de significinciaa: 005 =
12 5 ] 0 2'5 38571428 ﬁcwpq
B3 s {0 o 22 38571429 el
14 T 0 0 23 3,8571429 Parimetros para a ANOVA
15 8 n* de pardmetros (p) 4
B & n* total de observagies () 7
17 n® de niveis {m) 5
13 Analise de Variincia - Modelo Linear Nivel de significincia o: 0,05 =
] FV SQ nGL MQ  Feale ]
20 |Regressdo 187 3 622 171918 0,3335082
21 |Residuos 108 3 382
27 |F. Ajuste 106 105 10298654 SG 0,0095509
2% ErroPuro 021 2 01
24 | Total X5 6
25 | % variagio exphcada £3,224221
26 | % max. de vanagio sxplicaw 59 290485
V W X ¥ Z AA AB AC AD E AF AG AH Al Al AK AL AM AN AD
7
k] n° Planejamento (X} Repostas (y)
4 Média_ % X xx
501 11 RN 73 Eo xy Inv(XX)
6 2 : - : 6,85 0 0 0 7 0143 0 0 0
7| 3 1 1 285 0o 4 0 0 08 005 0 0
B 4 : : 28 0o o0 4 0 ET 0 003’ 0
9 5 [ ol 28 [ I T | 0,1 0 0 0 02
6 : 0 0 : 0 2,2
7 1 0 o 1o 23
1l s : :
13 9 1
4
15 Média Total 3,857
16 Média das Repeticbes 2,433
17
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AP AQ AR AS AT A AV AW AX AY A7 BA BB | BC BD BE BF
ANOVA Grifico

Coeficientes Erro t,, P Reg. Total Falt. Aj Er.Puro Estimado Residuos
5 by (3857 04 HT O 56406 1185327 1,1403 0 1 6,2321428 1,067857
by 020+ 0161 124 034 37056 8857194 1,1403 0 2 57821429 1,067857
56 b, [-215/= 0, 134 001 39006 0822008 1,1403 0 3 18821429 1,067857
by |0025 = 0461 076 0,89 54056 1580408 1,1403 0 4 1,5321429 1,067857
ZE-31 1117551 20272 0,13444 3 38571428 -1,057143
ZE-31 2746122 20272 0,05444 6 38571429 -1,657143
ZE-31 2424694 20272 001778 T 38571429 -1,557143

8

9

| 18,653 2050214 10,643 -:l:2~:~:-3?| Média 38571429

Figura 17: Tabelas originais utilizadas para o planejamento fatorial 22 com ponto central.
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