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RESUMO

A obtencdo de um nanobiocatalisador baseado na interacdo direta entre
nanoparticulas superparamagnéticas de 6xido de ferro (SPIONSs) e tripsina suina foi
investigada no presente trabalho. Especificamente, a adsorcéo fisica de nanoparticulas
magnéticas com tripsina foi estudada a partir da modulacdo das cargas superficiais pelo
controle do pH tanto da enzima quanto do nanomaterial de suporte. A interacdo
nanoparticula-enzima foi avaliada por medidas experimentais de fluorescéncia e
modelagem tedrica. Os resultados obtidos mostraram que o material imobilizado, sob
diferentes condicdes de pH, apresentou 66,2, 67,1 e 75,4% de adsor¢cdo enzimatica ao
suporte em pH 4,0, 7,0 e 8,0, respectivamente. A atividade enzimatica recuperada em
cada caso foi de 31,84, 27,56 e 32,28%, respectivamente, em relacdo a atividade inicial
de tripsina livre. A eficiéncia catalitica foi medida através da reacdo envolvendo a
conversao do substrato N-a-Benzoil-DL-arginina-4-nitroanilina no produto p-nitroanilina
monitorada por espectrofotometria UV-Vis no comprimento de onda de 410 nm. Os
estudos de dessor¢do mostraram pelas técnicas analisadas que ap6s 5 ciclos de lavagem
ndo foi possivel determinar a taxa de dessorcdo devido aos valores obtidos serem
inferiores aos limites de deteccdo de fluorescéncia (0,4 mg.mL™?). A reutilizagdo da
Tripsina imobilizada foi testada ao longo de varios ciclos em processos cataliticos
utilizando BapNA como substrato. O processo ocorreu com uma eficiéncia de
aproximadamente 88% até o segundo ciclo, e a enzima imobilizada reteve uma eficiéncia
em torno de 40% até o quarto ciclo. Além disso, a interacdo tripsina-nanoparticulas
também foi avaliada em pH 4,0 por espectroscopia de fluorescéncia e os valores dos
parametros termodindmicos AGe = —31,50 k] mol™!, AHe = 15,31 k] mol™! e TASe =
32,99 k] mol~'K~1, foram encontrados, o que é consistente com a ocorréncia de interagdes
predominantemente i6nicas. A imobilizacdo da tripsina suina na superficie das SPIONs
também foi avaliada computacionalmente. O perfil de energia potencial para a adsorcao
da tripsina suina sobre a superficie do material foi calculado e mostrou que a enzima
protonada em pH 8,0 pode ser mais fortemente adsorvida sobre a superficie das
nanoparticulas. Foi possivel constatar também, que a taxa de adsor¢do da enzima
aumentou significativamente em pH 8,0, e neste mesmo pH, o perfil de energia de
adsorcéo é mais favoravel e estavel em distancias menores da superficie, indicando que
uma maior quantidade de enzima pode ser adsorvido sobre as SPIONSs.
Palavras-chave: imobilizacdo de enzimas, tripsina, nanoparticulas superparamagnéticas,

nanobiocatalisador, atividade enzimatica.



ABSTRACT

Obtaining a nanobiocatalyst based on the direct interaction between
superparamagnetic iron oxide nanoparticles (SPIONs) and porcine trypsin was
investigated in the present work. Specifically, the physical adsorption of magnetic
nanoparticles with trypsin was studied from the modulation of surface charges by
controlling the pH of both the enzyme and the supporting nanomaterial. Nanoparticle-
enzyme interaction was evaluated by experimental measurements of fluorescence and
theoretical modeling. The results obtained showed that the immobilized material, under
different pH conditions, showed 66.2, 67.1, and 75.4% of enzyme adsorption to the
support at pH 4.0, 7.0, and 8.0, respectively. The enzyme activity recovered in each case
was 31.84, 27.56, and 32.28%, respectively, in relation to the initial free trypsin activity.
The catalytic efficiency was measured through the reaction involving the conversion of
the substrate N-a-Benzoyl-DL-arginine-4-nitroaniline into the product p-nitroaniline
monitored by UV-Vis spectrophotometry at a wavelength of 410 nm. The desorption
studies showed by the analyzed techniques that after 5 washing cycles it was not possible
to determine the desorption rate due to the values obtained being lower than the
fluorescence detection limits (0.4 mg.mL™). The reuse of immobilized Trypsin was tested
over several cycles in catalytic processes using BapNA as substrate. The catalysis process
occurred with an efficiency of approximately 88% until the second cycle, and the
immobilized enzyme retained an efficiency of around 40% until the fourth cycle. In
addition, the trypsin-nanoparticle interaction was also evaluated by fluorescence
spectroscopy and the values of the thermodynamic parameters AGe = —31.5 k] mol?,
AHe = 15.31 k] mol™1, and TAS° = 32.99 k] mol~tK~1 were found, which is consistent with
the occurrence of predominantly ionic interactions. Immobilization of porcine trypsin on
the surface of SPIONs was also computationally evaluated. The potential energy profile
for the adsorption of porcine trypsin on the surface of the material was calculated and
showed that the enzyme protonated at pH 8.0 can be more strongly adsorbed on the
surface of the nanoparticles. It was also possible to verify that the enzyme adsorption rate
increased significantly at pH 8.0, and at this same pH, the adsorption energy profile is
more favorable and stable at smaller distances from the surface, indicating that a greater

amount of enzyme can be adsorbed over SPIONS.

Keywords: enzyme immobilization, trypsin, superparamagnetic nanoparticles,

nanobiocatalyst, enzymatic activity.
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LISTA DE ABREVIATURAS

AFM Microscopia de Forca Atdmica (do inglés Atomic Force Microscopy)

CSD Banco de dados estrutural de Cambridge (do inglés Cambridge
Crystalographic Database)

DLS Espalhamento Dinamico de Luz (do inglés Dynamic Light
Scattering)

DRX Difracéo de raios-X

FTIR Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (do
inglés Fourier Transform Infrared Spectroscopy)

NPM Nanoparticulas Magnéticas

SPION Nanoparticulas Superparamagnética de Oxido de Ferro (do inglés,
Superparamagnetic Iron Oxide Nanoparticles)

SPION@Tri SPIONSs imobilizadas com Tripsina Suina

PDB Banco de dados de Proteinas (do inglés Protein Data Bank)

TEM Microscopia eletronica de Transmisséo (do inglés Transmission
Electronic Microscopy)

SEM Microscopia eletronica de Varredura (do inglés Scanning Electronic

Microscopy)

BapNA N- o — Benzoil — DL — arginina — 4-nitroanilina
PZ Potencial Zeta
pH Potencial Hidrogeni6nico

Tri Tripsina Suina



1 INTRODUCAO

As enzimas sdo um catalisador com alto potencial de aplicagdo em processos
biotecnologicos por serem biocatalisadores altamente seletivos (AMALIA, et al., 2021)
.Nas Gltimas décadas a enzima proteolitica que vem sendo amplamente utilizada como
biocatalisador em processos industriais, € a tripsina, devido a sua alta seletividade, além
do uso de condicBes brandas, reduzindo a producéo de reacdes secundarias indesejaveis
(TAPDIGOV, 2021).

A tripsina (EC 3.4.21.4) é uma serino endopeptidase, também conhecida como
serino protease, e seu alto potencial proteolitico vem sendo aplicado nas Gltimas décadas
nas industrias de alimentos e bebidas para melhorar e facilitar o processo, aumentando a
maciez das carnes e a qualidade das massas, na estabilizacdo a frio da cerveja, além da
producdo de hidrolisados proteicos (LACERDA, 2014). Embora a tripsina tenha um alto
potencial biotecnoldgico, elas ndo sdo quimicamente estaveis e perdem rapidamente sua
atividade biologica. Devido a impossibilidade de sua reutilizagdo na forma soltvel (livre)
e aos altos custos, a aplicacdo de enzimas soltveis em larga escala é muito limitada (LI;
HU; LI1U, 2004). Uma solucdo para superar esses inconvenientes tem sido a imobilizacédo
dessas enzimas em suportes solidos.

A imobilizacdo de enzimas em materiais de suporte tem sido uma estratégia muito
comum para a maioria das aplica¢fes, sendo um método que mantém as moléculas de
proteinas confinadas ou localizadas em uma determinada regido definida do espago, com
a protecdo de suas atividades cataliticas (ROMASKEVIC et al., 2006). Em que as
enzimas podem ser imobilizadas por ligacdo covalente ou aprisionamento fisico em uma
variedade de suportes sdlidos, como matrizes polimeéricas (BILAL et al., 2018), materiais
porosos, nanotubos de carbono (COSTA et al., 2018), membranas (YANG et al., 2018)
emateriais magnéticos (WU ., 2019).

Dentre os diversos tipos de suportes que tém sido empregados na imobilizagéo de
enzimas (ALI et al.,, 2021), o uso de nanomateriais, principalmente aqueles com
propriedades magnéticas, ganhou destaque recentemente. Em particular, a aplicacdo de
nanoparticulas superparamagnéticas de magnetita (Fe304) como suporte para
imobilizagdo enzimatica tem sido de grande interesse, devido a sua baixa toxicidade,
grande 4area de superficie disponivel, baixo custo e suas propriedades

superparamagneticas (WAN et al., 2022).



Nanoparticulas magnéticas abaixo de um certo tamanho critico podem apresentar
comportamento superparamagnético. O tamanho critico das particulas de FesOs, que
resulta em uma transicdo de uma estrutura de dominio de maltiplo para uma estrutura de
dominio Unico, necessario para atingir o superparamagnetismo, mas foi amplamente
estimado em menos de 20nm (JUN et al., 2004). O superoxido confere as
nanoparticulasde oxido de ferro (SPIONSs) grande simplicidade de isolamento de meios
multifasicos externos pela aplicacdo de um campo magnético e facil dispersdo apos a
remogdo do campo externo (TUZMEN; KALBURCU; DENIZLI, 2012). Resisténcia a
um recurso separado de um campo magnético, diluicdo de separacdo e separagdo de
etapas, como recurso separado de um campo magnético, diluicdo durante a separagéo e
separacdo de etapas, como recurso de separacdo da resisténcia, como a necessidade de
centrifugacdo da e perda de centrifugacdo. Como a separacdo magnética é rapida e
eficiente, hd tambémuma economia de tempo (ALI et al., 2021).

A tripsina € uma enzima que ja possui vasta literatura relacionada a sua
importancia em diversas areas e a sua atividade enzimatica. Entretanto, o estudo dessa
enzima suportada em diferentes materiais, e particularmente em nanoparticulas
magnéticas, ainda nao foi suficientemente avaliado e aspectos sobre a caracterizacdo da
enzima imobilizada sdo ainda precariamente relatadas na literatura.

Neste trabalho, o nanobiocatalisador formado pela adsorc¢éo de tripsina suina com
SPIONs foi preparado, amplamente caracterizado, e sua atividade catalitica foi avaliada.
A interacdo SPION-tripsina foi caracterizada termodinamicamente com o objetivo de
contribuir para o entendimento de eventos na interface nanoparticula-enzima. As
condicBes de controle de pH, propriedades de carga de superficie de ambas tripsina e
SPIONSs no processo de imobilizagdo foram investigadas. Foi demonstrado que a enzima
imobilizada pode ser separada do meio reacional com facilidade, rapidez e eficiéncia por
um campo magnético externo. As propriedades enzimaticas da enzima imobilizada foram
entdo investigadas em termos da atividade proteolitica recuperada apds o processo de
imobilizagéo, a quantidade de enzima efetivamente imobilizada na superficie do suporte,
a taxa de dessorcdo da enzima e a taxa de estabilidade operacional de varios ciclos de

reutilizagéo.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Nessa se¢do sdo apresentados os levantamentos bibliogréficos realizados sobre 0s
objetos de estudo centrais deste trabalho. Primeiramente, é apresentado uma reviséo
bibliografica sobre aspectos gerais e de aplicacdo das chamadas SPIONs com foco nas
suas propriedades, em seguida a revisao avanca para uma abordagem sobre o atual uso de
enzimas em processos industriais, em particular, sobre a tripsina e sobre o estado da arte

dos processos de imobilizagdo enzimatica.
2.1 Nanoparticulas Magnéticas e suas propriedades

Na dultima década, aumentaram as investigacbes efetuadas das chamadas
nanoparticulas magnéticas envolvendo varios tipos de éxidos de ferro e de cobalto mas,
principalmente da magnetita (FesO4) na ordem de 5-20 nm (MAMANI, 2009). Frenkel e
Dorfman foram os primeiros a prever que uma particula de material ferromagnético,
abaixo de uma dimenséo critica (< 15nm para 0os materiais comuns), constituem um
monodominio magnético, isto é, uma particula que esta em um estado de magnetizacéo
uniforme em qualquer campo.

Com a diminui¢cdo do tamanho meédio da particula, ocorre um aumento da area
superficial por volume. Por exemplo, se a area superficial de um cubo com aresta de 1 cm
é de 6 cm? para um volume de 1 cm?. Ao restringir a aresta do cubo para 1 mm, para um
volume total de 1 cm?, sdo encontrados 1000 cubos cuja area superficial totaliza 60 cm?.
Em escala nanométrica, admitindo que cada cubo seja composto por arestas de 1 nm, ha
1021 cubos por 1 cm?® de volume total, e a area superficial dai resultante é agora de
60.000.000 cm? (MARTINS; TRINDADE, 2012).

Nesse sentido, uma nanoparticula magnética com diametro de 30 nm, possui 5%
dos seus atomos na superficie, enquanto que, a mesma nanoparticula com diametro de 10
nm possui 20% dos atomos na superficie e chegando a ter 50% dos atomos na superficie
em diametros de 3 nm. Esse aumento de atomos na superficie das nanoparticulas é
responsavel pelas diversas propriedades e empregabilidade desses materiais (MARTINS;
TRINDADE, 2012).

As nanoparticulas magnéticas sao geralmente constituidas por éxidos de ferro,
entretanto, nanoparticulas obtidas a partir dos elementos niquel e cobalto, também

possuem essa mesma nomenclatura. Na natureza existem diversos tipos de oxidos de
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ferro, sendo os principais: a ferrihidrita (FesHOg); a hematita (a-Fe203), a maguemita (y-
Fe>03); e a magnetita (Fe3Oa4). Essas espécies possuem propriedades magnéticas,
elétricas, morfologicas e fisico—quimicas interessantes para a aplicagdo tecnoldgica.
Contudo, somente a magnetita e em alguns processos a maguemita, possui momento
magnético suficientemente alto, baixa toxicidade, processo de obtencdo economicamente
viavel e estabilidade quimica para ser aplicada em sistemas bioldgicos (FIGUEROLA et
al., 2010).

A magnetita € um oxido misto com formula molecular FeO.Fe203, onde estéo
presentes na estrutura os cations Fe?* e Fe** numa proporcdo estequiométrica de 1:2,
podendo ser sintetizada através do método de coprecipitacdo de uma mistura de sais
contendo Fe?" e Fe** em ambiente aquoso seguido de precipitagdo com hidréxido e em
atmosfera inerte, conforme a Equacdo 1. Nesse método, pode ocorrer uma grande
variacdo no tamanho. O controle de tamanho, forma e composicédo das particulas depende
da razdo estequiométrica entre os cations, do pH, da velocidade de agitacdo do sistema e
da velocidade de adicdo do agente redutor.

Fe2+ 4+ 2Fe3+ + 80H~ — Fe304+ 4H20 (D
Na sintese da magnetita, primeiramente ocorre a coordenacdo das moléculas de

agua pelos céations metélicos (M), formando espécies do tipo (Equacéo 2):

[M(H20)x]™* (2)
as quais sofrem hidroélise e formam compostos do tipo (Equagéo 3):
[M(H;0)x-1]" V¥ )

Esses compostos dimerizam com a liberacdo de agua, obrigando os oxigénios dos
grupos OH" formarem ligacGes de hidrogénio entre os monémeros. Posteriormente, as
espécies hidrolisadas continuam se associando e condensando-se através de ligagdes de
hidrogénio em regifes ausentes de protons, dando origem as caracteristicas estruturais
especificas da nanoparticula (SOUZA, 2011).

A magnetita forma uma estrutura do tipo espinélio invertido, AB204, em que 0s
fons O% formam um arranjo cubico de face centrada, gerando dois tipos de sitios de
coordenacdo, o primeiro tetraédrico, no qual, o cétion se encontra no centro do tetraedro
interagindo com quatro ions oxigénio, e o segundo, octaédrico, onde uma proporc¢éo de
cations divalentes e trivalentes ocupam o centro do octaedro formado interagdes com seis
ions oxigénio (figura 1) (SOUZA, 2011; VERWEY, 1939). Essa disposicdo resulta em
24 &tomos de Fe (16 jons Fe®* e 8 jons Fe?*) e 128 atomos de oxigénio arranjados em uma

Unica célula unitaria.
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Os momentos magnéticos das nanoparticulas magnéticas obtidas a partir da
magnetita reagem ao efeito da aplicacdo de um campo magnético externo, podendo ser
classificados em relacéo ao tipo de interagéo, atrativa ou repulsiva, quando esses formam
um dipolo magnético. Um material diamagnético, como por exemplo, a 4gua, ndo possui
dipolo magnético quando exposto a um campo magneético externo devido a sua
magnetizacdo ocorrer em sentido oposto ao campo, resultando em uma forca de repulséo.
JA& o0s materiais paramagnéticos apresentam dipolos magnéticos orientados
aleatoriamente, podendo ser alinhados por acdo de um campo magnético externo (figura
2a) e subdivididos em materiais ferromagnéticos; em materiais ferrimagnéticos; e em

materiais antiferromagnéticos.

Figura 1 - Célula unitaria da estrutura cristalina de espinélio do tipo AB204.

@ Fe*
@ Fe*'ouFe”
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Fonte: Adaptado de GALVAO et al., 2016

Figura 2 — Orientagdo de Dipolos Magnéticos em materiais (a) Paramagnéticos, (b) Ferromagnéticos e (c)
Superparamagnéticos.

Paramagnetismo Ferromagnetismo Superparamagnetismo

o
® .Q‘.

(@ ®) ©
Fonte: Adaptado de MARTINS; TRINDADE, 2012

Em um material ferromagnético (figura 2b), os dipolos magnéticos existem
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mesmo na auséncia de um campo magnético externo e exercem um efeito de longo
alcance, exibindo um momento magnético permanente. No material ferrimagnético
existem sempre dipolos magnéticos mais fracos alinhados antiparalelamente com os
dipolos magnéticos mais fortes adjacentes, na auséncia de campo magnético externo.
Exemplos de materiais ferrimagnéticos, sdo os Oxidos de ferro: magnetita, FesOa,
maguemita, y-Fe,Oz e as ferritas MFe2O3 em que M = Co, Ni, Mn, etc. Para um material
antiferromagnético, os dipolos adjacentes sdo antiparalelos, na auséncia de um campo
externo, cancelando-se mutuamente. Os 0xidos metalicos MnO, CoO e NiO sdo exemplos
de materiais antiferromagneticos. Em geral, os materiais apelidados trivialmente de
magnéticos sdo aqueles que apresentam caracteristicas de ferro ou ferrimagnetismo
(JEONG et al., 2007; MARTINS; TRINDADE, 2012). Com a diminuigdo do tamanho
de particula abaixo de certo valor critico, em um solido ferromagnético, os elétrons
desemparelhados se comunicam fortemente um com o outro e se alinham (mesmo com
aauséncia de um campo magnético) em regibes largas chamadas dominios magnéticos.
Nessa situacdo, a formacdo de dominios torna-se energeticamente desfavoravel e a
reducdo de volume do material faz com que as nanoparticulas magnéticas se comportem
como um unico &tomo em um monodominio (figura 2c) aumentando drasticamente o seu
momento magnético. Este comportamento é chamado de superparamagnetismo e € a
principal propriedade de interesse para aplicacdo desse tipo de material em processos de
separacdo (MARTINS; TRINDADE, 2012).

A estabilidade desses materiais esta diretamente relacionada ao equilibrio das
interacOes atrativas e repulsivas entre as nanoparticulas. As principais medidas usadas
para garantir esse equilibrio é o controle das cargas de superficie (repulsdo eletrostatica)
e a utilizacdo de moléculas de cadeias longas (repulséo estérica).

Na sintese de nanoparticulas, os fenémenos de agregacdo e crescimento das
particulas resultam na diminuicdo de sua area de superficie. Além disso, quando
dispersas, apresentam movimento continuo e aleatério que favorece sua agregacao e
precipitacdo. Esse movimento leva a um maior nimero de colisdes entre particulas, o
conteido energético se torna suficiente para promover a atragdo entre si, dando origem a
particulas mais susceptiveis a forga gravitacional, enfatizando o processo de agregacao.
Ao utilizar um recobrimento adequado, além de possibilitar um aumento na estabilidade
coloidal, é possivel conciliar a presenca de grupos funcionais livres na superficie das
nanoparticulas (SILVA, 2017).

Recentemente o uso de nanoparticulas como suporte para a imobilizacdo de
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enzimas tem recebido bastante atencdo da comunidade cientifica. Devido a suas
dimens@es reduzidas e caracteristicas unicas elas tem o potencial de revolucionar os

processos biotecnolodgicos relacionados & imobilizagdo de enzimas.

2.2 Enzimas

Proteinas podem ser definidas como uma, ou mais, cadeias poliméricas lineares
formadas por residuos de aminoacidos que se unem por ligacdes peptidicas. S&o
moléculas compostas por uma ou mais cadeias polipeptidicas, com estrutura
tridimensional, responsavel pelas suas atividades biologicas. A estrutura basica desses
residuos de aminoacidos ¢ constituida de um carbono assimétrico (carbono o) com seus
ligantes: um grupo carboxilico (-COOH), um grupo amino primario (-NH2), um atomo
de hidrogénio (-H), uma cadeia lateral (radical, R) variavel entre os residuos e sao
responsaveis pelas caracteristicas estruturais e funcionais das moléculas proteicas
(PINEDO; ELARD; ROJAS, 2010). O grupo lateral é diferente para cada amino&cido e
define as caracteristicas fisico-quimicas das moléculas, como a ionizagdo em solugdo
aquosa e o grau de polaridade. Os grupos funcionais de R reagem entre si ou com outros
compostos proteicos, ou se acomodam quimicamente em regides polares (carregadas ou
ndo), ou apolares das estruturas. Essas interacdes, predeterminadas em um contexto
funcional, ddo sustentacdo e estabilidade a estrutura nativa de uma proteina (PINEDO;
ELARD; ROJAS, 2010).

As enzimas sdo catalizadores bioldgicos que aceleram as reac@es quimicas em
ambos o0s sentidos de um processo reversivel sem se alterar e estdo envolvidas em todos
0S processos naturais. A partir da acdo dessa classe especial de proteinas, as condigdes de
reacdo se tornam energeticamente mais favoraveis, visto que, as enzimas atuam em
condicBes de temperaturas abaixo de 100 °C, em valores de pH proximo a neutralidade e
a pressdao atmosférica. O entendimento da atuacdo desses biocatalisadores durante o
processo de catalise foi estabelecido a partir do conceito de sitio ativo ou sitio catalitico,
devido a sua especificidade em relacdo aos substratos que podem interagir. Este é definido
como uma regido tridimensional da enzima que permite a interacdo especifica com o
substrato e onde ocorre a reagdo quimica (SILVA, 2017). A especificidade da ligac¢do do
substrato depende do arranjo dos atomos no centro catalitico que é descrito a partir do
modelo de chave e fechadura, elaborado por E. Fischer em 1890 (figura 3). Esse modelo

se baseia na especificidade da acdo enzimatica e pressupbe que o0 substrato e o centro
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catalitico terdo formas complementares, existindo, portanto, um encaixe perfeito.
Contudo, outro modelo complementar, chamado de teoria do encaixe induzido foi
desenvolvido por Koshland em 1958. Nessa concepc¢do, 0s substratos ao interagir,
provocam uma mudanga conformacional no sitio catalitico e também podendo ocorrer no
restante da estrutura da enzima (PEREIRA, 2010). E assim, a conversdo dos reagentes
em produtos numa reacdo enzimatica é quantificada com base nesses modelos a partir da

atividade enzimatica apresentada pelo sistema.

Figura 3 - Modelo de complementaridade estrutural entre enzima e substrato.

A enzima altera ligeiramente a sua Produtos
Substralo  tarma a medida que o substrato se liga
[ Centro activo r

Substrato entrando no Complexo Complexo Produlos deixando o
centro aclivo da enzima  enzima/substrato enzima/produto centro aclivo da enzima

Fonte: https://www.sobiologia.com.br. Acesso em: 30 de junho de 2022

As enzimas sdo ativas em uma faixa estreita de pH e na maioria dos casos existe
um pH 6timo, em que a sua atividade enzimética é maxima. Sua eficiéncia catalitica é
influenciada pela ionizacdo dos residuos de aminoacidos presentes no sitio catalitico e
depende de uma conformacédo tridimensional especifica dessa mesma regido. Esses
grupos ionizaveis atuam normalmente como nucleéfilos em reacBes enzimaticas, sendo
que, uma pequena alteracdo de pH pode impedir esses grupos de permanecerem
carregados, logo dificultando a formacdo do complexo enzima/substrato e
consequentemente, impedindo que a reacdo catalitica aconteca. Portanto, quando é usado
valores de pH proximo do 6timo é verificado uma diminuigdo na atividade enzimatica,
porém reversivel, e quando sdo usados valores extremos, podem ocorrer perdas totais de
atividade em decorréncia do desnovelamento irreversivel (desnaturacdo) da enzima
(SILVA, 2012).

O controle da temperatura também € importante durante esses processos, pois € 0
fornecimento de energia na forma de calor que ira aumentar a probabilidade de coliséo
entre as moléculas promovendo um aumento da energia de ativacdo até a quantidade
suficiente para realizacdo da reacdo quimica. Porém, esse efeito também é responsavel
pelo processo de desnaturacdo, sendo que esses dois efeitos combinados d&o origem a

temperatura 6tima da enzima. Assim, essa corresponde a temperatura maxima, na qual, a
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enzima possui atividade catalitica maxima por um periodo de tempo determinado
(CABRAL; GAMA; AIRES-BARROS, 2003).

Por Gltimo, a estabilidade estrutural das enzimas é determinada a partir das forgas
fisicas de interacGes, que ocorrem dependendo da disposicdo e orientacdo dos grupos

funcionais da molécula. A conservacao das ligaces covalentes, e as forcas de Van der
Waals sdo indispensaveis para a manutencdo da estrutura terciaria de uma enzima. O
elevado numero de interacdes dipolo-dipolo, que embora apresentem uma energia
associada relativamente baixa, apresenta um papel importante na estabilidade enzimética.
E as ligacbes de hidrogénio intermoleculares sdo responsaveis pela estrutura

tridimensional das enzimas, portanto contribuem para a sua estabilidade (SILVA, 2012).
2.2.1 Tripsina

A tripsina (EC 3.4.21.4) é uma serino endopeptidase, também conhecida como
serino protease, secretada juntamente com o suco gastrico pela mucosa estomacal e
seguindo sua secrecdo no intestino, classificada como pertencente ao cld PA e a subfamilia
S1, sendo altamente expressa em organismos eucariotos, procariotos e virus (ALMEIDA,
2011). O termo tripsina foi criado em 1876 por W.F. Kune para nomear a substancia
responsavel pela atividade proteolitica das secre¢des pancreéticas, e posteriormente, com
o desenvolvimento dos processos de purificacdo e caracterizacdo das proteinas, passou a
ser associado as enzimas que clivam ligacdes peptidicas na porcdo C-terminal dos
residuos de aminodacidos arginina e lisina (KULKARNI; SHENDYE; RAO, 1999). A
serinos endopeptidases, ou serino proteases, (Figura 4) possuem um residuo de
amino&cido serina em seu sitio catalitico, em seu sitio catalitico, além de dois outros
residuos de aminoacidos, que formam a triade catalitica (Aspl02/His57/Ser195,

numeracgéo de acordo com a quimotripsina bovina) (BERG, 2013).

Figura 4 — Aminoacidos que compdem a triade catalitica do sitio ativo das serinos peptidases.

Asp 102 His 57 Ser 195

_0
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Fonte: BERG, 2013.
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Nas tripsinas, proximo ao sitio catalitico, encontra-se o sitio de ligacdo para o
substrato (Asp189/Gly193/Ser214/Gly216), essa regido ndo participa ativamente da
hidrdlise mas que auxilia o reconhecimento do substrato pela enzima conferindo-lhe
especificidade (Figura 5) (PERONA; CRAIK, 1995). O residuo de aminoacido Asp189
faz com que a tripsina possua especificidade por peptideos que contenham aminoacidos
com cadeias laterais longas e carregadas positivamente na posi¢cdo P1 (OLSEN; ONG;
MANN, 2004). Dessa forma, esta enzima cliva apenas ligagdes peptidicas na por¢do C-
terminal dos aminoacidos arginina e lisina (OLSEN; ONG; MANN, 2004; PERONA,;
CRAIK, 1995) Para os substratos contendo a arginina em P1 ha uma interacéo direta entre
0 grupo guanidina da arginina e o grupo carboxila do Asp189, ja para substratos contendo

lisina, a interac@o ocorre por intermédio de uma molécula agua.(CHEN et al., 2003).

Figura 5 — Representacdo esquematica da interagdo dos aminodcidos P1 a P3 de um oligopeptideo como
sitio ativo da tripsina. Os circulos pretos indicam os residuos de aminoécidos do sitio catalitico,
e os circulos vermelhos indicam os residuos de aminoacido que compdem o sitio de ligagdo ao
substrato.
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Fonte: Adaptado de PERONA; CRAIK, 1995

Conforme ja foi dito, anteriormente, as enzimas sdo catalisadoras, ou seja, elas
facilitam apenas as reagcfes que sejam termodinamicamente favoraveis. Dessa forma,

aptidao atua como indutor da reacdo de hidrdlise, sem adicionar produtos e voltando a
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sua forma original ao final da reacdo. Em linhas gerais, a hidrdlise da ligacdo peptidica
se inicia com a perturbacédo da ressonancia entre a amida e a carboxila da ligacéo peptidica
alvo, terminando com a adicdo de uma molécula de &gua para que o produto final seja
liberado (HEDSTROM, 2002).

Em relacdo ao mecanismo de agdo da tripsina, representado na figura 6, ele se
inicia com acoplamento do substrato no sitio ativo. O complexo enzima-substrato é
formado a partir de um ataque nucleofilico da serina 195 da enzima a carbonila da ligac&o
peptidica. Esta atracdo nucleofilica sé é possivel por conta da histidina 57 e do aspartato
102 adjacentes. O aspartato 102 atrai um hidrogénio do anel imidazol da histidina 57, que
por sua vez captura o hidrogénio da hidroxila da serina 195, induzindo assim uma carga
negativa ao oxigénio da ultima, que pode entdo atacar o carbono do substrato
(KASSERRA; LAIDLER, 1969).

Figura 6 — Mecanismo de hidrélise das serino endopeptidases.
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Fonte: (BERG, 2013)

Apos o ataque Nucleofilico da serina, a transferéncia de préton leva a formagéo
de um complexo Acil-enzima e a dissocia¢do do primeiro produto de hidrdlise a reacao
de desacetilacdo para liberar a segunda parte do peptideo formado na hidrélise ocorre por
via de um segundo ataque nucleofilico, sendo este realizado por uma molécula de agua.
Este mecanismo acelera quebra deste tipo de ligagio peptidica em 10°, se comparado a
reacdo ndo catalisada pela enzima. Através deste mecanismo a tripsina também pode
hidrolisar outros compostos orgéanicos como amidas, anilidas, ésteres e tioesters
(HEDSTROM, 2002).
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N&o ha duvida de que o pH influencia na atividade das enzimas. No caso das
tripsinas, imprescindivel que haja uma histidina ndo protonada no seu sitio ativo.
Sabendo-se que o pKdo anel imidazol da histidina situa-se em torno de 6,0 apenas em
pH de neutro a alcalino o anel estard ndo protonado e sera capaz de capturar o préton da
serina, tornando-a reativa (KASSERRA; LAIDLER, 1969) . Por essa razao que, em pH
acido a tripsina se torna inativa e em pH alcalino a reacdo pode prosseguir normalmente.
Contudo em pH extremamente alcalino o aminoacido N-terminal isoleucina apresenta a
sua amina desprotonada, o que perturba o sitio de ligacdo ao substrato tripsina,
dificultando a ligacdo do substrato a enzima (Figura 7).

Figura 7a — Desenho esquemético do mecanismo de agdo da tripsina sobre o substrato sintético N-
benzoil-L-arginina etil éster (BAFE). No centro, o0 esquema mostra a reacdo em pH em torno
de 8. A esquerda numa situacdo de pH extremamente &cido e a direita de pH extremamente

basico. Apenas a reacdo central se completa com éxito.
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Fonte: KASSERRA; LAIDLER, 1969.
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Figura 7b — Continuagdo Desenho esquematico do mecanismo de acdo da tripsina sobreo substrato
sintético N-benzoil-L-arginina etil éster (BAFE).
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2.2.2 Imobilizacdo de enzimas

A imobilizacdo enzimatica teve inicio com Nelson e Griffin, (1916) quando
adsorveram a enzima invertase em carvao. Em 1940, foi iniciada a aplicacdo de enzimas
em processos industriais de forma limitada devido a escassa disponibilidade e alto custo
dos biocatalisadores. Logo a comunidade cientifica comecou a pesquisar diferentes
formas de processos de producdo de enzimas e métodos de imobilizacdo que
possibilitassem posterior reutilizagéo.

Em 1953, Grubhofer e Schleith imobilizaram a amilase, pepsina e outras enzimas
em poliacrilamida mostrando que elas mantinham a sua atividade. Posteriormente, em
1955, pesquisas foram direcionadas para a descoberta de polimeros que pudessem ser
utilizados como suporte para imobilizacdo de proteinas biologicamente ativas.

A intensificacdo dos estudos de imobilizagdo ocorreu em 1960 com Bar-Eli e

Katchalski (1960) que imobilizaram a enzima tripsina em anidrido de n-carboxitirosina

21



por adsorcdo e mantendo 20% da sua atividade, em relacdo a forma livre da tripsina.
Dessa forma, método apresentava um aumento na estabilidade, possibilitando um periodo
maior de estocagem do biocatalisador. Em 1968, algumas enzimas como a quimiotripsina,
a papaina e a tripsina comecaram a ser comercializadas em suportes poliméricos. Logo,
ocorreram as duas primeiras aplicacbes industriais de enzimas imobilizadas: a
isomerizacdo de glicose em frutose por glicose isomerase e a resolucdo éptica de
aminoacidos com aminoacidos acilase (CHIBATA; TOSA, 1976).

Em 1990, foi iniciado o uso da técnica de reticulacdo via rea¢do com glutaraldeido
por entrecruzamento de grupos aminos em estudos com cristais de termolisina para a
producdo de aspartame, e, subsequentemente foi demonstrado que o desenvolvimento
desses métodos pode ser aplicado a diversas enzimas. Dessa forma, um grande nimero
de novas metodologias de imobilizagdo enzimatica utilizando os mais variados tipos de
suportes tem sido relatado na literatura, indicando a importancia dessa linha de pesquisa
(BASILIO, 1994; COSTA et al., 2012).

Atualmente cerca de 200 enzimas sdo comercializadas, desse total,
aproximadamente 75% sdo enzimas hidroliticas usadas em processos industriais. O
mercado global de vendas de enzimas era de apenas alguns milhdes de ddlares por ano na
década de 1960. Com o melhor entendimento dos processos de obtencdo, 0s avangos nos
métodos de uso e a crescente demanda da industria por novos biocatalisadores, esse
mercado vem alcancando a cifras na ordem de US$ 5,0 bilhdes em 2015 e 2016, com
crescimento estimado para US$ 7,0 bilhdes em 2023, de US$ 5,5 bilhdes em 2018, a uma
taxa composta de crescimento anual (CAGR) de 4,9% para o periodo 2018 a 2023 (BCC
RESEARCH, 2018).

As enzimas, de forma geral, desempenham um papel fundamental na cinética de
reacOes bioquimicas. O mecanismo de cinética de Michaelis—Menten é frequentemente
usado para explicar as atividades cataliticas de varias enzimas. De acordo com o
mecanismo de formacao de um produto simples, o substrato (S) se liga reversivelmente a
uma enzima (E) para formar um complexo intermediario (ES). Em seguida, ES sofre uma
decomposic¢é@o unimolecular para formar um produto (P), e (E) € regenerado para o

proximo ciclo (YI; L1U, 2010). A Equacéo 4 descreve esse comportamento cinético.

E+S e, ES->kE+P (4)
Ataxa de velocidade de formacdo do produto [dp]/dt apresenta uma dependéncia
hiperbdlica com a concentracdo do substrato [S]. De acordo com a Equagdo 5 de

velocidade (v) temos:
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ldp] [Er][S]

V=T =k2kM+[S] ®)

Onde [ET] refere-se a concentracdo total da enzima e km = (k-1 + k2)/k1

representa a constante de Michaelis Menten, sendo ki, k-1 € k2 as constantes de
velocidade direta e inversa da primeira etapa e de decomposi¢do unimolecular da segunda
etapa, respectivamente. Ao longo dos anos, esse teorema tem representado um dos pilares
da enzimologia e tem encontrado aplicacdes em diferentes sistemas de reagdes
enzimaticas (CALDER; SIEGEL, 2008; Y1I; LIU, 2010).

A relacéo entre a velocidade de reacdo de formacéo do produto e a concentragdo
do substrato pode ser descrita através de parametros cinéticos obtidos a partir da equacéo
de Michaelis-Menten. Devido ao importante papel das enzimas na cinética de reacdes
bioguimicas, essa equacdo é uma ferramenta frequentemente usada para o entendimento
da atividade catalitica das mesmas (VIVIAN; POLLI, 2014).

Especificamente, as serino proteases, no qual a tripsina faz parte, empregam a
catalise acido-base geral e a catalise covalente, onde o mecanismo catalitico se inicia na
triade catalitica caracteristica; para a tripsina, His57, Aspl102 e Serl95 (figura 4)
(PEREIRA, 2015).

Figura 8 - Representacdo da estrutura da tripsina, destacando-se seu sitio ativo. Os residuos de
aminoacidos que compde a triade catalitica estdo representados em modo de bastdo Ser195
(verde), His57 (lilés) e Asp102 (azul).

Fonte: https://www.rcsb.org/3d-view/1EPT/1. Acesso em: 05 de julho de 2022.

Na literatura é possivel encontrar relatos de varios suportes como opcdes para a
imobilizacdo de enzimas nos mais diversos métodos. Entretanto, a escolha do suporte
para uma determinada aplicacéo € delicada, pois deve considerar a sua area superficial,
permeabilidade, insolubilidade, capacidade de regeneracdo, morfologia, natureza
hidrofilica ou hidrofdbica, resisténcia mecanica, custo, entre outros (DALLA-VECCHIA;
NASCIMENTO; SOLDI, 2004). Esses podem ser classificados em organicos (naturais e
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sintéticos) e inorganicos (minerais e fabricados). Dentre os organicos sdo geralmente
usados a celulose, agar, agarose, quitosana, quitina, poliestireno, poliacrilatos e
polivinilicos, enquanto que, dos suportes inorganicos sdo usados vidro, ceramica,
aluminossilicatos e, principalmente a silica de porosidade controlada e 6xidos inorganicos
em geral (PINTO, 2013)

Os métodos disponiveis para imobilizacdo de enzimas séo divididos em quatro
grandes classes gerais, segundo Powell (et al., 1990): adsorcdo; enclausuramento em
umamatriz semipermeavel ou no interior de polimeros; reacfes cruzadas, através do uso
de reagentes bifuncionais ou multifuncionais; e ligacdo covalente a suportes poliméricos,
viagrupamentos quimicos.

A imobilizacdo de enzimas em suportes solidos divide-se em duas categorias: a
ligacdo na superficie e a oclusdo de matrizes porosas. No primeiro caso, o biocatalizador
é retido a superficie sélida através de interacbes estabelecidas entre a matriz € o
biocatalisador. Sendo que essas interagfes abrangem desde forgas de Van der Waals a
ligacGes covalentes (CAVALCANTE, 2005).

O método por adsorcdo tem sido considerado um dos mais simples e econdmicos
para a imobilizacdo de enzimas. Além disso, a imobilizacdo de uma enzima por adsorcao
oferece uma faixa enorme de aplicabilidade em virtude de haver um minimo de
perturbacdo na estrutura nativa da enzima (KUMAR et al., 2009). Por outro lado, a
literatura relata inimeros problemas associados a estabilidade da enzima no suporte, que
em virtude de diferentes condi¢des do meio (pH), temperatura e forca idnica, 0 processo
de dessorcdo ocorre desordenadamente, provocando uma diminuicdo na eficiéncia
catalitica do sistema (suporte-enzima), sendo necessario, portanto o uso de ligagdes mais
fortes entre o suporte e a enzima, por exemplo: ligagdo covalente (ROLLETT et al., 2010).
No método quimico ocorre a formacgdo de ligagBes covalentes entre os residuos de
aminoacidos da proteina e grupos reativos do suporte. O grande nimero de processos
existentes visando a ativacdo da superficie e a formac&o de ligacdes covalentes permite a

sua aplicacdo a uma vasta gama de sistemas sem a remogéo da enzima imobilizada.
Na imobilizacéo por ocluséo, a solidificagcdo de uma disperséo contendo a enzima

pode ser induzida por meios quimicos ou fisicos. A partir deste processo é obtido um gel
insolivel em &gua, no interior do qual fica retido o biocatalizador numa forma ativa. A
formacéo do gel pode ser provocada pela presenca de cations multivalentes, por acéo da
temperatura, por polimerizacdo devida a reagdes quimicas ou por precipitagdo
(CAVALCANTE, 2005).

Para ser efetivo na imobilizagdo o suporte deve propiciar a acessibilidade da
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enzima ao substrato mantendo a sua atividade por um longo periodo e permitir que o
conjugado enzima/suporte seja recuperado sem perda de atividade no final do processo
(MATEO et al., 2007).

Sé&o reportados na literatura diversos trabalhos que utilizam os mais diversificados
tipos de suporte: magnéticos, poliméricos, quitosana, grafeno entre outros (CIPOLATTI
et al., 2014; TAN; FENG,; JI, 2012; TANG; QIAN; SHI, 2007; VERMA et al., 2013)
na imobilizacdo de tripsina para serem aplicados como catalisadores. Utilizando a
expressao “trypsin immobilization” na base de dados Science Direct, foi observado um
namero altode publicacBes relacionadas a imobiliza¢do de tripsinas durante os ultimos
10 anos. Em 2012 foram reportadas aproximadamente 1244 publicacdes, enquanto que
em 2018 foram publicados 1352 artigos e em 2021, mais de 1600 trabalhos ja foram
descritos na literatura, demonstrando o esforco cientifico em melhorar a eficiéncia dos
processos industriais relacionados a aplicacdo desse tipo de enzima, com a criagdo e
modificagdo de metodologias para aumentar a eficiéncia e a0 mesmo tempo, baratear os

processos.

2.2.3 Imobilizacéo de Tripsina

Na literatura é possivel encontrar alguns trabalhos que tratam especificamente a
imobilizacdo de tripsina em superficies de nanoparticulas magnética para aplicacdo em
diversas areas na industria. Atacan e Ozacar (2015) utilizaram em seu trabalho, cido
tanico para a funcionalizacdo das nanoparticulas magnéticas e posterior imobilizacdo da
tripsina na superficie. De acordo com os resultados, a atividade de tripsina imobilizada
foi preservada 55% a 45°C apds 2 h e 90% apds 120 dias de armazenamento. Além disso,
a atividade da tripsina imobilizada manteve 40% da sua atividade inicial apds oito
reutilizagdes sucessiva. Entretanto, ndo € mencionado os parametros de comparagédo
usados para obtencdo de tais porcentagens. Hu (et al., 2014) descrevem uma
funcionalizagdo das nanoparticulas magnéticas com APTMS (3-Aminopropil)
trimetoxissilano e posterior reacdo com glutaraldeido para depois a imobilizacdo da
tripsina na superficie, no intuito de estudar a digestdo enzimatica da proteina corona e
identificacdo de seus componentes proteicos. Outros trabalhos de Atacan, Cakiroglu e
Ozacar (2016) descrevem o tratamento das nanoparticulas magnéticas com acido galico
para depois imobilizar a tripsina na superficie, determinando a atividade enzimatica pelo

método de Bradford utilizando BApNA como catalisador da hidrolise. No trabalho relata-
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se que a tripsina imobilizada foi mais estavel que a enzima livre e demostrou uma maior
atividade a elevadas temperaturas (45-55°C) e em meio basico. A enzima imobilizada
manteve 92% de sua atividade inicial apds 120 dias de armazenamento a 4°C em tampéo
fosfato de sédio (pH=7,5), enquanto que tripsina livre manteve cerca de 64% da sua
atividade inicial. Além disso, a atividade da tripsina imobilizada preservou 54,5% de sua
atividade inicial apos oito reutilizagdes sucessiva. Atacan, Cakiroglu e Ozacar (2017)
funcionalizaram novamente as nanoparticulas magnéticas com &cido galico e
imobilizaram covalentemente a tripsina na superficie utilizando Benzamidina.

No trabalho de Siddiqui e Husain (2019), a Tripsina imobilizada em nanoparticula
de polidopamina revestida com prata por ligagdo covalente com o objetivo de melhorar
sua atividade, estabilidade e reutilizacdo para indUstria. Segundo os autores, a Tripsina
conjugada foi mais estdvel em pH e temperaturas extremas se comparada a tripsina
normal, conservando 91% da atividade depois de 60 dias armazenada a 4°C enquanto a
tripsina normal conservou 41%. A enzima conjugada conservou 83% de sua atividade
mesmo depois de ser utilizada repetidas vezes.

Em Santos (2020), a tripsina foi associada a nanoparticulas de ouro, esse trabalho
reporta duas rotas de Sinteses de Nanoparticulas de ouro associadas a enzima Tripsina. A
metodologia das Sinteses foi embasada no metodo tradicional de Turkevich seguida de
adaptacdes. Os resultados mostraram que as duas metodologias foram eficientes, uma vez
que biossistema Nanoparticula de ouro e Tripsina se mostrou estavel durante o periodo
de 30 dias. Esse sistema parece promissor para o entendimento de futuras aplicacdes que
envolvem o processo de interacdo entre a enzima e seu respectivo substrato. No trabalho
de Amalia (et al,. 2021) a Tripsina foi imobilizada em mondlito poroso a base de
metacrilato para digestdo de proteinas de fluxo continuo, apresentando uma boa
estabilidade e, também, mostrou potencial para fluxo continuo e digestdo de proteinas de
alta velocidade para analise protedmica.

Nanoparticulas magnéticas foram usadas como precursor inorganico para a
preparacdo de novos suportes hibridos de magnetita-lignina e magnetita-quitina para

imobilizacdo por ligacdo covalente de Tripsina no trabalho de Zdarta (et al.,2018). Os

sistemas de magnetita-lignina + tripsina e magnetita-quitina + tripsina apresentaram boa
estabilidade e reutilizacdo no armazenamento. Apds 20 dias eles mantiveram mais de 75%
e 90%, respectivamente, de sua atividade inicial e, apds 10 ciclos biocataliticos
consecutivos retiveram mais de 60% e 80%, respectivamente, de sua atividade inicial. A

eficiéncia da digestdo por tripsina imobilizada foi investigada usando amostras biologicas
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reais e o0s resultados dos testes de digestdo peptidica confirmaram a alta atividade
proteolitica dos sistemas biocataliticos magnéticos a base de tripsina.

Atacan, Cakiroglu e Ozacar (2017) avaliaram a eficiéncia de digestdo de proteinas
usando a Tripsina imobilizadas com nanoparticulas magnéticas (FesO4) modificadas com
Tanino. As NPMs foram sintetizadas por metodo solvotérmico e funcionalizadas com
Tanino, a tripsina foi imobilizada por ligacdo covalente atraves da formacdo de uma
reacao Schiff-base ou por adicdo de Michael entre os grupos quinona das nanoparticulas
modificadas com tanino, que resultam do aumento do pH, e 0s grupos amino da tripsina.
A aplicabilidade geral da tripsina imobilizada para estudos protedmicos foi confirmada
por digestdo enzimatica de albumina sérica bovina (BSA). A tripsina imobilizada foi
investigada por conducédo da digestdo triptica da BSA dentro de 1 min, 5 min e 15 min.
Além disso, assistido por micro-ondas, a digestdo foi realizada por 15s.

Sun (et al., 2017) funcionalizaram NPMs com carboximetil quitosana (CM-
CTS),imobilizando covalentemente a Tripsina em seguida. A imobilizacao foi realizada
com sucesso considerando que a atividade biocatalitica significativa da enzima
imobilizada foi mantida para ser aplicada como reagente de digestdo de proteinas na
producdo de alimentos e medicamentos.

No trabalho de Peiman, Baharfar e Maleki (2021), m novo biocatalisador de
tripsina (FesOs@SiO.@D-NHCS-Tr) foi preparado com base no dendrimero PAMAM,
imobilizado na superficie de nanoparticulas magnéticas. Em seguida, o desempenho do
catalisador foi avaliado pela sintese verde de derivados de espirooxindol-pirano pela
primeira vez. Resumidamente, este catalisador se mostrou fécil de separar, reciclar e
reutilizavel e apresentou excelente desempenho em reaces quimicas em termos de tempo
e eficiéncia em agua.

Sahin e Ozmen (2020), revestiram NPMs com alcool polivinilico e ativadas com
glutaraldeido para imobilizag&o de tripsina. A tripsina livre e imobilizada, apresentaram
atividade 6tima em pH 6,0, 30 °C e pH 7,0, 40 °C, respectivamente. A tripsina
imobilizada foi mais estavel do que a enzima livre a 40 °C. Ap06s a imobilizacdo, o kmda

tripsina imobilizada aumentou, porém, o valor Vmax foi quase 0 mesmo com a tripsina

livre. De acordo com os resultados, a tripsina imobilizada reteve 50% de sua atividade
inicial, enquanto a tripsina livre reteve 19% de sua atividade inicial apos 12 dias a 4 °C.

Wan (et al., 2022) apresentaram uma série de enzimas imobilizadas (tripsina,
pectinase e lacase imobilizada) construidas através da interacdo eletrostatica entre o

carreador enzimatico imobilizado (Fes0s@SiO2-NH2) e a enzima livre. Esses
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biocatalizadores foram usados para desidratacdo de lodo e as enzimas imobilizadas
apresentaram alta eficiéncia e desempenho estavel de desidratacao de lodo em uma ampla
faixa de pH.

A utilizacdo de nanoparticulas magnéticas (NPM) como suportes para a
imobilizacéo de enzimas, geralmente é realizada mediante uma modificacdo quimica ou
fisica de sua estrutura, etapa conhecida como funcionalizacdo da NPM. Esta modificacao
pode ser realizada inserindo grupos funcionais em sua superficie como aminas, hidroxilas
e carboxilas, aumentando a afinidade das nanoparticulas com as enzimas. As moléculas
mais utilizadas para a funcionalizacdo das NPM s&o os carboxilatos (como acido citrico,
citrato de sddio e &cido oleico), os polimeros sintéticos (como PEG, PVA, PEO e triton
X-100) e os polissacarideos naturais (como dextrano e quitosana) (LIN; CHEN; LIU,
2016). Com a funcionalizacdo, as atividades enzimaticas e as estabilidades s&o
significativamente melhoradas, permitindo maior resisténcia destas em contato com o ar,
estabilidade ao pH, estabilidade coloidal e a ligagdo com agentes externos (GUO; SUN,
2004; HOLA et al., 2015).
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3 MATERIAIS E METODOS

De forma geral, o trabalho foi realizado em duas etapas. Na primeira etapa foram
realizadas as sinteses e caracterizacdo das nanoparticulas magnéticas candidatas a suporte
para imobilizacdo da Tripsina, e na segunda etapa foram avaliados a estabilidade da
Tripsina na superficie das nanoparticulas sintetizadas, assim como a manutencdo da

atividade enzimatica e a estabilidade do conjugado enzima — nanoparticula.

3.1 Materiais

Os materiais utilizados foram: sulfato de ferro (I1) heptahidratado (99%, Sigma
Aldrich), cloreto de ferro (I11) anidro (99%, Vetec), hidroxido de sédio (99%, Sigma
Aldrich). Na sintese das SPIONSs, gas nitrogénio (N2) (99%, White Martins) foi usado.
Para imobilizacdo e avaliacdo da atividade enzimatica, tripsina do pancreas bovino (EC
3.4.21.4), (Sigma Aldrich), N-Benzoil-L-arginina 4-nitroanilida (L-BApNA),
Dimetilsulfoxido (DMSO), Acido acético (99%, Sigma Aldrich), Tris Base (Sigma
Aldrich), Acido cloridrico (37%, Sigma Aldrich) e Acetato de sodio (99%, Sigma
Aldrich). Agua deionizada obtida a partir de um de um sistema de purificacio de agua
MILLI-Q (resistividade de 18,2 M Q cm, Millipore, Bedford, EUA). Foi usada como

solvente em todo o processo.

3.2 Sintese das SPIONSs

As SPIONs foram obtidas de acordo com o método de coprecipitacdo
(CAVALVANTI et al., 2022) com algumas modificagdes. Para tal, uma solucéo de
FeSO4.7H2O) foi preparada dissolvendo 3,5 g do reagente em 50 mL de agua deionizada.
Uma segunda solucéo foi preparada, dissolvendo 4,0 g de FeClss) anidro também em 50
mL de &gua deionizada. A duas solugdes foram misturadas em um bal&o de trés vias, de
fundo redondo (250 mL), e colocadas sob agitacdo de 150 rpm em atmosfera de
nitrogénio. Posteriormente, uma solugdo de 20 mL de NaOH 10 mol.L™, foi gotejada no
baldo de sintese a partir de uma bomba peristaltica para obter um controle de fluxo de 4
a 6 gotas por minuto. O processo todo, desde o comeco do gotejamento de hidréxido de
sodio, durou aproximadamente 3 horas. As SPIONs obtidas foram separadas do liquido
reacional pela agdo de um campo magnético aplicado e foram submetidas a sucessivas

lavagens com agua deionizada até que o pH da agua de lavagem se tornasse neutro. O
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produto foi entdo, mantido em estufa a 60°C, sob vacuo, por 24h para secagem e, depois,

caracterizado e usado para o processo de imobilizacéo.

3.3 Imobilizacéo da tripsina suina

A imobilizacéo enzimatica foi realizada em diferentes condi¢des de controle de
pH (4,0, 7,0 e 8,0). Essas condi¢bes foram previamente selecionadas baseadas nos
resultados de potencial zeta das SPIONs e da tripsina em cada pH. Em geral, a
imobilizacdo em cada pH fixo (tamp&o acetato de sodio 0.005 mol.L? para pH 4.0;
tampéao fosfato de sddio 0.100 mol.L* para pH 7.0; e tamp&o Tris-HCI 0.010 mol.L* para
pH 8.0) ocorreu a partir da adicdo de 0.0025¢g de tripsina suina em 10 mL de solucéo
tampdo. Entdo, 1.0 g das SPIONs foi adicionada a mistura, que foi misturada por 24 horas
a temperatura ambiente. Apds esse periodo, o produto final obtido, SPION@Tri, foi
separado do sobrenadante com o auxilio de um ima, sendo submetido a 3 lavagens com
agua deionizada e tampdo. O material entdo foi colocado sobre um papel de filtro para
total absorcao do restante de agua e armazenado em temperatura de cerca de 8 °C para as
demais anélises (ATACAN; CAKIROGLU; OZACAR, 2017).

A quantidade de tripsina imobilizada na superficie das SPIONs foi determinada
pela diferenca entre a quantidade total de tripsina usada inicialmente e a tripsina contida
no sobrenadante no final do processo de imobilizacdo. A enzima contida foi determinada
por fluorescéncia usando Cary Eclipse Spectro (Varian) fluorimetro. Em geral, as
amostras do sobrenadante foram preparadas com 2 mL de dgua deionizada e 50 puL do
sobrenadante. Entdo, elas foram excitadas a 279 nm e a fluorescéncia foi analisada no
comprimento de onda entre 300 e 450 nm, com intensidade maxima em 340 nm. A partir
de uma curva de calibracdo previamente construida, a concentracdo da tripsina pode ser

determinada. Todos os experimentos foram conduzidos em triplicata.

3.4 Atividade enzimatica da tripsina livre e imobilizada

A atividade enzimética da tripsina livre e imobilizada foi analisada usando o
substrato N- o — Benzoil — DL — arginina — 4 nitroanilina (BApNA) (PESSATO T. B;
TAVANO, O.L., 2015) que gera a p-nitroanilina como produto, podendo ser monitorado

por espectrofotometria de UV-Vis em 410 nm.
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Figura 9- Mecanismo de hidrolise do N- o — Benzoil — DL — arginina — 4 nitroanilina(BApNA).
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Fonte: PESSATO T.B. A4 - TAVANO, O.L., 2015

Primeiro, uma solucdo de BApNA (0.04 g de BApNA, 1 mL de DMSO) foi
preparada. Posteriormente, adicionou-se aos poucos 100 mL de solucédo tampao Tris-HCI
0.01 mol.L pH=8,0, e a mistura foi mantida em banho a 37.0 °C. Finalmente, 2 mL de
uma solucdo de substrato foi colocado em uma cubeta de pléastico, juntamente com 0.2
mL da enzima, no qual a mistura reacional foi incubada por 10 min em banho termostatico
(Quimis, Q214-SC) a 37.0 °C. Apds o tempo de incubacdo, foram adicionados 0.5 mL de
solucdo de Acido Acético 30%, e realizada a leitura no espectrofotdmetro. Uma unidade

de atividade é arbitrariamente definida como um aumento de 0.01 Abs/min.

3.4.1 Anadlise do efeito do pH sobre a atividade da Tripsina livre

Para a andlise do efeito do pH sobre a atividade proteolitica foram realizados
ensaios em triplicata, com tampdes de pH variando de 4 a 9, onde, nas faixas de 4 a 5 foi
utilizado tampéo Acetato, de 6 a 7 tampdo Fosfato, e de 7,5a9 Tris-HCI. Apds 10 minutos
de incubacdo da amostra (100uL) com 1 mL da solugdo de tampdo e BApNA, as

absorbancias foram determinadas a 410nm.

3.5 Estudos de dessorgéo

O estudo de dessorcdo foi realizado ressuspendendo 20 mg da enzima imobilizada
em pH 4,0; 7,0; € 8,0 em 2,0 mL de agua deionizada. A dispersdo foi agitada por 5 minutos

em lavadora ultrasonica, e entdo o nanocatalizador foi magneticamente separado da
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solucdo. Esse processo foi repetido 5 vezes para cada valor de pH. A tripsina contida no
sobrenadante foi determinada por espectroscopia de fluorescéncia, conforme

procedimento descrito no final da secao 3.3.

3.6 Interacdo enzima-nanoparticula

3.6.1 Experimentos de fluorescéncia

Inicialmente, foi preparada uma dispersdo de SPIONs na concentracdo de 2,0
mg.mL* em pH 4,0 utilizando tampdo acetato (5 mM) que foi colocada em banho
ultrassonico por 2 min (QC, Walker Eletronics Limited, 49 kHz). Em seguida, 20 pL da
solugdo de Tripsina (17,5 mg.mL™?) foi colocada na cubeta contendo 2,0 mL do tampé&o
acetato pH 4,0. O espectro de fluorescéncia foi obtido utilizando o espectrofotdmetro
Cary Eclipse Spectro (Varian) e o controle de temperatura realizado por um banho
ultratermostatico (Quimis, Q214-SC) com recirculacdo de A&gua. Adicionou-se
repetitivamente 5 pL da dispersdo de SPIONs (2,0 mg.mL™), a solugdo de enzima e ta
mpao ja existentes na cubeta, até completar 50 pL. Apds cada adicdo das nanoparticulas,
uma nova leitura de fluorescéncia foi realizada. Todo o experimento foi conduzido em
quintuplicata nas temperaturas de 25, 30 e 35°C.

A partir desses dados, utilizou-se a equacao de Stern-Volmer (Equacdo 6) para
determinar a constante de associacdo e a Energia livre de Gibbs da interacdo entre as
SPIONs e a Tripsina.

Fo
= = kg T0[Q] = 1+ kgy. [Q] ©)

Na Equacéo 6, Fo e F representam a intensidade de fluorescéncia da enzima pura
e imobilizada, respectivamente, [Q] representa a concentracdo do ligante, kq € a constante
da interacdo biomolecular, ro é o tempo de vida do fluor6foro na auséncia do ligante e
Stern—VVolmer é a constante de Stern-Volmer. Nos experimentos de interacdo entre
ligantes e macromoléculas, os valores de ks» € geralmente considerada a constante de
ligacdo do complexo, também representado por Kb.

Utilizando as equacBes 7 e 8 abaixo, obteve-se os pardmetros termodindmicos

AHo, AS° e AG°, que sdo relacionados a interagdo entre a enzima e as SPIONS.

Ink, = — 27, A5 7
AG® = —RTInK, (8)

Nas equacdes, K» € a constante de ligacdo, R é a constante de gas (8.314 J mol !
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K1), e T é a temperatura absoluta.

3.6.2 Protocolo de modelagem molecular

3.6.2.1 Preparacdo da enzima

A estrutura cristalografica da tripsina suina foi obtida a partir do banco do PDB
dados de proteinas (do inglés Protein Data Bank), com codigo ID: 2A31 e resolucdo:1.25
A (TRANSUE et al., 2006). No protocolo de preparacio da enzima, as moléculas de
aguaforam removidas e a tripsina suina foi protonada em diferentes pHs (4.0, 7.0 e 8.0)
através do servidor PDB2PQR. As cargas parciais eletrostaticas também foram

calculadas para todos os atomos de tripsina suina em diferentes pHs.

3.6.2.2 Calculos tedricos

O método semi-empirico baseado no formalismo Hartree-Fock com varias
aproximacdes pela obtencdo de alguns parametros de dados empiricos foi utilizado para
avaliar a interagdo SPION-tripsina em nivel molecular. Essa categoria de técnicas torna
possivel a abordagem de grandes sistemas com muitos atomos. Propriedades como
entalpia de formacdo, momento dipolar, potencial de ionizacdo, angulos, diedros e
comprimentos de ligacdo foram considerados na modelagem. O perfil de energia
potencial para adsor¢do de tripsina suina sobre FezO4 foi calculado através de calculos de
PM6, juntamente com a elucidacdo das superficies eletrostaticas sobre a enzima em
diferentes pHs. A imobilizacdo da enzima sobre a superficie do material é ilustrada na
Figura 10, (MORGON; COUTINHO, 2007).
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Figura 10. Representagdo esquematica da modelagem do processo de imobilizagdo da tripsina suina na
superficie de nanoparticulas de Fe304 (magnetita).

Fonte: da autora.

3.7 Técnicas de Caracterizacao

3.7.1 Potencial Zeta (PZ)

O potencial zeta das SPIONs preparadas por sintese e da tripsina suina obtida
comercialmente foram determinados no equipamento Zetasizer Nano ZS, Malvern
(Malvern Instruments). Para determinar o PZ desses materiais, dispersdes de SPIONs
foram preparadas com concentragdo de 0.07 mg.mL™, e as solugOes de tripsina suina em
concentracdo de 1 mg.mL™, em &gua deionizada com os pHs previamente ajustados na
faixa de 3 a 13, pela simples adicao de &cido ou base. Um pHmetro digital (modelo mPA-
210), contendo um eletrodo de pH blindado semissolido e liquidos da Sensoglass®,
Modelo SC06 N/S: 00829-15, foi usado para controle de pH. Essas dispersdes de SPIONs

e as solucdes de tripsina foram sonificadas por 15 min e filtradas com Millipore 0.22 um,
Millex LCR 25 mm. Para as medicGes de potencial zeta, o equipamento foi configurado
considerando a agua como dispersante, viscosidade de 0.8872 cP, indice de refracdo de
1.330, condutividade elétrica de 78.5, e a temperatura foi controlada em 25°C durante as

analises.
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3.7.2 Microscopia eletronica de varredura (SEM)

As morfologias das amostras de SPION e de SPION@Tri foram analisadas por
microscopia eletrbnica de varredura (SEM). Para essas analises, utilizou-se um
microscopio Philips XL-30 FEG com canh&o de emisséo de elétrons por efeito de campo
(FEG-SEM), trabalhando a 10 a 25 keV, spot 4 e distancia 5 mm. O preparado das
amostras foi conduzido da seguinte forma, primeiramente uma pequena quantidade de p6
(SPION ou SPION@Tri) foi adicionada em um eppendorf juntamente com 2mL de
isopropanol. A mistura foi entdo colocada no banho de ultrassom por 10 minutos com a
finalidade de propiciar a desagregacao/dispersdo das particulas. Em seguida, uma
pequena gota contendo a dispersdo das particulas foi adicionada, com o auxilio de uma
micropipeta, sobre uma plataforma de silicio de area 5mm x 5mm colada no stube através
de uma fita dupla face de carbono. Entdo, as amostras foram secadas em estufa a 40 °C
por 12 horas (Fig. 11). Este procedimento permitiu que as particulas ficassem dispersas
sobre o substrato de silicio para melhor visualizagdo dos detalhes morfoldgicos das

nanoparticulas.

Figura 11 — a) eppendorf com 2mL de isopropanol que foram colocadas no banho de ultrassom por 10
minutos para dispersar as nanoparticulas; b) gota com a disperséo das nanoparticulas sobre o
substrato de silicio fixado no stube; c) Amostras secadas em estufaa 40 °C por 12 horas; c) foto
do microscépio Philips XL-30 FEG; e) Suporte com os stube contendo as amostras; f-g)

Camara do microscapio Philips XL-30 FEG.

Fonte: da autora.

3.7.3 Espectroscopia de Infravermelho (FTIR)

O espectro infravermelho das SPIONSs e das amostras SPION@Tri foram obtidas
usando um espectrofotdometro IR (Thermo Scientific Nicolet, model 1S 50 FT-IR) com

acessorio de refletancia total atenuada horizontal. Medidas foram realizadas usando um
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cristal de seleneto de zinco (ZnSe). Os espectros das amostras foram obtidos, sem
qualquer preparagdo prévia, no intervalo de 4000 a 500 cm™ com resolucéo espectral de

4cmt e 32 varreduras.

3.7.4 Medidas magnéticas

As medicGes magnéticas de amostras de SPIONs foram realizadas usando uma
opcao de magnetémetro de amostra vibratoria (VSM) em um Quantum Design - Sistema
de medicdo de propriedades fisicas (PPMS) 9 - Evercool Il. A magnetizacdo versus
campo magnético aplicado M(H) foi medida na faixa de campo de +/- 1T a temperaturas
de 5 K e 300 K. A dependéncia da temperatura da magnetizacdo M(T) foi tomada usando
o campo zero refrigerado (ZFC) e protocolos refrigerados em campo (FC), na faixa de
temperatura de 5 a 300 K, e com campo magnético aplicado de 0,1 T. Todos os dados

foram normalizados em rela¢do a massa.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Sintese e caracterizacdo das SPIONs e SPION@Tri

No presente trabalho, 0 método tradicional de coprecipitacdo de ions Fe?* e Fe3*
em meio aquoso pela adi¢do de uma base (PARK, 2011) foi utilizado para a preparagédo
de nanoparticulas superparamagnéticas de FesO4. Esse método possibilita a obtencéo de
SPIONs em condi¢Ges ambientais ou com baixa elevagdo de temperatura, produzindo
particulas pequenas, de alta pureza, com formato definido e pequenas variacbes de
tamanho.

O ajuste do tamanho e forma das nanoparticulas depende do estabelecimento de
condicBGes de controle, como concentracdo de ions, relacdo estequiométrica; pH da
solucdo, tempo de sintese, concentracdo do agente redutor; velocidade de agitacao,
temperatura, entre outros (KIM; KIM; LEE, 2003). No entanto, nesta metodologia, ha
uma dificuldade na obtencdo de materiais monodispersos, pois dois processos ocorrem
simultaneamente e precisam ser controlados para obter tamanhos mais homogéneos. O
primeiro processo a ser considerado € a nucleacdo, que consiste na formacao de clusters
atdbmicos de forma homogénea e o segundo processo envolve o fendbmeno de crescimento,
que remete a agregacao dos nucleos atdbmicos para formacdo das nanoparticulas. Em
geral, uma dispersdo reduzida é obtida quando a nucleacdo ocorre rapidamente em um
curto periodo de tempo seguido de uma etapa de crescimento lenta sem que ocorra
nucleacdo significativa (SOUZA, 2011). Dessa forma, 0 modo como o agente redutor
(base) é adicionado a solugio contendo os fons Fe*? e Fe*® ¢ fundamental na tentativa de
se obter nanoparticulas homogéneas em tamanho e forma. Por isso, 0 método de sintese
para obtencdo de SPIONSs utilizado no presente trabalho envolveu um lento gotejamento
da solucdo de hidréxido de sddio sobre a mistura reacional, afim de obter melhor controle
sobre os fendmenos de nucleacdo e crescimento das particulas. Como nanoparticulas de
Fe304séo sensiveis a acdo oxidativa da atmosfera, a sintese também foi conduzida sobre
atmosfera inerte de No.

Na Figura 12 séo apresentadas as micrografias SEM das SPIONSs preparadas, nas
amostras ndo foi possivel identificar o tamanho das nanoparticulas, o que € indicativo de
que as particulas possuem dimensdes abaixo do limite de resolugéo previsto para esse
tipo de microscopia. O método prevé tamanhos de particulas na ordem entre 5 a 20 nm
(MAMANI, 2009), o que torna necessario a caracterizacdo morfologica pela técnica de
HRTEM.
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Nas Figuras 13,14 e 15 sdo apresentadas as micrografias SEM de SPION@Tri
preparadas nos pH 4, 7 e 8. Nessas imagens, é possivel identificar o compdsito formado
por SPIONs mais tripsina formando estruturas de tamanho com baixa polidispersidade e
morfologia proxima a uma esfera em diferentes escalas (figuras a, b, ¢ e d).

O histogramaobtido a partir das imagens de SEM mostram que o diametro médio
do compdsito sdo de87, 19 e 22 nm, SPION com tripsina preparadas nos pH 4, 7 e 8,
respectivamente. As particulas formadas nas amostras de SPION@Tri sdo muitas vezes
maiores que as particulas de SPION porque é resultado da aglomeracdo de algumas
particulas de SPIONe tripsina. Essa formagdo é comum, como mostrado no trabalho de
Hamzian (et al. 2017),que obteve um aumento de 7,0 nm das SPIONs para 180,0 nm no
conjugado de SPION-poli(acido lactico-co-glicélico) (PLGA). Além disso, Shevtsov (et
al. 2014) obtiveram resultados onde o tamanho inicial das SPIONs foi de 33,7 nm e o
composito formado Fator de crescimento epidérmico (EGF)-SPION, mostrou um

tamanho de 47,6 nm.

Figura 12 - Micrografias SEM de SPION em diferentes magnificacbes
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Fonte: da autora.
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Figura 13 - Micrografias SEM de SPIONs preparadas pelo método de coprecipitagdo deions Fe?* e Fe®*
em meio aquoso recobertos por SPION@Tri pH4 em diferentes magnificagdes.

Fonte: da autora.

Figura 14 - Micrografias SEM de SPIONSs preparadas pelo método de coprecipitacdo deions Fe?* e Fe3*
em meio aquoso recobertos por SPION@Tri pH7 em diferentes magnificaces.

Fonte: da autora.

Figura 15 - Micrografias SEM de SPIONs preparadas pelo método de coprecipitagdo de ions Fe2+ e Fe3+
em meio aquoso recobertos por SPION@Tri pH8 em diferentes magnificacdes.

Fonte: da autora
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Figura 16 — Histograma com tamanho médio das particulas de SPIONs recobertos por tripsina em
diferentes pH obtidos a partir da contagem de particulas das imagens de SEM.
a) SPION@Tri pH4; b) SPION@Tri pH7; c) SPION@Tri pH8.

Fonte: da autora.
Nas micrografias de TEM ¢é possivel identificar NPM com baixa polidispersidade

e morfologia proxima a uma esfera em diferentes escalas (figuras a, b e ¢). J& o tamanho
das particulas foi obtido a partir de um histograma de distribuicdo de tamanho medindo-
se 0 diametro de nanoparticulas contidas nas imagens de TEM, utilizando o software
ImageJ. Considerando que as nanoparticulas possuem um formato esférico, o histograma
foi obtido a partir da contagem de 240 nanoparticulas, fornecendo um didmetro médio na
ordem de 8,3 nm + 2,7 (Figura 17d). Entretanto, ¢ observado que uma parcela
consideravel das nanoparticulas contabilizadas, aproximadamente 40%, possuem

tamanhos entre 6 e 7 nm.

Figura 17 -Caracterizacéo das nanoparticulas magnéticas por TEM. Em (a), (b), (c) e (d)micrografias das
NPM em diferentes escalas; em (d) histograma de distribui¢do apresentando o tamanho médio
das NPM.
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A dependéncia do potencial zeta das SPIONs preparadas por sintese e da tripsina
suina obtida comercialmente também foi determinada em funcdo do pH do meio (Figura
18).

Figura 18: Comparacdo do potencial zeta em funcdo do pH para: (- e -) tripsina suina comercial e (- m -)
SPIONS.
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Fonte: da autora.

A andlise dos resultados obtidos para as medidas do potencial zeta em funcéo do
pH do meio para dispersdes aquosas de SPIONSs e solucdes comerciais de tripsina revelou,
em geral, trés regibes com diferentes potenciais promissores em proporcionar diferentes
interacdes entre SPION e tripsina. Nesse sentido, para os estudos de imobilizacdo, foram
escolhidos valores de pH de 4,0, onde as SPIONSs s&o encontradas com valores de PZ de
+ 15,3 mV ea Tripsina + 17,6 mV; em pH 7,0 () onde os valores de PZ foram +19,2
mV e—2,0mV; e por fim,empH 8,0 ( ) com valores de PZ de —28,5mV e -10,0 mV,
para SPIONSs e tripsina, respectivamente. Além disso, a faixa 6tima de pH da tripsina,
entre 7,0 e 8,0, foi considerada no processo de imobilizagéo para avaliar a quantidade de
enzima imobilizada e a atividade enzimatica recuperada.

O potencial zeta das SPIONs mostra que em valores de pH menores que 4,5 essas
apresentaram um potencial de superficie positivo, 0 que pode ser atribuido a presenca de
fons H* provenientes do acido cloridrico presente no meio que adsorve na superficie das
nanoparticulas. Apds esse valor, € observado o ponto isoelétrico das SPIONs em pH 4,75
e em valores de pH maiores elas se apresentam um potencial negativo. Esses dados estdo

proximos a outros relatados na literatura, por exemplo, segundo Erdemoglu e Sarikaya,
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(2006) o ponto isoelétrico de nanoparticulas magnéticas se encontra em pH proximo a 5.
O valor experimental verificado para o ponto isoelétrico em 4,75 é um pouco menor do
que o relatado na literatura constituindo evidéncia que a superficie das SPIONs
preparadas no presente trabalho apresentam um potencial de superficie mais negativo
provavelmente em funcdo da presenca de grupos hidroxilas residuais resultantes do
processo de sintese. Essa superficie com potencial mais baixo requer um aumento da
concentracdo de H*, ou um abaixamento no pH para que ocorra a neutralizacdo da
superficie, ocasionando uma pequena variagdo no ponto isoelétrico do material. As
especies formadas na superficie das nanoparticulas quando reagem com acidos e bases
sdo FeOH, FeOH?* e FeO", conforme as equagdes 9 e 10. Em soluc&o, essas alteracoes
fazem com que as superficies do 6xido de ferro (FesOs) formem OH?* e O, modificando

assim a carga de superficie das particulas (ALEXANDRINO et al., 2016).

FeOHuq) + Hyq) = FeOH{S, 9
F€0H(aq) + OH(_aq) - FQO(_aq) + HZO(aq) (10)

Por fim, destaca-se que os valores de potencial zeta também podem ajudar a inferir
na estabilidade eletrostatica do sistema coloidal. Nesse caso, magnitudes elevadas do PZ,
seja positivo ou negativo, em geral indicam uma maior estabilidade da disperséo. Quando
as particulas tém altos valores (positivo ou negativo) de potencial zeta elas tendem a
repelir umas as outras e neste sistema reduzindo a tendéncia de aglomeracao.
Normalmente dispersfes com valores de potencial zeta maiores que 30 mV ou menores
que -30mV sao consideradas estaveis (FERREIRA, 2009). Neste caso, pode-se observar
uma diminuicdo do valor do potencial das nanoparticulas revestidas em relacdo as puras,
0 que ndo é um bom resultado para o propdsito deste trabalho pois buscamos
nanoparticulas estaveis para imobilizacdo enzimatica.

A espectroscopia na regido do Infravermelho (FTIR) foi empregada para avaliar
as caracteristicas de grupos funcionais presentes na superficie das SPIONs preparadas por
sintese e também do nanobiocatalizador (SPION@Tri) 0 que permite comparar mudangas
observaveis na superficie apos a imobilizacdo da tripsina. Ou seja, a caracterizacdo por
espectroscopia no infravermelho dos materiais de interesse no presente trabalho foi
realizada para determinar os tipos de ligacBes presentes nas nanoparticulas, seja as
SPIONSs puras ou o nanobiocatalizador SPION@Tri, e também na tripsina suina pura
obtida comercialmente. A Figura 19 apresenta, portanto, 3 espectros cuja sobreposi¢éo
possibilita uma melhor comparacdo das mudancas observaveis ao imobilizar a tripsina
sobre as nanoparticulas. Além disso, a tabela 1 resume algumas das principais bandas de

absorcédo no infravermelho observadas para essas amostras. O espectro no infravermelho
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mostrado na parte superior da figura 19 (linha vermelha) refere-se as SPIONs. Nesse
espectro ¢é possivel verificar, bandas na regido entre 1600 e 1200 cm™, que originam-se
de vibragdes de alongamento e deformacdo de grupos hidroxila conectados a superficie
das nanoparticulas, (INDOLIYA et al., 2021). Ja a banda em 571 cm™ pode ser
atribuidaao estiramento de grupamentos Fe-O, caracteristicos dos sitios octaédricos e
tetraédricos do oxido de ferro na forma de magnetita (SILVA, 2017). Na regido de
aproximadamente2350 cm, para todos os 3 espectros mostrados na Figura 19, aparecem

bandas referentes ao CO: atmosférico provavelmente devido a uma exposicéo

prolongada da amostra ao ardurante a realizacdo da aquisicéo dos espectros.

Figura 19: Espectros de FTIR para a SPION (linha vermelha), Tripsina (linha cinza) e SPION@Tri (linha

rosa).
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Fonte: da autora.

Além do espectro no infravermelho para a SPION, a Figura 19 apresenta outros
dois espectros, para a Tripsina (curva em cinza) e para 0 sistema bioconjugado
SPION@Tri (curva em rosa). E possivel observar em ambos 0s espectros os principais
modos vibracionais que caracterizam a Tripsina. Os picos em 1745 cm™, 1638 cm™ e
1199 cm™ que podem ser atribuidos, respectivamente ao estiramento C=0, deformacdo
N-H e estiramento C-O, na Tripsina livre. Entretanto, para o nanobiocatalizador
preparado SPION@Tri esses modos vibracionais de C=0O e C-O deslocam-se,
respectivamente, para 1658 cm™ e 1099 cm™. Néo foi possivel observar a deformagéo N-
H para a enzima imobilizada, provavelmente devido a presenca de deformagdes de grupos

Hidroxila em torno de 1535 cm™, que podem ser atribuidas a umidade na amostra ou no
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sistema. A banda apresentada em 672 cm™ no bioconjugado enzima-NP, indica um
estiramento de grupamentos Fe-O, conforme ja observado no espectro da SPION pura.
Todos esses estiramentos encontram-se sumarizados na Tabela 1. Tais deslocamentos sdo
indicativos de uma interacdo de natureza eletrostatica entre a enzima Tripsina e a
superficie do material, conforme também foi observado por Sun (et al., 2012), Chanphai
e Tajmir-Riahi (2016) e Santos (2020) em outros estudos.

Tabela 1 - Principais picos apresentados no espectro de FTIR.

Vibragéo Tripsina MNP-Tri Referéncia*
o N-H 1638 cm™ 1640 cm™
vC=0 1745 cm™? 1658 cm™ 1540-1870 cmt
vC-0 1199 cm? 1099 cm* 1000 -1260 cm™*

Fonte: da autora.
*COMPARATO, 2016; FORATO et al., 2010

Por fim, a caraterizagdo magnéetica das SPIONSs foi realizada e os resultados séo
apresentados na Figura 20 que mostra as curvas de magnetizacdo refrigeradas a zero
(ZFC) e refrigeradas a campo (FC) para essas amostras com campo magnético aplicado
de 1000 Oe. O FC e ZFC obtido para a amostra de SPION apresentam uma
irreversibilidade, com temperatura de partida (Tir) proxima ao maximo amplo observado
nas curvas ZFC. Este maximo pode ser atribuido a temperatura de bloqueio (Tg), que esta
relacionada ao processo de bloqueio das reorientagdes termicamente ativadas das
particulas magnéticas. Tais caracteristicas Sdo consistentes com o comportamento
superparamagnético (SPM) observado na literatura para SPIONs com diametro externo
variando de 5 a150 nm. (GOYA; BERQUO; FONSECA, 2003)

Figura 20 - Dependéncia da temperatura de magnetizacdo e Magnetizagao versus campomagnético tomado
a5 Ke 300K de SPIONSs.
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Fonte: da autora.
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4.2 Caracterizacao da Imobilizacdo Enzimatica

As Tripsinas sdo proteases alcalinas, ou seja, exercem sua atividade em pH
alcalino, essa caracteristica das Tripsinas é o que permite sua utilizacdo em processos
industriais que muitas vezes acontecem em extremos valores de pH (HADDAR et al.,
2009)

A atividade proteolitica méxima para tripsina suina foi observada em pH 8,0
utilizando solucdo Tampao de Tris-HCI 0,01M por 1h a 40°C. Os resultados podem ser
visualizados na Figura 21. Estes resultados sdo comuns para a atividade de enzimas
digestivas, que normalmente possuem seu pH oOtimo na faixa de 7,0-8,0.
(CAVALCANTE, 2005).

Figura 21 - Variagdo de atividade da Tripsina Suina pura em relacdo a diferentes valoresde pH.
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Fonte: da autora.

Com o intuito de avaliar a efetividade do processo de adsorcéo entre a tripsina
suina e a superficie da SPION, a imobilizacdo da enzima nesse suporte foi conduzida em
diferentes condicdes de controle de pH. O interesse aqui foi o de verificar como a
alteracdo das cargas de superficie da tripsina e da SPION afetam a adsor¢éo. Dessa forma,
a metodologia de imobilizacdo por adsorcéo fisica foi estabelecida a partir da comparacéo
do potencial zeta obtido para a Tripsina pura e as SPION em diferentes valores de pH. A
partir dessas informacgdes, foram escolhidas 3 diferentes condic¢Ges de controle de pH em
que as espécies envolvidas no processo de adsorcdo apresentassem diferencas
significativas nos seus potenciais de superficie (ver Figura 21). Aqui é importante
destacar que valores de potencial zeta para materiais complexos como uma enzima, ddo

informacdo apenas de potenciais médios de superficie, ou seja, na superficie da enzima
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existem diversos grupamentos (residuos de aminoacidos) que sob determinada
conformacéo da enzima num dado pH ficardo mais ou menos expostos na superficie. De
tal forma, que existirdo diferentes areas em que cargas negativas, positivas ou ambientes
hidrofébicos dominam na superficie da enzima. O valor do potencial zeta reflete apenas
a distribuicdo média de cargas na superficie, ou ainda, a magnitude meédia de forcas que
atuam entre particulas na dispersao. Essas areas da superficie da enzima com diferentes
residuos de aminoacidos eletricamente carregados poderdo se alterar de tamanho ou
mesmo desaparecer devido a mudancas conformacionais da estrutura terciaria da enzima
provocadas pela alteracdo do pH do meio que expde ou internalizam esses residuos de
aminoéacidos. Por outro lado, nanoparticulas como a SPION, apresentard um potencial de
superficie aproximadamente homogéneo ao longo de toda sua superficie, o que reflete
numa densidade de carga superficial também homogénea e mudangas no pH provocardo
mudancas homogéneas em toda a superficie.

Ap0s a realizacdo do processo de imobilizacdo por simples contato entre a tripsina
suina e as SPIONS em meio aquoso com controle de pH, as nanoparticulas foram
separadas do sobrenadante e a atividade das SPION@Tri produzidas por esse método,
nos diferentes valores de pH de controle, foram usados para avaliar a eficiéncia da
adsorcdo enzimatica na superficie das SPIONs. Na tabela 2, sdo apresentados os valores

de atividade do material imobilizado e do seu sobrenadante nos diferentes pHs estudados.

Tabela 2: Atividade enziméatica das SPION@Tri produzidas em diferentes pHs.

Amostra \ Atividade Recuperada (%)
SPION@Tri—pH 4,0 31,84
S. SPION@Tri — pH 4,0 83,52
SPION@ Tri—pH 7,0 27,56
S. SPION@ Tri—pH 7,0 76,94
SPION@ Tri—pH 8,0 32,28
S. SPION@ Tri—pH 8,0 79,75

*S. SPION@Tri, remete ao sobrenadante do material imobilizado (atividade residual).
Fonte: da autora.

Os resultados revelaram que em todos 0s processos adsortivos estudados ocorreu
a imobilizagéo da tripsina suina na superficie da SPION, entretanto, a imobilizacdo em
pH 8,0 forneceu uma maior recuperagédo do valor de atividade quando comparado com o
valor de atividade da enzima na sua forma livre. Também foi verificado que os

sobrenadantes das amostras apresentaram uma alta porcentagem de atividade, mostrando
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que ainda uma grande quantidade de enzima permaneceu no meio reacional. Em pH 7,0
¢ observado a recuperacéo de 76,94 % da atividade hidrolitica no sobrenadante, indicando
a presenca de uma menor quantidade de enzima no meio reacional, mesmo que a
porcentagem de atividade da enzima imobilizada tenha sido menor, com 27,56%.

Para tentar explicar os comportamentos acima descritos, € necessario entender que
as interacOes que sdo estabelecidas em processos de adsorgdo ocorrem em toda a sua
superficie do suporte, por isso, sdo ditas ndo especificamente dirigidas (NASCIMENTO
et al., 2014). Essa consideracdo nos faz compreender a dificuldade de definir e controlar
qual regido da enzima estard interagindo com a superficie do suporte e quais Sao 0s grupos
residuais dos aminoacidos que formam a cadeia peptidica que regem essas ligacoes.

Para determinar a quantidade de enzima adsorvida na superficie das
nanoparticulas foi utilizado o método por espectroscopia de fluorescéncia, que é baseado
na fluorescéncia intrinseca das macromoléculas bioldgicas.

Os resultados referentes ao teor de proteina no sobrenadante do material
imobilizado sdo apresentados na tabela 3. A partir da técnica de fluorescéncia foi
observado que uma quantidade de enzima se manteve presente nos sobrenadantes,
mostrando que no processo de imobilizacdo 66,18 % da tripsina foi adsorvida na
superficie das SPIONs em pH 4,0, 67,1 % em pH 7,0 e 75,4% em pH 8,0. Nos trés casos,

portanto, o processo de imobilizacado foi satisfatorio.

Tabela 3 - Andlise do teor de proteina no sobrenadante do processo de imobilizag&o.

Amostra [Tripsina] (ug.mL™?)
Tripsina pura 4,60 (100%)

S. SPION@Tri pH 4,0 1,55 (33,8 %)

S. SPION@Tri pH 7,0 1,516 (32,9 %)

S. SPION@Tri pH 8,0 1,13 (24,6 %)

*S. SPION@TTi, remete ao sobrenadante do material imobilizado.
Fonte: da autora.

Como a interacdo entre enzima e suporte pode ocorrer atraves de interacdes mais
fracas que favorecem a dessorc¢do da enzima imobilizada na superficie das nanoparticulas,
foi analisado o processo de dessor¢do mecanica do material sintetizado quando exposto a
uma lavadora ultrassbnica por 5 ciclos de 5 minutos cada e monitoradas por
espectroscopia de fluorescéncia. Os resultados obtidos para os estudos dessortivos

mostraram, pelas técnicas analisadas, que apds 5 ciclos de lavagem nédo foi possivel
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determinar a taxa de dessorcdo, devido aos valores de dessorcao obtidos serem inferiores
aos limites de deteccdo da curva de calibracdo da fluorescéncia (0,4 mg.mL™). A baixa
taxa de dessorcdo observada experimentalmente pode ser atribuida a ocorréncia de
interagBes SPION-Tripsina mais fortes, provavelmente de carater idnico. As adsorgoes
ibnicas ocorrem da mesma maneira que a adsorc¢ao fisica, entretanto, sao interacfes mais
energéticas do que aquelas que envolvem primordialmente forcas de VVan der Waals ou
ligacGes de hidrogénio, porém mais fracas que as ligaces covalentes que caracterizam a
adsorcdo quimica. Dado o caréater i6nico e as condi¢cBes amenas de imobilizacdo, nesse
tipo de adsorcdo ocorrem pequenas modificacdes conformacionais na enzima,
propiciando a obtencdo de biocatalisadores com atividades enzimaticas comparaveis a

outros biocatalisadores obtidos por ligagdes covalentes (VIEIRA, 2009).

4.2.1 Estudos interacionais Tripsina-SPION

A partir dos estudos de fluorescéncia em diferentes temperaturas realizados para
avaliar a interacdo enzima-suporte foi possivel calcular os parametros termodinamicos
envolvidos na interagdo entre a tripsina e a SPION. Na se¢édo 3.6.1 o procedimento para
a realizacdo do experimento de fluorescéncia é detalhado e a partir da Equacéo de Stern—
Volmer (Equacédo 6), foi avaliada a interacdo ligante-macromolécula, onde o valor de
(Ksv) é considerado como constante de ligagdo (Kp). O valor Ky, foi determinado por
regressdo, usando um gréfico de Fo/F versus [Q], onde F e Fo sdo, respectivamente, a
intensidade de fluorescéncia da tripsina na presenca de diferentes concentracdes de
nanoparticulas e a intensidade de fluorescéncia da enzima pura, e [Q] é a concentracdo
das SPIONs. O valor de Ky, foi determinado a partir da inclinagéo, conforme mostrado na
figura 22.0s dados obtidos foram tratados via a Equagdo 7 (Equagdo de van’t Hoff).

- . AH AS ~
Observe que os coeficientes angular e linear, —— €0 — da equagéo 7, podem ser

obtidos a partir de simples ajustes e assim determinar os pardmetros termodinamicos
relacionados ao processo de interacdo tripsina-SPION. A variagdo da energia livre de
Gibbs (AG) relacionada a interacdo tripsina-SPION foi calculada a partir da equagdo 8.
Os parametros termodinamicos calculados estdo apresentados na Tabela 4. Ross
e Subramanian (1981) afirmam que um valor positivo de AS indica uma mudanca parcial
na estrutura do solvente devido a exclus@o de moléculas de agua préximas a regido de
ligacdo da enzima. O valor de AH de +15.31 kJ mol™ indica que a interacdo entre a

SPION e a tripsina é entropicamente direcionada porque o termo TAS domina e faz com
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que a energia de Gibbs AG esteja em torno de —31 kJ mol, sendo assim uma interacéo
espontanea, principalmente como resultado da desolvatacdo polar. Além disso, valores de
AG desta magnitude sdo indicativos de interagdes de carater ibnico.

Figura 22- (a) Graficos de Stern-Volmer mostrando a dependéncia da supressao de fluorescéncia de Try

sobre a concentracdo de SPIONs em diferentes temperaturas: (m) 298,15; (=) 303,15 e (=)
308,15 K; (b) gréfico de van't Hoff da dependéncia da constantede ligacéo (Kb) na temperatura.
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Tabela 4 — Parametros termodinamicos.

Temperature (K) | InK, | AG (kJ.mol?)
298.15 12,69 -31,5
303.15 12,70 -32,0
308.15 12,71 -325

AH(KJ.mol) 15,31

TAS(KJ.molY)* 32,99

*QOs termos AH e AS foram determinados pelo ajuste linear da Equacdo 7 aos dados. O termo de energia
TAS refere-se ao valor calculado para a temperatura de 298,15 K.
Fonte: da autora

4.2.2 Modelagem

Na parte tedrica deste trabalho, investigamos computacionalmente a imobilizacao
da tripsina suina na superficie da Fe3O4 (magnetita). O perfil de energia potencial para a
adsorcédo da tripsina suina sobre a superficie do material foi entdo calculado através de
calculos de PM6. A Figura 23 mostra os graficos para cada perfil de energia de adsor¢édo

em diferentes pHs.

Figura 23 - Perfis de energia da adsorcdo de tripsina suina em Fe304 atraves daaproximacio da enzima
pelo lado oposto ao sitio ativo em pH 4 (A), pH 7 (B) e pH 8 (C),e pelo mesmo lado do sitio
ativo em pH 8 (D)
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De acordo com a Figura 23 (A, B e C), temos os perfis de energia para adsor¢éo
do Fes04 através da aproximacéo da enzima pelo lado oposto ao sitio ativo. A Figura 23A
mostra o perfil de energia de adsor¢do simulado em pH 4. A partir deste resultado,
observa-se que o perfil de energia apresenta grandes variagcdes de energia, a partir da
distancia de 10A. Os valores minimos de energia s&o encontrados a uma distancia de 3A,
com a energia subindo rapidamente em distancias inferiores a 3A. Este resultado sugere
que o processo de adsor¢do e imobilizacdo da tripsina suina em Fe3O4 séo instaveis, ou
seja, menos favoraveis em comparagdo com os valores de pH 7 e 8, respectivamente. Por
outro lado, para o pH 7 (Figura 21B), a energia oscila a grandes distancias, mas tende a
se manter mais constante em valores de baixa energia (abaixo de 50 kcal mol™t) em
distancias menores que 6A. Neste caso, a energia comega a subir novamente a distancias
inferiores a 2A. Esses resultados sugerem que a adsor¢do em pH 7 é muito mais favoravel
do que em pH 4 e, portanto, a enzima deve estar mais fortemente ligada a superficie do
material. Além disso, a mesma simulacdo foi realizada em pH 8 (Figura 21C), o que
forneceu os melhores resultados para a interacdo trpsina-FesOs nas simulacdes
computacionais realizadas. Para este pH, da mesma forma, foram observadas grandes
variaces de energia ao longo de grandes distancias. No entanto, a energia diminui e
permanece estavel em valores de energia muito baixos (distancias inferiores a 4A),
sugerindo que o processo de adsor¢do e imobilizacdo enzimatica sdo muito mais
favoraveis e estaveis, em comparacdo com 0s valores obtidos nos pHs 4 e 7. Assim, a
enzima protonada em pH 8 pode ser mais fortemente adsorvida sobre a superficie do
material. A Figura 24 mostra as superficies eletrostaticas ao longo da enzima tripsina

suina em diferentes pHs.

Figura 24 - Superficies eletrostaticas para a enzima tripsina suina em diferentes valores de controle de pH.
Vermelho significa regides mais hidrofébicas e azul refere-se a regiGesmenos hidrofébicas.

Fonte: da autora.
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De acordo com a Figura 24, é possivel observar que as superficies eletrostaticas
mudam de acordo com o estado de protonacdo em diferentes pHs. Em pH 4, as regifes
menos hidrofébicas (azul) predominam em torno do sitio ativo, e regifes mais
hidrofébicas (vermelho) comegam a surgir em pH 7. Deve-se ter em mente que em pH 8,
as regides predominantes em torno do sitio ativo sdo hidrofobicas. A partir dessas
analises, podemos concluir que o surgimento de regides eletrostaticas contribui para a
interacdo e adsorcdo da enzima sobre a superficie do material. Os resultados
experimentais mostraram que o material imobilizado, sob diferentes condigdes de pH,
apresentou 66,2, 67,1 e 75,4% de adsorcdo enzimatica ao suporte em pH 4,0, 7,0 e 8,0,
respectivamente. Esses resultados corroboram com os dados teéricos aqui obtidos, ou
seja, a taxa de adsorcao da enzima aumentou significativamente em pH 8, e neste mesmo
pH, o perfil de energia de adsorcdo é mais favoravel e estavel em distancias menores da
superficie, indicando que uma maior quantidade de enzima pode ser adsorvido sobre a

magnetita.

4.2.3 Avaliacéo dos ciclos de reuso da SPION@Tri

A possibilidade de reutilizar a enzima é uma das grandes vantagens de
imobilizacéo e, portanto, avaliar sua capacidade de reuso é de extrema importancia. A
reutilizacdo da Tripsina imobilizada foi testada ao longo de varios ciclos em processos
cataliticos utilizando BapNA como substrato. Em cada etapa, a estabilidade do
nanobiocatalisador foi verificada a partir da sua atividade recuperada. De acordo com 0s
resultados apresentados na Figura 25 o processo de catélise ocorreu com uma eficiéncia
de aproximadamente 88% até o segundo ciclo, e a enzima imobilizada reteve uma
eficiéncia em torno de 40% até o quarto ciclo. Esse resultado mostra que o
nanobiocatalisador manteve sua atividade apos ciclos de uso, mesmo que tenha sofrido
uma perda catalitica durante o processo. Essa diminuicdo da atividade apos alguns ciclos
de reuso pode-se dar pela propria movimentacdo da enzima em sua interagdo com o
substrato, sendo que a cada adaptacéo realizada pode ocorrer uma desestruturagéo de sua
cadeia proteica.

Os resultados obtidos confirmam que é possivel imobilizar a tripsina suina por
simples processo de adsorcdo em etapa Unica e sob controle de pH na superficie de
SPION. A obtencdo de um nanobiocatalisador ativo demonstra isso. Embora a atividade

catalitica ndo se manteve estavel ao longo de 6 ciclos de reuso, conforme demonstrado, é
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possivel com esses resultados inferir que a interacdo SPION-Tripsina ndo propicia
garantias na rigidez conformacional da desta enzima. Provavelmente, ja que 0s processos
dessortivos ndo foram significativos, conforme anteriormente demonstrado, alteracfes
conformacionais significativas e irreversiveis na tripsina € que estdo levando a perda da
atividade observada, Nesse sentido, pode-se pensar para futuros estudos, em possiveis
modificacdes na metodologia de imobilizacdo, seja na superficie do suporte seja
acrescentando ligacGes cruzadas entre as enzimas imobilizadas na superficie das SPIONS,
de forma a conferir maior rigidez conformacional & estrutura da tripsina e avaliar se isso
levaria a manutencéo da atividade catalitica por um maior nimero de ciclos de reuso

A partir dessa avaliagdo € possivel afirmar também o uso promissor de
biocatalisadores preparados com suportes magnéticos devido a sua facilidade de

separagdo da mistura reacional e reutilizacdo apds sucessivos ciclos.

Figura 25: Ensaio de ciclos reuso do nanobiocatalisador SPIONs@tri
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Fonte: da autora.

Esses resultados podem ser comparados com os de outros estudos similares, como
por exemplo, Souza (et al., 2020) avaliou o efeito do método de imobilizacdo da
Tripsina em biocarvdo na hidrolise de caseina de diferentes fontes, obtendo, na
imobilizacéo por adsorgéo, a possibilidade de reaproveitamento do uso do biocatalisador
por 4 ciclos. Sendo que a atividade do biocatalisador na hidrolise da Caseina Bovina
caiu de 70% no segundo ciclo para 40% no quarto ciclo de uso. Aggarwal e IkramZinc
(2022) imobilizoutripsina suina na superficie de um nanocompdsito de ZnO/Quitosana
ativado por glutaraldeido(GA) e afirmou que o sistema sustentou quase 50% da
atividade catalitica até o 9° ciclo reutilizacdo. Baharfar (et al. 2021) avaliou o0 uso da
tripsina suina ligada ao suporte Fes04@SiO.@D-NHCS e afirmou que o catalisador
obteve uma estabilidade por 5 ciclos. Aslani (et al., 2018) utilizou a tripsina em

Fes04@Si0,—NH: que reteve sua atividade inicial em torno de 85% por 6 ciclos. No
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entanto, em todos esses estudos foramrealizados pelo menos uma etapa intermediaria de
tratamento nas superficies das nanoparticulas, 0 que aumenta o tempo de preparacao do

nanobiocatalisador e o custo doprocesso, além de sua complexibilidade.
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5 CONCLUSAO

No presente trabalho a tripsina suina foi imobilizada na superficie de
nanoparticulas de 6xido de ferro superparamagnéticas (SPIONSs) previamente sintetizadas
e caracterizadas. A imobilizacdo ocorreu com sucesso e foi baseada em um processo de
adsorcdo em etapa Unica conduzido com controle de pH. Na caracterizacao
termodindmica da interagdo SPION-Tri observou-se a ocorréncia de interagdes iGnicas
em funcdo da diferenca de carga entre os SPIONs e a tripsina e 0s parametros
termodinamicos encontrados foram: AG° = —31,50 k] mol™!, AH° = 15,31 k] mol-
1 e TAS° = 32,99 k] mol~'K~1. O processo de adsor¢do mostrou-se mais eficaz em pH
8,0, onde 75,4% da tripsina foi imobilizada nesta condi¢cdo com a atividade catalitica
recuperada de 32,28%. O perfil de energia potencial para a adsor¢do da tripsina suina
sobre a superficie do material foi calculado computacionalmente e mostrou que a enzima
protonada em pH 8,0 é mais fortemente adsorvida sobre a superficie das nanoparticulas.
Foi possivel constatar também, que a taxa de adsorcdo da enzima aumentou
significativamente em pH 8,0, e neste mesmo pH, o perfil de energia de adsor¢do é mais
favoravel e estavel em distancias menores da superficie. Estudos de dessorcao conduzidos
demonstraram que a enzima se encontra fortemente ligada a superficie das SPIONS. E
ainda, a reutilizacdo da Tripsina imobilizada foi testada ao longo de varios ciclos em
processos cataliticos utilizando BapNA como substrato. O processo de catalise ocorreu
com uma eficiéncia de aproximadamente 88% até o segundo ciclo, e aenzima imobilizada
reteve uma eficiéncia em torno de 40% até o quarto ciclo. Uma possivel continuidade
para 0 presente trabalho seria o de avaliar como mudancas na superficie das SPIONs
podem afetar o processo de adsor¢édo visto que ainda sao poucos os trabalhos cientificos

gue investigam sob a perspectiva da fisico-quimica esse fen6meno.
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