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RESUMO

A demanda por processos alinhados aos principios da quimica verde tem crescido no
setor industrial, e, nesse contexto, a imobiliza¢do de enzimas em nanoparticulas magnéticas
surge como estratégia promissora por combinar sustentabilidade e possibilidade de reutilizacao.
Neste trabalho, foi desenvolvido um nanobiocatalisador baseado na imobiliza¢ao da enzima o-
amilase Termamyl® (AM) em nanoparticulas superparamagnéticas de oOxido de ferro
(SPIONSs), empregando o método de adsor¢do fisica. Inicialmente, as SPIONs foram obtidas
por sintese coloidal e caracterizadas quanto as suas propriedades fisico-quimicas. Em seguida,
foi determinada a atividade da a-amilase na forma livre pelo método do acido dinitrossalicilico
(DNS), obtendo-se atividade média da ordem de 1,6x10° U-mL™! para a solugdo estoque. O teor
de enzima imobilizada foi avaliado por espectrofotometria no UV-Vis (Método de Bradford) e
por medidas de atividade no sobrenadante pos-imobilizacao, indicando proteina e atividade
residuais abaixo do limite de quantificacdo, o que ¢ consistente com imobiliza¢ao praticamente
quantitativa (> 99%). A atividade do nanobiocatalisador foi entdo determinada para 10 mg de
SPIONs@AM, resultando em valores médios de aproximadamente 6,4 U, o que corresponde a
cerca de 0,4% da atividade esperada para a mesma quantidade de enzima na forma livre. Ensaios
de dessorgao sob estresse mecanico em banho ultrassonico permitiram avaliar a resisténcia do
sistema a tentativas de dessor¢do, fornecendo indicios sobre o seu potencial de retiso. Em
conjunto, os resultados mostraram que, embora a imobilizagdo da a-amilase nas SPIONs tenha
sido altamente eficiente em termos de quantidade adsorvida, a atividade especifica recuperada
foi baixa, apontando para a necessidade de otimizagdo das condi¢des de imobilizacdo e da

engenharia de superficie do suporte.

Palavras-chave: Imobilizacdo de enzimas; a-amilase; nanoparticulas magnéticas;

nanobiocatalisadores; atividade enzimatica.
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ABSTRACT

The demand for processes aligned with green chemistry principles has been growing in
the industrial sector, and in this context, enzyme immobilization onto magnetic nanoparticles
emerges as a promising strategy by combining sustainability and reusability. In this work, a
nanobiocatalyst was developed based on the immobilization of the enzyme o-amylase
Termamyl® (AM) onto superparamagnetic iron oxide nanoparticles (SPIONs), employing the
physical adsorption method. Initially, SPIONs were obtained via colloidal synthesis and
characterized regarding their physicochemical properties. Subsequently, the activity of the free
$\alpha$-amylase was determined by the dinitrosalicylic acid (DNS) method, yielding an
average activity in the order of 1.6x10° U.mL! for the stock solution. The immobilized enzyme
content was evaluated by UV-Vis spectrophotometry (Bradford method) and by activity
measurements in the post-immobilization supernatant, indicating residual protein and activity
below the limit of quantification, which is consistent with practically quantitative
immobilization (>99%). The activity of the nanobiocatalyst was then determined for 10 mg of
SPIONs@AM, resulting in average values of approximately 6.4 U, corresponding to about
0.4% of the expected activity for the same amount of free enzyme. Desorption assays under
mechanical stress in an ultrasonic bath allowed for the evaluation of the system's resistance to
desorption attempts, providing indications regarding its reuse potential. Collectively, the results
showed that although the immobilization of a-amylase onto SPIONs was highly efficient in
terms of adsorbed quantity, the recovered specific activity was low, pointing to the need for

optimization of the immobilization conditions and surface engineering of the support.

Key-words: Enzyme immobilization, a-amylase, magnetic nanoparticles, nanobiocatalysts,

enzymatic activity.
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1 INTRODUCAO

As exigéncias atuais por processos industriais mais eficientes, sustentaveis e alinhados
aos principios da quimica verde tém impulsionado o desenvolvimento de alternativas
tecnoldgicas ao uso de catalisadores tradicionais. Entre esses processos, a imobiliza¢do de
enzimas em nanoparticulas surge como uma abordagem promissora, Vvisto que o0s
biocatalisadores exibem vantagens em comparagao aos catalisadores quimicos. As enzimas sao
catalisadores bioldgicos altamente seletivos e biodegradaveis, apresentando como principal
limitacdo o alto custo no mercado; contudo, ao se viabilizar o reiso e a recuperagdo desse
sistema, o processo torna-se economicamente mais viavel. Além disso, a imobilizagdo
enzimatica em suportes nanoestruturados pode promover melhorias nas propriedades
cataliticas, como o aumento da estabilidade, da especificidade e da atividade enzimatica (Souza
et al., 2017).

Os nanomateriais, principalmente as nanoparticulas magnéticas, vém ganhando
destaque devido as suas propriedades Unicas. Elas apresentam caracteristicas vantajosas para
utilizagdo como suporte em processos bioldgicos, tais como alta 4area superficial e
comportamento superparamagnético, o que permite a facil separacdo do meio reacional por
meio da aplicacdo de um campo magnético externo (Papatola et al., 2024). Ademais, a
capacidade de recuperagdo e o baixo custo de sintese desses materiais tornam esses suportes
ideais para tais aplicagoes (Ali et al., 2021).

As o-amilases sdo enzimas hidroliticas amplamente utilizadas na industria por
catalisarem a quebra de ligagdes a-1,4-glicosidicas do amido, formando produtos como maltose
e dextrinas. Devido a sua alta eficiéncia e seletividade, sdo fundamentais nos setores
alimenticio, téxtil, farmacéutico e de biocombustiveis. Entretanto, as limitagdes da enzima
livre, como baixa estabilidade, sensibilidade ao pH e dificuldade de recuperacdo, tornam a
imobilizagdo em suportes nanoestruturados uma alternativa estratégica, capaz de melhorar a
estabilidade, permitir o retso e reduzir custos operacionais (Cavalcanti, 2020).

Nesse contexto, o presente trabalho teve como objetivo central desenvolver um
nanobiocatalisador a partir da imobilizagdio da a-amilase (AM) em nanoparticulas
superparamagnéticas de 6xido de ferro (SPIONs), explorando uma estratégia relevante para
processos cataliticos sustentaveis. Para isso, as SPIONs foram inicialmente sintetizadas com
controle de tamanho e forma, seguidas de uma caracterizacdo abrangente para assegurar a
qualidade estrutural e fisico-quimica do suporte. Em seguida, a metodologia de imobiliza¢ao

da a-amilase foi avaliada em pH 6,0, permitindo estabelecer as condigdes de adsorcdo e,
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posteriormente, comparar a atividade da enzima na forma livre e imobilizada. Dessa forma, o
trabalho buscou ndo apenas otimizar a formagdo do biocatalisador, mas também compreender
o impacto da imobilizagdo sobre o desempenho catalitico da a-amilase, contribuindo para o

avango do uso de nanoparticulas magnéticas em aplicagdes biotecnologicas.
1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Objetivos Gerais

O presente trabalho tem como objetivo geral desenvolver um nanobiocatalisador
baseado na imobilizacdo da enzima a-amilase Termamyl® em suportes constituidos por

nanoparticulas magnéticas de 6xido de ferro.
1.1.2  Objetivos especificos

e Sintetizar e funcionalizar as nanoparticulas magnéticas com tamanho e forma
controlados;

e Caracterizar as nanoparticulas sintetizadas através de técnicas como: microscopia
eletronica de varredura (MEV), difracdo de raio x (DRX) e espectroscopia no
infravermelho (IV);

e Realizar estudos sobre a imobilizacdo da a-amilase Termamyl® na superficie das
nanoparticulas sintetizadas pelo método de adsor¢do fisica;

e Determinar a atividade da enzima imobilizada e livre, comparando a eficiéncia do
processo sob as condicdes estudadas;

e Avaliar a estabilidade da ligacdo enzima-suporte por meio de testes de dessor¢ao sob
estresse mecanico, variacdes de pH e presenca de aditivos;

e Determinar a capacidade de reutilizacdo do nanobiocatalisador pela avaliagdo da

atividade catalitica ao longo de ciclos operacionais de separagdo magnética.
2 FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 Nanoparticulas como suporte para imobilizacio de enzimas

A nanotecnologia, ciéncia que opera em escala atdomica e molecular, tem sido
amplamente estudada devido as propriedades Unicas e as diversas aplicacdes que os
nanomateriais apresentam. Diferentemente de particulas macroscopicas, estruturas na faixa de

1 a 100 nm exibem comportamentos mecanicos, Opticos € magnéticos distintos, resultantes do



16

chamado efeito de tamanho e de superficie (Martins; Trindade, 2012). A reducdo do tamanho
das particulas leva a um aumento expressivo da razao area superficial/volume, ampliando a area
de contato disponivel e tornando esses materiais atrativos para utilizacdo como suportes
(Cavalcanti, 2020).

Esse fenomeno pode ser ilustrado de maneira simples por meio de um exemplo
geométrico. Considerando inicialmente um cubo de aresta igual a 1 cm, sua area superficial ¢
de 6 cm? e seu volume € de 1 cm?. No entanto, ao dividir esse cubo em unidades menores com
1 mm de aresta (0,1 cm), o volume total do sistema permanece igual a 1 cm?, mas forma-se um
conjunto de 1000 pequenos cubos. Como cada um deles possui area superficial de 0,06 cm?, a
area total torna-se 60 cm?, dez vezes maior do que a do cubo inicial. Esse exemplo evidencia
que, & medida que o tamanho das particulas diminui, a area superficial aumenta de forma
significativa, mesmo com o volume global permanecendo constante (Cavalcanti, 2020;

Martins; Trindade, 2012).

Figura 1: Evolugdo da area superficial com a diminui¢do das dimensdes de um cubo

6 cm? 60 cm? 60.000.000 cm?
(total de cubos com 1 mm) {total de cubos com 1 nm)

e

7 Font artlns; riﬁdade, 2012).

Além do aumento expressivo da area superficial, € importante destacar que a redugado
das dimensdes das particulas também introduz desafios relacionados a estabilidade coloidal.
Em escala nanométrica, as interagdes superficiais tornam-se dominantes, fazendo com que as
nanoparticulas apresentem forte tendéncia a aglomeragdo (Dulinska-litewka et al., 2019).
Ademais, quando nao estabilizadas por agentes dispersantes ou por recobrimentos protetores,
nanoparticulas a base de 6xidos metalicos podem sofrer processos de oxidagdo ou alteragdes
quimicas, 0 que impacta sua reatividade e funcionalidade ao longo do tempo (Quina, 2004). Por
esse motivo, o controle das condigdes de sintese ¢ fundamental, uma vez que parametros como
pH, temperatura, for¢a ionica, tipo de precursor e presenga de estabilizantes influenciam
diretamente o tamanho, a morfologia, a quimica de superficie e, consequentemente, as

propriedades magnéticas e a estabilidade das nanoparticulas (Abedanzadeh et al., 2022).
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Nesse contexto, o uso de nanoparticulas como suporte para imobilizagdo enzimatica tem
sido aplicado em diversas areas. A elevada razao area superficial/volume permite uma alta carga
de imobilizagdo por unidade de massa do suporte, o que favorece a mobilidade conformacional
da enzima e minimiza interagdes laterais indesejadas (enzima-enzima). Isso contribui para a
reducao das barreiras de difusdo dos substratos, resultando em melhor atividade enzimatica
(Morte, 2020).

Outrossim, o suporte utilizado exerce grande influéncia sobre o desempenho do
biocatalisador, podendo aumentar a estabilidade da enzima, facilitar sua recuperagdo e
possibilitar seu reuso em diferentes aplicacdes biotecnoldgicas e industriais (Morte, 2020).
Existem diversos métodos de imobilizacdo descritos na literatura, ndo havendo um
procedimento universal aplicavel a todas as enzimas. Entre as principais estratégias, destacam-
se a encapsulacdo, o confinamento, a adsor¢do (fisica ou idnica), a ligacdo covalente e a

reticulagdo (Souza et al., 2017).

Figura 2: Métodos de imobilizacdo de enzimas
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Fonte: (Fernandez; Sanroman; Moldes, 2013).

Os tipos de nanomateriais utilizados como suporte distinguem-se de acordo com as
caracteristicas e objetivos de cada pesquisa. Dentre os mais comuns estdo as nanoparticulas
inorganicas (como as de ouro e as magnéticas), nanoparticulas poliméricas (micelas, quitosana),
nanoparticulas lipidicas solidas, lipossomas, nanotubos de carbono e pontos quanticos (Faraji;
Wipf, 2009).

Além do método de sintese, parametros estruturais como a forma e o tamanho das
nanoparticulas (NPs) influenciam diretamente sua estabilidade e desempenho. Dessa forma, a

escolha da matéria-prima utilizada na produgao dessas NPs torna-se uma variavel crucial, uma
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vez que determina ndo apenas suas propriedades fisico-quimicas, mas também o tipo de
interacdo que poderao estabelecer com as biomoléculas (Eker et al., 2024).

De maneira geral, as nanoparticulas podem ser classificadas em trés grandes categorias,
conforme o material constitutivo: inorganicas, a base de carbono e organicas, como ilustrado
na Figura 3. Cada uma dessas classes subdivide-se em diferentes tipos: metalicas, ceramicas,
poliméricas ou lipidicas, que apresentam caracteristicas estruturais, quimicas e morfologicas
distintas. Essas variagcdes afetam diretamente o comportamento das NPs em suspensdo, sua
biocompatibilidade, suas propriedades magnéticas ou Opticas e, especialmente, sua capacidade
de atuar como suporte eficiente para imobilizacdo enzimética (Eker et al., 2024; Faraji; Wipf,

2009).

Figura 3: Classificacdo dos tipos de nanoparticulas
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Fonte: Adaptado de (Eker et al., 2024).

Entre os suportes mais estudados para imobilizagdo enzimatica, destacam-se as
nanoparticulas superparamagnéticas de 6xido de ferro (SPIONs). Esse tipo de nanoparticula,
composto majoritariamente de magnetita, apresenta comportamento superparamagnético,
respondendo rapidamente a um campo magnético externo sem reter magnetizagao residual apds
sua remogado. Tal caracteristica permite a separagdo do biocatalisador do meio reacional de
forma simples, rdpida e eficiente, apenas com o uso de um ima, favorecendo etapas como
recuperagdo, purificagdo e reuso do sistema (Cavalcanti, 2020). Vale ressaltar que a
manipulagdo magnética elimina etapas potencialmente agressivas a estrutura enzimatica, como
centrifugacao ou filtragdo vigorosa, reduzindo perdas de atividade e contribuindo para maior
estabilidade operacional. Somadas a alta area superficial e ao baixo custo de sintese, essas
propriedades tornam as SPIONs um suporte particularmente atrativo para a imobilizagdo de

enzimas (Souza et al., 2017).
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2.2 Nanoparticulas magnéticas

Os nanomateriais magnéticos tém despertado grande interesse devido aos efeitos
quanticos associados a redugdo de tamanho ¢ ao aumento da razdo area superficial/volume.
Quando a dimensdo das particulas atinge a escala nanométrica, propriedades magnéticas que
sdo estaveis no estado macroscopico passam a se comportar de maneira distinta, surgindo
fendmenos como o tunelamento quantico, a flutuagdo térmica dos momentos magnéticos e,
sobretudo, o superparamagnetismo (Tasca et al., 2015).

Do ponto de vista estrutural, os materiais magnéticos apresentam momentos dipolares
originados do movimento de elétrons desemparelhados nos ions metalicos. Esses momentos
podem organizar-se de maneira paralela ou antiparalela na rede cristalina, formando regides de
ordenamento denominadas dominios magnéticos. A formacdo, a estabilidade e a orientacao
desses dominios dependem de fatores como composic¢do, cristalinidade, tamanho e forma das
particulas (Martins; Trindade, 2012). Contudo, em escala nanométrica, a redug¢ao dos dominios
e o aumento da relagdo superficie/volume tornam a magnetizagdo muito mais suscetivel as
interagdes térmicas e as flutuagdes de spin, modificando profundamente o comportamento
magnético (Figuerola et al., 2010).

Nesse contexto, os materiais podem ser classificados em diamagnéticos,
paramagnéticos, ferromagnéticos, ferrimagnéticos e antiferromagnéticos, conforme ilustrado
na Figura 4. E importante destacar que essas categorias nio sdo rigidas, pois as propriedades
magnéticas sdo extremamente sensiveis ao tamanho, a geometria e a temperatura, podendo ser
alteradas significativamente conforme a variacdo desses parametros (Figuerola et al., 2010;

Martins; Trindade, 2012).

Figura 4: Diferentes tipos do comportamento magnético dos materiais

Paramagnético Superparamagnético Ferromagnético

Fonte: (Martins; Trindade, 2012)

Com base nessa classificacdo, os materiais diamagnéticos ndo apresentam dipolos

magnéticos permanentes e respondem negativamente a um campo magnético externo, gerando



20

uma magnetizacdo induzida em sentido oposto ao campo aplicado. J& os materiais
paramagnéticos possuem dipolos magnéticos desordenados na auséncia de campo externo, os
quais podem se alinhar parcialmente quando submetidos a um campo aplicado. Entre os
materiais que apresentam ordenamento magnético espontdneo, destacam-se 0s
ferromagnéticos, que exibem dipolos alinhados paralelamente mesmo sem a acdo de um campo
externo, resultando em magnetizacdo permanente. Os materiais ferrimagnéticos possuem
dipolos antiparalelos de intensidades distintas, gerando um momento magnético resultante
diferente de zero. Por fim, os materiais antiferromagnéticos apresentam dipolos igualmente
intensos e antiparalelos, de modo que seus momentos magnéticos se cancelam na auséncia de
um campo externo; MnO, CoO e NiO sdo exemplos tipicos desse comportamento (Cavalcanti,
2020; Martins; Trindade, 2012).

Avangando para a escala nanométrica, quando as particulas magnéticas sdo reduzidas
abaixo de um tamanho critico (raio superparamagnético), a formag¢ao de multiplos dominios
torna-se energeticamente desfavoravel, resultando em particulas de dominio tnico (single-
domain). Em tamanhos ainda menores, a energia térmica ¢ suficiente para desalinhar
espontaneamente os spins, fazendo com que a magnetizagdo seja mantida apenas sob acdo de
um campo externo. Esse fendmeno, denominado superparamagnetismo (Bean; Jacobs, 1956;
Figuerola et al., 2010), ¢ particularmente relevante para aplicagdes em separagdo magnética.
Entre as nanoparticulas magnéticas mais usuais, destacam-se as compostas por ferro, cobalto e
niquel (Cavalcanti, 2020; Martins; Trindade, 2012).

Especificamente no caso do ferro, as nanoparticulas podem assumir diferentes formas
de oxidos, como ferrihidrita (FesHOs), hematita (a-Fe20s), maguemita (y-Fe:Os) e magnetita
(FesO4). Embora todas apresentem aplicacdes tecnologicas, apenas a magnetita, € em casos
especificos, a maguemita, possui momento magnético suficientemente alto, baixa toxicidade,
um processo de obten¢do economicamente viavel e estabilidade quimica para ser aplicada em
sistemas bioldgicos (Cavalcanti, 2020; Figuerola et al., 2010).

Dessa forma, as nanoparticulas superparamagnéticas de 6xido de ferro (SPIONs) sdo
constituidas predominantemente de magnetita, um 6xido misto de FeO (6xido de ferro II) e
Fe20s (6xido de ferro IIT) na proporcao 1:2, correspondendo a formula Fe;Oa. Entre os métodos
de sintese disponiveis, o mais utilizado ¢ a coprecipitacdo, na qual ions Fe** e Fe** reagem em
meio alcalino sob atmosfera inerte, produzindo nanoparticulas esféricas com distribuicao de
tamanho uniforme. A auséncia de oxigénio ¢ fundamental para evitar a oxidagdo da magnetita

a hidroxidos férricos indesejaveis (Mahmoudi ef al., 2011). A reacdo global ¢ representada por:
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Fe2+ + 2Fe3* + 80H~ - Fe304 + 4H20 (1)

A estrutura da magnetita ¢ do tipo espinélio invertido e foi proposta pela primeira vez
por Bragg em 1915. Um espinélio ideal pode ser representado pela formula geral AB2X4, onde
A e B indicam cations metélicos com valéncias diferentes e o oxigénio atua como anion. Na
rede cristalina da magnetita, os ions 02~ formam um arranjo ctbico de face centrada (CFC)
que da origem a dois tipos de sitios intersticiais: o tetraédrico e o octaédrico. Na estrutura
invertida, os ions Fe3* ocupam tanto os sitios tetraédricos quanto parte dos sitios octaédricos,
enquanto os ions Fe?+ ocupam exclusivamente os sitios octaédricos remanescentes. Esse

material pertence ao grupo espacial de simetria Fd3m, com oito férmulas unitérias por célula

unitaria (Bini, 2016).

Figura 5: Célula unitéria da estrutura cristalina do tipo espinélio.
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Fonte: (Bini, 2016).

2.3 a-Amilase (AM)

As proteinas sdo macromoléculas bioldgicas formadas por uma ou mais cadeias
polipeptidicas, constituidas pela unido de aminoacidos conectados entre si por ligagdes
peptidicas. Esses aminodacidos, divididos em um conjunto de vinte unidades estruturais padrao,
diferenciam-se apenas pela cadeia lateral R, enquanto compartilham a mesma estrutura
fundamental: um carbono a assimétrico ligado a um grupo carboxila, a um grupo amino
primério e a um atomo de hidrogénio. A sequéncia especifica desses residuos ao longo da cadeia
polipeptidica determina as propriedades fisico-quimicas e a fun¢do bioldgica da proteina
(Cavalcanti, 2020; Marco, 2006).

A diversidade estrutural e funcional das proteinas deriva justamente da variacdo quimica
das cadeias laterais R, que confere propriedades fisico-quimicas essenciais, como polaridade,
hidrofobicidade e capacidade de ionizagdo. As interagdes entre essas cadeias, distribuidas em
regides polares e apolares, contribuem para a estabilidade e a manuten¢do da estrutura

tridimensional, assegurando a atividade biologica de proteinas e enzimas (Cavalcanti, 2020).
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Figura 6: Estrutura basica dos aminoacidos.
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Fonte: (Torres, 2006).

Dentro desse amplo grupo, as enzimas constituem uma classe particular de proteinas
que atuam como catalisadores bioldgicos altamente seletivos, aumentando significativamente a
velocidade das reagdes quimicas sem serem consumidas no processo. Essa capacidade catalitica
decorre de sua elevada especificidade pelo substrato, determinada pela conformagado
tridimensional e pela distribuicdo de cargas no sitio ativo. Dessa forma, apenas moléculas que
apresentam configuragdo complementar conseguem se ligar adequadamente e ser convertidas
em produtos. Além disso, as enzimas reduzem a energia de ativagdo necessaria para alcangar o
estado de transi¢do, tornando-o cineticamente mais acessivel e acelerando a reagdo sem
modificar os niveis de energia livre dos reagentes ou dos produtos, como ilustrado na Figura 7

(Marco, 2006; Robinson, 2015).

Figura 7: Diminui¢do da energia de ativacao através da presenga da enzima no meio.
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Fonte: Adaptado de (Robinson, 2015)

Historicamente, o termo enzima foi utilizado pela primeira vez pelo fisiologista alemao
Wilhelm Kiihne, em 1878, ao descrever a capacidade do fermento de produzir dlcool a partir

de agticares. A palavra deriva das raizes gregas en (“dentro”) e zyme (“levedura’). Apesar dos
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avancos nos séculos XIX e XX quanto a extragdo e caracterizacdo de enzimas, somente na
década de 1920 elas foram cristalizadas, permitindo o estudo detalhado de suas estruturas

(Robinson, 2015).

Figura 8: Estrutura cristalina da a-amilase Termamyl®.

Fonte: Protein Data Bank < https://doi.org/10.2210/pdb1BPL/pdb> Acesso em 19/11/2025

Em 1894, o quimico alemdo Emil Fischer propds que a especificidade enzimatica
resultava da complementaridade estrutural entre o substrato e o sitio ativo, formulando a
chamada “hipdtese da chave e fechadura”. Nessa analogia, apenas uma chave com formato
correto se encaixa na fechadura, assim como apenas o substrato adequado se ajusta ao sitio
ativo. Contudo, com a obtencdo de modelos cristalograficos mais detalhados, verificou-se que
as enzimas ndo apresentam estrutura rigida, mas sim elevada flexibilidade. Assim, em 1958,
Daniel Koshland ampliou as ideias de Fischer ao propor o “modelo do ajuste induzido”,
segundo o qual a enzima sofre pequenas alteracdes conformacionais para acomodar o substrato,
de maneira semelhante ao ajuste de uma luva ao ser colocada na mao (Robinson, 2015).

Por apresentarem elevada especificidade estrutural e funcional, as enzimas reconhecem
seletivamente seus substratos € promovem transformacdes quimicas de forma eficiente e sob
condigdes brandas de temperatura e pH. Tais caracteristicas as tornam fundamentais tanto nos
sistemas biologicos, onde desempenham papéis centrais no metabolismo, quanto em diversas
aplicagdes industriais e médicas (Robinson, 2015).

As amilases, especificamente, sdo enzimas hidroliticas que clivam ligagdes glicosidicas,
atuando principalmente sobre ligacdes do tipo a-glicosidicas em polissacarideos. Dividem-se
em trés classes principais: a-amilase, B-amilase e amiloglucosidase. A a-amilase ¢ uma
endoenzima que rompe ligagdes a-1,4 no interior das cadeias de amido, formando dextrinas,
maltose e maltotriose. A B-amilase € uma exoenzima que hidrolisa sequencialmente ligagdes a-

1,4 a partir da extremidade nao redutora, liberando B-maltose. J4 a amiloglucosidase cliva
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ligacdes a-1,4e a-1,6, liberando glicose diretamente da extremidade nao redutora (Silva et al.,

2017).

Figura 9: Mecanismo de acdo da a-amilase Termamyl®.
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Fonte: (Kholikov et al., 2025)

Essas enzimas s3o amplamente encontradas na natureza, desempenhando fungdes
essenciais em diversos organismos. Em animais, incluindo humanos, atuam na digestdo do
amido; em plantas, participam da germinacdo e mobilizacdo de reservas energéticas; e em
microrganismos, especialmente dos géneros Bacillus e Aspergillus, sdo produzidas com alta
eficiéncia (Silva et al., 2017).

As enzimas de origem microbiana destacam-se para fins industriais devido ao elevado
rendimento, estabilidade e possibilidade de manipulagdo genética. Microrganismos
termofilicos, em particular, produzem amilases termoestaveis com maior resisténcia a variagdes
drésticas de pH e temperatura (Silva, 2020). A a-amilase possui grande importancia
biotecnoldgica e ampla demanda de mercado, estando presente na industria de celulose, na
panificacdo, na clarificagdo de cervejas, na producao de etanol e em processos té€xteis, como a
desengomagem (Kikani, 2022).

No que se refere as condi¢des de atividade, as a-amilases apresentam parametros 6timos
que variam conforme sua origem. Amilases vegetais geralmente exibem pH 6timo em torno de
5,0 e temperatura 6tima proxima a 40 °C, enquanto as de origem animal operam melhor em pH
proximo a 6,8 e 37 °C. Ja& a a-amilase produzida por Bacillus licheniformis, uma variante
termoestavel de massa molar 55,32 kDa, ¢ amplamente utilizada na industria devido a sua
robustez estrutural (Silva, 2020).

A enzima comercial Termamyl®, derivada desse microrganismo, apresenta pH 6timo
na faixa de 5,5 a 7,0 e temperatura o6tima entre 60 ¢ 100 °C. Seu ponto isoelétrico (7,18)
contribui para sua estabilidade em diferentes condi¢des de processamento. Em comparagdo com
a-amilases vegetais e animais, que operam em temperaturas mais baixas (40-70 °C), a
Termamyl® destaca-se por sua elevada tolerincia térmica e eficiéncia catalitica, sendo ideal
para processos conduzidos em condi¢des extremas (Silva-Salinas et al., 2021; Torres; Leonel,

Mischan, 2012).



25

2.4 Imobilizacao da a-amilase

O processo de imobilizagdo consiste no confinamento da enzima em um suporte solido,
cujo objetivo principal ¢ formar um biocatalisador passivel de reutilizagdo, tornando seu uso
economicamente mais vantajoso (Mendes; Castro; Giordano, 2011). De maneira geral, ndo
existe um unico método de imobilizagdo aplicavel a todas as enzimas; contudo, todas as técnicas
apresentam vantagens que variam conforme a biomolécula e a aplicagdo desejada. Entre os
beneficios destacam-se: o prolongamento da atividade catalitica, a facilidade na separagdao do
produto, a recuperagdo simplificada do biocatalisador e, em alguns casos, o aumento da
estabilidade frente a variagoes de pH e temperatura (Cavalcanti, 2020).

Além disso, quando a enzima ¢ imobilizada, algumas de suas propriedades fisico-
quimicas podem ser alteradas em decorréncia das modificacdes impostas pelas forgas
intermoleculares envolvidas no processo (Cavalcanti, 2020). Assim, o desempenho da enzima
imobilizada depende fortemente das caracteristicas do suporte. A escolha criteriosa desse
material pode aumentar o tempo de meia-vida do biocatalisador, tornando o processo
industrialmente mais atrativo (Bayazidi; Almasi; Asl, 2018). Dessa forma, as diversas
vantagens proporcionadas pela imobilizacdo justificam sua ampla aplicagdo em diferentes
setores, uma vez que a facilidade na separagdo das fases resulta em ganhos economicos e
ambientais significativos (Bayazidi; Almasi; Asl, 2018).

Para a correta avaliagdo do processo de imobilizacdo da a-amilase, um passo
fundamental ¢ o estabelecimento de um método confidvel para a medida da atividade
enzimatica. Isso permite determinar a eficiéncia catalitica antes e apds a fixa¢dao no suporte. O
método do DNS baseia-se em uma reagdo de oxirreducdo entre os grupos redutores dos
carboidratos e o reagente. Em meio alcalino e sob aquecimento, o grupo hemiacetal terminal
dos monossacarideos e oligossacarideos ¢ oxidado, enquanto o acido 3,5-dinitrossalicilico
(amarelo) ¢ reduzido a acido 3-amino-5-nitrossalicilico, de coloracdo vermelho-tijolo intensa.
Essa conversdo gera um complexo croméforo estavel, cujo maximo de absor¢do em 540 nm
permite quantificar, por espectrofotometria, a concentracao de agucares redutores presentes na
amostra, correlacionando-a diretamente com a atividade da enzima (Maldonade; Carvalho;
Ferreira, 2013).

A a-amilase pode ser imobilizada em diferentes tipos de suporte, dependendo da
finalidade da aplicagdo. Um exemplo relevante ¢ o trabalho de (Mardani ef al., 2018) no qual a
a-amilase de Aspergillus oryzae foi imobilizada em microesferas nanoestruturadas de

quitosana-montmorilonita, visando aumentar a estabilidade da enzima. As nanoparticulas de
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montmorilonita (10-30 nm) foram incorporadas a quitosana e a superficie das esferas foi
ativada com glutaraldeido, possibilitando a imobilizagdo covalente da enzima com eficiéncia
de aproximadamente 87%. Os autores concluiram que o sistema apresentou alta estabilidade de
estocagem (perda de apenas 36% da atividade em 40 dias a 4 °C, contra 95% para a enzima
livre), maior resisténcia térmica e acida, além de manter atividade catalitica significativa apds
cinco ciclos de reutilizagao.

Outro estudo importante foi conduzido por (Khan; Husain; Ansari, 2013), o qual a
a-amilase foi imobilizada em nanocompodsitos de prata suportados em polianilina. Apos a
sintese dos nanocompositos polianilina-Ag por oxidagdo quimica, obtiveram-se filmes
condutores com nanoparticulas de prata homogeneamente dispersas, alta area superficial e
elevada estabilidade térmica, caracterizados por DRX, TGA, MEV e FTIR. A enzima foi entdo
covalentemente conjugada a superficie funcionalizada, resultando em um biocatalisador com
maior tolerancia a variagdes de pH e temperatura ¢ maior eficiéncia na hidrélise de amido em
batelada quando comparado a forma livre, evidenciando o potencial desses materiais como

suportes robustos para biotecnologia.
2.4.1 Adsorcao Fisica, Quimica e Ionica

A imobilizagdo de enzimas pode ser realizada através de métodos como a adsor¢ao fisica
e a quimica. A adsorcao fisica (fisissor¢ao) € um processo reversivel, governado por interagdes
hidrofébicas ndo especificas, eletrostaticas fracas, ligagdes de hidrogénio e, principalmente, por
forcas de Van der Waals, as quais se assemelham as forcas de coesdo molecular. Esse conjunto
de interagdes possibilita a fixacdo da enzima e a formagdo de multicamadas de adsorbato na
superficie do suporte (Agboola; Benson, 2021).

Ja a adsor¢do quimica (quimissor¢ao) distingue-se da fisissorcdo por envolver a
formacao de ligagdes quimicas fortes entre o adsorbato e a superficie. Esse processo ocorre
mediante a troca ou compartilhamento de elétrons entre a enzima e o suporte, caracterizando-
se por elevada entalpia, irreversibilidade e alta especificidade. Frequentemente descrita por
modelos cinéticos de pseudo-segunda ordem, a quimissor¢do costuma ser uma etapa
determinante em catalise heterogénea e na remog¢ao de metais pesados (Kulkarni, 2017). Vale
ressaltar que os dois fendmenos podem coexistir, sendo possivel a formacdo de uma camada
quimissorvida sobre a qual se depositam multicamadas fisissorvidas (Webb, 2003).

Conforme mencionado anteriormente, as interacdes eletrostaticas, frequentemente
denominadas adsor¢do i0nica ou troca idnica, inserem-se no contexto dos métodos de adsorcao

fisica. A troca i6nica ¢ definida como um processo estequiométrico e reversivel, caracterizado



27

pela interagdo atrativa entre os residuos de aminodacidos carregados da enzima e os grupos de
carga oposta presentes na superficie do suporte (Figura 10). Nesse sentido, a eficiéncia da
imobilizacdo ¢ governada por parametros criticos como o pH do meio reacional, o ponto

isoelétrico (pI) da enzima e a distribui¢do de cargas na superficie do suporte (Cavalcanti, 2020).

Figura 10: Representacao da interagdo idnica de uma enzima e seu suporte com diferentes
distribui¢des de cargas na superficie.
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Fonte: (Cavalcanti, 2020).

Quando o pH da solugdo utilizada se iguala ao ponto isoelétrico (pI) da proteina, as
quantidades de cargas positivas e negativas se equivalem, resultando em uma molécula com
carga liquida nula. Em condi¢des de pH abaixo do pl, as proteinas adquirem carga liquida
positiva, ao passo que, em valores superiores ao pl, tornam-se negativamente carregadas.
Consequentemente, a minimizagao das repulsodes eletrostaticas nas interfaces enzima—enzima e
enzima—suporte favorece a densidade de empacotamento, sendo a capacidade maxima de

adsor¢do geralmente observada em valores proximos ao pl da enzima (Rabe; Verdes; Seeger,
2011).

3 MATERIAIS E METODOS

Inicialmente, foi realizada a sintese e a caracterizagdo das nanoparticulas magnéticas
utilizadas como suporte para a imobilizagdo da enzima. Na etapa seguinte, foram avaliadas as
diferentes condigdes de imobilizagdo, bem como a determinagdo da atividade enzimatica da
a-amilase livre e imobilizada, obtendo-se o nanobiocatalisador SPION@AM. Por fim, foram
conduzidas andlises de estabilidade e dessor¢do do conjugado. A seguir, apresenta-se a

descricao detalhada dos materiais e procedimentos empregados.

3.1 Materiais

Todos os reagentes utilizados durante a sintese, caracterizagdo e ensaios enzimaticos
apresentavam grau de pureza analitica, sendo utilizados sem purificagdo prévia. Os materiais

empregados na sintese foram: sulfato de ferro (II) hepta-hidratado (99%, Sigma-Aldrich),
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cloreto de ferro (III) anidro (99%, Vetec) e hidroxido de sodio (99%, Sigma-Aldrich). O
solvente utilizado em todas as etapas foi d4gua deionizada obtida de um sistema de purificagdo
Milli-Q (resistividade de 18,2 MQ-cm, Millipore, Bedford, EUA). Durante as sinteses, foi
utilizado gas nitrogénio (N2) (99%, White Martins) para atmosfera inerte.

Para o preparo da solu¢ao de Bradford, foram utilizados: corante Coomassie Brilliant
Blue G-250, etanol 95%, acido fosforico 85% e albumina sérica bovina (BSA). Para as medidas
de atividade enzimatica, foram empregados: acetato de so6dio P.A. (99,2%, NEON), acido
acético glacial (99,7%, Synth), amido solavel P.A. (Vetec), enzima a-amilase Termamyl®,

acido 3,5-dinitrossalicilico (DNS) e tartarato duplo de sddio e potéssio tetra-hidratado.
3.2 Sintese das nanoparticulas de 6xido de ferro e caracterizacio

As nanoparticulas foram obtidas através do método de coprecipitagdo desenvolvido por
(Park et al., 2011) e adaptado por (Cavalcanti, 2020). Foram preparadas duas solugdes
precursoras: uma contendo 6,9505 g de FeSO4. 7H20¢s), em baldo volumétrico de 100 mL, e
outra contendo 13,5150 g de FeCls. 6H20(s) anidro, também em baldo volumétrico de 100 mL,
completando-se os volumes com agua deionizada. Ambas as solu¢des foram vertidas em um
baldo de trés vias de fundo redondo (500 mL), mantido sob agitacdo mecanica constante e
atmosfera inerte de nitrogénio.

Posteriormente, foram adicionados ao sistema, por gotejamento via bomba peristaltica
(vazdo de 0,100 mL.min™!), aproximadamente 60 mL de uma solucio de NaOH 10 mol.L™! até
o final da rea¢do. Apds o término da sintese, o precipitado negro foi separado magneticamente
com auxilio de um ima de neodimio e lavado exaustivamente com agua deionizada até atingir
pH neutro. O material foi seco em estufa a 60 °C por 24 horas. A caracterizagdo do material
sintetizado foi realizada pelas seguintes técnicas: Espectroscopia no Infravermelho (FTIR),

Difragao de Raios X (DRX) e Microscopia Eletronica de Varredura (MEV).
3.3 Desenvolvimento do protocolo de imobilizagao

Inicialmente, 300 mg das nanoparticulas foram incubadas em etanol 95% para remogao
de possiveis impurezas superficiais, mantidas sob condi¢des estaticas por 24 h. Apds esse
periodo, as nanoparticulas foram lavadas com 4gua deionizada e recuperadas magneticamente
(Cavalcanti, 2020).

O processo de imobilizagao foi realizado pelo método de adsor¢ao fisica, conforme

descrito por Pereira (2014). Os 300 mg de SPIONSs, previamente tratados, foram adicionados a
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19,68 mL de solugdo tampao fosfato de sé6dio 50 mM (pH 6,0), juntamente com 320 uL de a-
amilase Termamyl® correspondente a um excesso cinco vezes maior que a carga tedrica
calculada). O sistema foi mantido sob agitacao orbital de 200 rpm a 25 °C por 24 h. Ao final, o
nanobiocatalisador (SPION@AM) foi separado do sobrenadante por aplicagdo de campo
magnético externo. O sobrenadante foi recolhido para quantificacdo de proteina residual e o

solido foi armazenado para os ensaios de atividade.
3.4 Determinacao do teor de enzima imobilizada

A quantificag¢@o de proteina foi baseada no método de Bradford (1976). O reagente foi
preparado dissolvendo-se 10 mg do corante Coomassie Brilliant Blue G-250 em 5 mL de etanol
95%. Em seguida, foram adicionados 10 mL de 4cido fosforico (85% P.A.), e a solugdo foi
transferida para baldao volumétrico de 100 mL, completando-se o volume com agua deionizada.
Apds homogeneizacdo, a solucdo foi filtrada, armazenada em frasco dmbar e mantida sob
refrigeracdo a 4 °C.

Para a quantificagdo, construiu-se uma curva de calibragdo utilizando albumina sérica
bovina (BSA) como padrio, na faixa de concentragio entre 2 e 15 ug.mL!. Aliquotas da solugio
estoque de BSA (0,1 mg.mL™') foram misturadas a 2700 puL do reagente de Bradford,
completando-se o volume final para 3000 L. com 4gua deionizada. As leituras foram realizadas
em triplicata em espectrofotometro UV-Vis a 595 nm.

O teor de enzima imobilizada foi determinado indiretamente pela quantificagdo de
proteina no sobrenadante poOs-imobilizacdo. Aliquotas de 100 pL. do sobrenadante foram
adicionadas a 5,0 mL do reagente de Bradford e, ap6s 5 min de reagdo estatica, a absorbancia
foi medida a 595 nm. A concentracdo foi calculada utilizando a equagdo da reta obtida na curva

de calibracio (R? satisfatorio).
3.5 Atividade enzimatica livre e imobilizada

A atividade enzimatica foi determinada pela quantificacdo de agucares redutores
formados na hidrélise do amido, utilizando o método do acido 3,5-dinitrossalicilico (DNS). O
reagente DNS foi preparado conforme metodologia descrita na literatura (Maldonade;
Carvalho; Ferreira, 2013). Uma curva de calibracao foi construida utilizando glicose como
padrdo para correlacionar a absorbancia com a concentragdo de agtcares redutores.

O substrato consistiu em uma solugdo de amido soluvel a 2% (m/v), preparada pela

dissolucdo de 1 g de amido em 25 mL de 4gua destilada sob aquecimento até gelatinizagao
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completa (aspecto translicido). A solucdo foi avolumada para 50 mL com tampao acetato pH
5,2. Para o ensaio enzimatico, foram adicionados 1,0 mL da solugdo de amido em um tubo de
ensaio (Tubo 1), o qual foi incubado a 37 °C. Apds 10 min, tempo estimado para equilibrio
térmico, adicionou-se 1,0 mL do complexo enzimatico, mantendo a incubagdo nas mesmas
condigdes por mais 15 min. A reagdo foi interrompida pela adicdo de 0,5 mL de NaOH 1 N,
seguida de resfriamento imediato em banho de gelo.

Para o ensaio da enzima livre, 1,0 mL da solugdo de amido foi incubado a 37 °C por 10
min. Em seguida, adicionou-se 1,0 mL da solugdo enzimatica (sobrenadante da imobilizacgao),
mantendo-se a reagdo por 15 min. A hidrdlise foi interrompida pela adi¢cao de 0,5 mL de NaOH
1 mol.L"! seguida de resfriamento em banho de gelo. Para a revelagdo, 1,0 mL da mistura
reacional foi transferido para um novo tubo contendo 1,0 mL do reagente DNS. O sistema foi
aquecido em banho-maria (100 °C) por 5 min, resfriado e diluido com 8,0 mL de 4gua destilada.
A leitura foi realizada a 540 nm.

Para a enzima imobilizada (SPION@AM), utilizou-se 10 mg do biocatalisador s6lido
em substitui¢do a solucao enzimatica. O procedimento seguiu as mesmas condi¢des (amido 2%,
37 °C, 15 min). Ao final, aplicou-se um campo magnético para separacao das nanoparticulas e
o sobrenadante foi recolhido. Adicionou-se 0,5 mL de NaOH 1 mol.L"! ao sobrenadante para
garantir a interrup¢do da reacdo e seguiu-se com a etapa de adicdo do DNS e leitura

espectrofotométrica a 540 nm. Todos os ensaios foram realizados em triplicata.
3.6 Estudo de dessorcao

A estabilidade da ligacdo enzima-suporte foi avaliada por testes de dessorcdo sob
estresse mecanico. Para isso, 10 mg de SPION@AM foram ressuspensos em 2 mL de 4gua
deionizada e submetidos a banho ultrassonico por 5 min. Apds a separacdo magnética, o
sobrenadante foi analisado pelo método de Bradford para verificar a presenca de proteina

lixiviada. O procedimento foi repetido por 5 ciclos consecutivos.
4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Caracterizacio das nanoparticulas de 6xido de ferro

As SPIONs foram sintetizadas pelo método de coprecipitacao de ions Fe** e Fe** em
meio aquoso com adi¢do de uma base, um processo simples comparado a outras metodologias.
Esse método permitiu a realizagdo da sintese produzindo particulas de pequenos tamanhos e

homogéneas. De forma geral, o tamanho e a forma das nanoparticulas sao influenciados por
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fatores como concentracdo de ions, pH, tempo de sintese, concentragdo do agente redutor,
velocidade de agitacdo e temperatura. A metodologia usada no presente trabalho ja foi
amplamente testada no nosso grupo de pesquisa e permite a nucleacdo rapida seguida de
crescimento lento, o que € crucial para obter nanoparticulas homogéneas. De forma geral, a
caracterizacao das SPIONs foi conduzida por espectroscopia no infravermelho (IV), Difragao
de Raios-X e Microscopia Eletronica de Transmissao.

A espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) ¢ uma técnica
amplamente utilizada na caracterizacao de materiais, pois permite analisar as vibragdes das
ligacdes quimicas e identificar grupos funcionais, modos de coordenagdo, interacdes de
superficie e alteracdes estruturais. Nessa técnica, a radiacdo infravermelha interage diretamente
com a amostra € o equipamento gera um espectro de absorbancia ou transmitancia em fungao
do namero de onda, no qual as bandas observadas indicam as frequéncias absorvidas e

permitem inferir os grupos funcionais presentes no material (Gong; Chen; Wu, 2024).

Figura 11: Caracterizag@o por FTIR conduzida nas SPIONSs.
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As amostras de SPIONs analisadas por FTIR apresentaram bandas caracteristicas da
ligagdo Fe-O. A absorcdo abaixo de 700 cm™ se refere as deformacdes das ligagdes Fe-O nos
sitios octaédricos e tetraédricos do 6xido de ferro na forma de magnetita (Marquez et al., 2017).
A banda na regido de 3200 cm™ a 3600 cm™ e em 1639 cm™! deve-se as vibragdes de estiramento
O-H, associadas a presenca de 4gua e grupos hidroxilas provenientes da etapa de sintese
(Racuciu; Creanga; Airinei, 2006). Bandas de absor¢cdo similares foram obtidas para as
nanoparticulas do trabalho de (Cavalcanti, 2020), comprovando a natureza das nanoparticulas

na amostra.
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A Difracdo de Raios X (DRX) ¢ uma técnica fundamental para a caracterizagdo de
nanoparticulas. O método fornece um padrao de difragdo que atua como uma "impressao
digital" de cada arranjo atomico, permitindo a obten¢do de informacdes detalhadas sobre a
estrutura cristalina e os parametros de rede. A composicdo das fases presentes pode ser
determinada comparando-se a posi¢do ¢ a intensidade dos picos experimentais com os padroes
de referéncia disponiveis no International Centre for Diffraction Data (ICDD). O difratograma
resultante consiste em um grafico que apresenta a intensidade dos raios X difratados em fungao
do angulo de varredura 26 (Kumar, 2022).

A analise do difratograma (Figura 5) revelou picos de difracdo em 26 correspondentes
a 30,2°; 35,6°; 43,2°; 53,6°, 57,1° e 62,8°. Esses sinais sdo atribuidos, respectivamente, aos
planos (220), (311), (400), (422), (511) e (440), caracteristicos da estrutura de espinélio
invertido da magnetita Fe3O4. A estrita concordancia desse perfil com os dados reportados por
(Cavalcanti, 2020), que utilizou rota sintética analoga, confirma a identidade quimica das

nanoparticulas e atesta a reprodutibilidade do método de sintese.

Figura 12: Difratograma das SPIONs onde, em que, em azul ¢ apresentado o padrdo de DRX
para a magnetita e em preto o difratograma obtido para as SPIONSs sintetizadas.
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Por fim, a caracterizagdo morfologica foi realizada por Microscopia Eletronica de
Varredura (MEV). Esta técnica utiliza um feixe de elétrons focalizado para varrer a superficie
da amostra, gerando sinais (como elétrons secunddarios e retroespalhados) que sdo convertidos
em imagens com resolu¢do significativamente superior a da microscopia Optica. Para
nanomateriais, 0 MEV ¢ fundamental na determinacao da morfologia superficial, tamanho e
forma das particulas (Lin ef al., 2014).

Na analise das SPIONs em estado so6lido, a micrografia (Figura 8) evidenciou a

formacdo de aglomerados com dimensdes aproximadas de 200 nm, um fendmeno
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frequentemente atribuido ao processo de secagem da amostra, que favorece a aproximagao das
interfaces devido a alta energia superficial. Entretanto, a analise individualizada das particulas

permitiu estimar um tamanho médio primario de aproximadamente 20 nm.

Figura 13: Micrografia eletronica de varredura (MEV) das SPIONS.
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4.2 Teor de enzima imobilizada: Bradford e atividade residual do sobrenadante

O teor de proteina da solucdo de enzima utilizada na imobilizagdo foi inicialmente
avaliado pelo método de Bradford, empregando albumina de soro bovino (BSA) como padrio.
A curva de calibracao foi ajustada segundo:

Asos = 0,9745m + 0,0421 (R? = 0,9921) (5)
em que As9s¢ a absorbancia a 595 nm e m ¢ a massa de proteina presente na aliquota analisada
(ng). A inclinacao proxima de 1 e o coeficiente de determinagdo elevado indicam uma boa
linearidade na faixa de trabalho originalmente estabelecida para o método.

Para a solugdo inicial de Termamyl® usada na imobilizacdo, a absorbancia medida apo6s
dilui¢do adequada situou-se confortavelmente dentro da faixa linear da curva, permitindo uma
estimativa confidvel da massa de proteina e, consequentemente, de sua concentragdao
aproximada. Essa informacdo serve como referéncia para a quantidade total de proteina
enzimatica adicionada ao sistema de imobilizagao.

Por outro lado, as amostras de sobrenadante obtidas apds o contato da solucgdo
enzimatica com as nanoparticulas magnéticas (SPIONs) apresentaram absorbancias muito

proximas do valor do branco, caindo abaixo da faixa em que a Eq. (5) pode ser aplicada com
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seguranca. Nessa regido, pequenas variagdes instrumentais no valor de As9s produzem grande
incerteza na massa de proteina calculada (incluindo valores proximos de zero ou até negativos
quando se considera o intercepto), o que indica que o teor de proteina residual esta abaixo do
limite de quantificagdo (LOQ) do método nas condi¢des usadas.

Complementarmente, a atividade catalitica do sobrenadante foi avaliada pelo mesmo
ensaio DNS empregado para a enzima livre, com as devidas correg¢des no fator de conversao.
Os resultados mostraram que a atividade no sobrenadante ¢ praticamente desprezivel frente a
atividade da solucdo inicial de Termamyl®, indicando que a fragdo de enzima que permanece
em solucdo, ainda ativa, ¢ muito pequena (ordem de <1% da atividade inicial).

A combinag¢do de proteina residual abaixo do LOQ pelo Bradford; e atividade residual
praticamente nula pelo DNS, sustenta a conclusdo de que a imobilizacdo da a-amilase em
SPIONs foi praticamente quantitativa em termos de quantidade de enzima ligada ao suporte.
Assim, para os calculos subsequentes, adotou-se a aproximacao:

Menz, imobilizada = Menz, inicial (6)
ou, em termos de unidades de atividade, que as =5,2x10% U inicialmente presentes no volume
de Termamyl® utilizado na imobilizagdo foram efetivamente associadas aos 300 mg de
SPIONs empregados (ver secao 3.4).

Essa aproximagdo ¢ coerente com a sensibilidade dos métodos analiticos empregados e
¢ usual em estudos de imobilizagdo com alta eficiéncia de adsor¢do, desde que explicitada a
limitag¢do de detec¢do das técnicas espectrofotométricas envolvidas.

Do ponto de vista fisico-quimico, a imobilizagdo praticamente quantitativa observada ¢
compativel com o cenario de forte atracdo eletrostatica entre a a-amilase e a superficie das
SPIONs. Estudos prévios realizados no mesmo grupo de pesquisa mostraram que
nanoparticulas magnéticas sintetizadas por rota analoga apresentam ponto de carga zero
(pHpzc) em torno de 4,7, com potencial zeta positivo em meios mais acidos (= +35 mV em pH
3,0) e negativo em meios mais basicos (= =35 mV em pH 12,0) (Cavalcanti, 2020). Como a
imobilizacao foi conduzida em pH 6, as SPIONs tendem a apresentar carga superficial liquida
levemente negativa. Por outro lado, a-amilases microbianas termoestdveis de Bacillus
licheniformis (como a Termamyl®) possuem ponto isoelétrico na faixa neutra (pl = 6,9-7.4),
de modo que em pH 6 a enzima estara, em média, carregada positivamente (Ivanona; Dobreva;
Emanuilova, 1993). Essa combinacdo do suporte fracamente anidnico e enzima
predominantemente cationica, favorece a formag¢do de multiplos contatos eletrostaticos e,
possivelmente, ligagdes de hidrogénio adicionais com grupos hidroxila da superficie do 6xido

de ferro, explicando a adsor¢do quase quantitativa inferida pelos dados de Bradford e de
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atividade residual. Estudos futuros, envolvendo medidas sistemdticas de potencial zeta de
SPIONSs e da enzima em fun¢@o do pH, bem como isotermas de adsorc¢do, poderdo quantificar
de forma mais direta essa contribuicao eletrostatica e distinguir entre componentes de adsor¢ao

fisica e interacdes de natureza mais especifica.
4.3 Determinacao da atividade da a-amilase na forma livre

A atividade catalitica da a-amilase comercial (Termamyl®) foi determinada pelo
método do dinitrossalicilato (DNS), empregando glicose como padrao de agucares redutores. A
curva de calibracao foi construida na faixa de concentragdes em que a relagao entre absorbancia
e concentracdo se manteve linear, resultando na equacao:

Asyg = aCyic+b
em que As4o ¢ a absorbancia a 540 nm, Cglic€ a concentracao de glicose equivalente (gL—1), e a
e b sdo, respectivamente, o coeficiente angular e o intercepto obtidos por regressao linear (com
R2 = 0,99). Dentro dessa faixa, a equacdo permite converter diretamente a leitura de
absorbancia em concentragao de agucares redutores.

Rearranjando:

c glic = y (1)

Considerando o protocolo usado no ensaio de atividade descrito na subse¢do 3.5 da
metodologia, a concentragdao Cygiic obtida pela Eq. (1) € a concentragdo de glicose equivalente
nos 10 mL finais (tubo com DNS). A massa de glicose nesse tubo € mpns =

Cgic (gL71) X 10 mL = 10 Cgic mg. Como esses 10 mL se originam de 1,0 mL da mistura

reacao + NaOH (volume total 2,5 mL), a massa total de glicose produzida no tubo de reagdo ¢:

2,5

Myota] = MpNs X E =25 Cglic mg

Convertendo essa massa em umol (massa molar da glicose = 180 g mol~1 = 180 000
mg mol-1):
25 Cglic mg 25 x 103

Nglic(umol) = — X 103 = Cyjic X
eic(mol) 180 mg mmol ¢ 180

~ Cgic X 1389  (2)

Por definicao, 1 unidade de atividade enzimatica (1 U) corresponde a conversdo de 1
umol de substrato (ou agucares redutores equivalentes) por minuto, nas condi¢des do ensaio.

Com tempo de reagdo t = 15min:

nglic 138,9
Utubo = = Cyic X g ~ Catic X 9,259 (3)
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Esse Uwbo€ a atividade contida nos 1,0 mL de solucao de enzima utilizada no ensaio. Se
a solucao de Termamyl® foi previamente diluida por um fator FD em relagao a solugdo estoque,
a atividade volumétrica da solugdo estoque de Termamyl® ¢:

Uestoque (U mL~=1) = Cgiic(g L=1) X FD X 9,259 4)

Aplicando a Eq. (4) aos ensaios realizados com duas dilui¢des distintas da Termamyl®
(FD =20 000 e FD =30 000), obtiveram-se valores consistentes de atividade volumétrica, com
média aproximada de:

Uestoque = 1,6 X 105 U mL-1

Esse valor estd na ordem de grandeza reportada para a-amilases microbianas
termoestaveis empregadas industrialmente, que frequentemente apresentam atividades na faixa
de 104105 UmL~-1 quando expressas em unidades baseadas em umol de aglicares reduzidos
por minuto.

Essa atividade volumétrica da Termamyl® ¢ o ponto de partida para estimar quantas
unidades de enzima foram efetivamente colocadas no meio de imobilizagdo e, portanto, qual
seria a atividade “esperada” para uma determinada massa de suporte, caso a imobilizagdo ndo

provocasse perda de atividade especifica (U/mg).
4.4 Atividade da a-amilase imobilizada em SPIONs

A atividade catalitica da a-amilase imobilizada foi determinada substituindo a solucao
enzimatica livre por 10 mg de SPIONs@AM no ensaio de hidrolise do amido. O protocolo foi
levemente alterado e estd descrito na subsecao 3,5 de Materiais de Métodos.

Novamente, a Eq. (1) fornece a concentracao de glicose equivalente nos 10 mL finais
(Cglic, g L~1). A massa de glicose no tubo com DNS ¢ dada por mpns = 10 Cgliic mg. Neste caso,
os 10 mL se originam de 1,0 mL de uma mistura com volume total de 1,5 mL (sobrenadante +

NaOH). Portanto, a massa total de glicose produzida é:

1,5
Mol = MpNs X 1/ = 15 Cyjic mg
Convertendo para pmol:
C ic
n (umol) =~ Tx103=C x8333 7
glic 180 glic
Com tempo de reagao de 15 min:
nglic 83,33
U(l()rng) = T = Cglic X _15 = Cglic X 5,556 (8)
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A Eq. (8) fornece diretamente a atividade (U) correspondente aos 10 mg de
SPIONs@Am utilizados no ensaio, em fun¢do da concentragdo de glicose equivalente (g L—1)
calculada a partir da curva DNS. Aplicando essa equagdo as trés amostras independentes (A, B
e C) de SPIONs@Am obtidas sob as condigdes otimizadas de imobilizacdo, obtiveram-se

valores tipicos de Cglic entre aproximadamente 1,0 e 1,3 g L—1, resultando nas atividades:

Tabela 1: Atividades encontradas nos nanobiocatalisadores A, B e C

Amostra Calic(g L) U(10mg)(U)
A ~ 1,02 ~ 5,64
B ~ 1,18 ~ 6,55
C ~ 1,26 ~ 7,00

A atividade média para 10 mg de SPIONs@Am foi, portanto, U (10 mg) ® 6,4 U com
variacdo relativamente modesta entre réplicas, o que evidencia boa reprodutibilidade do
protocolo de ensaio. E também possivel expressar a atividade em termos de U por mg de

suporte, por simples normalizacdo:

_Ugomg
U(por mg de SPION) - 10

Esses valores representam a atividade aparente do biocatalisador, ja incorporando todos

~ 0,56-0,70 U mg-1

os efeitos de difusdo, acessibilidade de sitios ativos e possiveis alteracdes conformacionais

decorrentes da interagdo enzima—nanoparticula.
4.5 Percentual de atividade enzimatica recuperada

Para avaliar em que medida a imobilizagao preservou a atividade catalitica intrinseca da
a-amilase, ¢ necessario comparar a atividade observada para os 10 mg de SPIONs@Am com a
atividade que seria esperada para a mesma quantidade de enzima, caso estd se mantivesse na
forma livre.

A partir da atividade volumétrica da solucao estoque de Termamyl® (Eq. 4), obteve-se
Uestoque ® 1,6 X 105 U mL-1. Na preparacdo do meio de imobiliza¢do, foram adicionados
0,320 mL da solugdo estoque de Termamyl®; volume total de solugdo enzimatica = 20 mL e
massa de SPIONs = 300 mg. O numero total de unidades de atividade adicionadas ao sistema

de imobilizagao ¢é, portanto

Utotal, imobilizaé d0 — Uestoque X VTermamyl® ~ (1'6 X 105U mL_l) X 0,320 mL = 5,2 X 104 U
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Como discutido na se¢do 3.2, a combinacdo de Bradford e DNS para o sobrenadante
indica que a fracdo de enzima que permanece em solucdo ¢ desprezivel. Assim, é razoavel
assumir que essas ~5,2x10% U de atividade foram distribuidas pelos 300 mg de SPIONs
presentes na suspensdo de imobilizacao.

Se essa quantidade de enzima mantivesse a mesma atividade especifica da forma livre,
a fracdo correspondente a 10 mg de SPIONs (massa de suporte usada no ensaio) deveria
apresentar:

10 5,2 X 104
Uteorico(10 mg) = Ulotal, imobiliza¢ o X 300 ~ 30 ~1,7x 103U

Comparando esse valor “tedrico” com a atividade média experimental dos 10 mg de
SPIONs@Am ( U (10 mg, imobilizada) & 6,4 U), como mostrado na tabela 2, obtém-se o percentual
estimado de atividade recuperada ap6s a imobilizacdo, para a mesma quantidade de moléculas
de enzima:

Uqo mg, imobilizada) 6,4

% atividade recuperada = X ~——————— X ~ 049
0 p U rito me) 100 17 % 10° 100 = 0,4%

Tabela 2: Comparagao entre a atividade teorica e a atividade recuperada experimentalmente
do nanobiocatalisador.

Atividade recuperada Atividade tedrica
encontrada U (10 mg) recuperada Uy rigo (10 mg)
6.4 1,7x10°

Esse resultado indica que, embora a imobiliza¢do tenha sido praticamente quantitativa
em termos de quantidade de enzima ligada ao suporte, houve uma perda muito pronunciada de
atividade especifica (por molécula), com recuperagao da ordem de apenas ~0,4% da atividade

catalitica esperada.

Tabela 3: Desempenho catalitico e do teor de enzima imobilizada do nanobiocatalisador de
acordo com as amostras A, B e C.

Avoorion. Teor de enzima Atividade do Percentual de atividade
imobilizada (%) nanobiocatalisador (U/10mg) recuperada (%)
A 95,09 5,64 0,33
B 98,88 6,55 0,38
C 99,99 7,00 0,41

Assim, observa-se, a partir dos dados apresentados na Tabela 3, que o teor de enzima
imobilizada foi elevado em todas as amostras (A, B ¢ C). No entanto, a atividade do

nanobiocatalisador, bem como o percentual de atividade, apresentaram valores inferiores ao
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esperado quando comparados ao valor teérico de atividade do biocatalisador, estimado em 1,7
x 10 U para 10 mg de enzima imobilizada.

A combinagdo entre imobilizagdo praticamente quantitativa e recuperagdo de atividade
muito baixa sugere que a maior parte das moléculas de Termamyl® adsorvidas se encontram
em conformagdes ou orientagdes desfavoraveis para a catalise. Em pH 6, a enzima esta
globalmente carregada positivamente, enquanto as SPIONs apresentam carga liquida negativa;
isso tende a promover uma adsor¢do forte, com multiplos pontos de ancoragem e possivel
“achatamento” da proteina sobre a superficie (Cavalcanti, 2022). As a-Amilases de Bacillus
licheniformis sdo proteinas de dominio (B/a)8 (tipo barril TIM), contendo pontes dissulfeto que
contribuem para a estabilidade térmica e estrutural, o que lhes confere uma certa rigidez global,
embora regides de algas ¢ o dominio B mantenham flexibilidade local (Ahmad; Rahamtullah;
Mishra, 2022; Kholikov et al., 2025; Mehta; Satyanarayana, 2016). Em contraste, lipases como
a TLL, frequentemente utilizadas como modelo no mesmo grupo de pesquisa, apresentam um
“lid” hidrofobico altamente movel que facilita a interfacializagdo sem necessariamente
comprometer o sitio ativo (Cavalcanti et al., 2022).

Assim, no caso da Termamyl®, a combinacdo de uma superficie de 6xido de ferro
relativamente hidroxilada, carregada negativamente, com uma enzima mais rigida pode
favorecer orientagdes em que o sitio ativo fica parcialmente bloqueado ou sofre distor¢des
locais, resultando em “coronas proteicas” com enzimas adsorvidas, porém com atividade muito
diminuida, fendmeno que tem sido amplamente descrito para proteinas em contato com
diferentes nanoparticulas (Park, 2020).

Estudos sobre corona proteica indicam que a adsor¢ao em superficies de nanoparticulas
pode induzir rearranjos conformacionais, exposicao de regides hidrofobicas e até¢ desnaturacao
parcial, o que, em enzimas, se traduz diretamente na perda de atividade catalitica mesmo na

presenca de grande quantidade de proteina ligada (Park, 2020).
4.6 Estudo de dessorcao

O estudo de dessor¢ao foi realizado através de um protocolo ja desenvolvido dentro do
grupo de pesquisa. Uma massa de 10 mg de SPIONs@Am foi submetida a um stress mecanico
durante 5 minutos, apds esse tempo o sobrenadante foi retirado e analisado pelo método de
Bradford para determinagdo de proteina a fim de quantificar quanta enzima havia se dessorvido
do suporte. Esse processo foi repetido 5 vezes. Os valores obtidos de absorbancia também
ficaram muito proximos do valor do branco, caindo abaixo da faixa em que a Eq. (5) pode ser

aplicada com seguranca. Como ja explicado na secc¢do 4.2, devido a esse fator pode-se concluir
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que a dessorcdo da enzima do suporte foi nula em torno de todos os 25 minutos devido a nao

identificacdo de proteinas nas amostras analisadas.

4.7 Comparacao com outros sistemas de imobilizacdo de a-amilase

A literatura reporta diversos sistemas de imobilizacdo de o-amilase, incluindo

especificamente a Termamyl® em diferentes suportes. Alguns exemplos representativos sao

apresentados na Tabela 1.

Tabela 2: Exemplos de imobilizagao de a-amilase (incluindo Termamyl®) e recuperacio de

atividade.
Sistema Suporte / Enzima Atividade Observacgoes
c L recuperada / A Ref
enzimatico estratégia (fonte) observada® principais
Celulose de Boa estabilidade
Termamyl® . — a0 térmica e (Varavinit;
60 L em bagaco a.t}ve.lda Termamyl® (B. - f‘ 4 A) em reversibilidade; Chaokasem;
com periddico . . . relagdo a enzima 121
bagasse (ligacio licheniformis) livre uso em hidrolise Shobsngob,
dialdeido covﬁlen ) ' continua de [S.d.])
amido.
Termamyl® . ~30,4% Boa
Resina de troca ~ o .
2X em ‘nica Termamvl® 2X (adsorgdo) e reusabilidade e (Silvaetal.,
Duolite® A- (adsorcio) Y 31,4% (ligagio estabilidade de 2023)
568 ¢ cruzada) armazenamento.
Liberacao
Atividade em controlada; boa
Termamyl® Aprisionamento liquido ruminal: establhdad.e; uso
. Termamyl® em meio (Cruzetal.,
em blendas em matriz comercial 0,021 UE/mg al/edstrico: 2015)
pectina—PVA polimérica (24h); 0,099 fuminaygastrico,
UE/mg (48h) melhoria da
digestdo do
amido
Atividade Imobilizac¢do
. , . especifica aumentou a
a-amilase em Nanoparticulas a-amilase . . N ..
, . . ) imobilizada = atividade e
nanoparticulas de ferrita de microbiana 247 U ma—1 vs ermitiu (Hallol et al.,
magnéticas bario recobertas (Bacillus g _ permit 2022)
CLBFNPs com quitosana aramycoides) 222 Umg™t reutilizagao por
d P 4 livre (=<111% da pelo menos 5
atividade) ciclos.
. Atividade
. Microesferas de .
a-amilase HEMA (come  a-amilase Type recuperada ~40— Elevada (Arica;
termoestavel psem acente de T-A de yp 50% e elevada estabilidade Hasirci;
em dialdeido- agente . estabilidade em térmica e Alaeddinoglu,
reticulacdo Bacillus sp. S . .
celulose EGDMA) multiplos ciclos operacional. 1995)
de reuso
.. Imobilizacao
re?;g]éfjc(li;z praticamente
imobilizagdo por 0,4% em relacao qua:z::;g;v;eem
Presente adsor¢ao em Termamyl® a atividade Lantidade )
trabalho nanoparticulas (comercial) esperada para quat .
v adsorvida, porém
magnéticas mesma
uantidade de com forte perda
d enzima de atividade

especifica.
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*QObservagdo: “atividade recuperada” ¢ definida de forma ligeiramente distinta em cada trabalho (por exemplo,
baseada em U totais, U g—1 de suporte ou U mg-1 de proteina), mas em todos os casos representa a comparagao

entre o sistema imobilizado e a enzima livre sob condi¢des equivalentes de dosagem.

De modo geral, a literatura que fala sobre a imobilizacao de a-amilase relata recuperagao
de atividade entre 30 e 80%, podendo chegar a valores superiores em ambientes onde o suporte
favorece a conformacao ativa da enzima, como nanoparticulas magnéticas funcionalizadas ou
matrizes poliméricas especificas. Assim, o valor de =0,4% obtido neste trabalho indica que,
embora o suporte magnético apresente excelente desempenho na separagao e manipulagao do
biocatalisador, as condigdes especificas de adsor¢do nao foram suficientes para preservar a
atividade catalitica da Termamyl®.

A baixa recuperacao de atividade pode ser atribuida, primeiramente, a interacdes
desfavordveis entre a enzima e a superficie polar das SPIONSs, rica em grupos hidroxila. Essas
ligacdes podem promover multiplos pontos de contato, restricdes conformacionais e até
distor¢do da vizinhanga do sitio ativo, fendmenos amplamente documentados em imobilizag¢des
por adsor¢do em 6xidos metalicos (Andrade et al., 2022; Marquez et al., 2017). Outro fator a
se discutir ¢ a orientagdo aleatoria da enzima sobre o suporte, que pode resultar no bloqueio
parcial ou total do sitio ativo quando a molécula se adsorve voltada para a superficie, reduzindo
significativamente a atividade apesar de a enzima permanecer estruturalmente intacta (Boliviar,
2022; Viswanat et al., 1998).

Por fim, ¢ possivel que tenha ocorrido desativagdo parcial durante o processo de
imobilizacdo, especialmente porque pequenas variagdes de pH, temperatura ou forga idnica
podem comprometer a estabilidade conformacional da Termamyl® (Gama et al., 2024; Guzik;
Hupert-Kocurek; Wojcieszynska, 2014). Assim, o desempenho reduzido observado indica que,
embora a imobilizacdo tenha sido quantitativa, melhorias no tratamento superficial das
nanoparticulas, nas condi¢des de adsor¢ao ou na escolha do método de imobilizagdo sdo

essenciais para elevar a atividade recuperada.
5 CONCLUSAO

O presente trabalho atingiu o objetivo geral de desenvolver um nanobiocatalisador
baseado na imobilizacdo da a-amilase Termamyl® em SPIONs, permitindo uma analise critica
sobre a viabilidade da adsor¢do fisica para este sistema. Em relagdo aos objetivos especificos
de sintese e caracterizagdo, obteve-se com éxito a producdo de nanoparticulas magnéticas

funcionais. As técnicas empregadas (DRX, MET e IV) confirmaram a obtengao de um suporte
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com tamanho nanométrico e estrutura de magnetita. O comportamento superparamagnético
dessas SPIONs ja havia sido demonstrado anteriormente por magnetometria de amostra
vibrante (VSM) para nanoparticulas sintetizadas pela mesma (Cavalcanti, 2022), permitindo
assumir propriedades magnéticas equivalentes no presente estudo.

No que tange a metodologia de analise e ao processo de imobilizagdo, o método do
reagente DNS foi validado com sucesso para a enzima livre, gerando uma correlagao
matematica clara (Eq. 4) entre a concentracdo de agucares redutores e a atividade enzimatica
(U.mL™1). As analises do sobrenadante pelo método de Bradford demonstraram que a
imobilizacao por adsorg¢do fisica foi altamente eficiente em termos de afinidade, apresentando
uma taxa de adsor¢ao praticamente quantitativa (>99%) da enzima na superficie das SPIONSs.

Contudo, ao determinar a atividade da enzima imobilizada em comparagdo a livre,
observou-se uma discrepancia significativa. O biocatalisador so6lido (SPIONs@AM)
apresentou valores médios de 6,4 U por 10 mg de suporte, correspondendo cerca de 0,4% da
atividade teorica esperada. Esse desempenho, inferior ao relatado em sistemas similares,
evidencia que a alta taxa de adsor¢do nao garante, por si s9, a eficiéncia catalitica.

O estudo de dessorcao sob estresse mecanico forneceu indicios sobre as possiveis causas
desse fenomeno. A baixa atividade recuperada sugere a ocorréncia de alteragdes
conformacionais severas na enzima ou o bloqueio do sitio ativo devido a interagdo direta com
a superficie inorganica (impedimento estérico). Tais constata¢des reforcam a distingao crucial
entre eficiéncia de imobilizacgdo e atividade recuperada.

Portanto, conclui-se que, embora o suporte magnético e o protocolo de adsor¢do sejam
promissores em capacidade de carga, torna-se evidente a necessidade de otimizar as condig¢des
de imobilizagdo. Para trabalhos futuros, indica-se a modificagdo da superficie das SPIONs por
meio de recobrimentos poliméricos biocompativeis. Tais estratégias sdo imperativas para
minimizar os efeitos deletérios sobre a estrutura proteica, visando favorecer o desempenho

catalitico e a estabilidade operacional do sistema em futuros estudos de retso.
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