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“Experiment,
Make it your motto day and night
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And it will lead you to the light
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[...]
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Experiment

And you'll see”
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RESUMO

ESTUDO DA INFLUENCIA DE NANOPARTICULAS DE OURO NA
ATIVIDADE DE LIPASE DE Pseudomonas fluorescens IMOBILIZADA EM
NANOPARTICULAS SUPERPARAMAGNETICAS. O crescente interesse na
aplicacdo de biocatalisadores em diversos setores industriais fez com que a
imobilizacdo enzimética ganhasse destaque entre as possiveis estratégias de
viabilizar a utilizacdo destes catalisadores. Esta estratégia tem como principal
vantagem a estabilizacdo do biocatalisador frente a alteraces de temperatura,
pressdo e pHs, entretanto, ha desvantagens como a perda de atividade frente ao
biocatalisador livre e o empiricismo da técnica. Para contornar estes problemas,
diferentes suportes, protocolos de imobilizacédo e sistemas biocataliticos tem sido
estudados. Um dos focos deste trabalho foi o de remover o empiricismo da técnica
de imobilizacdo utilizando planejamento fatorial. Para isto, escolheu-se as
nanoparticulas magnéticas como suporte devido a facilidade de separacdo do meio
reacional com o uso de um campo magnético externo. Deste modo, para avaliar a
influéncia da modificacdo superficial de particulas magneticas no processo de
imobilizacdo enzimatica, foram sintetizadas nanoparticulas de magnetita pelo
método solvotermal utilizando estabilizantes com diferentes cargas liquidas:
cationico, zwiterionico e anionico. Pelos resultados de DRX observa-se que 0s
suportes magnéticos sintetizados na presenca de surfactante aniénico
apresentaram menor tamanho (=10 nm), entretanto, as particulas sintetizadas na
presenca do surfactante catidnico apresentaram maiores densidades de grupos
aminas do que as outras duas particulas. Escolheu-se a lipase de Pseudomonas
fluorecens como enzima modelo para desenvolver o planejamento fatorial na
otimizacdo das variaveis no protocolo de imobilizacdo. Otimizou-se 0s
parametros concentracdo de lipase, massa de nanoparticula utilizada,
concentragdo de agente reticulante (cross-linker), pH e tempo de imobilizagé&o.
Observou-se que apenas o pH apresentou maior efeito na imobilizacdo, em que

quanto menor o pH maior era a eficiéncia de imobilizacdo, atingindo-se um
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maximo em pH 5, proximo ao ponto isoelétrico da enzima (pl = 4,7). Observou-
se que quanto maior a eficiéncia de imobilizacdo, maiores eram os valores de
conversdo do Oleo de soja a esteres de acido graxo pela hidrolise seguido de
esterificacdo. Dentre as nanoparticulas otimizadas observou-se por TEM que no
processo de recobrimento houve aglomeracdo das mesmas e consequente
diminuig&o da area superficial, entretanto foi observado melhor converséo para a
nanoparticula aglomerada que para as nanoparticulas mais dispersas. Também
foram testados a reutilizacdo do suporte ap0s a desnaturagdo das enzimas
imobilizadas e observou-se que € possivel a reutilizacdo do suporte em até 3 ciclos
consecutivos de imobilizacdo mantendo-se a atividade da enzima. Quando
estudado a influéncia das nanoparticulas de ouro (AuNPSs), observou-se que a
ordem de adicéo das particulas de ouro sobre as enzimas interfere no resultado,
em que a adicdo das AuNPs ap0s a imobilizacdo da lipase nas nanoparticulas
magnéticas acarretava em uma piora da resposta catalitica. Por outro lado, ao
adicionar as AuNPs a lipase antes da imobilizacdo acarretou em uma melhora de
até 50% na atividade hidrolitica da enzima imobilizada na presenca de luz quando
comparada com a atividade da enzima imobilizada sem a presenga de AuNR.
Quando comparado com a atividade da enzima imobilizada na auséncia de luz
obteve-se uma melhora na atividade de cerca e 4 vezes na atividade da enzima

apos a incidéncia de luz no sistema.
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ABSTRACT

STUDY OF THE INFLUENCE OF GOLD NANOPARTICLES IN THE
ACTIVITY OF IMMOBILIZED LIPASE FROM Pseudomonas fluorescens IN
SUPERPARAMAGNETIC NANOPARTICLES. The growing interest in the
application of biocatalysts in several industrial sectors made the enzymatic
immobilization stand out among the possible strategies to enable the use of these
catalysts. This strategy has the main advantage of stabilizing the biocatalyst even
in changes in temperature, pressure and pH, however, there are disadvantages
such as the loss of activity in relation to the free biocatalyst and the empiricism of
the technique. To overcome these problems, different supports, immobilization
protocols and biocatalytic systems have been studied. One of the focuses of this
work was to remove the empiricism of the immobilization technique using
factorial planning. For this, magnetic nanoparticles were chosen as a support due
to the ease of separation from the reaction medium with the use of an external
magnetic field. Thus, to evaluate the influence of the surface modification of
magnetic particles in the enzymatic immobilization process, magnetite
nanoparticles were synthesized by the solvothermal method using stabilizers with
different liquid charges: cationic, zwitterionic and anionic. From the XRD results,
it is observed that the magnetic supports synthesized in the presence of anionic
surfactant were smaller (=10 nm), however, the particles synthesized in the
presence of the cationic surfactant showed higher densities of amine groups than
the other two particles. Pseudomonas fluorecens lipase was chosen as a model
enzyme to develop factor planning in the optimization of variables in the
immobilization protocol. The optimized parameters were lipase concentration,
nanoparticle mass, cross-linker concentration, pH and immobilization time. It was
observed that only pH had the greatest effect on immobilization, in which the
lower the pH the greater the efficiency of immobilization, reaching a maximum
at pH 5, close to the isoelectric point of the enzyme (pl = 4.7). It was observed

that the greater the immobilization efficiency, the higher the conversion values of



XX

soybean oil into fatty acid esters by hydrolysis followed by esterification. Among
the optimized nanoparticles, it was observed by TEM that in the coating process
there was an agglomeration of the same and a consequent decrease in the surface
area, however, a better conversion was observed for the agglomerated
nanoparticle than for the more dispersed nanoparticles. The reuse of the support
after the denaturation of the immobilized enzymes was also tested and it was
observed that it is possible to reuse the support in up to 3 consecutive
immobilization cycles while maintaining the enzyme activity. When studying the
influence of gold nanoparticles (AuNPs), it was observed that the order of addition
of the gold particles on the enzymes interferes in the result, in which the addition
of AuNPs after the immobilization of lipase in the magnetic nanoparticles caused
a worsening of catalytic response. On the other hand, adding AuNPs to lipase
before immobilization resulted in an improvement of up to 50% in the hydrolytic
activity of the enzyme immobilized in the presence of light when compared to the
activity of enzyme without AuNP. When compared to the activity of the
immobilized enzyme in the absence of light, there was an improvement in the
activity of about 4 times in the activity of the enzyme after the incidence of light

in the system.
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1. INTRODUCAO

Desde de os primordios, as enzimas desempenharam um papel
fundamental no desenvolvimento humano?!. No inicio, a aplicacdo das mesmas
estava associada com 0 uso inconsciente de microrganismos na producdo de
alimentos! 3. O primeiro indicio de utilizacdo de enzimas para o processamento
de alimento remota a 7000 AC, na China, para producéo de bebida alcodlica®. Nos
ultimos anos, as enzimas ganharam reconhecimento global por seus usos
difundidos em varios setores das industrias, por exemplo, alimentos, agricultura,
produtos quimicos, medicamentos e energia*.

A utilizacdo das enzimas tem melhorado o processamento quimico
industrial em diversos aspectos®, principalmente no ambito ambiental, em que
esses Dbiocatalisadores tornam 0s processos mais brandos, sustentaveis,
ambientalmente amigaveis e apresentam elevada conversdo®. Quando comparado
aos catalisadores baseados em metais, que dependem do uso intensivo de energia
para seu processamento, os biocatalisadores enzimaticos sdo biodegradaveis,
podem ser facilmente restituidos® e possuem elevada seletividade, ademais as
enzimas podem ser imobilizadas e reutilizadas*°.Além da vantagem ambiental, a
aplicacdo destes biocatalisadores no setor industrial esta relacionado com a
reducdo da demanda de energia e de materia-prima, emissdes de poluentes e
residuos, ocasionando em uma diminuicédo dos custos do processo’.

As classes de enzimas que atualmente lideram o mercado global de
enzimas industriais séo as carboidrases, proteases e lipases, que correspondem a
50%, 25% e 10%, respectivamente®. Este mercado foi estimado em 2016 um valor
compreendido entre US $5,0 a US $ 5,5 bilhdes*® prevendo um aumento 26% em
2021 com tendéncias de crescimento na utilizacdo de enzimas em industrias que
possuem maior geracdo de residuos, como as industrias téxteis, de papel, couro e
biodiesel*. Tais projecdes de mercado abrem um viés de desenvolvimento e
aplicacdo de biocatalisadores imobilizados*®. Nestes, é imprescindivel otimizar

as relacdes estrutura-funcdo dos conjugados enzimaticos, minimizando o0s custos



de producdo dos componentes individuais (suporte e biocatalizador), bem como
0s custos de implementagéo do processo biocatalitico®.

Mesmo ja sendo uma realidade a aplicacdo de enzimas como
biocatalisadores em processos industriais, muitas vezes o objetivo de aplicagédo
das mesmas ndo é alcancado, como manter elevados rendimentos associados com
maior sustentabilidade do processo. Deste modo, empregando os conhecimentos
cientificos, além de evitar esse tipo de falhas e tornar o processo mais robusto?, é
possivel também fazer descobertas e desenvolver biocatalisadores com as
propriedades desejadas, ampliando ainda mais o campo de aplicacdo desses

catalisadores.

1.1. Enzimas

Enzimas sdo catalisadores biologicos, também conhecidos como
biocatalisadores, que atuam aumentando a velocidade de reagcdes em organismos
vivost®, A eficiéncia biocatalitica das enzimas sdo conhecidas desde o inicio do
século XIX com a descoberta da capacidade da enzima diastase de converter
amido em acUcar'l. Até entdo, apenas as desvantagens da utilizacdo dos
biocatalisadores permeavam o meio cientifico!?, dentre estas desvantagens
estavam a especificidade restrita de substrato e a baixa estabilidade do catalisador
enzimatico. Apenas no século XX, com a descoberta de novas enzimas e 0
advento do DNA recombinante, que o grande potencial desses biocatalisadores
atrairam a atencéo dos pesquisadores'*?,

Assim como os demais catalisadores, as enzimas atuam aumentando
a taxa de reacdes quimicas sem serem consumidas e sem alterar o equilibrio
quimico entre reagentes e produtos®?, portanto, em principio, podem acelerar a
reacdo direta e inversa igualmente®!* A atividade catalitica das enzimas
(E)implica na ligag&o do substrato (S) ao sitio catalitico do biocatalisador para

formar um complexo enzima-substrato (ES)'%%. O substrato ligado ao sitio



catalitico é, em seguida, convertido no produto da reacéo (P) e liberado da enzima.
A catalise enzimatica segue o modelo cinético descrito por Michaelis e Menten®®,
em 1913, que apresenta uma cinética de saturacdo em relacéo ao substrato (ordem
zero em alta concentracdo e primeira ordem em baixa concentracdo) e é de
primeira ordem em relacdo a enzima®?>. A catdlise enzimatica pode ser
representada da seguinte forma?:

S+E=ES=E+ P (1)

As enzimas sdo classificadas de acordo com a reacdo que elas
catalisam!!!® e cada enzima tem seu nome sistematico, um nome recomendado e
um identificador Unico do tipo EC 1.2.3.4111617 No codigo identificador, EC é
referente a Comissdo de Enzimas (do inglés Enzyme Commission) do Comité de
Nomenclatura da Unido Internacional de Bioguimica e Biologia Molecular (NC-
IUBMB)*®, o primeiro nimero corresponde a 6 classes diferentes e descreve o
tipo de ragdo quimica catalisadal''” (ex. oxidase catalisa reagéo de oxirredugdo —
EC 1), o segundo e o terceiro numero identifica o substrato envolvido e o quarto
é um nimero de catalogo®®. Na tabela abaixo estdo listadas as principais classes

de enzimas de acordo com a Comissao de Enzimas (EC).

TABELA 1. 1: Principais classes de enzimas no sistema EC.
Primeiro

o Classe de enzimas Tipo de Reagéo
digito EC
I. Oxirredutases Oxidacao/reducéo

ii. Transferases Transferéncia de atomo/grupo funcional
iii. Hidrolases Hidrdlise

v. Liases Remocao de grupo funcional

V. Isomerases Isomerizacgao

Vi, Ligases Unido de duas moléculas

Fonte: Robinson, P. K (2015) °.



1.1.1. Enzimas Lipase

Lipases (triacilglicerol hidrolases, EC 3.1.1.3) sdo enzimas que
pertencem a classe das enzimas hidroliticas e catalisam a hidrdlise de 6leos
(triacilglicerdis) a &lcoois e é&cidos graxos'®®Estas enzimas catalisam
preferencialmente a hidrolise de ésteres de acido graxo de cadeia longa, apesar de
também atuarem, em menor velocidade, na hidrélise de substratos sollveis®®.
Devido a sua versatilidade, as lipases podem ser usadas para catalisar a reagao
inversa como esterificagdo?2?, transesterificacdo??12® e interesterificacdo??.
Por consequéncia da sua natureza reversivel, a concentracdo de agua € um fator
crucial para o controle do equilibrio entre a reacéo direta e inversa®®.

As lipases possuem o sitio ativo constituido de trés residuos de
aminoacidos: serina, histidina e aspartato (FIGURA 1.1-a), e sua acdo ocorre de
acordo com o mecanismo cléassico da triade catalitica Ser-His-Asp®(FIGURA
1.1-b).Neste mecanismo, inicialmente o residuo de aspartato forma uma ligacao
de hidrogénio com o residuo de histidina, permitindo que o nitrogénio do anel
imidazélico atue como uma base (devido ao aumento no pKa) e desprotone o
residuo de serina. A serina desprotonada atua, entdo, como um nucledéfilo e ataca
a carbonila do grupo éster do substrato formando um intermediario tetraédrico
que faz ligacdes de hidrogénio com atomos proximos, formando um oxianion que
estabiliza o estado de transicdo??. Por fim o alcool é liberado deixando um
complexo acil-lipase, que é hidrolisado, liberando acido graxo e regenerando o
sitio catalitico da enzima. Recentemente, enzimas lipases artificiais com
modificacdo na triade catalica tem sido desenvolvidas e apresentam atividade e

mecanismo diferentes das hidrolases naturais®.
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FIGURA 1. 1:Representacdo esquematica da triade catalitica de lipases (a) e 0

mecanismo de acéo de lipases na hidrélise de ésteres (b). Fonte: Adaptado de
Cemetal. (2019)%.

As lipases podem se apresentar, basicamente, em duas
conformacdes: em sua forma aberta e/ou em sua forma fechada®’. Em sua forma
fechada uma a-hélice cobre o sitio ativo e impede o acesso do substrato. Essa a-
hélice, conhecido também como tampa ou lid, é anfifilico?®2°, com a parte interna
hidrofébica e a parte externa hidrofilica, e quando em contato com a interface
6leo-agua a tampa se desloca expondo o sitio ativo?®, na regido hidrofébica da
enzima, permitindo o acesso do substrato, como mostrado na FIGURA1.2. Neste
caso a enzima se encontra em sua forma aberta, esse fendmeno também é

conhecido como ativacéo interfacial®.
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FIGURA 1. 2: Mecanismo de ativacao interfacial de lipases. Fonte: Adaptado de
Palomo et al. (2005).

Dentre a grande variedade de fontes naturais de enzimas lipases
(plantas, animais, bactérias e fungos)®!, as fontes microbianas se destacam pela
versatilidade e facilidade de producdo em larga escala®.As lipases bacterianas,
em especial, as de origem de bactérias do género Pseudomonas tem atraido
atencdo para aplicagdes biotecnolégicas®*3*, devido ao baixo custo e a grande
disponibilidade comercial associado as mesmas®*. Entre suas aplicagGes
biotecnoldgicas, as lipases podem ser aplicadas em diferentes setores industriais®?,
como nas industrias de alimentos®?, formulagdo de detergentes?:®, cosmética?,
farmacéutica®, couro®?, téxtil e papel®’, producéo de biodiesel®® e biopolimero3®

ou pré-tratamento de agua residuais com elevado teor de lipidios®.

1.2. Imobilizacdo Enzimatica

Apesar das enzimas apresentarem propriedades interessantes, como
elevada atividade catalitica e seletividade®, sua aplicagdo em reatores industriais
ainda € um desafio, uma vez que algumas de suas caracteristicas ndo sao
compativeis com condic¢des industriais'4, tais como: solubilidade em agua, facil
desnaturacdo em condigdes diferentes das fisioldgicas e possivel inibicdo por
substratos e produtos da reacdo. Uma alternativa para contornar essas

desvantagens é a imobilizacdo enzimatica, em que o biocatalisador € transformado



do estado sollvel para um estado insoltvel, prendendo-o a um material insolavel
que atue como suporte ou encapsulando os catalisadores dentro de uma matriz
polimérica de origem sintética ou natural*'42,

A primeira enzima imobilizada foi descrita na literatura em 1940, em
uma patente de Langlois e Dale, na qual relatava a imobilizacdo da amilase para
a producdo de xarope de milho*3#4. Apenas anos depois, em 1978, que foi dado
uma definicdo ao termo “imobilizagido enzimatica” por Chibata*!, segundo o autor
imobilizagdo enzimatica sdo “enzimas fisicamente confinadas ou localizadas em
uma determinada regido definida do espaco com retencdo de suas atividades
cataliticas que podem ser usadas repetidamente e continuamente” (traducao
livre)®. Desde entdo, a imobilizacdo enzimatica tem atraido a atencdo da
comunidade cientifica por possibilitar a utilizacdo em sistemas industriais e a
reutilizagdo dos biocatalisadores*®, tornando o processo vidvel economicamente?’.

Em geral, além da reusabilidade, enzimas imobilizadas possuem
diversas vantagens frente a enzima livre!”#, tais como: maior estabilidade térmica
e quimica, ndo contaminacdo do produto pelo biocatalisador e facilidade de
controle do processo biocatalitico. Além disso, as enzimas imobilizadas
geralmente apresentam especificidade aprimorada, maior seletividade e maior
tempo de armazenamento*’. Como apresentado na FIGURA 1.3, existem diversas
estratégias para a imobilizacdo enzimatica que podem ser divididos basicamente

em: (i) ligacédo ao suporte, (ii) aprisionamento e iii) cross-linking (reticulacao).
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FIGURA 1. 3: Métodos de imobilizacdo enzimatica. Fonte: Adaptado de
Vaghari et al. (2016)*,

Nos métodos de imobilizacdo de ligacdo ao suporte, as enzimas
podem ser imobilizadas por meio de interacfes que variam de adsorcédo fisica
reversivel (como interacGes hidrofébicas e van der Waals) a ligacGes covalentes
estaveis*®® 0. A forca da ligacdo geralmente estd inversamente relacionada a
facilidade com que pode ser revertida*®4°, neste caso, o conceito de reversibilidade
estd associado a possibilidade de retirar o biocatalisador do suporte sem que este
perca suas propriedades cataliticas®.

Apesar da reversibilidade e da simplicidade experimental, a adsor¢éo
fisica é geralmente fraca para manter a enzima imobilizada no suporte tornando
desfavoravel seu uso em condicOes industriais**#851, Em contrapartida, a ligacéo
ibnica e a ligacdo covalente sdo ligacGes mais fortes e geralmente impedem a
lixiviacdo da enzima do suporte*®4852 As ligacGes covalentes sdo geralmente
formadas através de reacdes entre os grupos funcionais de cadeias laterais de
enzimas ndo modificadas, como lisina, cisteina ou residuos de &cido aspartico e
glutamico®48e com diferentes grupos funcionais reativos como imidazol, indolil,

hidroxil fendlico, etc*.



O aprisionamento de enzimas geralmente ocorre quando se utiliza
suportes organicos®, como polimeros, fibras e géis, e é feito pela combinacéo de
ligacGes covalentes e ndo covalentes que impedem a lixiviagdo do
biocatalisador?®%®, Este método permite que o substrato e os produtos passem
através da membrana em que a enzima se encontra aprisionada para que ocorra a
catalise>*. Deste modo, a principal limitacdo do método é a transferéncia de massa
através das membranas ou géis*®. O aprisionamento geralmente requer a sintese
da matriz polimérica na presenca da enzima“®.

O processo de reticulacdo de enzimas envolve a ligacdo dos
biocatalisadores entre si por reagentes ou ligantes bi ou multifuncionais®. Dessa
forma, sdo formados agregados tipicamente insollveis de peso molecular muito
alto*®>4, resultando em um biocatalisador essencialmente composto de enzimas
100% ativas®. Entretanto, por ndo utilizar nenhum suporte como matriz, 0s
agregados geralmente sdo gelatinosos, o que muitas vezes limita sua aplicacéo®.
Uma alternativa € o uso de uma matriz carreadora, porém, inevitavelmente leva a
diluicdo da atividade enzimatica, devido a introducdo de um material ndo
catalitico, que resulta em menores rendimentos e produtividades no espaco-
tempo®’.

Apesar de suas vantagens, a imobilizacdo de enzimas em um suporte
pode induzir mudangas conformacionais na enzima devido as forgas de interacéo
entre a enzima e o suporte!’, ocasionando em uma diminuicdo na atividade
enzimatica da enzima imobilizada. Cada método de imobilizacdo apresenta
vantagens e desvantagens®® e a escolha do método mais adequado de
imobilizacdo, assim como o tipo de suporte, organico ou inorganico, deve ser
definido avaliando a atividade enzimatica, a estabilidade e a durabilidade
desejavel apos a imobilizacdo™..

Assim como qualquer processo fisico ou quimico, a eficiéncia da
imobilizacdo enzimatica depende de uma gama de variaveis que dependem do

tipo de suporte e método de imobilizacdo, como a concentracdo, pH, temperatura
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e tempo de reacdo?’. Apesar do grande nimero de pesquisas nas Ultimas décadas
acerca da imobilizacdo enzimatica, ainda prevalece o empiricismo sobre o
processo de imobilizacdo>°®. Algumas estratégias podem ser utilizadas para
minimizar esse empiricismo, como por exemplo, o uso de ferramentas
quimiométricas®—°, tais como planejamento fatorial na otimizacéo das variaveis
no processo de imobilizacdo enzimatica. Isto faz com que se minimize o nimero
de experimentos e permite estudar o efeito de interacdo de duas ou mais
variaveis®®!. Através de uma colecdo de técnicas matematicas e estatisticas
baseado no ajuste de uma equacdo polinomial aos dados experimentais®® obtém-
se uma superficie de resposta, a qual permite fazer previsdes estatisticas para as

melhores condicdes frente a diferentes respostas®®.

1.2.1. Planejamento Fatorial Aplicado a

Imobilizacdo Enzimatica

Devido a relevancia da imobilizacdo na resposta enzimatica®, a
otimizacdo dos parametros no processo de imobilizacdo (por exemplo, tempo,
temperatura, enzima e concentracdo de suporte, quantidade de agente reticulante)
torna-se fundamental para alcancar o melhor desempenho do biocatalisador. O
uso do método convencional de otimizacdo, no qual as variaveis de um
determinado sistema sdo otimizadas, avaliando a resposta independente de cada
variavel pode frequentemente levar a condi¢édo otimizada enganosa, ja que nesta
abordagem ndo considera as possiveis interacdes entre as variaveis®?.

Para o desenvolvimento de um protocolo de imobilizagéo eficiente,
€ necessario considerar e entender a relacdo entre todas as varidveis na resposta
catalitica. Nesse sentido, o uso de métodos quimiométricos na otimizacdo da
imobilizacdo enzimatica torna-se mais relevante, especificamente, o0 uso do
planejamento fatorial que é um dos métodos quimiométricos mais simples®. O

planejamento fatorial tem sido aplicado em diversos campos de pesquisa, com 0
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objetivo principal de minimizar a tempo gasto no processo de otimizagdo, nimero
de experimentos e, principalmente, estudar os efeitos de interacdo de duas ou mais
variaveis®?,

O uso do planejamento fatorial na imobilizacdo enzimatica pode ser
completo ou fracionario®®. O planejamento fatorial completo é preferido quando
h& um ndmero limitado de variaveis; caso contrario, 0 nimero de experimentos
se torna impraticavel. Por outro lado, adotando planejamento fatorial completo €
possivel estudar todas as combinagdes possiveis entre os fatores® abrangendo
todas as interacdes estre as variais. Em geral, o planejamento fatorial completo €
aplicado quando estuda-se no maximo duas ou trés variaveis®%4,

Como alternativa ao planejamento fatorial completo, utiliza-se o
planejamento fatorial fracionario. Nesta vertente, para extrair informacges sobre
as melhores condicg6es, estuda-se as principais combinacdes entre as variaveis,
deste modo, nem todas as combinagGes sdo avaliadas, como ocorre no
planejamento fatorial completo®.Neste design experimental recomenda-se
realizar experimentos no ponto central para obter uma boa estimativa de erros,
minimizando o risco de perda de relagdes ndo lineares e a repeticdo permite
determinar intervalos de confianca. Além disso, € possivel estimar um modelo
razoavel e verificar se ha falta de ajuste no sistema®®.

Sobral et al.°” demonstraram a aplicabilidade do planejamento
fatorial completo para a imobilizacdo da enzima ciclodextringlycosiltransferase.
Os autores aplicaram para fatores qualitativos (suporte e método de imobilizagéo)
e a temperatura foi o unico fator quantitativo avaliado. Desta forma, foram
capazes de selecionar o melhor método de imobilizacéo e o suporte mais eficiente,
demonstrando que, mesmo no caso de fatores qualitativos, que ndo podem ser
totalmente explorados, a utilizacdo de calculos quimiométricos pode orientar
experimentos posteriores.

Um planejamento fatorial mais complexo foi feito por Jun e

colaboradores® que utilizou o planejamento fatorial com trés niveis, em que o
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ponto central consistiu no valor médio dos niveis superiores e inferiores de todas
as variaveis. Trés variaveis de processo de imobilizacdo da enzima peroxidase
foram otimizados: pH, carga inicial da enzima e tempo de imobilizagdo. Neste
trabalho a metodologia de resposta de superficie (RSM)foi utilizado para analisar
e estudar o mecanismo e os fatores que possuem maior influéncia no processo de
imobilizacdo. Utilizando RSM, os autores observaram que o aumento do pH teve
um impacto notavel na eficiéncia de imobilizacdo enzimatica, mas um aumento
expressivo leva a diminuicdo da eficiéncia da imobilizacdo. Além disso, 0s
resultados também revelaram que a baixa carga enzimatica inicial (0,1U / mL) foi
suficiente para cobrir todos os locais porosos na superficie da membrana

polimérica.

1.3. Materiais para Suporte

As propriedades das enzimas imobilizadas sdo resultado da
combinacdo das propriedades do biocatalisador e do suporte®. Portanto, a
interacdo (enzima/suporte) fornece um bioconjugado com propriedades
bioquimicas e fisico-quimicas especificas que determinam sua aplicabilidade*®°,
O suporte pode ser um polimero organico natural (ex. celulose, quitina e
colageno)*°05467 um polimero organico artificial (ex. cloreto de polivinil,
poliuretano e epdxidos)*, um suporte inorganico (ex. alumina, silica e
zedlitas)®** ou ainda um material hibrido oriundo da combinagdo entre um
material organico e inorganico®.

Para ser aplicado como suporte na imobilizacdo enzimaética, o
material deve exercer uma mudanca conformacional minima na estrutura do
biocatalisador e ser capaz de formar ligacOes estaveis entre a matriz e a
enzima®®. Além disso, deve haver afinidade entre os grupos funcionais dos dois
materiais para permitir interagdes enzima-suporte e a ligacao efetiva da enzima

ao suporte no caso da imobilizacdo covalente®®. Para uma imobilizacéo
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eficiente, o suporte deve expor os locais ativos do biocatalisador para facilitar a
interacdo da enzima com o substrato e reduzir as limitacGes de difusdo dos
substratos e produtos®® . As principais caracteristicas de materiais promissores
para uso como suporte na imobilizacdo enzimatica estdo resumidas na FIGURA
1.4.

Disponibilidade
e baixo custo

Regeneracaoe
Biocompativel Reusabilidade

P ., O

Materiais

para e
Elevada Suporte Estabilidade

afinidade para Termu?ae
enzimas Quimica

Presencade
grupos
funcionais
reativos

Insolavel em
condicdes
reacionais

FIGURA 1. 4: Principais caracteristicas dos materiais de suporte utilizados para

imobilizacdo enzimatica. Fonte: Adaptado de Zdarta et al. (2018)°®.

Os parametros fisicos, como tamanho de particula, tamanho e
estrutura do poro e &rea superficial, também desempenham grande importancia na
imobilizacdo enzimatica® e devem ser avaliados na escolha do material que sera
usado como suporte, assim como a resisténcia mecanica’>’2, que deve ser
suficiente para possibilitar a aplicacdo do material em diferentes condi¢Ges sem
que ocorra danos ao suporte®. Em particular, os suportes inorganicos tem se
destacado por corresponderem as caracteristicas descritas anteriormente e

apresentarem excelente resisténcia térmica, mecanica e microbiana*’. Outra
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caracteristica importante dos suportes inorganicos, € a possibilidade de serem
modificados quimicamente na sua superficie, permitindo utilizar indmeras
técnicas de imobilizagdo*" ™,

Devido ao crescente aumento nas possibilidades de aplicacbes de
enzimas imobilizadas, a descoberta e o estudo de novos materiais, desenvolvidos
especialmente para a imobilizacdo enzimatica, tem sido o foco de diversas
pesquisas®’, Entre os materiais estudados, materiais nanoestruturados, em
diferentes morfologias e tamanhos controlados, tem sido usados na imobilizagado
de enzimas por apresentarem elevada area superficial, que possibilita a
imobilizacdo de uma maior carga de proteinas’®. Outra caracteristica importante
dos nanomateriais, € a possibilidade de modificacdo superficial com diversos
grupos funcionais passiveis de aperfeicoar o processo de imobilizacédo

enzimatica®®.

1.3.1. Nanoparticulas Magneéticas

Uma das principais preocupacdes em relacdo a imobilizacdo
enzimatica em nanomateriais sdo 0s problemas associados a separacdo do
biconjugado do meio ao fim da reacéo®. Dentre as possibilidades de separacédo
estdo a filtracdo e a centrifugacdo®®, porém no caso de nanomateriais, a
centrifugacdo e limitada apenas a escala laboratorial e para uma boa filtracdo as
particulas devem ser relativamente grandes, resultando em menor area superficial
e problemas de difusdo®. O uso de materiais magnéticos como suporte para a
imobilizacdo enzimatica torna essa etapa de separacdo do biocatalisador mais
simples pelo uso de um campo magnético externo*?4874 Qs materiais
magnéticos podem ser classificados frente a resposta que apresentam quando €
aplicado um campo magnético, em que essa classificacdo se divide em cinco tipos
basicos’® '’ diamagnetismo, paramagnetismo, ferromagnetismo,

antiferromagnetismo e ferrimagnetismo.
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Além da facilidade de separacdo, quando em escala nanomeétrica, 0s
materiais magnéticos apresentam alta éarea superficial’®’, elevada razédo
superficie/volume e a capacidade dessas nanoparticulas de regular a orientagédo
das enzimas nos suportes*>’® Essas nanoparticulas podem ser compostas por uma
série de materiais®, baseados em éxidos metalicos, como 6xidos de ferro™ e
ferritas®!, em metais, como cobalto® e niquel®® e ligas como ferro-
platina®® Dentre os materiais magnéticos mais utilizados, os éxidos de ferro séo
promissores para aplicagdo em imobilizacdo enzimética devido sua abundancia®,
aplicabilidade™®8 e  biocompatibilidade®®®, além da propriedade
superparamagnética que ocorre em particulas entre 10 nm e150 nm de didmetro,
dependendo do material 8,

As principais fases magnéticas de oxido de ferro séo a magnetita
(Fe30,) e sua forma oxidada, a maghemita (y-Fe,03)’®%1%2 A magnetita é o
material magnético mais antigo do mundo e, a temperatura ambiente, possui uma
estrutura cubica do tipo espinélio invertido (FIGURA 1.5-a)%*°7, contendo ions
Fe3* nos sitios tetraédricos (A) e mistura dos ions Fe®* e Fe?* em igual proporgéo
nos sitios com coordenacdo octaédrica (B)%**°.Ao contrario da magnetita, a
maghemita possui apenas ions ferro (111) em sua estrutura®® (FIGURA 1.5-b) e a
neutralidade da carga na estrutura do y-Fe,O3 é obtida pela formacéo de vacancias
em alguns sitios octaédricos®, cada cela unitaria contém o Fe®* distribuido em 8

sitios tetraédricos e 160ctaédricost,
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FIGURA 1. 5: Célula unitéaria da magnetita (a) e da maghemita (b). As esferas

vermelhas séo os atomos de oxigénio, o poliedro verde mostra o ferro nos sitios
octaédricos e 0 roxo mostra o ferro coordenado tetraedricamente. Fonte: Autoria
propria.

Para apresentar o comportamento superparamagnético é aceito que
as nanoparticulas de magnetita (Fe3O,) devam apresentar tamanho menor que 25
nmi%.1%2 enquanto o tamanho critico para a formacdo de uma estrutura de
multiplos dominios foi teoricamente estimado em 76nm para nanocubos!®e
128nm para nanoparticulas esféricas'®. Ja para a maghemita, o comportamento
superparamagnético se manifesta em nanoparticulas menores que 30 nm!® e o
tamanho critico para a formacdo de multiplos dominios é 166 nm para

nanoparticulas esféricas®.

1.3.1.1. Nanoparticulas Superparamagnéticas

O magnetismo em nanoescala possui grande interesse cientifico
devido as diversas aplicagdes tecnoldgicas possiveisi®. Isso porque quando o
tamanho das particulas magnéticas € reduzido para algumas dezenas de
nanémetros, elas exibem uma série de excelentes propriedades fisicas, como

magnetoresisténcia, superparamagnetismo, grandes coercividades, alta
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temperatura de Curie e baixa magnetiza¢ao de saturacdo, em comparagdo com 0s
valores dos materiais macroscopicos (bulk) correspondentesi®®. Uma das
propriedades fisicas que depende das dimensfes do material € 0 movimento das
paredes de dominio magnético (magnetic domain walls) responsaveis por separar
os dominios magnéticos?’, regides de constante magnetizagdo em um sélido
magnético, e estdo relacionados com o superparamagnetismo de nanoparticulas
magnéticas'®,

O superparamagnetismo € uma forma de magnetismo que surge em
pequenas particulas de materiais ferromagnéticos ou ferrimagnéticos!®® e esta
diretamente relacionado com o tamanho das nanoparticulas®. Como demostrado
na FIGURA 1.6, em particulas grandes e favorecido energeticamente a formacao
de paredes de dominio magnético, a medida que o tamanho das particulas diminui
a formacéo de paredes do dominio se torna energeticamente desfavoravel'%21%4 e
as particulas sdo consideradas possuindo apenas um monodominio magnético®,
Com o tamanho das particulas abaixo do valor de monodominio, os spins sdo cada
vez mais afetados por flutuacbes térmicas e o0 sistema se torna
superparamagnético®-1%4,

Monodominio | Multidominio

Coercividade
oonugewerediadng

Raio da nanoparticula

FIGURA 1. 6: llustracdo esquematica da relacdo tamanho-coercividade de
pequenas particulas magnéticas. Fonte: Adaptado de Akbarzadeh et al. (2014)%
e Leslie-Pelecky e Rieke (1996)1%4,
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Quando um material nanoestruturado se apresenta como
superparamagnético, um campo magnético externo € capaz de magnetiza-lo de
forma semelhante a materiais paramagnéticos!??1% entretanto, em vez de cada
atomo ser independentemente influenciado por um campo magnético externo, em
nanoparticulas superparamagnéticas 0 momento magnético dos cristalitos se
alinha com o campo magnéticol®? e sua suscetibilidade magnética é muito
maior®*1% Deste modo, as nanoparticulas superparamagnéticas se alinham
rapidamente na presenca de um campo magnético, resultando em respostas mais
rapidas, e apés a retirada do campo magnético, essas particulas tem elevados
valores de magnetizacdo®*°! e ndo apresentam histerese!™* (FIGURAL.7, linha
azul), ou seja, ndo possuem magnetizacdo residual e coercividade

insignificantel0112,

Mr\\ Msat S
/ ; ; M,..= Magnetizacao
de saturagao
I M,=Magnetizagao
/ remanescente
M o = | H = coercividade

Magnetizagao

\ —— Ferromagnetismo
—— Diamagnetismo
Campo aplicado —— Paramagnetismo
—— o—

H . Superparamagnetismo

Ciclo de Histerese

FIGURA 1. 7: Ciclo de histerese (magnetizacdo vs campo magnéetico aplicado)
caracteristicos de nanoparticulas ferromagnéticas e superparamagnéticas. Para
comparacéo, também sdo mostrados comportamentos paramagnéticos e
diamagnéticos. Fonte: Adaptado de Arruebo et al. (2007)*!? e Chee et al
(2018)102,

Ao acoplar essas propriedades magnéticas com propriedades
elétricas e Opticas de materiais nanometricos com o reconhecimento especifico ou

propriedades cataliticas das biomoléculas, surgiram diversas aplicacdes
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biotecnoldgicas!'t113114  Porém a instabilidade intrinseca é um problema
inevitavel relacionado a essas particulas quando armazenadas por certos periodos
de tempo!®, principalmente nanoparticulas superparamagnéticas de 6xido de
ferro (SPIONs —Superparamagnetic Iron Oxide Nanoparticles) ndo recobertas
que sdo propensas a oxidacdo sob condicdes ambientais!'>16, Vérias rotas
sintéticas sdo relatadas para sintetizar nanoparticulas magnéticas baseadas em
Oxido de ferro, FIGURA 1.8, entretanto um dos desafios € conseguir obter
nanoparticulas com morfologia e distribuicdo de tamanho adequados,
monodisperso e com elevado momento magnético®!’. Por essas razdes, é essencial
elaborar estratégias para alcancar a estabilidade das nanoparticulas magnéticas de
Oxido de ferro, evitando a degradacdo no curso e apds os procedimentos

sintéticos!®,

" Moinhode
. Bolas _
Reatora " Decomposigdo
‘ Laser . Térmica

~

Eletroquimico ‘ Coprecipitagao
Métodos
) de Sintese \
Sonoquimica SPIONs Hidrotermal
Solvotermal Microemulsao

~ ~ ~ /

-

Sol-Gel Biossintese

pN < 4

FIGURA 1. 8: llustracdo esquematica mostrando os varios métodos de sintese
de nanoparticulas superparamagnéticas de 6xido de ferro. Fonte: Sodipo et al.
(2016),
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Dentre os métodos descritos, a coprecipitagdo € um dos métodos de
sintese mais usados e citados na literatura devido as diversas vantagens associadas
a esse método*'’, como a utilizacdo de condigcBes ambientes e a possibilidade de
utilizacdo para producdo de SPIONs em larga escala. Entretanto, a principal
desvantagem desse método é o controle de tamanho e o dificil controle de
morfologia!®, além da necessidade de se utilizar atmosfera inerte durante a sintese
para evitar a oxidacdo do precursor de Fe (1) *°. Frente a coprecipitacdo, o
método solvotermal apresenta algumas vantagens como, por exemplo, bom
controle de tamanho e morfologia, além da elevada cristalinidade das
nanoparticulas'?® que pode influenciar na melhora da resposta magnética da
mesma, porém o grande desafio desta técnica € a sintese de particulas magnéticas
com tamanho de =20 nm ndo aglomeradas'?!. Para contornar a tendéncia de
aglomeracéo das nanoparticulas magneticas e torna-las mais estaveis, tem sido
utilizado diferentes estratégias para funcionalizar sua superficie, como a

utilizacdo de surfactantes, estabilizantes e polimeros!®22,

1.4. Nanoparticulas plasménicas

Apesar da nanociéncia parecer ser um novo campo de pesquisa das
ultimas décadas, a sintese de nanoparticulas metalicas tem sido realizada desde
ha muito tempo*?. O caso mais famoso é a taca de Lycurgus, datada por volta
século 4 d.C., que exibe interessante mudanca de cor, utilizando ouro coloidal
(nanoparticulas de ouro) e nanoparticulas de prata?*. O vidro do copo é dicroico,
em luz direta ele se assemelha ao jade com um tom amarelo-esverdeado opaco,
mas quando a luz brilha através do vidro (luz transmitida) muda para uma cor rubi
translicidal?® (FIGURA 1.9). As nanoparticulas sdo responsaveis pela mudanca
na coloragdo, o ouro é responsavel pela transmissdo avermelhadal?®!%® e as

nanoparticulas de prata pela reflexdo esverdeada'?®.
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FIGURA 1. 9: Taca de Lycurgus em luz refletida (a) e transmitida (b). Fonte:
FREESTONE et al. (2007)*?°,

A coloragédo vermelha das nanoparticulas de ouro também foi usada
no periodo medieval para dar cor a varios vitrais de Igrejas (FIGURA 1.10-a) e,
mais comumente, manchas amarelas contendo nanoparticulas de prata também
foram produzidas'?3, ndo s6 em vitrais, as nanoparticulas de ouro também foram
usadas como pigmentos no esmalte rosa caracteristico da porcelana Famille-Rose
(FIGURA 1.10-b) durante a dinastia Qing?’.

FIGURA 1. 10: Vitral da Sainte-Chapelle em Paris (a) e um exemplo de
porcelana Famille-Rose: o vaso Mille Fleurs (b). Fonte: SCHAMING et al.
(2015)!%,
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A mudanca na coloragéo das nanoparticulas metalicas € causada pela
oscilacdo coletiva dos elétrons da banda de conducdo induzida pela radiacdo
eletromagnética incidente, fenébmeno conhecido como ressonancia plasmonica de
superficie!?®, demonstrado esquematicamente na FIGURA1.11. Esta propriedade
somente € vista quando as nanoparticulas metalicas de ouro estdo em dominio
nanométrico. Como consequéncia da elevada area superficial, as nanoparticulas
apresentam também propriedades dependentes da sua relagdo area/volume!?,
assim, em comparacdo com as oscilacdes plasmonicas em massa nos metais, a
ressonancia plasménica de superficie é deslocada para energias mais baixas e sdo
determinadas pelos parametros fisicos do sistema: o tamanho, a forma e o material
da nanoparticula, bem como o indice de refracdo do meio onde elas se

encontram®?,

FIGURA 1. 11: Representacéo da ressonancia plasmdénicas de superficie para
uma nanoparticula esférica. Fonte: OLSON et al.(2015)%,

O efeito plasménico é definido como a oscilagdo coletiva dos
elétrons da banda de valéncia para a banda de conducdo das nanoparticulas
metalicas quando excitadas por uma onda eletromagnética de luz visivel**°. Essas
nanoparticulas excitadas afetam o campo eletronico local®*!. Deste modo, as
nanoparticulas plasmonicas podem ser utilizadas para melhorar a sensibilidade de

biossensores enzimaticos!®2. Os plasmons de superficie excitados podem ter
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basicamente  trés mecanismos de relaxamento!®, como  mostrado
esquematicamente na FIGURA 1.12.Através da reemissdo radiativa da energia
eletromagnética (espalhamento elastico), que ocorre apenas em ambientes inertes,
pela interagédo de plasmons de superficie excitados com adsorbatos aceitadores de
elétrons e através do amortecimento ndo radioativo de Landau, que resulta na

absorcédo néo radiativa dentro da nanoparticula, causando aquecimento local.

LSPR Field Effect

Elastic

Scattering __ Adsorbate

FIGURA 1. 12: Representacdo esquematica dos mecanismos de relaxamento de
plasmons de superficie. (1) Reemissao radiativa; (2) Interacdo dos plasmons
com adsorbatos e (3) Amortecimento de Landau (aquecimento). Fonte:
Adaptado de Kim et al. (2016)%,

O efeito fototermal das nanobastbes de ouro em enzimas
imobilizadas para a utilizacdo em sistemas cataliticos foi estudado previamente
por Tadepalli et al.®. Os autores observaram uma melhora em 110% na atividade
biocatalitica de enzimas peroxidases imobilizada em um polimero multicamada
de silica organica frente a um ensaio catalitico modelo. Outro trabalho também
desenvolvido pelo grupo de Tadepalli'®, investigou a atividade catalitica de
peroxidases imobilizadas em nanobastdes de ouro encapsulado em Metal-Organic
Frameworks. Neste trabalho alcancaram uma melhora de 80% na atividade
catalitica da enzima, mostrando que mesmo com a modificacdo do suporte,

conversoes cataliticas superiores sdo alcancadas na presenca de nanoestruturas
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plasmonicas. Outra possibilidade de uso de nanoconjugados plasmonicos foi
demonstrado por Li e colaboradores!®® que conseguiram controlar remotamente a
catalise enzimatica pela modificacdo da poténcia do laser incidido sobre os
nanoconjugados.

As nanoparticulas de ouro (AuNPs) podem ser sintetizadas por dois
métodos basicos de preparacdo: métodos Top-Down e Bottom-Up**®. O método
Top-Down parte da reducdo do material bulk para a obtencéo das nanoparticulas
e 0 método Bottom-Up faz a sintese partindo-se de reagentes moleculares a
estrutura nanométrical*®t3’, como representados na FIGURA 1.12. Tipicamente,
0s metodos Bottom-Up sé@o preferidos devido a possibilidade de obter particulas
menores, com melhor controle sobre o tamanho das mesmas, forma e também
sobre a distribuicdo de tamanho®*’. Como consequéncia da reducdo de tamanho
das particulas, na sintese das nanoparticulas metalicas é necessario a utilizacéo de
suportes ou agentes superficiais (agentes de cobertura) para inibir/impedir a

aglomeragéo e o crescimento excessivo das mesmas?te,

<
1 %&ie (\]
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Ablagdo por laser
Eletrolitico

FIGURA 1. 13: Representacdo esquematica dos metodos basicos de preparacéo
de nanoparticulas metalicas. Fonte: ALEX et al.(2015)%,
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2. OBJETIVOS

Com base no cendrio apresentado, o objetivo deste trabalho foi de
sintetizar nanoparticulas de magnetita superparamagnéticas (menor que 25
nm),recobri-las com SiO,, funcionaliza-las e utiliza-las como suporte para a
imobilizacdo da enzima lipase de Pseudomonas fluorescens, estudando sua
atividade na presenca de nanoparticulas plasmonicas frente a reacdo de hidrdlise
seguido da esterificacdo do 6leo de soja e hidrolise de 6leo de oliva como reacdes

modelo.

Neste contexto, 0s objetivos especificos sdo:

i. Estudar a influéncia de diferentes estabilizantes na sintese das
nanoparticulas, avaliando o tamanho e os parametros cristalinos das
mesmas;

ii. Avaliar dois métodos de recobrimento com SiO,das nanoparticulas
magnéticas e investigar a funcionalizagdo com grupos amino;

ii. Aplicar o planejamento fatorial para otimizacdo dos parametros de
imobilizacdo enzimatica, englobando o maior ndmero de variaveis
possiveis;

iv. Estudar a atividade da enzima lipase imobilizada nos suportes magnéticos,
utilizando diferentes proporcdes de substrato/bioconjugado e diferentes acil
receptores frente a reacdo de formacao de ésteres alquilicos de &cido graxo;

v. Investigar a reutilizacdo do suporte magnético para imobilizacdo do
biocatalizador;

vi.  Avaliar o comportamento das enzimas imobilizadas quando na presenca de
nanoparticulas plasmonicas de ouro com diferentes morfologias, afim de
estudar o efeito fototermal das nanoparticulas na atividade hidrolitica da

enzima lipase.
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1. Reagentes e solucgdes
Para o preparo das solucdes aquosas e tampdes foi utilizado agua
ultrapura (18,2 MQ cm), purificada em sistema de purificacdo Milli-Q®
Gradiente da Millipore.
Os reagentes que foram utilizados estdo listados na Tabela 2 com

suas especificacdes (marca e pureza).

TABELA 3.1: Especificacdes dos reagentes utilizados

Reagente/Solvente Marca Pureza
(3-Aminopropil)trimetilsilano ) )
) Sigma-Aldrich 97%
(CoH23NO3SI)
1-Bromodecano [CHs(CH:)sBr] --- ---
1-Metilimidazol (C4HsN>) Sigma-Aldrich 99,0%
Acetato de Cobre (I1)
Monohidratado 99,0%
[Cu(CH3COO0)2.H20]
Acetato de Sodio P.A.
Synth 99,0 %
(NaC2HsO2)
Acetona P. A. 99,5 %
Acido Acético Glacial
Neon 98,8%
(CH3COOH)
Acido Cloridrico P.A. (HCI) Synth 36,5 - 38,0 %
Acido Fosforico P.A. (HsPOq) Synth
Acido Nitrico P.A (HNO5) Synth 65,0 %
Acido Oleico (C1sH340) Sigma-Adrich 99,0%

Acido Sulfurico P.A (H2SOq) Applichem 96%




Acido Tetracloroaurico (111) ) -
Exodo Cientifica

50,0-51,0 % baseado

(HAUCL,) em Au
Alcool Etilico P. A, Synth 99,5 %
Alcool Metilico P.A. Neon 99,8%
Amano Lipase de Pseudomonas _ _
Sigma-Aldrich
fluorescens
Borato de Sodio P.A
Reagen
(Na2B407.10H20)
Brometo de Cetiltrimetilaménio —
Merck 98,0 %
CTAB [CH3(CH2)1sN(Br)(CHzs)s]
Citrato de Sodio P.A.
Neon 99%
(NasCsHs0O7)
Cloreto de Ferro (I11)
_ Synth 97,0-102,0 %
Hexahidratado (FeCls.6H,0)
Cloridrato de cisteamina (2- ) )
- Sigma-Aldrich 98,0%
mercaptoetilamina)
Cloroférmio Deuterado (CDCls) 99,8%
Etilenoglicol P.A. Synth 99,5 %
Fosfato de Potassio Dibasico P.A.
Synth 98,0%
(Na2H2PO4)
Fosfato de potassio monobasico
P.A. Synth 99,0%
(NaH2PO4)
Glutaraldeido Sigma-Aldrich 25% em H,0
Hidrazina (N2Ha) AcrosOganics 64,0%
Hidréxido de Aménio (NHsOH) Synth 28% em NH3
Hidroxido de Sodio (NaOH) Quemis 97,0%
Nitrato de Prata (AgNO3) Neon 99,8 %

Piridina (CsHsN)
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Reagente de Bradford Sigma-Aldrich
SDS (NaCi12H25S04) Synth 90,0%
Tetraetilortosilicato — TEOS ) )
_ Sigma-Aldrich 98,0%
(SiCsH200.)
Tolueno P.A. Neon 99,0%

3.2. Instrumentacao

Os volumes de amostra e solucbes utilizados foram medidos
utilizando-se micropipetas Labmate-Pro com ponteiras descartaveis (2-20 uL, 20-
200 pL e 100-1000 pL). As pesagens foram feitas em uma balanga analitica e
medidas de pH um potenciémetro da Tecnopon modelo MPA-210.

A curva analitica e 0 monitoramento da degradacéo foram feitos em
um espectrofotbmetro UV-Vis Cary Varian, equipado com uma lampada de
xenonio com divisor de feixes e uma célula de quartzo com caminho optico de 1,0
cm.

As anélises de RMN foram registradas a 298 K, usando TMS como
padrdo interno e cloroformio-d(CDCl3) como solvente em um espectrometro
BRUKER, modelo Avance Ill, 9.4 Teslade400 MHz para frequéncia do
hidrogénio, NanoBay, equipado com trocador automéatico de amostra e sonda de
5 mm BFO (smartprobe com ATMA®).

Os espectros de absorcdo na regido do infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR) das amostras em KBr foram registrados na faixa
de 4.000 a 400 cm*em um espectrometro Bomem-Michelson 102. Os espectros
foram adquiridos preparando uma pastilha das amostras em KBr, na proporcao
1:100 (m:m) com 64 scans e resolucdo de 2 cm, utilizando KBr como branco.

Foi utilizado um analisador elementar CHNS-OFisons, tipo EA-
1108, ThermoScientificcom o auxilio de uma microbalanca Sartorius Micro,
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modelo XM-1000 P, operado pela técnica Luciana Vizotto, utilizando como
padréo a sulfanilamida.

As medidas de difracdo de raios-X de p6é (DRX) foram feitas
utilizando um difratdmetro Shimadzu modelo XRD6000 com radiagcdo de Cu
(Ko=1,5418 A) e os dados foram coletados na faixa de 10-80° 20.A morfologia
dos materiais foi estudada usando um microscopio eletronico de varredura de alta
resolucdo, em que as amostras foram dispersas em foram dispersas em
isopropanol, sonicadas por 30 min e depositadas em uma placa de silicio (Si-
chips) sobre um porta amostra metalico (Stub).O programa utilizado para
indexacéo da fase cristalina foi X'PertHighScore.

Para a obtencdo das imagens de micrografias utilizou-se um
microscopio eletronico de varredura de alta resolu¢do com fonte de emisséo de
campo, Field Emission Gun, (MEV-FEG) modelo FEI InspectF50.

As imagens de microscopia eletronica de transmissao (TEM) foram
adquiridas no microscopio de transmissdo eletronica MET JEOL JEM 2100,
Canh&o com filamento LaBs e Tensao de aceleracdo 200 kV. As amostras foram
preparadas dispersando 1 mg de sélidos em 10 mL de agua ultrapura sob
ultrassom por 20 min. ApoOs esse tempo, 10 uL da suspensdo aquosa de
nanoparticulas foram depositados sobre um Grid (Ted Pella, Ultrathin C Type-A
400 mesh, Cu) e o excesso de liquido foi absorvido com papel de microscopia

apos 1 minuto (técnica de blotting) e entdo secas em condi¢des ambientes.

3.3. Metodologia

A metodologia descrita a seguir foram feitas de acordo com o

esquema representado na FIGURA 3.
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FIGURA 3. 1: Representacdo esquematica da ordem de realizacdo dos
experimentos.

3.3.1. Sintese do Estabilizante Catibnico

Previamente a sintese das nanoparticulas magneticas, foi sintetizado
um estabilizante alquilimidazélio catidnico, que posteriormente, foi usado na
sintese das nanoparticulas magnéticas pelo método solvotermal. O brometo de 1-
Decil-3-metilimidazolio (ImCyg), foi preparado semelhante a sintese descrita por
Vany(r e colaboradores'®, no qual se reagiu 0,5 M de 1-metilimidazol com 0,5
M de 1-Bromodecano em tolueno por 24 horas a 80 °C. Ao final da sintese, o

produto foi recristalizado em tolueno gelado e avaliado sua pureza atraves da
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técnica de ressonancia magnética nuclear de H utilizando como solvente

cloroférmio deuterado (CDCls).

3.3.2. Sintese das Nanoparticulas Magneéticas

Diferentes nanoparticulas foram sintetizadas pelo método
solvotermal: sem a presenca de estabilizantes e na presenca de diferentes
estabilizantes. Os estabilizantes catidnico e zwiteridnico utilizados, sao
surfactantes alquilimidazolicos, que possuem a capacidade de estabilizar a
nanoparticula por interacdo eletrostatica e/ou pela estabilizacdo estérica, através
da adsorgdo das moléculas na superficie do material''®; o estabilizante anionico
utilizado foi o citrato de sodio, que pode complexar com o ion metalico

superficial**®, podendo também estabilizar as nanoparticulas.
3.3.2.1. Sintese solvotermal sem estabilizante

A sintese das nanoparticulas superparamagnéticas foi baseada na
sintese de Chen ecolaboradores!#°, Para isso, 3,703 g (13,7 mmol) de FeCls.6H,0
foram adicionados em um recipiente de teflon de 100 mL e dissolvidos em 9 mL
de etilenoglicol, em seguida, 3,601g (43,9 mmol) de NaC,H3;O, foram
adicionados e deixado sobre agitacdo magnética por 30min. a 50 °C.
Posteriormente, a mistura foi transferida para um reator autoclave em aco
inoxidavel (stainless steel autoclave) e levada ao forno a 200 °C por 14 horas com
rampa de aquecimento de 10 °C/min e resfriamento a temperatura ambiente.

As particulas obtidas foram lavadas em triplicata com 60 mL de agua

destilada e com 60 mL de alcool etilico aquecido a 50 °C.

3.3.2.2. Sintese solvotermal com estabilizantes
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A sintese na presenca de diferentes estabilizantes foi feito com a
finalidade de evitar aglomeracdo das nanoparticulas. Para tanto, nas mesmas
condicOes descritas anteriormente foi adicionado 500 mg do estabilizante
catibnico, brometo de 1-Decil-3-metilimidazdlio, previamente sintetizado. Foi
utilizado também outro estabilizante alquilimidazolio, brometo de 1-Decil-3- (3-
sulfonatopropil)imidazdlio, sintetizado pelo grupo!*!, em que atua como um
estabilizante zwiteriénico (ImSCy). Para tal, utilizou-se na mesma proporcao, em
massa, do estabilizante catidnico.

Para a sintese utilizando o estabilizante anidnico comercial, o citrato
de sodio (NasCsHsO7), manteve-se as mesmas condicdes e propor¢des dos da
etapa 3.3.2.1 e a para a proporcao de citrato baseou-se na sintese descrita por Luo
et al.**2, no qual, para 13,7 mmol de FeCls;.6H,Oforam adicionados 5,47
mmol(1,413 g) de NazCsHsO-.

As estruturas dos estabilizantes utilizados estdo representados na
figura abaixo juntamente com a abreviacdo utilizada para identificacdo dos
mesmaos.

Estabilizante Cationico (ImC,,)
@/\/\/\/\/\
/N CH,

H3C\N
\%/

Estabilizante Zwiterionico (ImSCy)

o /S\o Citrato (Cit)
o o OH o
o) o)
o) o)
o) o

FIGURA 3. 2: Estrutura dos estabilizantes inseridos na sintese solvotermal.

3.3.3. Recobrimento das Nanoparticulas de FezOg4
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Para evitar que as nanoparticulas sejam oxidadas durante a sua
utilizacdo e armazenamento!®®, foram avaliados dois diferentes métodos de
recobrimento com SiO,; o0 método de Stdber, mais utilizado, e 0 método Bifase,
em que as goticulas de tetraetilortosilicato (TEOS), insoltveis em agua, formam

duas fases com 0 meio reacional aquoso.

3.3.3.1. Método Stober

Para o recobrimento pelo método Stdber utilizou-se a metodologia
descrita por Ta etal.!*®, no qual 40 mg de Fe3O, foram suspensas em uma mistura
de pH = 11 constituida de 16,8 mL de &gua destilada, 64 mL de etanol e 4 mL de
NH4OH. Essa suspensao foi sonificada por 30 minutos a temperatura ambiente.
Em seguida, adicionou-se0,4 mL de TEQOS, gota a gota, e deixou-se em agitacdo
mecanica por 4horas.As nanoparticulas recobertas (Fe;0,@SiO,) foram lavadas

com agua destilada e etanol e secas a vacuo.

3.3.3.2. Método Bifase

A sintese pelo método bifase foi feita de acordo com o procedimento
descrito por Zou et al.1** Para isso, 50 mg de FezO4 foram adicionados em 100
mL de &gua Milli-Q seguido da adicdo de 0.63 mL de hidrazina 64% como base
para catalisar a reacdo de hidrolise do TEOS. A suspenséo foi sonificada por 10
minutos a adicionado 0,4 mL de TEOS. A mistura foi entdo agitada, utilizando
um agitador mecénico, a 90 °C por 2 horas. As nanoparticulas recobertas foram

lavadas com agua Milli-Q e etanol, respectivamente, e seco a vacuo.

3.3.4. Funcionalizacdo das Nanoparticulas de
Fe:04@SiO2
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A funcionalizacdo da superficie das nanoparticulas foi baseado na
metodologia descrita por Netto ecolaboradores'#®. Previamente a funcionalizagéo,
retirou-se 0 excesso de &gua das nanoparticulas. Para isso, 100 mg das
nanoparticulas recobertas foram suspensas em 20 mL de uma mistura azeotropica
de metanol e tolueno 1:1 (v:v). Essa mistura foi aquecida a 95°C até que o volume
alcance 50% do volume inicial, em atmosfera inerte. Ao alcancar 50% do volume
inicial adicionou-se 10 mL de metanol. Este procedimento foi repetido 3x,
garantindo que toda 4gua seja retirada juntamente com o metanol. Apoés a retirada
de agua e do metanol, adicionou-se o (3-Aminopropil)trimetilsilano (APTES) (0,2
ML/MQnanoparticula) @ Suspensao de nanoparticulas em tolueno e deixou-se em
refluxo a 110 °C por 12 horas. Em seguida, as nanoparticulas foram lavadas com

10 mL de metanol e 10 mL de etanol, sucessivamente, e secas a vacuo.

3.3.5. Densidade de Grupos Amina

A densidade de grupos amina foi estimada utilizando a metodologia
descrita por Bruce e Sen!#. Para tanto, 5 mg de nanoparticulas funcionalizadas
foram transferidas para um microtubo de plastico de 2,0 mL, em seguida, essas
nanoparticulas foram lavadas com 1 mL da solucdo de acoplamento [0,8% (v/v)
de acido acético glacial em metanol seco], esse processo
foi repetido 4x para garantir que ndo tenha agua adsorvida na superficie das
nanoparticulas. Apos a lavagem, adiciona-se 1 mL da solucdo de 4-benzaldeido
(7 mg em 10 mL da solucéo de acoplamento), deixa-se 3 horas com agitacao suave
para que a reacao entre o 4-benzaldeido e os grupos amina ocorra.

Com o fim das 3 horas, retirou-se 0 sobrenadante e lavou-se as
nanoparticulas com 1 mL da solucdo de acoplamento (4x), em sequéncia,
adicionou-se 1 mL da solucéo de hidrolise (75mL de H,O, 75 mL de metanol e

0,2 mL de &cido acético glacial) e o tubo foi agitado em shaker a 600 rpm por 3
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horas. Por fim, removeu-se o sobrenadante e acompanhou-se sua absorbancia em
282 nm. A concentracdo de 4-nitrobenzaldeido no sobrenadante foi estimada

utilizando uma curva analitica.

3.3.6. Estudo da Reacdo de Obtencéo de Esteres Metilico
de Acido Graxo

Para estudo do bioconjugado enzimatico utilizou-se como reacgédo
modelo a obtencédo de ésteres de acido graxo a partir do 6leo de soja, que pode ser
feito basicamente por duas vias, pela hidroesterificagdo e/ou transesterificacao.
Desta forma, previamente a quimiometria foram avaliadas as melhores condi¢bes
cataliticas para prosseguir com os estudos quimiométricos.

Nesta etapa, as condi¢des adotadas para a imobilizagdo enzimatica

foram as condicdes do ponto central, utilizado na quimiometria:

i.  Concentracdo de enzima lipase: 0,75 mg mL™;
ii. Massa de nanoparticula magnética: 10 mg;
iii.  pH de imobilizacéo: 7,0;
iv. Concentracdo de agente reticulante: 10 pL, solugdo de
glutaraldeido 25% H,0;

v. Tempo de Imobilizacédo: 30 min.

Foram estudados, diferentes concentragdes de agua no meio
reacional. Para isto utilizou-se 250 uL de 6leo de soja e 0 metanol na proporcéo
molar 1:4, adicionados em quatro etapas. Todas as catalises foram estudadas em
24 horas de reacdo e utilizou-se as nanoparticulas sintetizadas na presenca do
estabilizante cationico (Fes04-ImC1o@SiO,-NHy).

3.3.7. Imobilizacdo Enzimatica
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Para os estudos da imobilizacdo enzimética optou-se pela utilizagcdo
de métodos quimiométricos. Na tentativa de englobar o maior numero de
variaveis possiveis fez-se um planejamento fatorial fracionado, que possibilita
estudar um numero maior de variaveis sem tornar-se inviavel pelo nimero de
experimentos a serem realizados. Foi avaliado a influéncia de cinco variaveis:

I.  Concentragédo de enzima lipase: [Lipase];
ii. Massa de nanoparticula magnética;
ii.  pH de imobilizacéo;
iv. Concentracdo de agente reticulante: [Glutaraldeido];

v. Tempo de Imobilizacao.

3.3.7.1. Planejamento Fatorial Fracionario 252

O planejamento fatorial teve como objetivo identificar as variaveis
de maior influéncia na resposta avaliada. Cada varidvel foi avaliada em dois
niveis, nivel superior (+), valor maximo estudado, e o nivel inferior (-), valor
minimo estudado. Além do limite superior e inferior, fez-se uma triplicata no
ponto central (0), considerando o valor mediano entre o limite superior e inferior
de cada variavel. Todos 0s experimentos quimiométricos, com excec¢ao do ponto
central, foram feitos sem a realizacdo de réplicas.

As variaveis avaliadas e os limites inferiores e inferiores estio
apresentados na tabela abaixo.

TABELA 3. 2: Condicdes experimentais avaliadas no planejamento fatorial

fracionario.
y Limite Superior  Limite Inferior  Valor do ponto
Variavel
(+) ) central (0)
[Lipase] / mg mL* 1,0 0,5 0,75
Massa de NPs / mg 15,0 5,0 10,0

pH 10,0 4,0 7.0
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[Glutaraldeido] / uL
25,0 50 15,0

(solucéo 25% H,0)
Tempo / min. 60,0 10,0 35,0

Nesta etapa a resposta avaliada foi reacdo de
transesterificacdo/hidroesterificacdo do 6leo de soja. A reacao foi monitorada por
'H RMN. Os tampdes utilizados foram: acetato 0,1 M para pH 4, fosfato 0,1 M
para pH 7 e borato 0,1 M para pH 10. Para comparacdo e confiabilidade dos
resultados obtidos pelos calculos quimiométricos, durante a quimiometria
utilizou-se a mesma massa de bioconjugado (enzima+suporte). Para isso apos a
imobilizacdo a enzima imobilizada foi seca, em bomba de alto vacuo, e 4 mg do

bioconjugado foi utilizado nas catalises.

3.3.7.2. Otimizacéo do pH de Imobilizacéo

O pH de imobilizacéo foi avaliado em uma faixa de pH proximo ao
limite inferior avaliado na quimiometria. Os valores de pH estudados foram 3,0,
4,0, 5,0. Nos valores de pH 4 e 5 foram usados tampdes acetato 0,1 M e para o
pH 3 utilizou tampéo fosfato 0,1 M, considerando seu primeiro pKa. Para 0s
demais parametros de imobilizacédo foi considerado os resultados quimiométricos

mais adequado para cada nanoparticula.

3.3.7.3. Estudo de Atividade e Estabilidade da

Enzima Imobilizada

Os estudos de atividade e estabilidade da enzima livre e imobilizada
foram avaliados frente a hidrolise do 6leo de oliva comercial. A hidrélise do azeite
de oliva foi feito baseado na metodologia descrita no boletim técnico da Sigma-

Aldrich'*. Em que se adicionou 400 pL do 6leo de oliva na solucdo avaliada. A
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reacdo de hidrolise foi feita no tempo de 1 hora a 37 °C a 200 rpm. Para estimar
a atividade utilizou-se uma solugdo da enzima livre com concentracdo de 1 mg
mLte para a enzima imobilizada utilizou-se uma suspenséo do bioconjugado na
concentracdo de 15 mg mLt. Ambas as solu¢des foram feitas em tampéo fosfato
0,1 M pH 8.

Para a avaliacdo da estabilidade térmica preparou-se2 mL de solugéo
do bioconjugado com concentragdo de 7,5 mgmL* em tampéo fosfato pH 8 (0,1
M). Dessa solugdo foram retiradas aliquotas de 400uL nos tempos de 0, 10, 30,
60 e 90 minutos apos o inicio da incubacdo a 45 °C. Este procedimento tambéem
foi feito com a enzima livre para comparacdo da desativacdo térmica. As
condicbes da reacdo de hidrélise seguiram-se 0s parametros descritos
previamente.

Para quantificacdo dos acidos graxos utilizou-se a adaptacdo do
método colorimétrico de Lowrye-Tinsley (1976)'*8, em que se adicionou 100 pL
do meio reacional em 1 mL de hexano, em seguida, adicionou-se 1 mL da solugéo
de acetato de cobre-piridina (5% m/v), agitou-se vigorosamente para mistura das
fases formadas e deixou-se reagir por 10 min., por fim é formado uma mistura
bifésica e é feito a leitura do sobrenadante organico em um espectrofotdmetro
UV-Vis. A solucgéo de cobre foi preparada solubilizando o sal de acetato de cobre
em agua ultrapura e o pH da solucéo foi ajustado para 6 utilizando piridina. Para
a quantificacdo de acido graxo formado, utilizou-se uma curva analitica
construida utilizando acido oleio como padréo.

Uma unidade de atividade da lipase foi definida como 1,0 umol de
acido graxo livre liberado por minuto!*®1%2 e reportado como U mL™. A partir
desta etapa as enzimas imobilizadas ndo foram secas, ja que foi observado perda
da atividade enzimatica quando secas em alto vacuo, e a ap6s a imobilizacéo, o
bioconjugado foi lavado com tampao fosfato pH 8, pH étimo da enzima utilizada

segundo informacdes do produto.
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3.3.8. Otimizacao das Condicbes Cataliticas

Posteriormente a otimizacdo da imobilizacdo enzimatica fez-se a
otimizacdo das condicdes cataliticas. A quantidade de 0leo de soja foi avaliada
(150-500 uL) para a obtencdo de melhores conversdes. Investigou-se também a
melhor conversao frente a diferentes substratos acil receptores, metanol e etanol.

Para isso adicionou-se o etanol na proporcdo molar 1:4, em 3 etapas de adigéo.

Por fim avaliou-se diferentes temperaturas na conversao do 6leo de
soja a esteres de acido graxo. As temperaturas avaliadas foram 37, 47 e 57 °C. A
temperatura de catalise foi avaliada para as nanoparticulas de Fe;O4-ImCyge
Fe;0.-Gli. As otimizagdes foram feitas considerando as condig¢des otimizadas na

imobilizacdo enzimatica.

3.3.9. Reciclagem do Biocatalisador Imobilizado

Nos estudos de reuso do bioconjugado, investigou-se frente a reacao
de conversédo do 6leo de soja a FAME. Foram estudados até 5 ciclos de reuso e
no fim de cada ciclo os bioconjugados foram lavados com 0,5 mL de Hexano. As
condigdes reacionais para o reuso do biocatalizador imobilizado foi 37°C, 250 uL

de 0Oleo de soja e o acil receptor utilizado foi 0 metanol na proporc¢éo 1:4.

3.3.10.Reuso do suporte

Para os estudos de reutilizacdo do suporte, fez-se ciclos de
imobilizacdo e desprendimento da enzima em um mesmo suporte. Neste sentido,
imobilizou-se a enzima nos suportes magnéticos em diferentes em diferentes
ciclos, avaliando a eficiéncia do bioconjugado frente a hidrolise do 6leo de oliva.

Na imobilizacdo enzimatica empregou-se 0s parametros otimizados pela
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quimiometria. Para o desprendimento da enzima suspendeu-se 15 mg do
bioconjugado em 1 mL da solucéo de hidrolise, composta de metanol:agua:acido
acetico glacial (1:1:0,3) O desprendimento da enzima foi realizado em banho
ultrassdnico. A liberacdo da enzima do suporte foi monitorada de forma

qualitativa pelo método de Bradford e por FTIR.

3.3.11.Sintese das nanoparticulas de ouro

Foram utilizadas duas metodologias para sintese de nanoparticulas
de ouro, para obtencdo de diferentes morfologias (esférica e nanobastdes), através
da aplicacdo de diferentes estabilizantes. Ambas as metodologias adotadas foram

baseadas no bottom-up para a producao das nanoparticulas.

3.3.11.1. Sintese das Nanoparticulas Esféricas
de Ouro (AuNP)

Para a sintese das nanoparticulas esféricas adotou-se a metodologia
de BastUs e colaboradores (2011)*3, que é baseada na preparacéo de uma solucéo
de sementes (seeds) de Au seguido de uma etapa de crescimento das
nanoparticulas. A solucdo de sementes foi preparada aquecendo-se uma 150 mL
de solucéo de citrato de sédio 2,2 mM em agua Milli-Q em um bal&o de fundo
redondo de trés bocas de 250 mL por 15 min sob agitagédo vigorosa. Utilizou-se
um condensador para evitar a evaporacao do solvente. Deixou-se a solugdo em
ebulicdo por 20 minutos para garantir que a temperatura esteja estavel. Em
seguida, adicionou-se 1 mL de HAuCl; (25 mM). Observou-se a mudanca da
coloracdo da solucdo de amarelo para cinza azulado, seguido da mudanca para
rosa suave em 10 minutos, obtendo-se a solucdo de sementes de Au.

Na etapa de crescimento, imediatamente apos a sintese das sementes

de Au, no mesmo baldo reacional, a solucdo é resfriada até atingir 90 °C. Em
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seguida, 1 mL de citrato de sodio (60 mM) e 1 mL de uma solucéo de HAuCI, (25
mM) adicionados em sequéncia. Observa-se imediatamente o escurecimento da
solugéo para vermelho, obtendo-se as nanoparticulas de ouro estabilizadas por
citrato. Para retirar o excesso de citrato essas nanoparticulas foram centrifugadas

a 14000 rpm por 15 minutos e resuspendidas em agua Milli-Q.

3.3.11.2. Sintese dos Nanobastdes de Ouro
(AuNR)

Os nanobastdes de ouro foram sintetizados pelo método descrito por
Tadepalli et al.(2017)%,que também é baseado na abordagem de crescimento
mediada por sementes. A solucdo de semente foi preparada adicionando-se 0,6
mL de uma solucédo gelada de borohidreto de sodio (10 mM) em 10 mL de solucéo
aquosa de Brometo de Cetiltrimetilamonio (CTAB, 0,1 M) e HAuCl4(2,5 x 10
“M) sob agitacdo vigorosa a temperatura ambiente. Ocorre a mudanca da
coloracdo da solucdo da semente de amarelo para marrom.

Apdés preparar a solucdo de sementes, foi feito a solucdo de
crescimento misturando-se 1 ml de HAuCl, (10 mM), 20 ml de CTAB (0,1M),
0,2 ml de nitrato de prata (10 mM), 0,16 ml de acido ascorbico (0,1 M), 0,4 ml de
HCI (1N ), respectivamente. A solucdo foi homogeneizada por agitacdo suave
obtendo-se uma solucgéo incolor. Por fim, adicionou-se 48 uL de solucédo de
semente preparada previamente e deixou-se no escuro por 14 h. A solucdo de
AUNR resultante foi centrifugado a 14000 rpm por 15 minutos e resuspendida em

agua Milli-Q para retirar o excesso de estabilizante.

3.3.12.Estratégias de Incorporacao das

Nanoestruturas de Ouro
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Considerando que a metodologia adotada de adicdo das
nanoparticulas de ouro pode ter impacto importante na atividade das enzimas
imobilizadas, diversas estratégias foram estudadas para adicdo do ouro no
bioconjugado avaliado. A atividade do bioconjugado diante das diferentes

estratégias foram avaliadas para hidrolise do 6leo de oliva.

3.3.12.1. Estratégia A

A incorporacdo do ouro nesta metodologia fez-se apds a
imobilizacdo das enzimas lipase de Pseudomonas fluorescens. Inicialmente fez-
se a imobilizacdo da enzima utilizando os pardmetros otimizados da
quimiometria, em seguida, o bioconjugado foi suspenso em tampéo e as diferentes
solugOes de ouro foram adicionados na suspencdo. Apoés a adicdo da solucdo de
ouro, esperou-se até o desaparecimento da coloracdo caracteristica das solucdes

de ouro.

3.3.12.2. Estratégia B

Nesta estratégia, as nanoparticulas de ouro foram funcionalizadas
com grupos NHy, utilizando o cloridrato de cisteamina. Para isso, baseou-se na
metodologia descrita por Liu e colaboradores'®, em que adiciona-se a solugéo de
cisteamina (50 mM) a solucdo de AuNP ou AuNR na propor¢do 1:100 (v:v). A
solucéo foi agitada por 4 h e o excesso de cisteamina foi removido com o auxilio
de uma centrifuga. O produto final de cisteamina-Au foi redisperso em agua e
armazenado a4 ° C.

As nanoparticulas de ouro funcionalizadas foram adicionadas ao
biconjugado com a enzima lipase ja imobilizada, seguido da adi¢éo da solucéo de
glutaraldeido (5 upL). Deixou-se reagindo por 10 minutos, lavou-se o

bioconjugado e, posteriormente, avaliado quanto a hidrélise do éleo de oliva.
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3.3.12.3. Estratégia C

Previamente a imobilizagdo da enzima, adicionou-se as
nanoparticulas de ouro funcionalizadas com cisteamina, seguido da adi¢do do
agente reticulante (5 uL da solugdo de glutaraldeido), deixou-se reagir por 10
minutos, em seguida, fez-se a imobilizacdo da enzima lipase de acordo com as

condi¢Oes otimizadas na quimiometria.

3.3.12.4. Estratégia D

Esta estratégia foi baseada na metodologia descrita por Tadepalli et
al.1¥ em que, previamente a imobilizacdo, preparou-se a solucéo de enzima na
concentracdo de imobilizacdo, adicionou-se diferentes volumes da solugdo de
ouro e deixou reagir por 24 horas a 4°C. Apo0s a incorporagdo do ouro, a solucéo

de enzima foi imobilizada de acordo com a metodologia otimizada.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesta secdo serdo apresentados os estudos de sintese, caracterizacao
e utilizagdo como suporte das nanoparticulas magnéticas sintetizadas pelo método
solvotermal. Os resultados de sintese do estabilizante catiénico encontram-se no
Apéndice A. Também serdo apresentados estudos de imobilizacdo para outras
duas nanoparticulas, disponibilizadas por colaboracdo com Bruno Bitardes Neto
e Prof. Henrique Eisi Toma (USP-SP). Essas nanoparticulas disponibilizadas
foram primeiramente funcionalizadas com APTES e posteriormente com

dimetilglioxima e HPOs, suas caracterizacOes estdo apresentadas no Apendice C.

4.1.1. Sintese e Caracterizacdo das Nanoparticulas

Magnéticas

Na sintese solvotermal com etilenoglicol como solvente € utilizado
apenas fons de Fe®*, descartando a utilizacdo de Fe?*, necesséario na sintese de
coprecipitacdo. Isso ocorre devido o solvente atuar como agente redutor sendo
responsavel por reduzir os ions de ferro (111). Neste método de sintese, durante a
homogeneizacao dos reagentes ¢ formado um complexo hidratado entre o acetato
e 0 cloreto de ferro(lll)- IOAHH [Fe,0(CH;CO0™)(0OH)5.H,0](Equacao
2)15515€ este precursor organico é posteriormente parcialmente reduzido a Fe?*,
atuando como um direcionador de estrutura®™’. Através da utilizacdo de um
precursor organico obtém-se nanoparticulas de magnetita com bom controle e
estreita distribuicdo de tamanho, além da excelente cristalinidade observada por
Roca e colaboradores™®®.A representacdo esquematica das etapas e reagdes que

ocorrem durante a sintese solvotermal encontra-se na FIGURA 4.1.
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FIGURA 4. 1: llustracdo esquematica do mecanismo de formacéo das particulas
de Fez0,. Fonte: Adaptado de Fan e colaboradores (2011)*°.

A nanoparticula sintetizada sem a presenca de estabilizante foi
avaliada quanto a fase de oxido de ferro por difratometria de raios X. No
difratograma obtido, FIGURA 4.2, nota-se que os planos de difracdo podem ser
associados a fase magnetita (JCPDS n°19-0629)%1%, Observa-se também uma
elevada cristalinidade das particulas obtidas e a auséncia de picos correspondentes

a outras fases, demonstrando a pureza do material obtido.
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FIGURA 4. 2: Difratogramas de raios X para as nanoparticulas sintetizadas sem
a presenca de estabilizante. Os padroes de difragdo da magnetita (JCPDS n° 19-
0629) e da maghemita (JCPDS n° 39-1346) sdo mostrados na regido inferior do

grafico para comparacéo.

Na FIGURA 4.2estdo apresentados os padrdes de difracdo para a
magnetita e maghemita e e possivel notar a semelhanca entre esses 0xidos de
ferro. Quando observado o padréo de difracdo da nanoparticula sintetizada sem a
presenca de estabilizantes observa-se um leve deslocamento dos picos, ficando
em posicdes proximas ao padrdo da maghemita, considerando que esse
deslocamento pode estar associado a diferenca estequiométrica na composicédo do
material, instrumenta¢do ou mudanca nos parametros estruturais e ndo apenas a
mudanca de fase, calculou-se a distancia interplanar (d) através da Lei de Bragg,
representado na Equacédo 3, em que relaciona A(comprimento de onda da radiacéo
incidente), d (disténcia entre planos atdmicos) e 6 (angulo de incidéncia em

relacdo ao plano considerado). O parametro de rede (a)e o volume da célula
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unitaria, ambos calculados com o auxilio do software UnitCell para o pico de

maior intensidade, correspondente ao plano (311).

2dyy;-sen 8 = ni €)

Os valores calculados de pardmetro de rede, distancia interplanar e
volume da célula unitaria estdo apresentados na TABELA 4.1. Pelos valores
calculados, verifica-se que o material sintetizado corresponde a fase magnetita, ja

que se encontram mais proximos dos valores reportados para a magnetita.

TABELA 4. 1: Distancia interplanar, parametro de célula e volume da célula
unitaria calculados para o material sintetizado e valores repostados na literatura

para a magnetita (FesO,4) e maghemita (y-Fe,03).

Distancia Parametro de rede  Volume da Célula
Interplanar (d)/A (a)/A Unitaria/ A3
y-Fe;03 25116 8,3300 578,010
FesO, 25314 8,3958 591,815
Material
o 2,5320 8,39328 591,2831
Sintetizado

Com a andlise de DRX também foi possivel estimar o tamanho médio
dos cristalitos do material sintetizado utilizando a equacédo de Scherrer (Equacéo
4). Para os calculos, considerou-se A= 1,54 A (radiagdo de Cu Ka=1,5418 A),
K=0,94 (considerando particulas esféricas), 6 é o angulo de difragdo do pico de
maior intensidade (311) e B é a largura do pico a meia altura em radianos. O

tamanho médio de cristalito foi estimado em 34 nm.

KA
tmédio = B cos O (4)
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Imagens de microscopia eletronica de varredura (MEV-FEG) foram
coletadas das amostras sintetizadas sem a presenca de estabilizantes para
investigar a morfologia e o tamanho das particulas (FIGURA 4.3). Pelas imagens
observa-se que as nanoparticulas foram sintetizadas com morfologia esférica com
tamanho médio de aproximadamente 30 nm, corroborando com o resultado de
DRX. Isso porque quando o tamanho da particula € menor que 100 nm pode-se
considerar o tamanho de cristalito como o tamanho médio de particula®.162,

Nas imagens da FIGURA 4.3 nota-se uma grande aglomeracéo das
nanoparticulas, ocorrendo a formacdo de clusters de tamanho maiores, de
aproximadamente 200 nm. Considerando que o monodominio da magnetita
ocorre em tamanhos de particula abaixo de 30 nm, foi estudada a sintese na
presenca de diferentes estabilizantes para impedir e/ou diminuir a aglomeracéo
das mesmas. Os estabilizantes avaliados foram o citrato de sédio (FesO,4-Cit), 0
estabilizante imidazélico catidnico (Fes04-ImCyg) e 0 estabilizante imidazdlico

zwiteridnico (Fe3O4-1mSCyp).
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500 nm

FIGURA 4. 3: Imagens de microscopia eletrénica de varredura de alta resolucéo
(MEV-FEG) para as nanoparticulas sintetizadas sem a presenca de
estabilizantes.

Nos difratogramas obtidos para as amostras de nanoparticulas
magnéticas sintetizadas na presenca dos diferentes estabilizantes, FIGURA
4.4,0bserva-se que ndo houve modificacdo na fase de Oxido de ferro formado,
indicando a presenca da fase magnetita (JCPDS n°19-0629).Alem disso, pode-se
verificar o alargamento dos picos de difracdo, indicando a reducdo do tamanho
das particulassintetizadas'®?. Nota-se também que os picos de difracéo obtidos séo
bem definidos, demonstrando que os estabilizantes i6nicos ndo influenciaram
significativamente na cristalinidade das nanoparticulas, apenas no tamanho das

mesmas.
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FIGURA 4. 4: Difratograma de raios X do Fe;O, obtido pelo método

solvotermal na a presenca de estabilizantes de diferentes estabilizantes.

A diminuicdo do tamanho das nanoparticulas pela utilizacdo dos
estabilizantes imidazolicos pode ser atribuida a capacidade deformarem micelas
reversas durante a sintese solvotermal, que atuam como nanorreatores para a
formacdo das nanoparticulas!®®. No caso do citrato, a reducdo do tamanho é
devido a sua capacidade de coordenar nos atomos de ferro superficiais'®®. Estes
estabilizantes atuam funcionalizando a superficie das nanoparticulas provocando
impedimento estérico na etapa de aglomeracdo (FIGURA 4.5), controlando o

tamanho das mesmas.
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FIGURA 4. 5: llustracdo esquematica das etapas de atuacdo dos estabilizantes

na sintese solvotermal. Fonte: Adaptado de Fan et al. (2011)%°,

N&o foi possivel obter as imagens das nanoparticulas sintetizadas na
presenca dos estabilizantes por MEV-FEG, devido a diminui¢do do tamanho das
nanoparticulas e a limitacdo do equipamento. Deste modo, considerando que o
tamanho observado nas imagens de microscopia para as nanoparticulas
sintetizadas sem estabilizantes e o tamanho das nanoparticulas estimada por DRX
foram semelhantes, calculou-se o tamanho médio das particulas para os padrdes
de DRX do material sintetizado na presenca dos diferentes estabilizantes. Na
TABELA 4.2 estdo apresentados os valores calculados para o tamanho de
cristalito das diferentes nanoparticulas sintetizadas e os parametros utilizados no
calculo, como posicdo do pico de difracdo e largura a meia altura deste pico
(FWHM — Full-Width at Half-Maximum). Observa-se que ocorreu a diminui¢éo
do tamanho dos cristalitos quando as nanoparticulas foram sintetizadas na

presenca dos estabilizantes e que o citrato apresentou menor tamanho de cristalito
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(10 nm). Os parametros de rede calculados para as nanoparticulas sintetizadas na

presenca de estabilizantes encontra-se em apéndice (TABELA B.1).

TABELA 4. 2: Tamanho de particula para as diferentes nanoparticulas
sintetizadas, posicdo de pico de maior intensidade correspondente e largura a

meia altura (FWHM) do plano (311) conforme encontrado na anéalise de DRX.

Tamanho médio

Nanoparticula 20 (Graus) FWHM (Graus) de Cristalito
(nm)
Fes04 35,47 0,25641 34
Fe;0,4-Cit 35,41 0,85604 10
Fe304-ImCyg 35,35 0,52213 16
Fe304-1mSCyo 35,42 0,77019 12

A diminuicédo do tamanho de cristalito associado com a diminuicéo
do tamanho da nanoparticula foi observado também por Ardelean e
colaboradores!®, em que a utilizagdo de agentes estabilizantes aumentou a area
superficial em consequéncia da diminuicdo do tamanho das nanoparticulas,
segundo analises realizadas por BET. Ficai et al.!® também observou que a
utilizacdo de estabilizante, mais especificamente o citrato, ocasionou na
diminuicao significativa do tamanho de poro das nanoparticulas acompanhado da
diminuigdo do tamanho das mesmas. Tais caracteristicas séo fatores importantes
para a utilizacdo dessas nanoparticulas como suporte na imobilizacdo enzimatica,
uma vez que o aumento da area superficial favorece maior funcionalizacéo e
consequente maior carga de enzima imobilizada*’. Ademais, a presenca de poros
muito grandes envolvem uma area superficial relativamente baixa, impedindo
altas cargas enzimaticas*’166,

Posteriormente as analises de DRX, foram coletados espectros de
FTIR (FIGURA 4.6) de todas as nanoparticulas sintetizadas. Nos espectros
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observa-se o estiramento da ligacdo Fe—O ocupando os sitios tetraédricos, em 585
cm? e octaédricos em 385 cm?, caracteristicos da estrutura do tipo espinel
invertida da magnetita®®’ corroborando com a fase identificada pelo padréo de
raios X. O estiramento do Fe-O tetraédrico pode ocorrer entre 540-585 nm?®8,
esse deslocamento para maiores numeros de onda observado para as
nanoparticulas sintetizadas neste trabalho indica que mais fons de Fe3*entraram
nos locais tetraédricos ao longo do tempo de reacdo e a estrutura espinel invertida

se torna mais perfeita, obtendo melhor resposta magnética®®’.
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FIGURA 4. 6: Espectro de FTIR para as nanoparticulas de Fe;O, sintetizadas

sem a presenca de estabilizantes e na presenca de diferentes estabilizantes.

Na FIGURA 4.6 observa-se as vibragdes dos grupos funcionais

organicos dos estabilizantes na faixa de 4000-1000 cm™. Em aproximadamente
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3400 cmobserva-se uma banda alargada com baixa intensidade referente as
hidroxilas superficiais do material a baixa intensidade do estiramento O-H. A
presenca do estabilizante catidnico (ImCyo) e zwiteridnico (ImSCip) na superficie
do material pode ser comprovada pelo estiramento da ligagio C=C do
imidazol*®®1%m aproximadamente 1580 cm™. Para as nanoparticulas
sintetizadas na presenca do citrato observa-se bandas correspondentes ao
estiramento C-H® que entre 2800-3000 cm™ e bandas em 1628 e 1400 cm™*
associadas ao grupo carboxilato', indicando a presenca do citrato de sodio

atuando na superficie do material.

4.1.2. Recobrimento das Nanoparticulas

Posteriormente a sintese e caracterizacdo das nanoparticulas foi
estudado a metodologia mais adequada de recobrimento das mesmas com SiO»,
uma vez que sao suscetiveis a oxidacéo pelo ar atmosférico e no meio reacional,
perdendo seu carater magnético. Inicialmente, o recobrimento das nanoparticulas
foi feito pelo método de Stdber. Apos o recobrimento foram registrados 0s
espectros de infravermelho para todas as nanoparticulas recobertas (FesOs-
IMSCyp, Fe304-ImCyp e Fes04-Cit). Pelos espectros de infravermelho (Figura 4.7),
observa-se bandas em aproximadamente 1250 cm™ e1080 cmreferentes a
vibracdo assimétrica das ligagdes Si-O-Si e O-Si-O"1172, As bandas em 960 cm’
1800 cm™ e 470 cm™podem ser atribuidas ao grupo silanol (Si-OH) presente na
superficie das nanoparticulas, a deformacdo angular das liga¢bes Si-O e ao

estiramento simétrico O-Si-O, respectivamentel’2173,
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FIGURA 4. 7: Espectros de FTIR para as diferentes nanoparticulas de

FesOg4recobertas pelo método de Stober na regido de 4000 a 300 cm™e regido de

500 a 300 cm* inserido nos graficos.

A regido do espectro de FTIR de 500 a 300 cm (gréaficos inseridos
nos espectros da FIGURA 4.7) foi utilizado para diferenciar a magnetita da
maghemital’®. Nessa regido observa-se o aparecimento de diversas bandas que
ndo estavam presentes previamente ao recobrimento como pode-se observar na
FIGURA 4.6.A presenca dessas bandas indica uma estrutura comvacancias®>1
devido a oxidacdo do Fe?* nos sitios octaédricos da magnetita, sugerindo que as
nanoparticulas sofreram oxidacdo durante o processo de recobrimento. Zou e
colaboradores'**, verificaram através de analises de espectroscopia de
fotoelétrons excitados por raios X (XPS) que utilizando elevado valor de pH (=
11) no processo de recobrimento resulta na oxidagédo das nanoparticulas de Fe;O4a
v-Fe20:s.
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Por possuir uma melhor resposta magnética, € interessante realizar o
recobrimento das nanoparticulas de magnetita evitando sua oxidacdo. Desta forma
optou-se por avaliar o método bifase para o recobrimento em que se utiliza
condicdo de pH que n&o resulte na oxidacdo das nanoparticulas e descarta a
utilizacdo de solventes organicos. Em contraste com o método de Stdber, o
espectro na regido do infravermelho para as nanoparticulas sintetizadas pelo
método bifase (FIGURA 4.8) ndo apresentou bandas na faixa de 500-300 cm™,
indicando que as mesmas ndo sofreram oxidacao, uma vez que no metodo adotado
é utilizado a hidrazina como catalisador, que pode recobrir a particula e evitar a
oxidacdo do Fe3O, sem a necessidade de utilizar atmosfera inerte. Este

recobrimento pode ser visto nos espectros na regido do infravermelho,
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FIGURA 4. 8: Espectros de FTIR para as diferentes nanoparticulas de Fe;O,
recobertas pelo método Bifase na regido de 4000 a 300 cm™ e regido de 500 a

300 cm inserido nos graficos.
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Os espectros apresentados na Figura 4.8 exibem bandas
caracteristicas de agua (3549 — 3409 cm) devido a vibragdes de estiramento
assimétrico e simétrico de OH, em 1637 cm observa-se o dobramento HOH.
Além destas bandas, observa-se também uma banda intensa em 1615cm™ que
pode ser correspondente ao dobramento assimétrico da hidrazina, indicando a
possivel presenca de hidrazina na superficie das particulas mesmo apos as
lavagens. Destes espectros é possivel observar também que as particulas FezO4-
SC10@SiO;, apresentam um menor contelido de agua.

Confirma-se a presenca de SiO, recobrindo as nanoparticulas
magnéticas de FesO, ao se observar a regido de 1250-900 cm. Considerando as
vantagens do método bifase, a eficiéncia no recobrimento das nanoparticulas e a
elevada estabilidade quimica do recobrimento formado!*4, assumiu-se essa

metodologia para prosseguir com a funcionalizacao.

4.1.3. Funcionalizacdo das Nanoparticulas

Apols o recobrimento com SiO,, fez-se a funcionalizacdo das
nanoparticulas deFe;O,@SiO, utilizando o 3-aminopropiltrimetilsilano. Com o
fim do processo de modificacao superficial, utilizou-se o método colorimétrico de
determinacdo da densidade de amina para confirmar e quantificar a
funcionalizacdo, visto que ndo foi possivel verificar a funcionalizacdo por
infravermelho.

Como pode-se observar na FIGURA 4.9-a, a nanoparticula que
apresentou maior densidade de grupos NH; foi a sintetizada em presenca do
estabilizante cationico (17,4 nmol mg™), seguido das nanoparticulas sintetizadas
utilizando o estabilizante zwiteridnico (8,5 nmol mg?) e o citrato (3,3 nmol mg-
). Esse fato pode estar relacionado a formacdo de nanoparticulas recobertas

“multi-core”, no qual ocorre um aumento do tamanho das nanoparticulas, devido
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a presenca de varios nucleos magnéticos, e a diminuicdo da area superficial,
acarretando na diminuicao da densidade de NH; superficial, como esquematizado
na FIGURA4.9-b. A curva analitica do 4-benzaldeido utilizada para a
quantificacdo indireta dos grupos amina esta apresentada na FIGURA B.1

juntamente com a equacéo da reta, no Apéndice B.

20 - - FE3O4-SC10

Il Fe,0,-Cit

. -1
Densidade de NH, (nmol mg~)

b. Nanoparticula

ImC,, ImSCy, Cit

0 @ @ Fe,0,@SiO,

Maior densidade de NH,

FIGURA 4. 9: Densidade de grupos amino para as diferentes nanoparticulas
funcionalizadas (a)e representacdo esquematica da relacéo entre o tamanho das

nanoparticulas recobertas e a densidade de grupos amino superficiais (b).

A funcionalizacéo pode estar entdo associada ao tipo de estabilizante

utilizado, uma vez que pode haver a formacdo de nanoclusters durante o
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recobrimento e a diminuicdo da area superficial das nanoparticulas. Li et al.*’
observaram que os grupos funcionais das moléculas de citrato tem a capacidade
de aderir a superficie das nanoparticulas magnéticas e atuarem como agente
estabilizante e como ponte entre duas ou mais nanoparticulas. Esse efeito faz com
que a molécula de citrato impeca o crescimento dos cristalitos, porém pode haver
a formacdo de nanoclusters como demonstrado no esquema apresentado na
FIGURA 4.10-a. Um efeito semelhante, mas em menor proporcédo, pode estar
ocorrendo quando se utiliza o estabilizante zwiteribnico, uma vez que sua
molécula pode interagir com a superficie da nanoparticula através de duas
unidades, como demonstrado na FIGURA 4.10-b. Ademais, segundo Blackman e
colaboradores'’®,se primeiramente ocorrera adsorcdo da unidade com carga
positiva do estabilizante na superficie negativa da nanoparticula, por efeitos de
repulsdo, a unidade negativa da molecula zwiteribnica é direcionado para a
solucéo, podendo ocorrer entdo a interacdo da unidade negativa com o dtomo de
ferro superficial de outra nanoparticula, que é considerado deficiente em

elétronst’®,
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FIGURA 4. 10: llustracdo esquematica do efeito do estabilizante nas
nanoparticulas de magnetita: proposta da estabilizacdo utilizando o citrato (a) e

0 estabilizante zwiteri6nico (b).

Foram realizadas analises das porcentagens de carbono, hidrogénio e
nitrogénio para as nanoparticulas funcionalizadas, observando-se os resultados da
TABELA 4.3. Pela analise dos dados de CHNS nota-se a presenca de enxofre (S)
na nanoparticula sintetizada na presenca do estabilizante zwiteriénico, devido ao
grupo sulfonato do estabilizante, demonstrando que o estabilizante permanece
mesmo apos o recobrimento e funcionalizacdo das nanoparticulas. Com a anélise
elementar e possivel estimar uma férmula minima, encontrando-se para Fe;Os-
IMC10@SiO,-NH,,  Fes04-Cit@SiO,-NH, ¢ FesO4-ImSC10@SiO2-NH, — as
formulas: Fe304(1.5H,0)(0.95Si0,)(0.05N2H,4)(0.051mC10)(0.05APTS),
Fe304(3.9H,0)(4Si02)(0.1N2H4)(0.3Citrato) (0.2APTS) e
Fes04(2.7H,0)(3.8Si02)(0.07N2H4)(0.07ImSC10)(0.07APTS), respectivamente.

Considerando-se um valor de 8.397A para a aresta de uma célula unitaria de
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Fes0,4, obtém-se um volume de 592,07 AS. Para estimar quanto de APTS cada
particula possui é possivel calcular o volume de uma esfera (V=4n(r)%/3) para
cada particula e dividir pelo volume de uma célula unitaria. Este valor
multiplicado pelo nimero de Fe3O,4 contidos na célula unitéaria indicam quantos
FesO,4 cada particula possui. Com isto, uma simples regra de trés nos dara que a
particula sintetizada com citrato possui aproximadamente 1400 moléculas de
APTS na sua superficie, que a particula sintetizada na presenca do surfactante
cationico possui 1450 moléculas de APTS e que a sintetizada com o surfactante
zwiteridnico possui em torno de 850 moléculas de APTS em sua superficie. Estes
valores vdo em contraste com os valores de amina livre disponivel. Considerando-
se a presenca de azida na superficie a particula Fes04-1mC,,@SiO,-NH; apresenta
maior quantidade de amina disponivel na superficie, entretanto, os valores para
FesO4-Cit@SiO,-NH, e Fe304-ImSCi10@SiO2-NH, encontram-se  alternados.
Desta forma, € necessario avaliar como as tecnicas sdo feitas, pois a anélise
elementar retne valores de aminas ndo-disponiveis e disponiveis, enquanto a
reacdo com 4-nitrobenzaldeido apenas ocorre com aminas disponiveis na
superficie, indicando mais uma vez que as particulas de citrato devem ter
aglomerado durante o processo de recobrimento e silanizagdo, como mostrado na

figura 4.9.

TABELA 4. 3: Analise elementar para as diferentes nanoparticulas

funcionalizadas com APTES.

%C %H %N %S
Fes04-Cit@SiO2-NH; 2,99 1,82 0,92 0
Fe304-ImC1o@SiO2-NH; 2,92 1,44 0,91 0
Fe304-ImSC10@Si02-NH; 3.12 1.59 1.01 3.80

4.1.4. Estudo da Reacdo de Obtencio de Esteres

Metilico de Acido Graxo
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Visto que as lipases podem catalisar diversas reagdes, como as
reacbes de resolucdo racémica e as reacOes inversas (esterificacdo,
transesterificacdo e interesterificacdo), e considerando que a obtencdo de ésteres
alquilicos de &cidos graxos pode ser feita através das reacdes de transesterificacao
ou hidroesterificacdo do 6leo vegetal (FIGURA 4.11), investigou-se o tipo de
reacdo mais adequado para obtencdo dos ésteres pelas enzimas lipase de
Pseudomonas fluorescens imobilizadas no suporte magnético. Para isto, foi
avaliada a capacidade dessa enzima em converter o 6leo de soja utilizando
metanol como acil receptor para ambas as reacdes. A reacdo de hidroesterificacéo

foi avaliada adicionando diferentes quantidades de agua ao meio reacional.

j\ 0 OH
o) R; R;
R—O
b. 0 0
R4 Ry >—R1
o ORZ 0 HO R—O
OH 0 0
° H,0 >_R2 R—OH >—Rz
Lipase JYRLIE ied  + ho
(o o} o)
OJ\R3 OH >_R3 >_R3
HO R—O

FIGURA 4. 11: ReacGes de obtencéo de ésteres alquilicos de &cido graxo que
podem ser catalisadas por enzimas lipase: Transesterificacdo (a) e

Hidroesterificacéo (b).
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O monitoramento das reac¢des de obtengdo do dos ésteres alquilicos
de &cido graxo foi feito utilizando a técnica de ressonancia magnética nuclear de
'H, acompanhando os sinais referentes aos ésteres metilicos de &cidos graxos
(FAME —Fatty Acid Methyl Ester). A converséo do 6leo de soja foi calculada pela
Equacéo 577, na qual aplica-se os valores de integracédo do singleto dos prétons
do éster metilico(l,g), que ocorre em = 3,7 ppm, e do multipleto dos hidrogénios

do grupo a-carbonilmetileno(/,_cy,),que ocorre em aproximadamente 2,3 ppm e

estd presente em todos os 6leos vegetais.

CME=100'21i (5)

31a—CH2

Os valores de resultados de converséo calculados para as reagdes de
transesterificacdo e hidroesterificacdo estdo apresentados no grafico da FIGURA
4.12. Atraves dos resultados da FIGURA 4.12, pode-se observar que a reacéo de
transesterificacdo apresentou baixos niveis de conversdo, quando comparado a
reacdo de hidroesterificacéo, na qual ocorre a hidrélise do triacilglicerideo seguida
da esterificacdo dos monoglicerideos. A melhora na reposta de conversao obtida
pela reacdo de hidroesterificacdo pode estar associada ndo apenas pela
necessidade agua de hidratacdo para manter a estrutura tridimensional da enzima,
mas também pela melhor ativacéo interfacial das enzimas lipase'’8que expde o

sitio ativo da enzima ao substrato.
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FIGURA 4. 12: Efeito do teor de agua na conversdo do 6leo de soja a FAME

catalisada pela enzima lipase de Pseudomonas fluorescens.

Nota-se também que o0 aumento no teor de agua de 2 a 15% néo
influenciou significativamente nos valores de conversdo, assim, optou-se por
utilizar o menor valor de dgua (2%). Uma vez que as enzimas requerem um certo
nivel de agua em suas estruturas para manter sua conformacéo natural, permitindo
que elas oferecam sua funcionalidade completal”, investigou-se se a quantidade
de agua adicionada estava possibilitando que ocorresse a reacdo de
hidroesterificacdo ou se a agua adicionada estava atuando apenas como agua de
hidratacdo da enzima. Para isso analisou-se os espectros de 'H RMN para a
mistura reacional sem a presenca de a4gua e com a adicdo de 2% de agua.
Observou-se na FIGURA 4.13 o aparecimento de picos correspondentes aos
produtos de hidrolise do triacilglicerideo que ndo estdo presentes quando ndo ha
adicdo de agua. Segundo o estudo feito por Nieva et al.'®os deslocamentos
quimicos observados para os produtos de hidrélise correspondem ao 1,2-

diglicerideo (1,2-DG) e ao 2-monoglicerideo (2-MG). Pelos dados experimentais,
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comprova-se que a agua adicionada, mesmo em baixa quantidade, esta atuando
na reacdo de hidrolise do substrato, indicando que ocorre preferencialmente a

hidroesterificacdo, ja que ha uma melhora significativa nos valores de conversao

observados.
M
2% H20 ”
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FIGURA 4. 13: Espectro de RMN de *H para a mistura reacional em CDClz com
aquisicdo de pontos de 16 K apds 24 horas de catalise pela enzima lipase
imobilizada. Em destaque estdo os duplos dupletos referentes ao triacilglicerideo
(TAG), o singleto referente aos hidrogénios metilicos do FAME (M), os picos
correspondentes aos produtos da hidrolise, 1,2-diglicerideo (1,2-DG) e o 2-

monoglicerideo (2-MG).

Considerando que as lipases foram imobilizadas em solugéo aquosa,
encontrando-se, principalmente, em sua conformacao fechada, testes foram feitos
na tentativa de converter a lipase imobilizada a forma aberta®®'82, Para isso, apés
a imobilizacéo fez-se a lavagem com hexano e acetona, porém nenhuma diferenca

significativa foi observada na conversao do oleo de soja.
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4.1.5. Imobilizagdo enzimatica

Posteriormente a definicdo do tipo de reacdo a ser usada como
modelo na catalise da enzima lipase, foram realizados experimentos de otimizacéao
do processo de imobilizacdo enzimatica a partir da quimiometria. A quimiometria
foi feita utilizando as trés nanoparticulas sintetizadas (NP-ImS;o, NP-Cit, NP-
ImCy) e outras duas nanoparticulas, estando funcionalizadas com
dimetilglioxima (NP-Gli) e com HPO; (NP-HPO). Para cada uma das
nanoparticulas avaliadas variou-se as condi¢fes do processo de imobilizacdo de
acordo com a matriz apresentada na TABELA 4.4. Nesta tabela também estéo
apresentadas as triplicatas realizadas no ponto central, que foram utilizadas para
o calculo dos erros dos efeitos de cada variavel. O total de 11 experimentos foi
realizado para cada nanoparticula, resultando em 55 experimentos, realizados de

forma aleatoria.

TABELA 4. 4: Matriz do planejamento fatorial fracionario 2°2para verificar a
influéncia de 5 varidveis da imobilizacdo enzimética (v1 a v5) na conversdo do
0leo de soja a FAME.

vl V2 v3 v4 V5

Exp [lipase] massa NP  Tempo pH [glutaraldeido]
1 - - - - -
2 + - - + +
3 - + - + +
4 + + - - -
3) - - + - +
6 + - + + -
7 - + + + -
8 + + + - +
9 0 0 0 0 0
10 0 0 0 0 0
11 0 0 0 0 0
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A resposta avaliada para os calculos quimiometricos foi a
porcentagem de conversdo (%C) do éleo de soja a ésteres metilicos de &cidos
graxos, monitorado por ressonancia magnética nuclear de *H. Os valores de
conversdo para todas as nanoparticulas estdo apresentados na TABELA 4.5. A
partir dos valores de converséo calculados, com auxilio do software GNU/Octave
e a rotina computacional “fabi_efeito” descrito por Pereira e Pereira-filho®®3,
calculou-se a porcentagem de um efeito para cada variavel, nesse calculo ndo

foram utilizados os valores do ponto central, apenas a matriz 8x5.

TABELA 4. 5: Valores de conversdo do 6leo de soja a FAME para as diferentes

nanoparticulas obtidos no planejamento fatorial fracionario.

Resposta (%C)
EXp. . Fe;0;- Fes0,- F8304-G|i Fesz04-
FesOsCit e ImSCo HPO,
1 1,78 6,14 1,53 5,07 3,28
2 0 0,48 0,66 0,47 4,37
3 0,64 2,12 0,41 1,20 1,62
4 2,96 9,30 2,72 8,25 6,24
5 2,57 0,24 2,57 2,17 5,04
6 0,07 2,83 0,81 0,25 5,36
7 0,23 0,47 0,80 0,75 1,88
8 0,87 7,32 2,17 2,78 1,07
9 5,93 12,38 1,90 10,78 10,48
10 3,79 12,32 1,15 9,89 16,73
11 4,03 12,36 2,09 6,00 8,79

Com os valores de conversdo apresentados para o ponto central,
calculou-se a variancia, o erro experimental, o erro de um efeito, bem como o
valor de t correspondente. A variancia experimental foi calculada pela Equacéo 7,
em que xé a média da conversdo no ponto central, n € o niUmero de réplicas no

ponto central e x; é o valor de conversdo correspondente.

a2
Variancia Experimental = Z(?:;Tx) (6)
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Ainda utilizando a triplicata do ponto central, calculou-se o erro
experimental, utilizando a Equacao 8. Partindo-se do erro experimental fez-se o
calculo do erro de um efeito através da equacdo 9, em que k é o numero de
varidveis. O erro experimental, erro de um efeito e a variancia para cada

nanoparticula estdo dispostos na TABELA B.2 (Apéndice B).

' N DNCT I
Erro Experimental = = \/WExp. (7)
Erro de um efeito = Z2° Experimental 8

V(-2k)

Para a triplicata feita no ponto central, ou seja, n=3, 0 numero de
graus de liberdade sera n-1 (2) e o valor de t de student tabelado considerando
95% de confianca para uma distribuicdo bicaudal sera 4,303, O valor de t
também pode ser calculado pela funcdo INVT do Excel. Os dados calculados até
este ponto foram inseridos na rotina computacional e calculados no Octave. Como
resultados dos calculos, serdo apresentados dois graficos, o grafico da
porcentagem dos efeitos e o grafico de probabilidade.

Os gréaficos para as nanoparticulas sintetizadas na presenca do citrato
estdo apresentados na FIGURA 4.14. Pelo grafico de porcentagem relativa dos
efeitos é possivel observar que apenas o pH tem efeito consideravel na resposta e
pelo grafico de probabilidade confirma-se que o pH € uma variavel importante, ja
que esta variavel se encontra mais afastado do 0 no eixo X. Além disso, observa-
se também que o pH apresenta um efeito negativo sobre a resposta, estando do
lado negativo do eixo X. Em teoria, isso significa que quanto menor o valor de
pH utilizado na imobilizagdo melhor seria a resposta obtida, neste caso, melhor a
conversdo. Nota-se que todas as outras variaveis estdo posicionadas dentro da area
delimitada pelo intervalo de confianca, que é a area considerada para o erro de um

efeito com 95% de confianca. No grafico de probabilidade, no eixo x verifica-se
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o valor tedrico, em unidade, que é possivel melhorar a resposta se utilizar menores
valores de pH. Neste caso, pode-se melhorar a conversdo em aproximadamente
2%.

100 N P-Clt Grafico de probabilidade

] 15 massa NP
904 A. b 2
P\i 80 | !
8 70 [glut]
D> 1 05 5
S 60
8 4
T 504 N =
g lipase
S 40 [lipase]
g 30_' 05 3
3 ] tempo
S 20+
4 -1
10 - [IgH]
0 - — a5

2 1.5 -1 -0.5 o] 05 1
Efeitos

T T
[lipase] ~ massa NP tempo pH [glut]
Efeitos

FIGURA 4. 14: Porcentagem relativa dos efeitos calculados (a) e o grafico de
probabilidade (b) para as nanoparticulas sintetizadas na presenca de citrato como
estabilizante (Fe;O,4-Cit). A linha azul vertical mostra a posi¢do do zero no eixo

X e as duas linhas verticais vermelhas indicam o intervalo de confianca.

Na FIGURA 4.15 e FIGURA 4.16, observa-se que o perfil de
resposta para as nanoparticulas sintetizadas na presenca dos estabilizantes
catiénico e zwiteridnico foi andlogo as nanoparticulas sintetizadas na presenca de
citrato, em que apenas o pH teve efeito acima de 20% e em todos os casos o pH
apresentou um efeito negativo. Esse comportamento equivalente entre as
nanoparticulas pode ser justificado pela semelhanca no método de
funcionalizacdo aplicado, nas quais apenas a quantidade de grupos funcionais se
difere entre essas nanoparticulas. A influéncia da quantidade de grupos funcionais
pode ser verificada atraves dos graficos de probabilidade. A nanoparticula com
maior densidade de grupos amina (Fe;O4-ImCyp) € a Unica que exibe um efeito
positivo para a concentracdo de lipase, quando comparado as demais
nanoparticulas sintetizadas (FesO4-1mSCyo e Fez04-Cit).
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Grafico de probabilidade
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FIGURA 4. 15: Porcentagem relativa dos efeitos calculados (a) e o grafico de

probabilidade (b) para as nanoparticulas sintetizadas na presenca do

estabilizante cationico (FesO4-1mCyy).

De acordo com o grafico de probabilidade, teoricamente, € possivel

melhorar a conversao utilizando as nanoparticulas de Fe3O4-ImCy, como suporte

em até 4% e as nanoparticulas de Fe3O4-ImSC;o em 1,5%, ambas diminuindo o

pH.
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FIGURA 4. 16: Porcentagem relativa dos efeitos calculados (a) e o gréafico de

probabilidade (b) para as nanoparticulas sintetizadas na presenca do

estabilizante zwiteridnico (Fe3O4-ImSCiy).
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As nanoparticulas de Fe;O4-Gli apresentaram resultados semelhantes
as nanoparticulas sintetizadas neste trabalho e discutidas anteriormente. Apenas o
pH teve efeito significativo (FIGURA 4.17-a), apresentando também um efeito
negativo frente a resposta (FIGURA 4.17-b). Teoricamente, pode-se alcancar uma

melhora na conversao de até 4%.
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FIGURA 4. 17: Porcentagem relativa dos efeitos calculados (a) e o grafico de

probabilidade (b) para as nanoparticulas funcionalizadas com dimetilglioxima.

Apenas as nanoparticulas de Fe304-HPO3; possuem um perfil de
porcentagem de efeitos distinto das demais nanoparticulas, em que se observa a
massa de nanoparticulas utilizada como principal efeito (FIGURA 4.18). Porém
ao analisar o grafico de probabilidade verifica-se que todos os efeitos estdo
posicionados dentro do limite de confianca, devido a baixa reprodutibilidade da
imobilizacdo neste suporte, que pode estar associado a funcionalizacédo superficial
desta nanoparticula.



74

NP-HPO

Grafico de probabilidade
T

100 5 b
1
o0l a. 1 [lipase]
S 80
[%2]
o 704 05 3
3 o tempo
b
% L] %
£ [pH]
g 05 5
§ [glut]
E 4
2
massa NP |
1'5-3 2 - 0 1 2 3

Efeitos

[lipase] massa NP tempo pH [glut]
Efeitos

FIGURA 4. 18: Porcentagem relativa dos efeitos calculados (a) e o grafico de

probabilidade (b) para as nanoparticulas funcionalizadas com HPO:s.

Dentre todas as nanoparticulas avaliadas, descartou-se as
nanoparticulas de Fe3O4-HPO3, pela baixa reprodutibilidade frente a resposta
observada e a Fe304-ImSCyo, que obteve menor conversdo maxima dentre todas
as nanoparticulas avaliadas (2,7%), como é possivel observar na TABELA 4.5.
As nanoparticulas que tiveram continuidade nos estudos foram: Fe;04-Gli, Fe30,-
Cit e Fe3O4-ImCyo. Para essas nanoparticulas, as condicdes otimizadas de
imobilizacdo encontradas utilizando o planejamento fatorial fracionario estdo
resumidas na TABELA4.6. Para as variaveis que ndo possuiram efeitos
significativos foram considerados o valor do limite superior quando apresentava
um efeito positivo e considerou-se o valor da variavel no limite inferior quando

apresentava um efeito negativo.

TABELA 4. 6: Valores otimizados das variaveis que ndo apresentaram efeito
significativo para as nanoparticulas de Fe3O4-ImCyo, Fe304-Cit e Fe3O4-Gli. Em
parénteses esta indicado se o valor da variavel corresponde ao limite inferior (-)

ou superior (+).
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Nanoparticulas

Variaveis
Fes0s-Cit Fez04-ImCyo Fe30:-Gli
[Lipase] / mg mL™ 0,5() 1,0 (+) 1,0 (+)
Massa de NPs / mg 15,0 (+) 15,0 (+) 15,0 (+)
Tempo / min. 10,0 () 10,0 (-) 10,0 ()
[Glutaraldeido] / «L 50 () 50(-) 50()

4.1.6. Otimizacéao do pH de Imobilizacéo

Como para as nanoparticulas de FezO4-ImCyg, Fez04-Cit e FezO4-
Gliapenas o pH foi uma variavel com porcentagem de efeito significativo,
avaliou-se diferentes valores de pH. Dado que para todas essas nanoparticulas, o
pH apresentou efeito negativo para melhora na conversdo da reagdo de
hidroesterificacdo, avaliou-se a imobilizacdo no pH 3, 4, 5 e 6.Na Figura 4.19
observa-se que em valores de pH abaixo do limite inferior as enzimas
imobilizadas em diferentes nanoparticulas apresentaram menor conversao, e nao
foi verificado uma melhora como previsto pelos calculos quimiométricos. Isso
ocorreu porque apesar de diminuir o empiricismo acerca do processo de
imobilizacdo, em pH muito baixo ocorre a desnaturacéo da enzima e consequente
diminuicdo da conversdo. Este fato ndo é considerado nos calculos

quimiométricos.
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FIGURA 4. 19: Otimizacédo do pH de imobilizacéo frente a hidroesterificacdo do
0leo de soja a FAME.

O pH de imobilizacdo que alcangou maior converséo foi 0 pH 5 que
€ 0 pH mais proximo do ponto isoelétrico da enzima lipase de Pseudomonas
fluorescens (pl = 4,7). A maior conversao neste pH pode estar associada a maior
carga enzimatica no suporte magnético, ou seja, maior nimero de enzimas
imobilizadas, j& que no ponto isoelétrico se observa a adsor¢do maxima das
enzimas no suporte!®* considerando uma adsorcéo ndo-eletrostatica, uma vez que
a adsorcdo no suporte é a etapa fundamental na metodologia adotada de

imobilizacdo, como representado na FIGURA 4.20.
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FIGURA 4. 20: llustracdo esquematica do cross-linking com glutaraldeido de
proteinas adsorvidas ibnicamente em suportes catiénicos aminados. Fonte:
Adaptado de Betancor et al. (2006)%,

4.1.7. Estudo de Atividade Hidrolitica e Estabilidade

da Enzima Imobilizada

A atividade da enzima imobilizada nos suportes magneticos e livre
foi investigada frente a reacdo de hidrdlise do 6leo de oliva com a finalidade de
avaliar a atividade residual da enzima ap0ds a imobilizacdo da mesma no suporte.
Com a atividade enzimatica calculou-se o rendimento de imobilizacdo (RI) em
termos da atividade hidrolitica pela Equacdo 9'¥”. Onde, A, é a atividade inicial
da solucdo de enzima antes da imobilizacdo e As € a atividade do sobrenadante
apos a imobilizacdo. O rendimento de imobilizacdo calculado foi 60, 66 e 78%

para as nanoparticulas Fe;O4-Cit, FesO4-ImCyoe FesO4-Gli, respectivamente.

RI = 2% ¥100 (9)

0
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O célculo da atividade enzimética (U g do suporte) foi calculado
pela Equacdo 10 e a atividade recuperada apds a imobilizacédo foi calculado pela

Equacéo 11.

Atividade da enzima imobilizada (U)

Atividade enzimatica = (10)

Massa do suporte (g)

Atividade da enzima imobilizada
Ao—Af

Atividade Recuperada (%) = 100 (11)

A atividade da enzima imobilizada nos diferentes suportes esta
apresentada na FIGURA 4.21. Observa-se que a atividade recuperada
(apresentado em laranja) é igual ou maior a 100%, indicando que ndo ocorreu
desnaturacédo significativa da enzima durante o processo de imobilizacdo. J& os
valores de atividade recuperada maiores que 100% pode estar associado a
formacéo de dimeros quando a enzima se encontra em solucéo, logo, a atividade
inicial da solucédo de enzima é menor que a atividade real da solucdo. Nota-se
também que a atividade da enzima imobilizada (representado em verde na
FIGURA 4.21) sdo semelhantes para as nanoparticulas sintetizadas na presenca
de citrato e do estabilizante cationico mesmo utilizando diferentes concentragdes
da solucéo de enzima (0,5 mg mL? para FesO4-Cit e 1,0 mg mL? para FesOy-
ImCyp). Esse fato pode estar relacionado a aglomeracédo excessiva das proteinas
no bioconjugado da nanoparticula de Fe;O4-ImCyo, uma vez que ndo ha controle
sobre a densidade de empacotamento das enzimas imobilizadas®. Esta
aglomeracéo excessiva esta associada a formacdo de cross-linking intermolecular
entre as enzimas presentes na solucdo que estd diretamente relacionado a
concentracdo da solucéo de proteina utilizada na imobilizagcdo'®. Observa-se que
0 maior rendimento de imobilizacdo levou a maior atividade hidrolitica das

enzimas imobilizadas como observado na FIGURA 4.21.
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FIGURA 4. 21: Atividade enzimatica da enzima lipase imobilizada nos suportes

magnéticos expressos em U g e a atividade recuperada da enzima imobilizada.

Considerando que durante o processo de imobilizacdo ocorre
também a adsorcdo fisica das enzimas devido as cargas do suporte e do
biocatalisador, ap6s a imobilizacéo, o bioconjugado foi lavado com tampéao com
elevada forca ionica e o sobrenadante foi avaliado frente a hidrolise do 6leo de
oliva. Na FIGURA 4.22, estdo apresentadas as atividades relativas do
sobrenadante de imobilizacéo e do sobrenadante ap6s a lavagem com tampao 0,5
M calculado em relacdo a atividade da solucéo inicial de enzima (0,5 mg L™ para
Fes04-Cite 1,0 mg L para Fe3O,4-ImCyo e Fes04-Gli). Observa-se que os suportes
Fes04-ImCy e Fe304-Gli apresentaram menores atividades do sobrenadante apos
a lavagem com tampéo de elevada forca ionica. Desta forma, acredita-se que
menores quantidades de enzima foram imobilizadas por adsor¢do nestas enzimas.
Por outro lado, para o suporte Fes;O,4-Cit, verifica-se uma maior quantidade de
enzima adsorvida, possivelmente devido a uma maior carga liquida superficial ja

que a mesma apresentou menor funcionalizacdo. Verifica-se, portanto, que a
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maior atividade enzimatica da lipase imobilizada na Fe;O4-ImCy esta associada

a uma ligacdo covalente.

100

1 I Sobrenadante da Imobilizacio
Sobrenadante apos lavagem com tampéo 0.5 M

60 -
50 -
40 -
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Atividade Relativa (%0)
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Suporte Magnético

FIGURA 4. 22: Atividade relativa do sobrenadante de imobilizacéo e do
sobrenadante apds a lavagem com tampdo 0,5 M em funcéo da solucéo inicial de

enzima usado na imobilizacéo.

Apols estudar a atividade enziméatica da enzima imobilizada,
investigou-se sua estabilidade térmica. No grafico da FIGURA 4.23 estdo
apresentadas as atividades relativas da enzima imobilizada e da enzima livre em
diferentes tempos de incubacdo a 45°C. Observa-se um rapido decaimento na
atividade da enzima livre em contraste com a enzima imobilizada. 1sso ocorre
devido a estrutura mais rigida da enzima imobilizada, dificultando sua
desnaturacéo’®®18° e mantendo sua atividade por maior periodo de tempo sob 45
°C. Em todos os suportes avaliados, verifica-se uma diminuigédo na atividade da
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enzima de aproximadamente 20%. J& a enzima livre exibiu quase 80% de

inativacdo térmica, quando submetido a 45 graus por 90 minutos.
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FIGURA 4. 23: Efeito do tempo de incubacdo a 45°C na atividade da enzima
lipase livre e imobilizada nos suportes magnéticos (FezO4-ImCyp, Fe304-Cit e

Fe;04-Gli) durante diferentes tempos de incubacdo em pH 8,0.

Com os dados da estabilidade térmica calculou-se as constantes de
desativacdo térmica através da Equacédo 1288 onde A, é a atividade inicial, A, é

a atividade apds o tratamento térmico em t minutos.
Os valores da constante de desativacdo estdo expostos na TABELA

4.6. Nota-se que as maiores constantes estdo associadas a enzima livre,

demostrando que maior resisténcia a inativacao térmica da enzima imobilizada.
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TABELA 4. 7: Constante de desativacdo térmica para a enzima livre e

imobilizada a 45 °C em diferentes intervalos de tempo.

Constante de Desativacdo Térmica a 45°C

Tempo : -
_ Enzima Imobilizada _ _
(min) : : Enzima Livre
Fe304-ImCao Fes0s-Cit Fes04-Gli

10 0,0567 0,7827 0,4319 0,8346
30 0,3559 1,1971 0,2176 0,4731
60 0,4882 0,5276 0,3252 1,0286
90 0,7149 0,6846 0,4584 1,3434

4.1.8. Caracterizacdo Morfolégica por TEM das

Nanoparticulas Otimizadas

Para compreender melhor a diferenga no comportamento da enzima
lipase imobilizada nas diferentes nanoparticulas magnéticas, foram registradas
imagens de microscopia de transmissdo (TEM) dos suportes (Fe3O4-ImCip,
Fe;04-Cit e Fez04-Gli), visto que nédo foi possivel coletar imagens de MEV para
estes materiais previamente ao recobrimento.

Para 0s  suportes  magnéticos  funcionalizados  com
APTS/dimetilglioxima observa-se na FIGURA 4.24a presenca de nanoparticulas
pouco aglomeradas com tamanho médio de particula de 9,1 (£2,0) nm com uma

fina camada de revestimento amorfo de silica (menor que 1 nm), FIGURA 4.24.
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FIGURA 4. 24: Imagens de microscopia de transmissdo do suporte magnético

de Fe3O4 recoberto com silica (SiO,) (FesO4-Gli) em diferentes ampliacGes.

A FIGURA 4.25 apresenta as imagens de TEM para as
nanoparticulas sintetizadas na presenca do estabilizante aniénico (Fe3O4-Cit).
Observa-se aglomerados de nanoparticulas revestidas com uma camada de silica
com espessura de 8 nm. Esses aglomerados magnéticos recobertos atingem até
350 nm de tamanho. Nas imagens pode-se observar também que ha a presenca de
nanoparticulas de SiO, sem o nicleo magnético de magnetita que foram formados
durante o processo de recobrimento. Nas regides indicadas na FIGURA 4.25,
constata-se a presenca de nucleos magnéticos menores, indicando que a

aglomeracdo das nanoparticulas ocorrem no processo de recobrimento,

corroborando com os resultados discutidos na secdo 4.1.3.
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FIGURA 4. 25: Imagens de microscopia de transmissao do suporte magnético
de FesO4sintetizado com estabilizante anidnico e recoberto com silica (Fe304-

Cit) em diferentes ampliagdes.

As imagens de TEM para as nanoparticulas de FezO4-ImCiy,
apresentadas na FIGURA 4.26, demonstram que no processo de recobrimento
ocorreu a formacdo de aglomerados de nanoparticulas magnéticas revestidos com
uma camada de silica, gerando objetos de 105 (x25) nm e uma camada de silica
de 22 nm. Diferentemente da nanoparticula Fe3O4-Cit, ndo se observam
nanoparticulas de SiO, sem o ndcleo magnetico, verificando um recobrimento
mais uniforme dos aglomerados magnéticos. Em algumas regides da imagem,
nota-se também a presenca de nicleos magnéticos menores, em maior escala do

que foi observado para as nanoparticulas Fe;O,-Cit.

.

FIGURA 4. 26: Imagens de microscopia de transmissao do suporte magnético
de Fes;O,sintetizado na presenca do estabilizante cationico e recoberto comSiO,

(FesO4-ImCyo) em diferentes ampliagdes.

Relacionando os resultados obtidos pelas imagens de TEM com a
atividade da enzima imobilizada, observa-se que melhores atividades s&o
alcancadas para as nanoparticulas que apresentaram menor tamanho apos
recobertas, Fe304-1mCyo e Fe3O4-Gli. Isso ocorre devido a maior carga enzimatica

na superficie do suporte que esta associado a maior area do superficial do
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mesmo*®°. Corroborando com esses fatos, obteve-se maior atividade enzimatica
utilizando a nanoparticula de Fe3O04-Gli que apresentou menor tamanho de

particula.

4.1.9. Otimizacéo dos Substratos

O efeito da quantidade e do tipo de substrato acil receptor foi
estudado para a enzima imobilizada nas nanoparticulas funcionalizadas com
dimetilglioxima (Fes04-Gli), ja que este suporte apresentou melhor atividade
frente a hidrdlise de 6leo de oliva como discutido na secéo 4.1.7. Nesta etapa,
variou-se a quantidade de 6leo de soja utilizando etanol e metanol como substrato,
afim de verificar se utilizando um alcool menos desnaturante haveria mudancas
na eficiéncia de conversdo. O célculo da conversdo utilizando etanol foi feito
utilizando *H RMN, como descrito anteriormente. A converséo utilizando etanol
também foi monitorado por *H RMN, verificando os sinais dos ésteres etilicos de
acido graxo (FAEE — Fatty Acid Ethyl Ester). O calculo da converséo foi feito
utilizando a equacgdo 13'*%, na qual aplica-se o valor da integral do conjunto de
sinais dos hidrogénios metilénicos do triacilglicerideo (I7,¢), encontrados na
faixa de 4,25-4,35 ppm, e no valor da integral do multipleto dos hidrogénios
metilénicos e dos hidrogénios do grupo etoxido — CH; (Irag+gg), Que se

encontram sobrepostos em 4.10-4.20 ppm

Cep = 100 - [( ITac+EE—ITAG )] (13)

ITaG+EEY2ITAG

Na FIGURA 4.27 estdo apresentados os dados de converséo variando
a quantidade de 6leo de soja e o alcool utilizado. E possivel observar no grafico
apresentado na FIGURA 4.27 que a utilizacdo do etanol, que é um alcool menos
desnaturante'®21%3 ndo influenciou na melhora de conversdo do 6leo de soja a

esteres alquilicos de acido graxo, visto que cada enzima lipase possui
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especificidade diferente em relagdo aos seus substratos'®®.0 maior valor de
conversdo foi =~ 25 % obtido a partir da utilizacdo de 250 pL de 6leo de soja e
metanol na propor¢do 1:4. Apesar da diferenca entre os bioconjugados, 0 maior
rendimento da reacdo de conversdo e a obtengdo de melhores rendimentos
utilizando metanol ao inves de etanol também foi observado para lipase de
Candida antarctica imobilizada em uma resina macroporosa'®,

Observa-se na FIGURA 4.27 que atingiu um méaximo de conversdo
utilizando 200 e 250 pL de 6leo de soja quando utilizado como acil receptor o
etanol e metanol, respectivamente. Apos este maximo alcancado observa-se a
diminuicdo acentuada na conversdo, que pode estar associado a saturacdo do
biocatalizador. Em todos os substratos observa-se uma diminui¢cdo da conversao
quando ha o aumento no volume do substrato, este fato estd associado a
desnaturacdo da enzima devido a saturacdo do biocatalizador imobilizado e a a¢do
desnaturante dos acil receptores que ndo reagiram e foram se acumulando no

decorrer da reagéo.
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FIGURA 4. 27: Avaliacdo do efeito da quantidade de substrato frente a
conversdo do 6leo de soja a ésteres de acido graxo pela reacéo de hidrolise
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seguido de esterificacdo: quantidade de 6leo avaliado na faixa de 150-500 uL

utilizando metanol e etanol como acil receptor na proporc¢éo 1:4.

Na Figura 4.27, nota-se que ao se utilizar 200 uL de o6leo de soja
obtém-se conversdo semelhante utilizando etanol e metanol. Deste modo, seria
interessante o uso de etanol como substrato para a catalise visto que a eficiéncia
de converséo obtida quando utilizado esse acil receptor ndo apresentou diferencas
significativas na conversao maxima em comparacdo a utilizacdo de metanol.
Além disso, a aplicacdo de etanol tornaria o processo de obtencdo de ésteres
alquilicos de acido graxo mais verde, ja que pode ser obtido a partir de fontes
renovaveis®2. Porém, no *H RMN, os sinais dos produtos da primeira etapa da
reagdo de hidroesterificagdo (monoglicerideo ~ 4,18ppm; diglicerideo
~4,28ppm)*° podem estar sobrepostos aos sinais na faixa de 4,10 a 4,35 ppm,
utilizados no calculo de conversdo do 6leo de soja a FAEE, acarretando no erro
associado a conversdo calculada pela Equacao 13. Por este motivo adotou-se o

metanol como acil receptor.

4.1.10.Avaliacédo da Temperatura de Catalise

Apbs o estudo dos nanoconjugados e investigacdo do melhor
substrato para a reacdo de hidrolise seguido de esterificacdo, avaliou-se a
influéncia do aumento de temperatura na taxa de conversdao do 6leo de soja a
FAME. Considerando os resultados apresentados, como baixa conversao mesmo
na condigdo otimizada e atividade relativamente baixa da enzima imobilizada, a
otimizacdo da temperatura ndo foi feita para a nanoparticula sintetizada na
presenca do estabilizante aniénico, para os demais suportes utilizou-se baixa
concentragdo de enzima na imobilizagdo (0,067 Mgenzima/Usuporte), VISLO que 0S
suportes apresentaram pouca funcionalizacdo e um quantidade consideravel de

enzima adsorvida na superficie.
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Na FIGURA 4.28, estdo apresentadas as conversdes do 6leo de soja
a FAME nas temperaturas avaliadas (37, 47 e 57 °C) para as enzimas imobilizadas
nas diferentes nanoparticulas magnéticas. Observa-se, FIGURA 4.28-a, que
maiores conversdes foram alcancadas para a enzima imobilizada na nanoparticula
sintetizada na presenca do estabilizante cationico, para todas as temperaturas
avaliadas. O maximo de conversao (= 45 %) foi obtido para a catalise a 47°C. O
aumento da temperatura de catalise resultou em uma diminuicéo significativa na
conversdo, devido a desnaturacdo da enzima imobilizadal®*!%.J4 para as
nanoparticulas funcionalizadas com dimetilglioxima, o maximo de conversao

alcancado foi de ~25% a 37°C, a partir desta temperatura baixas conversdes foram
verificadas.
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FIGURA 4. 28: Conversdes do 06leo de soja a FAME em diferentes temperaturas
(37,47 e 57 °C) para as enzimas imobilizadas no suporte Fe304-ImCio(b) €
FesO,4-Gli (a)

A diferenca no comportamento da enzima imobilizada frente ao
aumento da temperatura pode estar associada a funcionaliza¢do do suporte, uma
vez que o tipo de interacdo/ligacdo entre a enzima e o suporte pode influenciar
diretamente nas propriedades cataliticas, principalmente na estabilidade térmica

da enzima®. Ao avaliar o espectro da enzima imobilizada na regido do
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infravermelho (FIGURA B.3), observa-se que a banda de amida I inicialmente
localizada em 1651 cm™ é deslocada para 1630 cm™?, 1662 cm™ e 1641 cm™
quando imobilizada em Fe3;04-Cit, Fes04-Gli e Fes04-ImCyo, respectivamente. A
regido de amida | é responsavel por explicitar alteracfes da estrutura secundaria,
em que a lipase livre apresenta maior concentracdo de alfa hélices, enquanto que
apos a imobilizacéo, um conteddo de folhas beta aumenta para Fe;O4-Cit e Fe;04-
ImCyo. A particula Fe;04-Gli ocasiona em um aumento de tor¢des do tipo beta.
Verifica-se também um maior deslocamento das bandas relacionadas a amida Il e
amida 111 de 1545 cm™ e 1454 cm™ na enzima livre para 1580 e 1400 cm™ na
Fesos-IMCyo 1571 e 1400 cm™ na Fez04-Cit e 1568 e 1445 cm™ na FesO,-Gli,
indicando grandes variacfes na estrutura secundaria da enzima que favoreceram
a estabilidade térmica e a atividade de hidroesterificacao.

Para a hidroesterificacdo do 6leo de soja, mesmo a 37°C observa-se
que a enzima imobilizada no suporte Fe3O04-ImCiyo apresentou maior conversao,
apesar de ter verificado maior atividade frente a hidrolise do 6leo de oliva para a
enzima imobilizada na nanoparticula funcionalizada com dimetilglioxima (Fe3O4-
Gli). Este fato pode ser atribuido a uma carga excessiva de enzima no
suporteFe;O4-Gli, que provoca a deformacdo e/ou compressdo da proteina
limitando o acesso de substratos maiores**19.

O estudo da enzima lipase de Pseudomonas fluorescens imobilizada
como catalisador para a obtencéo de ésteres alquilicos de acido graxo utilizando
6leo vegetal como substrato, também foi feito por Ferrero e colaboradores!®’.
Neste trabalho os autores utilizaram da transesterificagdo como reacdo a ser
catalisada pela enzima e obtiveram conversdo maxima de 97% ap0s 48 horas de
reacdo. Apesar do elevado rendimento, foram utilizadas altas concentracGes de
enzima (0,4 MQenzima/MJsuporte) € O Suporte avaliado foi uma silica mesoporosa
(SBA-15).

Um estudo semelhante foi realizado por Cubides-Roman e

colaboradores!®®, em que imobilizaram a lipase de Pseudomonas fluorescens em
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dois suportes diferentes, quitosana e nanoparticulas magnéticas funcionalizadas
com quitosana. A enzima imobilizada foi entdo avaliada para a reacdo de
transesterificacdo do 6leo de coco com etanol em um reator assistido por campo
magnético, para o qual, obteve a maior conversao de 97,8% em 72 h para a enzima
imobilizada em nanoparticula magnética.

Resultados interessantes foram obtidos por Lima et al.'®’, no qual
avaliaram diferentes 6leos vegetais frente a transesterificacdo utilizando etanol.
Os autores observaram a conversdo quase completo em 24 horas do 6leo com
menor massa molecular (6leo de babacu), ademais para o 6leo de soja um
rendimento de 80% foi obtido em 48 horas utilizando a enzima de Pseudomonas
fluorescens imobilizada em particulas hidrofobicas de silica (5 MQenzima/Qsuporte)-

Diante dos trabalhos apresentados, a maxima conversao do oleo de
soja a esteres alquilicos de acido graxo alcancgado neste trabalho (= 45 % a 47°C),
estd de acordo com os valores relatados na literatura considerando o tempo de
reacdo (24 horas), a concentracdo de enzima utilizado na imobilizacéo (0,067
MJenzima/Osuporte) € @ concentracdo do bioconjugado de 6% (m:m) no meio

reacional.

4.1.11.Reciclagem do Biocatalisador Imobilizado

A conversdo nos diferentes ciclos de reciclagem do biocatalisador
imobilizado estdo apresentados na FIGURA 4.29. Observa-se um comportamento
semelhante para todos os suportes, em que a conversdo se manteve aparentemente
constante nos 5 ciclos avaliados. Apenas para o suporte Fe;O,4-Cit nota-se uma
diminuicao significativa na conversdo apds o terceiro ciclo de reciclagem, que
pode estar associado ao fato deste suporte possuir maior quantidade de enzima
adsorvida, como demostrado na se¢do 4.1.7, e a lixiviagao dessas enzimas que nao
foram covalentemente ligadas ao suporte leva a diminuicao da conversao do 6leo

de soja.
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FIGURA 4. 29: Estudo de reciclagem dos sistemas de lipase imobilizada nos
diferentes suportes magnéticos.
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4.1.12.Reuso do Suporte

Apesar da imobilizacdo enzimatica agregar vantagens a utilizacéo de
enzimas, o custo associado a sintese e funcionalizac¢do do suporte adiciona custos
ao processo de funcionalizacdo. Uma alternativa para minimizar os custos é a
estratégia de reutilizacdo do suporte apds a desnaturacao da enzima imobilizada.
Neste sentido foi avaliado o melhor tempo de hidrdlise para total desprendimento
da enzima imobilizada.

Inicialmente foi avaliado o melhor tempo de hidrolise para liberacéo
da enzima imobilizada. Para isso utilizou-se as nanoparticulas de Fe;O4-ImCiy,
que apresentaram maior densidade de grupos aminas (Se¢éo 4.1.3). Na FIGURA
4.30 estdo apresentados os espectros de FTIR para o suporte com a enzima
imobilizada ap6s ser submetido a diferentes tempos de hidrélise e observa-se que

em 30 minutos de hidrolise ja é possivel verificar o desaparecimento das bandas
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atribuidas a presenca da enzima imobilizada. A liberacdo da enzima em 30
minutos de hidrolise também pode ser verificada na FIGURA 4.31 que apresenta
0s espectros de absorbancia do sobrenadante do processo de hidrdlise,
demostrando que o méximo de absorcdo ja é alcancado em 30 minutos de

hidrolise.

30 min.

—— Enz + NP

Transmitancia (%)

Enzima

2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400

Numero de onda (cm™)

FIGURA 4. 30: Espectros de FTIR da enzima livre e do suporte (FesO4-ImCip)

com a enzima lipase imobilizada, apds passar por diferentes tempos de hidrolise.
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FIGURA 4. 31: Espectro de absor¢do UV-vis da liberacdo da enzima do suporte

em diferentes tempos de hidrélise.

Visto que a enzima foi liberada em 30 minutos de hidrolise, utilizou-
se esse tempo de retirada da enzima para os testes consecutivos. Com o tempo de
hidrdlise devido, estudou o comportamento de um mesmo suporte apos ser
submetido a ciclos de imobilizacdo e remocao do biocatalisador. Os resultados da
atividade da lipase imobilizada em diferentes ciclos estdo apresentados na Figura
4.32. Analisando os graficos apresentados observa-se que na terceira imobilizacéo
ocorre uma melhora na atividade catalitica do biocatalisador imobilizado. Isso
indica que nem todas as enzimas foram liberadas do suporte a partir do segundo
ciclo de imobilizacdo, ja que a permanéncia do biocatalisador desnaturado
aumenta o nimero de grupos funcionais na superficie do suporte!®. Liu e
colaboradores!®®, também observaram uma pequena melhora na atividade de
lipases de Candida Rugosa apds serem imobilizadas sobre enzimas desnaturadas
na superficie do suporte. De acordo com os graficos, a enzima lipase de
Pseudomonas fluorescens é capaz de manter a atividade mesmo quando

imobilizada no suporte reutilizado nos 3 ciclos de imobilizacdo avaliados.
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FIGURA 4. 32: Atividade enzimética por grama de suporte frente a hidrolise do
6leo de oliva apds ciclos consecutivos de remocao e imobilizacdo para as
nanoparticulas de Fe304-ImCyy, Fe30,4-Cit e Fe304-Gli.

Apesar de ser possivel a reutilizacdo do suporte, observou-se que
com aumento dos ciclos de imobilizacdo, as nanoparticulas magnéticas eram
separadas mais lentamente do meio reacional quando expostas ao campo
magnético externo. Neste sentido, fez analise por FTIR das nanoparticulas, afim
de verificar se estava ocorrendo a oxidacdo das mesmas durante o reuso do
suporte. Observa-se na FIGURA 4.33, que para todas as nanoparticulas ocorreu o
desaparecimento da banda referente ao Fe?*-O octaédricos em 385 cm?, indicando
que 0 mesmo sofreu oxidacéo e o aparecimento de uma banda em 470 referente a

maghemita, forma oxidada da magnetita®,
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FIGURA 4. 33: Espectros de FTIR dos suportes (Fe3O4-1mCig, FesO4-Cit e

Fe;04-Gli) apds 3 ciclos de imobilizacdo do biocatalisador.

4.1.13.Estudo do Efeito Plasmdnico na Enzima Lipase

de Pseudomonas fluorescens

Para o estudo da influéncia das nanoparticulas de ouro na enzima
lipase imobilizada, estudou-se diferentes estratégias de incorporacdo das do ouro
nas enzimas imobilizadas no suporte Fe3O4-Gli, que apresentou melhores
resultados de atividade hidrolitica. Primeiramente, fez-se o estudo para as
nanoparticulas de ouro esférica estabilizadas com citrato (AuNP). Previamente a
utilizacdo dessas nanoparticulas esféricas, investigou-se o tamanho das
nanoparticulas sintetizadas, ja que, em principio, o tamanho das nanoparticulas
desloca 0 méximo de absor¢do para comprimentos de onda maiores devido ao
efeito de ressonancia plasmoénica®®?®, No espectro de UV-Vis das
nanoparticulas, exibido na FIGURA 4.34, observa-se a presenca de uma banda

com maximo em = 520 nm, indicando que as nanoparticulas foram sintetizadas
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com didametro de aproximadamente 18 nm!*3.No estudo da influéncia das

nanoparticulas de ouro na atividade da enzima imobilizada utilizou-se entdo uma

fonte de emissao de 510 nm.

Absorbéncia (u.a.)

FIGURA 4. 34:

3.5 1

3.0 4

2.5

2.0 4

1.5+

1.0 H

0.5+

0.0

— —
200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100
Comprimento de Onda (nm)

Espectro de UV-Vis da solucdo de nanoparticulas esféricas de

ouro estabilizadas por citrato.

As estratégias avaliadas para incorporacdo das nanoparticulas do

ouro no biocatalisador estdo esquematizados na FIGURA 4.35. A estratégia A foi

0 primeiro método estudado. Na FIGURA 4.36 observa-se a diminuicdo da

atividade hidrolitica quando é adicionado quantidades minimas de ouro (5 uL).

Este comportamento continua com o aumento da quantidade de ouro adicionado

até que ndo ha mais conversdes detectadas.



Estratégia A

Estratégia B

Estratégia C
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FIGURA 4. 35: Estratégias estudadas de incorporacgéo do ouro ao

bioconjugado.
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FIGURA 4. 36: Atividade hidrolitica relativa da enzima imobilizada com

diferentes quantidades de ouro incorporado ao bioconjugado pela estratégia A.

Considerando que a estratégia A, baseia-se na tendéncia de interacéo
do ouro por enxofre?®! e aminas?®?, a diminuicéo da atividade pode estar associado
ao fato da maior concentracdo de lisina estar presenca na parte oposta da tampa
para a enzima lipase de Pseudomonas fluorescens?®, deste modo, possivelmente
a imobilizacdo ocorreu preferencialmente nesta regido, deixando a regido do sitio
ativo/tampa exposto para a solucdo e ao adicionar o ouro apos a imobilizacéo ele
se adere naregido da tampa, aumento da rigidez e impedindo o acesso do substrato
ao sitio catalitico®®. As demais estratégias, mesmo adicionando a menor
quantidade de ouro ndo observou nenhuma conversdo. Haja vista que o
comportamento de diminuicao da atividade foi observado para todos as estratégias
de incorporacdo estudado, supde-se que esse efeito pode estar relacionado com a
carga superficial negativa da nanoparticula incorporada. Neste sentido foram
sintetizados nanoparticulas de ouro com carga superficial positiva utilizando
CTAB como estabilizante.

O ouro com carga superficial cationica foi sintetizado com

morfologia de nanobastdes (“nanorods”)®34. Na FIGURA 4.37 verifica-se duas



99

bandas de ressonancia?®, as bandas de absorcédo em aproximadamente 530 nm e
890 nm podem ser atribuidas a ressonancia transversal e longitudinal dos
nanobastbes, respectivamente. Como nédo havia disponivel uma fonte de led com
comprimento de onda proximo a absorbancia maxima dos nanobastdes (=890 nm)
optou-se por utilizar a luz visivel visto que ha uma grande absorcao nesta regido
do espectro (400-800 nm?%).

45
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FIGURA 4. 37: Espectro de UV-Vis da solucdo de nanobastdes de ouro
estabilizadas por CTAB.

Assim como as nanoparticulas esféricas, foram testadas diversas
estratégias de incorporacdo dos nanobastées (AuNR) ao bioconjugado. De forma
semelhante, observou-se baixos valores de conversdo quando utilizando as
estratégias A-C (TABELA 4.8). Na estratégia A a incorporacao das nanobastfes
de ouro pode estar impedindo o acesso do substrato ao sitio catalitico de modo
analogo as nanoparticulas esféricas. Para as estratégias B e C, observou-se uma
diminuicao significativa na atividade utilizando 10 pL da soluc¢do de nanobastdes,
devido a maior distancia dos nanobastfes de ouro da enzima. O aumento na
distancia das nanoparticulas de ouro provoca a diminuicdo do efeito fototermal

das nanoparticulas?®2°’ sobre a enzima. Além disso, a adi¢do consecutiva de
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agente reticulante no biocatalizador imobilizado pode provocar o enrijecimento
da tampa do sitio catalitico da lipase devido a formacdo de ligacdes
intramoleculares!®®2%® na enzima ja imobilizada, observando assim, a menor

atividade relativa para estratégia B.

TABELA 4. 8: Atividade residual da enzima lipase imobilizada nas diferentes
estratégias de incorporacdo de 10 pL da solu¢do de AuNR. A atividade residual
foi calculada em relacéo a atividade da enzima imobilizada quando néo ha

nanoparticulas de ouro no bioconjugado.

Incorporagdo do AuNR Atividade residual (%)

Estratégia A 28
Estratégia B 15
Estratégia C 27

Adotando a estratégia D, no qual adiciona-se 0s nanobastdes
previamente a imobilizacdo, observou-se uma melhora na atividade hidrolitica da
enzima imobilizada (FIGURA 4.38). Na FIGURA 4.37 observa-se em todas as
concentracdes de AuUNR obteve-se maiores atividades quando na presenca de luz.
Além disso, quando ¢ utilizado 20 pl. da solucdo de nanobastdes verifica-Se a
maior atividade enzimaética, atingindo 50% de melhora na atividade quando
comparado com a enzima imobilizada sem a presenca de nanobastfes de ouro.
Em relagéo a atividade da enzima imobilizada no escuro, observa-se uma melhora

consideravel na atividade (cerca de 4x) apés a incidéncia de luz no sistema.



101

100

1—o— Escuro AuNR

90 1—e— Luz Branca
80 - ° ' ‘
70

60—-
50 -
40-
30—-
20—- 0o— 0 e~

J \o\/ o

Atividade da Lipase Imobilizada (U g'l)

o

Quantidade de AuNR (uL)

FIGURA 4. 38: Atividade hidrolitica da enzima imobilizada com diferentes
quantidades de ouro (AuNR) por grama de suporte. Os nanobastdes de ouro

foram incorporados ao bioconjugado pela estratégia D.

Comparado aos demais metodos de incorporacdo do AuNR, a
melhora na atividade utilizando a estratégia D, pode ser atribuido a incorporacéo
do ouro previamente a imobilizagcdo. Uma vez que a imobilizacdo pode acarretar
no direcionamento das nanoparticulas sobre o suporte?°®?19 e considerando que o
sitio ativo da enzima esteja exposto para a solucdo, ao adicionar as nanoparticulas
de ouro ocorre uma maior adsorcdo dessas nanoparticulas na regido mais exposta,
ou seja proximo no sitio catalitico impedindo ou dificultando o acesso do
substrato, principalmente no caso de substratos volumosos como o0s 0leos

vegetais.
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Apods a otimizagcdo da morfologia e método mais adequado de
incorporar 0 ouro ao bioconjugado, a estratégia de adi¢do do ouro foi avaliada
frente ao suporte sintetizado com surfactante catibnico (FesO4-ImCio) que
também apresentou resultados promissores quando investigado a atividade
hidrolitica da enzima imobilizada no mesmo (Secdo 4.1.7). Na FIGURA 4.39
estdo exibidas as atividades hidroliticas por grama do suporte Fe3O4-ImCyo nO
escuro e na presenca de luz branca. Observa-se um comportamento semelhante ao
suporte FesO4-Gli, em que a maior atividade ¢ obtida adicionando 20 pL de
AuUNR, porém, mesmo na presenca de luz, menores atividades sdo observadas. Ao
contrario do suporte Fe3O4-Gli, no FesO4-ImCy ndo se observa uma melhora
acentuada quando em presenca de luz, de forma que a enzima na presenca do ouro

ndo atinge a atividade da enzima imobilizada sem AuNR.
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FIGURA 4. 39: Atividade hidrolitica da enzima imobilizada com diferentes

Atividade da Lipase Imobilizada (U g'l)
/o

quantidades de ouro (AuNR) por grama de Fe3O4-1mCiy.
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Apesar da estratégia D ndo ser linear com os estudos de otimizacao
dos parametros de imobilizacdo, uma vez que adi¢cdo do ouro previamente a
imobilizacdo provoca uma modificagdo do sistema otimizado na sec¢do 4.1.5, 0s
testes realizados com as diferentes estratégias de incorporacao das nanoparticulas

de ouro podem servir como base de estudos futuros.
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5. CONCLUSOES

Com base nos resultados apresentados, pode se afirmar que foram
sintetizadas nanoparticulas de magnetita menores que 25 nanémetros. O método
de recobrimento que se apresentou mais adequado foi o método bifase, no qual
foi possivel evitar a oxidacdo das nanoparticulas durante o processo de
recobrimento. A respeito da funcionalizagdo com grupamentos NH,, as
nanoparticulas sintetizadas na presenca do estabilizante imidazolio catiénico
apresentaram maior funcionalizacdo, que pode estar associado ao tipo de
estabilizante utilizado.

Através do planejamento fatorial fracionario verificou-se que apenas
0 pH teve efeito consideravel na imobilizacdo da enzima lipase e melhores
conversdes foram obtidas utilizando 15 mg de nanoparticula no processo de
imobilizacdo. Nos calculos quimiométricos tambem foi possivel refinar as
nanoparticulas pra continuidade dos estudos, em que foram descartadas as
nanoparticulas deFe;04-SCyp pelos baixos valores de conversdo (2,7%) e as
nanoparticulas funcionalizadas com Fe;0,-HPO3;, pela dificuldade na
reprodutibilidade dos resultados. As nanoparticulas de Fe;O4-Cit, FesO4-Gli e
Fes04-ImC; tiveram maiores valores de conversdo quando imobilizadas em pH
5. Para estes trés suportes, a nanoparticula de FesO4-Gli apresentou maior
rendimentos de imobilizacdo apesar da enzima imobilizada no suporte Fe3Oy-
ImC,o apresentar maior conversao do 6leo de sojaa FAME. Melhora consideravel
na estabilidade térmica das enzimas foi observada quando imobilizadas nos
suportes magnéticos em comparacgao as enzimas livres, na avaliacdo da reacédo de
hidrolise do 6leo de oliva.

A partir dos estudos das diferentes quantidades de substrato e do tipo
do substrato acil receptor utilizado (etanol ou metanol), verificou-se que a
utilizagdo de 250 pL de dleo de soja e metanol e obteve-se melhores eficiéncias
de conversdes na reacdo de hidroesterificacdo do 6leo de soja, atingindo a maior

conversdo (45%) a 45 °C em 24 horas de reacdo. Para a reagdo de hidrélise do
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6leo de oliva foi possivel reutilizar o suporte magnético por até 3 ciclos de
imobilizacdo da enzima lipase, visto que a reutilizacdo destes em diversos ciclos
pode melhorar o processo de imobilizacdo devido a presenca de grupos funcionais
residuais das enzimas imobilizadas previamente.

Através do estudo da incorporacdo do ouro ao bioconjugado
verificou-se que a adicdo das nanoparticulas de ouro (AuNP) resultou na
diminuicdo da atividade hidrolitica da enzima imobilizada. A melhora na
atividade hidrolitica da enzima foi verificado apenas para 0s nanobastdes de ouro
(AuNR), quando o ouro foi adicionado previamente a imobilizacdo, atingindo
aproximadamente50% de melhora na atividade da enzima. Estudos ainda séo
necessarios para compreender melhor a interacdo Au-Enzima quando submetido
a ondas eletromagnéticas, porém os resultados demostram que a incorporacéo do
ouro no biocatalisador pode induzir a melhora na atividade enzimatica quando

submetido a ondas eletromagnéticas.
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Apéndice A
Sintese do Liquido I6nico (L.1.)

A sintese do liquido ibnico ocorre por meio de uma reacdo de
substituicdo nucleofilica do tipo SN, em que foi obtido rendimento igual a 96%.
Pelo espectro de RMN deH obtido para o liquido i6nico (FIGURAA.1), observa-
se a elevada pureza do material apds recristalizacdo em tolueno gelado,
descartando outras formas de purificacdo. O espectro apresenta multipletos em
00.9 ppm com integracdo 3, em 61.3 ppm com integracdo 14 e em 1.9 ppm com
integracdo 2 referentes a cadeia alquilica, apresenta ainda um tripleto em 64.3ppm
referente aos hidrogénios do carbono da cadeia alquilica ligado ao 1-
metilimidazolcom integracdo 2 e em 84.1 ppm verifica-se um singleto referente
ao metil ligado ao imidazolde integracdo 3. Na regido aromatica é possivel
verificar sinais correspondentes aos hidrogénios do heterociclico do 1-
metilimidazol, no qual observa-se um maior deslocamento quimico do proton do
carbono ligado aos dois nitrogénios, em 610.3 ppm, devido a desprotecédo

ocasionada pelos atomos eletronegativos.
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FIGURA A. 1: Espectro de RMN de *H do liquido i6nico ImC1, em CDClzcom
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Apéndice B
TABELA B. 1: Distancia interplanar, parametro de célula e volume da célula

unitaria calculados para as nanoparticulas sintetizadas na presenca dos

estabilizantes.

Distancia Parametro de Volume da Célula
Interplanar (d) /A rede (a) / A Unitaria / A3
Fes0,4-Cit 2.5254 8.3760 587.644
Fes04-ImCyg 2.5309 8.3942 591.479
Fes04-ImSCyg 2.5270 8.3813 588.768
1.2 12
a. ——100,0 umol L* b. R’ = 0,99995 .
104 ——50,0 umol L™ 109 LD=627x107gmL"
— 250 umol L™ | LQ =190 x10°g mL™
< 100pmol L* | & g y=-0,0012 + 11726,0784.x
2 M ——— 5,0 umol L* 2
g 25umolL* | .8
S 061 1,0 umol L™ S
o) O
é 0.4 § 0.4 4
o]
< 2 0.2
0.2
0.0
0.0 _
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Comprimento de onda (nm) Concentragao (umol L™)
FIGURA B. 1: Espectro de absor¢cdo UV-vis do 4-benzaldeido para
concentracdes na faixa de 1-100 pmol.L™ (a) e Curva analitica para o 4-
benzaldeido em Amax= 282 nm (1-100 pmolL?)(b).

TABELA B. 2: Erro experimental, erro de um efeito e a variancia calculados
nos valores de conversdo do ponto central para cada nanoparticula.
FesOs- Fes0s- FesOs- FesOs-  FesOs-
Cit ImMCiw ImSCiwo  Gli HPO;
Variancia 0,564 0,001 0,246 5452 6,784
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Erro Experimental = 0,751 0,033 0,496 2,334 2,604
Erro de umefeito | 0,153 0,006 0,101 0,476 0,531
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FIGURA B. 2: Curva analitica para quantificacdo de &cido graxo Amax= 715

nm. Foi usado como padrdo o &cido oleico nas concentragGes de 0-50 pmolL™.
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FIGURA B. 3: Espectro de FTIR para das nanoparticulas otimizadas apos a
imobilizacdo: Fe;O,4-Cit (a), FesO4-Gli (b) e Fes04-ImCyp (). Em preto estéo
apresentados o espectro de FTIR da lipase de Pseudomonas Fluorescens (LPF)

livre.
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Apéndice C

Caracterizacdo das Nanoparticulas Obtidas por Colaboracéo (FezOs-Gli e
FesO4-HPO)
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FIGURA C. 1: Espectro de FTIR para as nanoparticulas de Fe;O4-Gli e Fe3Oy-
HPO
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FIGURA C. 2: Densidade de grupos amino para as nanoparticulas
funcionalizadas obtidas por colaboracédo (Fe;O4-Gli e Fe;O4-HPO).



