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RESUMO

As proteases sao enzimas quem tém sido extensivamente utilizadas em diversos
segmentos da industria. Apesar de apresentar elevado interesse e inameras
vantagens, sua aplicacdo expde ainda algumas limitacbes. O processo de
imobilizac&do tem se tornado uma alternativa, visto que pode aumentar a estabilidade
enzimatica e promover a reutilizagdo por varios ciclos. A utilizacdo de suportes
magnéticos tem sido amplamente explorada, devido a sua versatilidade no setor da
biotecnologia de purificagdo de biomoléculas, e seu revestimento com suportes
organicos como a quitosana, facilitam o processo, impedindo a oxidacdo das
nanoparticulas magnéticas (NPM’s), conferindo propriedades ideais para a
imobilizacdo. O presente trabalho teve como objetivo selecionar, imobilizar e
caracterizar proteases colagenoliticas obtidas de Aspergillus scletotiorum URM5792
em NPM’s revestidas com quitosana. Para produgao foi realizado um planejamento
fatorial completo 2% tendo como melhor condicdo de producéo (7g de farelo de trigo
e 60% de umidade, submetidas a 30°C por 72h de fermentacdo, com atividade
proteolitica de 56,27 U/mL e colagenolitica de 303,00 U/mL). O processo de
imobilizacdo foi realizado utilizando planejamento fatorial completo 23 visando
avaliar a influéncia das variaveis independentes: concentracdo de glutaraldeido,
tempo de ativacdo e tempo de imobilizacdo sob o rendimento de imobilizacao
enzimatica. No ensaio composto por 4% de concentracao de glutaraldeido, 2,5h de
ativacdo e 1,5h de imobilizacdo foram_obtidos rendimentos de 86,25% para
atividade proteasica e 83,83% para atividade colagenolitica. A enzima imobilizada
apresentou mais de 95% da atividade inicial ap6s 28 dias de armazenamento e
reteve mais de 60% da atividade residual no décimo segundo ciclo de reutilizagéo.
Também foram analisadas a influéncia do pH e temperatura sob a atividade
enzimatica na forma livre e imobilizada, ambas apresentaram pH 6timo na faixa de
9,0, assim como, temperatura Otima de 30°C e 40°C, respectivamente. A
estabilidade ao pH e a temperatura da enzima livre se manteve com mais de 80% e
60% de atividade residual nos tempos de 24h e 180min, respectivamente. E a
estabilidade da enzima imobilizada se manteve com 60% e 70% de atividade
residual nos mesmos tempos. A fermentacdo em estado solido foi eficaz com alta
producdo enzimatica e a imobilizacdo da protease colagenolitica em nanoparticulas
magnéticas revestidas com quitosana e ativadas em glutaraldeido, mostraram ser
métodos eficientes no rendimento, armazenamento e reuso da enzima. A enzima
imobilizada apresentou maior afinidade ao substrato em relagdo a enzima livre, foi
inibida pelo fon Cu?*, SDS e PMSF indicando a presenca de uma serino-protease.
Esses resultados indicam que Aspergillus sclerotiorum URM 5792 é uma fonte
potencial para a producdo de protease colagenolitica com possiveis aplicacdes
biotecnoldgicas em diversos setores da industria, na producdo de detergentes, no
setor téxtil e na industria farmacéutica, no tratamento e regeneracdo de tecidos em
necrose.

Palavras-chave: Aspergillus, Fermentacdo em estado solido, colagenase,
imobilizacdo, nanoparticulas magnéticas, quitosana.



ABSTRACT

Proteases are enzymes that have been used extensively in several industry
segments. Despite their high interest and numerous advantages, their application still
has some limitations. The immobilization process has become an alternative since it
increases enzyme stability. The use of magnetic supports has been widely explored,
due to its versatility in the biotechnology sector for the purification of biomolecules,
and its coating with organic supports such as chitosan, facilitates the process,
preventing the oxidation of magnetic nanoparticles (MNP's), giving ideal properties
for immobilization. The present work aimed to select, immobilize and characterize
collagenolytic proteases obtained from Aspergillus sclerotiorum URM5792 in MNP’s
coated with chitosan. For production, a complete factorial planning was carried out
2% with the best production condition (7g of wheat bran and 60% humidity, submitted
to 30°C for 72h of fermentation, with proteolytic activity of 56,27 U/mL and e
collagenolytic of 303,00 U/mL). The immobilization process was carried out using
complete factorial planning 2° aiming to evaluate the influence of independent
variables: glutaraldehyde concentration, activation time and immobilization time
under the enzyme immobilization yield. In the assay composed of 4% glutaraldehyde
concentration, 2.5h of activation and 1.5h of immobilization yields of 86.25% for
protein activity and 83.83% for collagenolytic activity were obtained. The immobilized
enzyme showed more than 95% of the initial activity after 28 days of storage and
retained more than 60% of the residual activity in the twelfth cycle of reuse. The
influence of pH and temperature on enzyme activity in free and immobilized form
were also analyzed, both had an optimal pH in the range of 9.0, as well as an optimal
temperature of 30 ° C and 40 ° C, respectively. The pH and temperature stability of
the free enzyme was maintained with more than 80% and 60% of residual activity
within 24 hours and 180 minutes, respectively. And the stability of the immobilized
enzyme was maintained with 60% and 70% of residual activity in the same times.
The solid-state fermentation was effective with high enzymatic production and the
immobilization of protease collagenolytic in magnetic nanoparticles coated with
chitosan and activated in glutaraldehyde, proved to be efficient methods in the yield,
storage and reuse of the enzyme. The immobilized enzyme showed greater affinity to
the substrate in relation to the free enzyme, it was inhibited by the Cu?* ion, SDS and
PMSF indicating the presence of active serine protease sites. These results indicate
that Aspergillus sclerotiorum URM 5792 is a potential source for production of
collagenolytic protease with possible biotechnological applications in various sectors
of the industry, in the production of detergents, in the textile and pharmaceutical
industry, in the treatment and regeneration of tissues in necrosis.

Keywords: Aspergillus, Solid state fermentation, collagenase, immobilization,
magnetics,
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1. INTRODUCAO

As enzimas atuam como principal acelerador de quase todas as reacdes
bioquimicas que ocorrem nos meios extra e intracelular. Estes biocatalisadores séo
proteinas ou glicoproteinas, macromoléculas de proteinas associadas a moléculas
de sacarideos (formadas por uma cadeia polipeptidica e trechos de
oligossacarideos), com sitios ativos e sao produzidas nas préprias células
(DARWESH et al, 2020) As proteases, ou enzimas proteoliticas, agem
especificamente em proteinas degradando-as em aminoacidos livres e peptideos
(ZHANG et al., 2018). Dentre as proteases que apresentam papel importante no
processo catalitico podemos destacar as com atividade colagenolitica, que
hidrolisam tanto o colageno quanto o desnaturado, transformando-os em fragmentos
de colageno e peptideos de colageno (LIMA et al., 2015).

As proteases apresentam elevada especificidade em relagdo ao substrato,
sitio ativo e catalitico, apresentando fungbes variadas e importantes aplicagcbes
biotecnologicas que vao desde a utilizacdo como aditivos em detergentes a
produgao de produtos terapéuticos efetivos (WANDERLEY, 2016).

Em meio aos organismos produtores de enzimas podemos destacar os
micro-organismos, pois apresentam grande disponibilidade, taxa de crescimento
rapida e elevada, podendo ser cultivado a baixo custo e em grandes quantidades,
sob condigdes monitoradas (BON; FERRARA; CORVO, 2008). Além destes fatores,
vale ressaltar que as industrias utilizam extensamente os micro-organismos
produtores de enzimas, pois sao utilizados na geracao de bioprodutos com ampla
aplicagcdo, acompanhando uma taxa de crescimento anual composta (CARG) de
8,83% no periodo de 2019 a 2026 (FIORMARKETS, 2019).

Estima-se que o mercado global de enzimas cresga em ritmo acelerado no
mesmo periodo previsto de 2019 a 2026, promovendo um faturamento que vai de
R$ 8,8 bilhdes em 2018 passando para 13,79 bilhdes em 2026. Tendo como lideres
de vendas a Europa, Oriente Médio e Africa, concentrando 37% do faturamento.
Este crescimento célere de aproximadamente 68% no periodo previsto € dado
devido ao uso extensivo de enzimas em diversos setores da industria, tais como,
detergentes bioldgicos, alimentos e bebidas, biocombustiveis, agricultura e ragdes
para animas, farmacéutica e biotecnologia (FIORMARKETS, 2019; NOVOZYMES,
2019).
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Entre os micro-organismos que se enquadram como bons produtores de
biomoléculas podemos destacar os fungos, através do processo de fermentacao
utilizando residuos agroindustriais como substrato de agdo. O processo de
fermentagcdo pode ocorrer por meio da fermentagdo submersa (FSm) ou
fermentagcdo em estado solido (FES), desde que proporcionem vantagem ao
processo, apresentem condigcdes que favore¢cam o cultivo do micro-organismo e
consequentemente aumentem sua produtividade. A FES apresenta inumeras
vantagens, em processos mediados por fungos filamentosos, melhorando a
quantidade da enzima produzida, diminuindo a quantidade de agua utilizada, criando
ambiente favoravel ao crescimento fungico, apresentando maior produtividade,
simplicidade e reducéo significativa dos custos (SANTOS, et al., 2020).

Apoés produzidas, as enzimas podem ter seu uso potencializado através do
processo de imobilizacdo. A imobilizagcdo € uma técnica utilizada para manter a
estabilidade enzimatica, que tem a se perder em seu estado nativo, na qual a
enzima é fixada a um suporte sdlido, onde ocorre o confinamento em uma
determinada regido formando um sistema heterogéneo, promovendo sua facil
recuperacao, reutilizacdo, maior resisténcia a condicbes externas, como pH e
temperatura, tornando o processo catalitico renovavel (HOMAEI et al., 2013; MALAR
et al., 2020). A imobilizagcdo enzimatica € uma eficiente alternativa de aplicagao
desses biocatalizadores em diversos setores da industria (TOMBACZ et al., 2015).

Considerando a importancia da utilizacdo de novas proteases imobilizadas
obtidas a partir de fungos filamentosos, o objetivo deste trabalho foi avaliar o
potencial de Aspergillus sclerotiorum URM 5792 na produgdo destas enzimas de
interesse industrial e comercial, identificar as melhores condi¢cdes, imobilizar
utilizando nanoparticulas magnéticas como suporte e caracterizar bioquimicamente

a protease livre e imobilizada produzidas por esse fungo.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Proteases

As proteases (EC 3.4) constituem uma classe de enzimas que agem

hidrolisando as ligagbes peptidicas de proteinas em fragmentos de proteinas. De
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acordo com o local onde a proteina é clivada, podem ser classificadas como
endopeptidases (quebram as ligagdes peptidicas de aminoacidos nao-terminais) e
exopeptidases (quebram ligagbes peptidicas de aminoacidos terminais). Podendo
ainda ser subdivididas de acordo com a natureza quimica do sitio ativo em serino,
cisteina, aspartico e metaloproteaes (PIRES; FONSECA; SERUDO, 2019).

S&o um grupo de enzimas promissoras, estando entre as mais importantes
devido ao seu potencial biotecnoldgico e empregabilidade em diversos setores da
industria (SOUZA et al.,, 2017b). Desempenham elevada atividade funcional. Sua
importancia em conduzir as fungdes regulatorias essenciais e o metabolismo é
evidente por sua presenca em todos os organismos vivos (GRAMINHO et al., 2013).

As proteases sao amplamente encontradas na natureza, produzidas por
animais, plantas e micro-organismos. O processo de obtengdo de proteases por
plantas e animais € relativamente lento, uma vez que, nas plantas dependem de
condicbes climaticas favoraveis para crescerem e de terras disponiveis par cultivo, ja
nos animais, além da necessidade de que estejam disponiveis para o abate, envolve
ainda politicas publicas e agricolas que dificultam sua obtengcédo em larga escala.
Desta forma, ha insuficiéncia no atendimento a demanda mundial, e o interesse na
producdo destas biomoléculas a partir de micro-organismos cresce
consideravelmente (INACIO et al., 2015).

As proteases sdo produzidas por varios micro-organismos, bactérias,
leveduras e fungos filamentosos. Podendo ser extracelulares e intracelulares,
ligadas ou ndo a membrana. Os micro-organismos apresentam elevada diversidade
bioquimica e podem ser manipulados geneticamente constituindo fontes
significantes de proteases. As proteinas sao degradadas por micro-organismos e
seus produtos sdo utilizados como fonte de nutrientes para o seu crescimento. A
manipulagdo genética e melhoramento das condigbes de cultivo permitem o
incremento e o rendimento das enzimas produzidas pelo processo de fermentacgao,
de forma a serem produzidas em um tempo reduzido e em grandes volumes (PIRES;
FONSECA; SERUDO, 2019). Dentre as proteases produzidas por micro-organismos
podemos destacar as que possuem atividade colagenolitica, que apresentam
potencial elevado de aplicagdes e pesquisa, assim como a sua comercializagao para
diversas finalidades. Com este campo amplo de aplicagbes a obtencdo dessas

enzimas pode ser muito vantajosa (ZIMMER et al., 2009).
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2.1.1 Proteases com atividade colagenolitica

Colagenases (EC 3.4.24.3) sdo proteases que podem ser obtidas de uma
variedade de fontes e estdo presentes em um grupo de enzimas de extrema
importancia fisiolégica. S8o capazes de promover manutencdo e regeneracdo de
orgaos e tecidos além de serem aplicaveis no setor biotecnolégico (OLIVEIRA et al.,
2017). As proteases colagenoliticas sdo enzimas capazes de hidrolisar o colageno
nativo (regido helicoidal) e o colageno desnaturado, em pequenos fragmentos
(ROSSO et al., 2012), conforme esquematizado na Figura 1.

Figura 1: Hidrdlise do colageno. Fonte: ZAGUE; MACHADO-SANTELLI, 2016.

Quebra da molécula do colageno em pontos
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De forma genérica, as colagenases sdo divididas em dois grupos bem
definidos, de acordo com o sitio catalitico que apresentam, em metalo-colagenases
também conhecidas como colagenases verdadeiras ou de vertebrados, e as serino-
colagenases, por vezes chamadas de falsas colagenases, sdo serino-colagenases
gue apresentam a caracteristica de clivar a por¢cdo ndo helicoidal do colageno
(OLIVEIRA et al., 2017).

As metalo-colagenases atuam em uma série de processos fisiologicos de
proliferacdo e reparacdo tecidual em animais, processos relacionados a
embriogénese, angiogénese, cicatrizacdo, processos de respostas inflamatorias,

entre outros. Este grupo faz parte da familia das metalo-proteases e se subdivide em
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colagenases verdadeiras (atuam clivando a tripla hélice em uma determinada
regido), gelatinases (que atuam em colagenos desnaturados e gelatinas) e as
estromelisinas, que podem atuar na degradacdo proteinas estruturais teciduais
(DABOOR et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2017).

As serino-colagenases estas enzimas séo capazes de quebrar as ligacoes
peptidicas da estrutura tripla hélice dos colagenos tipos I, Il e lll, que participam de
processos fisioldgicos como da cascata da coagulacdo e producédo de horménios a
partir de suas formas inativas. Este grupo faz parte da familia das serino-proteases
por apresentarem em seu sitio catalitico um residuo de serina. As colagenases do
tipo serinas sdo muito menos abundantes do que metalocolagenases (DABOOR et
al., 2010; OLIVEIRA et al., 2017).

O colageno, o substrato principal das proteases colagenoliticas, €
classificado como uma proteina fibrosa cuja principal funcdo € estrutural. Esta
proteina corresponde a cerca de 30% da composicdo do organismo, estando
presentes na pele, tenddes, o0ssos, dentes, cartilagens, vasos sanguineos e
intestinos. Cada molécula de colageno é formada por uma pequena haste rigida
organizada por entrelacamento em uma tripla hélice de trés cadeias polipeptidicas
denominadas alfa-cadeias (Figura 2). De modo geral, existem mais de 26 tipos
diferentes de colageno, caracterizados de acordo com a diversidade e complexidade
de sua estrutura, que variam de acordo com sua fungéo, montagem e seus dominios
helicoidais (WANDERLEY et al., 2017).

Figura 2: Collagen Molecule. Fonte: SERVIER (www.servier.com)

O colageno pode ser encontrado em todo o reino animal, apresenta cadeias
peptidicas dos aminoéacidos glicina, prolina, lisina, hidroxilisina, hidroxiprolina e
alanina. Essas cadeias devido a sua organizagdo estrutural paralela a um eixo
originam as fibras de colageno, que promovem resisténcia e elasticidade a sua

estrutura. Sozinhas ou em jungcdo com outras matrizes extracelulares, as proteinas
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de colageno originam agregados supramoleculares (fibrilas, filamentos ou redes). O
colageno possui caracteristicas e propriedades mecanicas particulares, sendo o
composto mais importante para formacédo dos tecidos, apresentando propriedades
elasticas e de viscosidade, além de ser quimicamente inerte, apresentando como
func@o principal manter a matriz extracelular integra, e também promover a fixacao
celular na matriz. (SILVA; PENNA, 2012).

O colageno pode ser obtido de diversas espécies animais (bovinos, suinos,
peixes, etc.). A maior parte do coladgeno é proveniente dos subprodutos da industria
de carne. O principal produto obtido é uma gelatina que é comumente utilizada como
aditivo para maximizar a textura de diversos produtos alimentares, aumentando
assim a capacidade de reter 4gua e a estabilidade dos mesmos. Os peptideos de
colageno representam ingredientes satisfatérios para o setor de alimentos funcionais
devido ao seu poder antioxidante e, também de sua baixa antigenicidade, tornando-
se biomolécula ativa de aplicacdo promissora no mercado. Os hidrolisados de
colageno podem ser utilizados em diversos setores da industria, assim como no
tratamento de diversas doencas. (LIMA et al., 2014).

Os hidrolisados de colageno sdo nutracéuticos seguros, que atuam na
prevencdo e tratamento de doencgas cronicas, cuja sintese na matriz extracelular dos
tecidos é estimulada a partir da combinacdo de aminoacidos (PORFIRO, FONARO
2016). Varios estudos colocam em evidéncia os possiveis beneficios do colageno
hidrolisado para o organismo, tais como, melhoria da firmeza da pele, protecdo dos
danos das articulagdes, melhoria no tratamento da osteoporose, prevencdo do
envelhecimento, anti-hipertensivo e protecéo contra Ulcera gastrica (SILVA; PENNA,
2012).

As proteases colagenoliticas podem ser isoladas de diversas fontes de origem
animal, vegetal e microbiana. De acordo com Wanderley et al. (2017) estudos
demonstraram vérias fontes animais e vegetais para obtencdo de colagenases,
porém as proteases de origem microbiana tém se tornado de uso preferencial devido
a variedade bioquimica e a facilidade de manipulacdo genética apresentada por
suas fontes. Além de serem capazes de clivar a tripla hélice do colageno em varios
sitios, o que ndo ocorre com as colagenases de origem animal, que clivam o
colageno em apenas um sitio (LIMA et al., 2011).

As colagenases microbianas apresentam multifuncionalidade, sdo altamente

especificas em relacdo ao substrato, promovendo degradacdo tanto do colageno
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nativo quanto do inativo (DABOOR et al., 2010). A busca por novas fontes dessas
enzimas vem sendo estimulada ao longo dos anos, pesquisas recentes na base de
dados Web of Science utilizando os seguintes termos de buscas: (collagenolytic OR
collagenase) AND (fungi OR fungal OR bacterial OR Bacterian) AND (production OR
synthesis OR synthesize) revelam que no periodo de 2011 a fevereiro de 2021 foram
publicados 27 artigos de pesquisa originais evidenciando a producdo de
colagenases por fungos e bactérias.

Os fungos sdo os micro-organismos mais eficientes na producgao de proteases
colagenoliticas, apresentando inUmeras vantagens, tais como, produtividade
elevada, baixo custo na producdo e possibilitando que a enzima resultante do
processo, que é produzida extracelularmente, seja modificada e recuperada com
muita facilidade (LIMA et al., 2011). Para producdo de colagenase os fungos
filamentosos, quando comparados a outros tipos de micro-organismos, sdo 0S mais
estudados, tendo destaque para 0s micro-organismos industrialmente relevantes,
como o0s dos géneros, Penicillium, Aspergillus, Arthrobotrys, Microsporum,
Entomophthora e Lagenidium (WANDERLEY et al., 2017).

Os fungos produzem enzimas com diversas vantagens para a expressao de
proteinas em relacdo aos hospedeiros bacterianos. Producdo de enzimas
proteoliticas ativas numa larga faixa de pH, podendo apresentar caracteristicas
acidas, neutras ou alcalinas, podendo também, se adequar a substratos especificos
secretando proteinas funcionais, além de apresentar crescimento rapido, sendo a
sua producédo de proteinas mais atrativa do que a das bactérias, possuindo algumas
espécies ja a certificacdo GRAS (Generally Recognized as Safe), que é um dos
requisitos da industria alimenticia (KOSALKOVA et al., 2012)

2.2 Aplicacéo das Proteases

A maioria das proteases utilizadas industrialmente € de origem microbiana,
pois estas possuem caracteristicas bioquimicas desejadas em biotecnologia e baixo
custo, além da diversidade das espécies presentes na natureza, muitas das quais
ainda inexploradas (INACIO et al.,, 2015). As enzimas microbianas sao mais
utilizadas que as enzimas de plantas e animais devido a grande variedade catalitica,
além de serem obtidas em elevadas quantidades, com preco relativamente reduzido,

possuindo bastante homogeneidade e qualidade (LIMA, 2019). Além disso, sdo mais
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estaveis que seus homodlogos obtidos de plantas e animais e seu processo de
producdo € mais facil e seguro (INACIO et al.,, 2015). Os métodos de obtencéo
destas enzimas podem ser facilmente otimizados e as proteases microbianas podem
ser mantidas sob armazenamento por um longo periodo sem perda significativa de
sua atividade, assim como a manipulagdo genética destes micro-organismos que
contribui para ampliar a sintese destes catalisadores biologicos (PRAXEDES;
BRITO, 2016).

2.2.2 Aplicagédo Industrial das Proteases

Em meio ao grande numero de enzimas aplicadas industrialmente, em torno
de 75% sao pertencentes a classe das hidrolases, dentre estas estdo as proteases,
que constituem cerca de 60% do total das vendas mundiais de enzimas industriais,
devido as suas aplicagdes em diversos setores da industria(SAGGU; MISHRA,
2017).

As proteases sdo utilizadas em conjunto diversificado de aplicagdes - e
dominam uma ampla variedade de funcionalidades em diferentes setores da
industria, tais como, setor de alimentos e bebidas, farmacéutico, téxtil, higiene e
cosméticos e produtos para agricultura (ragéo para animal, celulose para papel, etc)
( FREEDONIA GROUP, 2015; RAY, 2012; KUMAR; SANGWAN; SINGH, 2014). O
mercado que representa maior aplicagao das proteases € o de produtos de limpeza,
porém o que apresenta maior projegao em crescimento na demanda é o mercado de
alimentos e bebidas (FREEDONIA GROUP, 2015).

A aplicagédo das proteases na industria também provocou crescimento
consideravel no mercado até o ano de 2020. Onde a maior demanda do setor tem
ocorrido de forma histérica nas areas de tratamento de doengas crénicas com |IAM
(Infarto Agudo do Miocardio) e, também agdo contra formagcédo de coagulos
sanguineos, produzindo farmacos tromboliticos, usados para dissolver os trombos
(FREEDONIA GROUP, 2015). Entretanto, no cenario atual, o crescimento acelerado
no setor de farmacos e biotecnologia, em virtude da pandemia da covid-19, pode
levar as industrias que atuam nesse campo a ocupar lugares elevados no
capitalismo global. Desta forma as previsdes para os anos de 2020 e 2021 foram de

um crescimento maior, em relagdo ao faturamento do ano de 2019, que atingiu
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lucros de aproximadamente U$$ 158 bilhdes em lucro no ano de 2019 (ABDALLA,
2020)

As proteases também vém sendo aplicadas em larga escala na industria de
processamento do couro, no amaciamento visto que por razées de cunho ambiental,
0 uso das enzimas substitui o uso de substancias quimicas sintéticas, como os
catalisadores quimicos (KANTH et al.,, 2008), também sao aplicadas como
pesticidas, em detergentes sintéticos (ndo biodegradaveis) e outros produtos
quimicos, visto que sao poluentes e toxicas, de modo que a utilizacdo destas reduz
a produgéo de rejeitos, facilita o controle e aumenta a velocidade da reagao, além de
serem biodegradaveis (PRAXEDES; BRITO, 2016).

As proteases sao produzidas preferencialmente por micro-organismos, para
utilizacdo em escala industrial. Esta produg¢ao para o mercado é bastante atrativa em
funcdo de apresentar papel vital na produgao de proteases intra e extracelulares,
além de apresentarem especificidade ao substrato e possibilidade de manipulagao
genética (KALAIYARASI et al., 2017). Algumas aplicagdes de proteases microbianas
podem ser observadas na Tabela 1. A produgdo das mesmas por micro-organismos
tem sido atrativa em funcdo da especificidade do substrato e possibilidade de
manipulacédo genética. A investigacao de suas caracteristicas bioquimicas, como pH
e temperatura, sdo importantes para atuagcdo enzimatica, possibilitando melhor
forma de aplicagdo (KOIKE, 2020), assim como a ocorréncia dos processos de
forma mais limpa, com baixo consumo de energia, com maior eficacia e redugéo de
custos (BASTOS, 2015).

Quanto a utilizagdo das proteases colagenoliticas, pode-se afirmar que as
possibilidades sdo bastante variadas. A sua aplicabilidade encontra beneficios na
industria alimenticia, na produgao e processamento de carnes, através da remocgao
da pele e extracdo do colageno (OLIVEIRA et al., 2017). Também encontrando
aplicagédo no setor da industria téxtil (KANTH et al., 2008). O desempenho das
proteases colagenoliticas para producdo de detergentes comerciais também foi
observado com bastante eficacia (IDA et al., 2017). Assim como na industria
farmacéutica, no tratamento de doencgas e com finalidade terapéutica, no tratamento
de feridas e regeneragdo de tecidos necrosados, sem que haja dano ao tecido
saudavel (ALIPOUR et al., 2016).

Colagenases sédo enzimas de valor extremamente importante para 0s

diversos setores da industria. Sendo empregadas em variados segmentos, seu uso
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estd cada vez mais abrangente, o0 que torna 0s processos produtivos
ecologicamente viaveis e sustentaveis. Assim, fontes alternativas de colagenases
sdo para o mercado um produto promissor, de qualidade consideravel e que

impulsiona a economia (OLIVEIRA et al., 2017).

Tabela 1: Producdo de proteases por micro-organismos utilizadas em diversos

setores da industria.

Micro-organismo

Setor

Aplicagéo

Rizomucor miehei

Aspergilus niger,
Bacillus subtilis e
Bacillus licheniformis
Aspergillus melleus, Mucor
miehei e Mucor pusillus
Bacillus subtilis e Bacillus

cereus

Bacillus subtilis e Bacillus
licheniformis

Bacillus spp

Aspergillus niger

Mucor subtilissimus

Bacillus spp

Aspergillus flavus
Bacillus subtilis

Conidiobolus sp

Alimentos e bebidas

Alimentos e bebidas

Alimentos e bebidas

Alimentos e bebidas

Detergentes

Detergentes

Farmacéutico e cosméticos

Farmacéutico e cosméticos

Farmacéutico e cosméticos

Téxtil
Fotografia

Biotecnologia

Coagulante para preparo de
gueijo
Processamento de queijo,
carnes, pescados, cereais e
bebidas (produtos lacteos)
Manufatura do queijo
(coagulacédo do leite)
Producéo de bebidas e
panificacéo

Fabricacdo de detergentes

Liberacdo de material
proteico das manchas.
Hidrdlise do colageno para

uso terapéutico

Tratamento de doencas

tromboembodlicas

Agente trombolitico

Curtimento do couro
Recuperacéo da prata

Preparacéao de cultura de

células animais

Fonte: Adaptado de (SOUZA et al., 2017a).
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2.2.1.1 Aplicacao das Proteases no Setor de Alimentos

Na industria de alimentos e bebidas o uso de enzimas como transformadores
das caracteristicas e propriedades funcionais das proteinas tem se difundido de
forma ampla. De acordo com esse contexto € notério que a utilizagado das proteases
no setor, traduz-se no seu proposito, uma vez que substituem outros agentes
utilizados, apresentando inumeras vantag00ens como catalisadores bioldgicos.
Originalmente as fontes utilizadas na industria de alimentos e bebidas tinham
procedéncia de tecidos animais e vegetais, tdo logo com o crescimento da demanda
mundial, ndo havendo suprimento por estas fontes, foram substituidas por enzimas
de origem microbiana (RAY, 2012; LI et al., 2013). Algumas fun¢des da aplicagcédo de

proteases na industria de alimentos e bebidas s&o apresentadas na Figura 3.

Figura 3: Funcionalidades da aplicacdo das proteases na industria alimenticia.
FONTE: (STAHLKE, 2015)
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O uso das proteases na industria alimenticia é bem evidente no
processamento e produgao de queijos, na coagulacdo para sua fabricacdo. Neste
setor as enzimas atuam na precipitacdo pela hidrélise da k-caseina estabilizando a
formacéo de micelas evitando a coagulagado, (RAY, 2012). Outro setor promissor é o
da producdo de amaciantes de carne, cuja enzima utilizada originalmente para esta

funcdo era a papaina, extraida da planta Carica papaya, porém, estdo sendo mais
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exploradas as de origem microbiana (SANTOS et al., 2016).Além desses processos
também tem sido crescente o uso das proteases na fabricacdo de cerveja, no
processo de clarificacdo (RIBEIRO et al.,, 2018), assim como na limpeza de
membranas filtrantes usadas no processamento de suco de frutas e preparagao de

hidrolisados proteicos com alto teor nutritivo.

2.2.1.2 Aplicacdo das Proteases no Setor Farmacéutico

Sendo utilizadas na fabricagdo e desenvolvimento de novos produtos, e
principalmente medicamentos, as proteases vém apresentando extensas aplicacdes
na industria farmacéutica e na de cosméticos. A sua aplicagéo se estende desde o
auxilio da digestdo até o processo de cicatrizagdo de feridas (SANTOS et al.,
2008a). A industria farmacéutica tem se tornado um mercado bastante promissor,
visto que o custo das enzimas com aplicagdes terapéuticas € extremamente elevado
(SAID; PIETRO, 2002). Em alguns casos o uso destas enzimas requer certo grau de
pureza, o que pode aumentar o custo da producao (ZIMMER et al., 2009).

O uso das proteases no setor é de extrema importancia, pois diminui o uso de
compostos quimicos, que por sua vez sao toxicos e agridem o organismo. Logo, sua
aplicacao é justificada pela elevada especificidade e catalise eficiente (ZIMMER et
al., 2009). Contudo, na industria farmacéutica € imprescindivel assegurar a produgao
segura da formulagado, o que promove dificuldades na manipulagéo e aplicagao das
proteases, necessitando de alto grau de pureza e especificidade, a fim de evitar
reagcdes imunolégicas aos componentes da formula e estabilidade em condigcbes
fisiologicas (NASCIMENTO, 2018).

Assim como em outros setores, a utilizacdo das enzimas para manipulacao de
farmacos, tem se mostrado bastante promissor, e nesse caso especifico, as de
origem microbiana, devem apresentar produ¢gdo com rendimento elevado, obedecer
a critérios minimos de seguranga sob o ponto de vista biolégico e fazer parte de
GRAS (generally recognized as safe - geralmente considerado como seguro).
Apesar de a lista de micro-organismos produtores de enzimas ser vasta, deve-se
considerar que as mesmas nao apresentem caracteristicas patogénicas ao homem
(PIRES; FONSECA; SERUDO, 2019). Desta forma, apenas uma minoria pode ser

empregada ao no processo de manipulagao e desenvolvimento de medicamentos na
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industria farmacéutica, assim como também na produgao de cosméticos (KUMAR,;
TAKAGI, 1999)

Micro-organismos também séo fontes produtoras de proteases com atividade
fibrinolitica. Estas enzimas sdo capazes de degradar a fibrina, evitando a formacao
de trombos dentro dos vasos sanguineos (BATISTA et al., 2017). Estudos revelaram
gue a administracdo oral de uma enzima fibrinolitica, produzida por uma cepa de
Bacillus, elevou a atividade fibrinolitica no plasma e a producdo do ativador tecidual
de plasminogénio, sugerindo sua utilizacdo na profilaxia de trombose. Também sao
relatadas aplicagcdes de colagenases, elastases e queratinases em tratamentos
dermatolégicos e cosméticos (SANTOS et al., 2016).

As queratinases sdo responsaveis pela hidrélise das ligacbes peptidicas da
gueratina, podem ser Uteis em formulacdes tdpicas para eliminacao da queratina na
acne e psoriase e remocdo de calos. Foi observada a aplicacdo industrial de
gueratinase produzida pela bactéria Kitococcus sedentarius para remocgdo de
calosidades em seres humanos (MAHNKE, 2015). As colagenases e elastases sao
enzimas que atuam na remocdo de cicatrizes e queloides, debridamento de
queimaduras e Ulceras dérmicas. Varios micro-organismos séo capazes de produzir
essas proteases. Preparacdes de elastases purificadas da bactéria Bacillus subtilis
foram imobilizadas em bandagens, para aplicacdes terapéuticas em queimaduras,
edemas, furdnculos e abscessos (SANTOS et al., 2016). Uma colagenase
purificada do crescimento da bactéria Clostridium histolyticum foi utilizada em
pomadas para o tratamento de feridas, como Ulceras cronicas e queimaduras,
facilitando a cicatrizacdo. Sua atuacao visa promover o debridamento ou remocao

do tecido em necrose, sem danificar o tecido sadio ao redor (SHI; CARSON, 2009).

2.2.1.3 Aplicacdo das Proteases no Setor Téxtil

O uso das enzimas na industria téxtil garante que os tecidos, fios e produtos
finais produzidos apresentem uma qualidade elevada em suas propriedades fisicas,
estéticas e de conforto. Afim de que os danos sobre as fibras, provocados pela acdo
de produtos quimicos, sejam minimizados e consequentemente a diminuigdo do
impacto ambiental (KOHAN, 2008).

Para reduzir danos consideraveis as fibras do tecido as proteases séao

utilizadas conferindo alteracbes das propriedades das fibras téxteis e removendo
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impurezas de forma menos agressiva, de maneira oposta ao que ocorre quando
tratadas com reagentes quimicos (ARAUJO; CASAL; CAVACO-PAULO, 2008;
DRKIROMOJSOQV, 2012). A melhoria da textura e da qualidade das fibras justifica a
aplicacdo das peptidases na industria téxtil. As principais acdes das enzimas no
setor sdo: remogao das impurezas proteicas, resisténcia ao encolhimento das fibras,
desengomagem e aumento da qualidade do tecido ao tingimento (ARAUJO; CASAL;
CAVACO-PAULO, 2008).

A industria téxtil tem uma extensa histéria de sucesso na aplicagéo
de enzimas para obter maior eficiéncia na cadeia produtiva, mais qualidade final dos
produtos e também para processos de branqueamento das pecas, entre outros. Ao
utilizar fibras para a produgdo de tecidos, como o algodao, por exemplo, as
empresas contam os processos enzimaticos para alterar as propriedades das fibras
téxteis, com a vantagem de nao resultarem em efeitos nocivos ao meio ambiente.
Outra forma de aplicacdo das enzimas € na fase de remogao de impurezas nao
celulésicas, chamada de biopreparagao ou purga enzimatica, que gera um processo
mais ecoldgico, substituindo compostos quimicos e oferecendo danos menores as
fibras. Além disso, apds a etapa de alvejamento, € possivel eliminar o perdoxido de
hidrogénio com enzimas, economizando agua e tempo neste processo (BATISTA,
2017).

Uma area importante na industria téxtil € a do tratamento do couro, muitos
sao os processos utilizados na sua fabricagdo, para que um produto cru e perecivel
se torne duravel, cujo seu processamento passa por varias etapas na industria por
apresentarem alto teor de proteinas e gorduras. Assim, além das proteases, as
lipases sdo preferenciais no processo antes de seu curtimento, participando das
etapas de tratamento, o remolho, a depilagdo e a purga (DIXIT et al., 2015). Essas
estratégias visam substituir produtos quimicos nocivos por produtos menos
agressivos e minimizar os impactos ao meio ambiente causadas pelo
processamento (SOUZA et al., 2015).

2.2.1.4 Aplicacdo das Proteases na Industria de Detergentes
O setor industrial de produtos de limpeza compde o mercado com maior

potencial de aplicacdo de proteases com elevada demanda mundial, encontrando-se

em uso extensivo na produgcao de detergentes (SANTOS et al., 2016). O primeiro
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detergente foi desenvolvido por pesquisadores alemaes, a partir de enzimas
pancreaticas, produzidas por animais, em meados de 1914. Apds 42 anos de
intensas pesquisas, foi produzido o primeiro detergente contendo enzimas
originadas de bactérias (SOUZA, 2012).

As bactérias do género Bacillus, sdo as micro-organismos produtores em
potencial de enzimas usadas na producdo de detergentes. Os membros deste
género sao evidentemente apreciados, pois apresentam elevada producdo de
biomolécula catalitica, além de apresentarem capacidade de secretar expressivas
quantidades de enzimas extracelularmente em curtos ciclos de fermentacao
(CONTESINI; MELO; SATO, 2017). Nos ultimos 30 anos a utilizacdo destas enzimas
tornou-se bastante significativa na formulagdo de detergentes, deixando a posicao
de pequenos ativos para uma posi¢ao privilegiada de ingrediente-chave (RAY, 2012).

Para que as proteases sejam consideradas ideais para sua aplicacédo na
producdo de detergentes, faz-se necessario que exista alta especificidade aos
substratos, que promova, desta forma, éxito na remocg¢ao de diversos tipos de
manchas, sem que afete e nem altere a coloracéo dos tecidos, facilitando a remocgao
da sujeira durante as lavagens, promovendo assim um efeito superior ao uso de
clareadores, que envelhecem os tecidos, diminuindo o uso de produtos quimicos
gue sao extremamente agressivos ao meio ambiente e ao usuario (SINHA; KHARE,
2012).

Além de todos os setores citados anteriormente, as proteases também tém
atuacdo em setores como o da industria quimica, atuando como catalisadores na
produgcdo de materiais sintéticos, também na industria fotografica, agindo no
bioprocessamento de recuperagdo da prata que fica impregnada nos filmes
fotograficos, cujo sua reciclagem e recuperacédo podem ser usadas para diversas
finalidades. As proteases podem ser utilizadas também como componentes ativos de
solugdes de limpeza para lentes de contato, dentadura e materiais cirurgicos, assim

como na area de biotecnologia (SANTOS et al., 2016).

2.3 Processo de producao de proteases microbianas

O processo fermentativo para produgdo de proteases ocorre

preferencialmente sob duas formas, a fermentagdo em estado sélido (FES) e a
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fermentagdo submersa (FSm). Os dois processos sdo determinados em fungao da
quantidade de agua que ¢é utilizada na fermentagcédo (ROCHA, 2018).

A FSm é caracterizada pelo fato de o substrato estar dissolvido em agua, os
produtos gerados s&o langados para o meio liquido e o substrato € rapidamente
degradado (SUBRAMANIYAM; VIMALA, 2012). Este processo possibilita uma
distribuicdo uniforme tanto dos nutrientes quanto dos micro-organismos (SINHA;
SINHA, 2009). E uma técnica que apresenta inimeros beneficios em relagdo aos
avangos da instrumentagdo e controle de processos, tendo aproximadamente 90%
da producdo de enzimas industriais ocorrendo por FSm, utilizando, com frequéncia,
micro-organismos modificados geneticamente (FARINAS et al.,, 2014). Porém, o
processo requer elevada demanda hidrica e energética, 0 que encarece 0 processo
e pode torna-lo desvantajoso (BON, E. P. S.; FERRARA, M. A.; CORVO, 2008).

A FES é o processo de crescimento de micro-organismos sobre substratos
sélidos contendo umidade suficiente apenas para manter o crescimento e o
metabolismo sem, ou quase, agua livre. Para este fim, os residuos agroindustriais
tém se mostrado adequados e de custo altamente competitivo, podendo ser
utilizados como substrato neste tipo de fermentagdo no qual o micro-organismo pode
crescer entre os fragmentos ou superficie do substrato, consumindo e secretando
metabdlitos, dentre eles, enzimas ( FARINAS et al., 2014; MITCHELL et al., 2006).

Existe uma perspectiva para utilizacdo de processos fermentativos em estado
sélido na producéo de enzimas de interesse industrial (QUEIROZ et al., 2018). A
eficiéncia do processo FES na obteng¢ao de produtos € dependente tanto do tipo de
micro-organismo utilizado, como das variaveis ambientais e operacionais
selecionadas durante o cultivo. Fatores como temperatura, pH, umidade, aeragéo,
concentracdo de nutrientes, tipo e caracteristica do substrato estdo entre as
principais variaveis do processo de FES (FARINAS et al., 2014).

Diferentes micro-organismos, como bactérias, leveduras e fungos, tém a
capacidade de crescer em substratos solidos; entre eles os fungos filamentosos sao
os que melhor se adaptam a fermentacdo soélida devido as suas propriedades
fisiologicas e bioquimicas. Um dos aspectos importantes na FES é a extracdo e
recuperacao eficiente dos metabdlitos produzidos, visando promover a viabilidade
econOdmica do processo para produgao da enzima (SANTOS et al., 2008b).

E uma técnica vantajosa, pois além de simular o habitat natural de micro-

organismos (principalmente fungos filamentosos), apresenta maior produtividade,
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ZUNIGA et al., 2011). Desta forma, permite a penetracéo das hifas nos poros entre
as particulas dos substratos, auxiliando as trocas gasosas entre as células, para
manutengdo metabolica (HOLKER; LENZ, 2005). Apresenta como vantagens
também o baixo custo das matérias-primas empregadas no meio de cultivo, a
simplicidade do meio de fermentagdo utilizado, a menor probabilidade de
contaminagdo do meio pela menor quantidade de agua livre presente e a
possibilidade de obtengcdo da enzima extracelular mais concentrada (AMARAL,
2007).

Nos ultimos anos, uma diversidade de subprodutos da industria agricola ou
residuos agroindustriais tém sido estudados com a finalidade de formular substratos
para produgdo de proteases que proporcionam grande potencial de reuso devido a
sua composigao e caracteristicas (LADEIRA et al., 2010). Devido a sua ampla
aplicabilidade e ao seu alto custo de obtencéo, tem-se buscado meios alternativos
de produgao, tanto na FSm, quanto na FES. Utilizando para esse fim, meios de
cultura de baixo custo, levando em consideracao que aproximadamente 30 a 40%
dos custos envolvidos na sua produgao estdo relacionados ao meio de cultura
utilizado para o crescimento do micro-organismo. Portanto sua otimizacdo € de
grande importancia para a definicao de alternativas de produgcdo economicamente
viaveis (SHIKHA; SHARAN; DARMWAL, 2007; MUKHERJEE; ADHIKARI; RAI,
2008).

A utilizac&o de residuos da agroindustria € crescente, pois estes representam
uma das mais importantes fontes renovaveis de energia disponiveis no planeta,
dentre os quais se destacam os provenientes da soja, cana de acucar, milho, entre
outros. Neste sentido, tem-se intensificado o aproveitamento desses materiais como
substratos alternativos no desenvolvimento de varios bioprocessos para a producao
de diversas moléculas com alto valor agregado (CUNHA et al., 2016).
Tecnologicamente, um processo que permite a producdo de substancias a partir de
substratos, envolvendo a acdo de micro-organismos, € a fermentacdo. Este
processo é definido pelo crescimento microbiano em condi¢cdes favoraveis e com
padrdes fisico-quimicos controlados (ROVEDA; HEMKEMEIER; COLLA, 2010).

Entre os micro-organismos produtores de enzimas através o processo de
FES, podemos destacar os fungos filamentosos do género Aspergillus, pois

demanda elevada de aplicacdo em diversos setores da industria e baixo custo de
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producdo quando comparado a produgao enzimatica por outros micro-organismos,
visto que o micélio pode ser filtrado e extraido com facilidade através de técnicas de

separagao e recuperacao enzimatica (INDRATININGSIH et al., 2013).

2.4 O Género Aspergillus

Sao reconhecidas mais de 300 espécies do género Aspergillus (VESTH et al.,
2018). Os fungos deste género sdo amplamente estudados, pois sd0 0S mais
comuns do grupo dos fungos filamentosos. Apresentam vasta distribuicdo mundial,
presentes em VAarios ambientes, secretam altos niveis de proteases
extracelularmente, o que é atrativo para as industrias (AZEVEDO, 2018). Foram
descritos pela primeira vez por Micheli no ano de 1729 (ARZANLOU et al., 2016),
gue verificou que a cabeca conidial desse fungo era semelhante a um "aspergillum"
(utensilio usado para espalhar agua benta), e Virchow em 1856 isolou esse micro-
organismo de lesdes pulmonares, em seres humanos (HERNANDEZ et al., 2018).

As colbnias desses fungos desenvolvem-se rapidamente em seus substratos,
sua coloragao vai de tons esbranquigados ao marrom, podendo apresentar tambéem,
tons esverdeado ou preto (BAKER; BENNETT, 2008; HUBKA et al., 2013). A sua
estrutura inteira, o conidioforo, inclui cabega aspergilar (vesicula e fialides), haste

(estipede), além da célula-pé (SANTOS, 2007), conforme Figura 4.

Figura 4: Morfologia representativa de espécies do genero Aspergillus (SOMAI,
2018).
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Algumas espécies estdo presentes e atuam na decomposicdo da matéria
organica (saprofitos), causam doencas em animais e plantas, incluindo humanos
(patégenos) (KRIJGSHELD et al., 2013). Muitas das espécies sao utilizadas para
obtencdo de metabdlitos bioativos e também enzimas extracelulares (SILVA et al.,
2018).

Dentre as espécies de maior importancia e as mais utilizadas para o processo
industrial e tecnoldégico de produgcdo enzimatica, podemos destacar. A niger, A.
flavus, A. oryzae, A. versicolor e A. clavatus, em especial as espécies da segao
Nigri, obtendo éxito, em potencial, na produgao de amilases, pectinases e proteases.
Além de desempenhar importante papel na produgao destas enzimas, estas podem
ser utilizadas no processo industrial de produgao de alimentos e bebidas, também
desempenham papel importante na area da saude, podendo também, causar

doengas em humanos como a aspergilose (MAIA; FRAGA, 2017).

2.4.1 Aspergillus sclerotiorum

O fungo filamentoso, Aspergillus sclerotiorum, foi descoberto e catalogado por
Huber (1933), relacionando-o com a deterioracdo das macéas. Este fungo apresenta
micélio aéreo escasso de cor branco a amarelo acinzentado, sem odor e exsudato
limpido a amarelo palido. Conidios globosos rugosos, vesiculas globosas, raramente
alongadas, métula cobrindo a metade superior da superficie da vesicula e fidlides
alongadas como mostra a Figura 5.

Figura 5: Aspergillus sclerotiorum URM 5792. Conidioforo (1); Métula (2); Vesicula
(3), Fialides (4), Conidios (5). Aumentado 50X. Fonte: A autora.
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Linhagens de A. sclerotiorum produzem a ocratoxina A, uma micotoxina
nociva para animais e humanos (DAVOLOS; PIETRANGELI, 2014; KUNTAWEE;
AKARAPISAN, 2015). Esta espécie também foi identificada como patdégeno de
humanos e animais, podendo causar a onicomicose (AMRI et al., 2010) e otomicose
(HARIMA et al. 2004).

Apesar deste fungo ser patogénico e produzir micotoxina, € um fungo
economicamente importante podendo ter potencial aplicabilidade bioindustrial como
por exemplo, utilizado para transformagdo bioquimica de esterdides, alcaléides ou
fenazinas (VISAGIE et al., 2014; BAO et al., 2016), também é uma fonte prolifica de
novos metabdlitos secundarios bioativos como a lovastatina (PHAINUPHONG et al.,
2017; SUWANNARAT et al., 2019), acido penicilico (KANG et al., 2007; ZHENG et
al., 2010), butenolideos e furanonas (PHAINUPHONG et al., 2017), asperidinas,
pirrolidina e piperidina (PHAINUPHONG et al., 2018).

A. sclerotiorum € uma fonte importante na producdo de enzimas que
degradam a lignocelulose, como a lacase, manganés peroxidase e liginina
peroxidase (BONUGLI-SANTOS et al., 2010; ANDLAR et al., 2018). Também produz
outras enzimas como inulinase (NAGGAR et al., 2016), a-amilase (YAGAR; ERTAN;
BALKAN, 2008), protease (DA SILVA et al., 2016) e colagenase (CARDOSO et al.,
2019).

Alguns trabalhos envolvendo o fungo A. sclerotiorum, mostraram resultados
promissores na imobilizacdo celular (ROCHA et al., 2012) e imobilizacdo enzimatica
(a-Amilase) (YAGAR; ERTAN; BALKAN, 2008), além de ter grande potencial na
biorremediacdo de hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (PASSARINI et al.,
2011), produzir bioativos com atividade antimicrobiana e antibiofilme (USTUN et al.,
2019).

Os esporos deste fungo foram utilizados com éxito no controle biolégico de
cupins (HANSEN et al., 2016) e os seus esclerécios contém compostos que sao
utilizados na fabricacéo de pesticidas (WHYTE et al., 1996). Diante disso entende-se
que A. sclerotiorum é um fungo em potencial para ser utilizado em processos
biotecnolégicos de diversas areas industriais. A producdo da micotoxina ndo € um
impeditivo para exploracdo biotecnolégica da espécie, salvo em aplicagbes na
indastria farmacéutica, onde seguranca na formulacdo e grau de pureza séo

imprescindiveis, evitando riscos a saude humana
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2.5 Processo de Imobilizagcédo de enzimas

A aplicacdo de enzimas em diversos ramos industriais tem tornado a
tecnologia enziméatica uma alternativa cada vez mais atrativa. E requisito da
atividade a busca incessante por processos sustentaveis que viabilizem a cultura da
quimica verde, reduzindo ou eliminando o uso e geragao de substancias nocivas ao
meio ambiente. Desta forma, podem-se substituir os catalisadores quimicos
convencionais pelos biocatalisadores altamente especificos (KRAJEWSKA, 2004).

A utilizagdo de enzimas, em alguns casos, pode ser considerada um processo
de alto custo, desta forma, para viabilizar economicamente o processo, € necessario
que o biocatalisador seja recuperavel e reutilizavel. O processo de imobilizagao de
um catalisador pode ser uma via direta para permitir a reciclagem e seu reuso. A
garantia da producéo e biocatalizador estavel é muitas vezes alcangada pela técnica
de imobilizacdo, que através da alteracdo das propriedades da enzima, produz
biomoléculas estaveis, especificas e altamente ativas (FERNANDEZ-LORENTE et
al., 2007; HANEFELD; GARDOSSI; MAGNER, 2009).

Genericamente a imobilizagdo € uma técnica utilizada para reter uma
biomolécula no interior de um reator ou de um sistema analitico. A técnica de
imobilizacdo enzimatica, consiste em confinar a enzima através de um suporte sélido
em meio aquoso e em solventes organicos, que pode ocorrer de forma isolada ou
combinada com outras técnicas, fazendo com o0 que o processo ocorra com
eficiéncia, promovendo especificidade, seletividade e estabilidade da enzima
(SOUZA et al., 2017b).

Langlois e Dale através de patente datada em 1940 foram os primeiros a
relatarem o uso de enzimas para fins industriais, empregando amilases no processo
de obtencdo de xarope de milho (KATZ, 2015). O processo de imobilizagdo
enzimatica surpreende em seu historico, e apenas em meados de 2002, Straathof et
al. (2002) estimaram que dentre os processos biocataliticos, apenas 20% envolvem
enzimas imobilizadas. Contudo, no decorrer dos anos, novos processos e protocolos
de imobilizacdo enzimatica tém sido relatados, pesquisas no banco de dados
Lens.org utilizando como termos de buscas (imobilization of enzymes OR enzymatic
imobilization) revelaram que no periodo de 1974 a 2020 foram apresentados um
numero de publicagado de quase 40.000 patentes no periodo (Figura 6), o que coloca
em continua evidéncia as perspectivas do método (BRADY; JORDAAN, 2009).
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Figura 6: Numero de patentes publicadas contendo processos de imobilizagao

enzimatica por ano no periodo de 1974 a 2020 (Fonte: Lens.org)
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O processo de imobilizacdo de enzimas apresenta diversas vantagens na
area de biotecnologia enzimatica, pois garante que esses catalisadores sejam
recuperados e reutilizados continuamente. Desta forma, a enzima pode ser
manuseada de forma mais conveniente, como uma formulagdo sdlida, promovendo
sua separacgao final do produto, reduzindo ou excluindo a contaminagcéo do produto
por proteinas. A imobilizagdo apresenta como objetivo obter maiores vantagens em
relacdo ao aumento da estabilidade enzimatica, prote¢do contra a desnaturagao,
tornando o catalisador mais robusto, mais resistente, o que reflete diretamente na
produtividade (FERNANDES; LIMA; LOPES, 2010; SHELDON; VAN PELT, 2013).

As enzimas quando extraidas do seu meio natural tendem a se transformar
em biomoléculas sensiveis a desnaturagao, provocada por picos de pH, temperatura
e presenca de inibidores. A técnica de imobilizacdo de enzimas € um dos métodos
mais bem-sucedidos para minimizar essas limitagdes (ILLANES, 2009; HOMAEI et
al., 2013). As enzimas na forma imobilizada sao mais resistentes as modifica¢cdes do
meio reacional, podendo ser facilmente reutilizadas, separadas dos reagentes e ter
capacidade de operar em processos continuos (BRADY; JORDAAN, 2009; MENDES
et al., 2011).
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Ainda que, a imobilizagdo enzimatica supere o uso das enzimas soluveis,
algumas considerag¢des devem ser salientadas, como, perda da atividade enzimatica
pos-imobilizagao, custo dos suportes, desfavorecimento nas propriedades cinéticas
e incrustagdo de material indesejado (DI COSIMO et al., 2013). Sendo assim, ao
invés de reduzir custos no processo, estes eventos podem torna-lo oneroso
(GUISAN, 2006).

As enzimas apresentam propriedades fisico-quimicas, propriedades dos
substratos e produtos e aplicagcdes bem distintas, deste modo, ndo ha como definir
uma so técnica de imobilizagdo que seja aplicavel a todas as enzimas e em todo seu
extenso uso. Levando ainda em consideracdo que os meétodos apresentam
vantagens e desvantagens (limitantes) para sua execugado. Sendo assim, o melhor
método de imobilizar uma enzima, é aquele que promove a melhor e maior retencao
de atividade enzimatica, estabilidade e durabilidade (SOUZA et al., 2017a).

Ha diversos métodos de imobilizacdo, a escolha do método deve ser
embasada em alguns parametros: atividade do biocatalisador, capacidade de
regeneragao e inativagdo, custo, toxicidade dos reagentes, estabilidade,
hidrodindmica e alcance dos objetivos final para o material imobilizado (MENDES et
al., 2011; ILLANES et al., 2012).

Conceitualmente, o processo de imobilizagcdo enzimatica se distingue em
duas metodologias basicas, a ligagdo entre enzima e suporte pode ocorrer através
de interagao fisica ou quimica, evidenciados na Figura 7. Os métodos de retencao
fisica compreendem o confinamento (reter fisicamente a enzima em uma matriz
sélida porosa) e a encapsulagao (aprisionamento e isolamento da enzima para
transferéncia de massa). Os métodos de conexao quimica compreendem a
adsorcgao (interagdes hidrofébicas, forga de Van der Walls, ligagdes de hidrogénio e
ligagbes ibnicas), a ligacdo covalente (consiste na ligagdo da enzima com o
substrato covalentemente) e cross linking ou ligagao cruzada, este método envolve a
formacao de ligagcédo covalente entre moléculas de enzimas e reagentes bifuncionais
de baixa massa molar, formando agregados unidos por ligagdes intermoleculares.
(FERNANDEZ-FERNANDEZ; SANROMAN; MOLDES, 2013; SOUZA et al., 2017a).
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Figura 7: Esquema dos métodos fisicos (A) e quimicos (B) de imobilizagdo

enzimatica. Modificado de Fernandez-Fernandez, Sanroman e Moldes (2013)
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Além dos métodos de imobilizacdo € importante frisar a contribuicdo dada pelos
suportes para 0 bom desempenho da enzima imobilizada no processo. A escolha do
suporte esta diretamente relacionada as caracteristicas inerentes da enzima e aos
custos empregados na imobilizacéo (MILETIC et al., 2009). Existe uma diversidade
de matrizes disponibilizadas para imobilizar enzimas, porém a natureza quimica e
fisica destes suportes pode alterar as propriedades do biocatalisador (CAO, 2005).
As matrizes geralmente sdo de materiais sélidos porosos, ndo porosos ou de
estrutura de gel, insolivel em agua e inerte, que podem interferir no processo e na
capacidade de ligacdo das enzimas. Os materiais porosos possuem elevada area
superficial interna disponivel para a imobilizacdo de enzimas, porém o diametro dos
poros do suporte deve ser satisfatoriamente grande para acomodar a enzima e
permitir o acesso do substrato. Por outro lado, nos ndo porosos a acomodacéo das
moléculas de enzima ocorre apenas na sua superficie externa, o que facilita a
interacdo do catalisador com moléculas de substrato (MESQUITA et al., 2018) Na

escolha do suporte para um processo aplicavel, € importante observar as
propriedades fisico-quimicas da matriz, assim como sua provavel capacidade de
regeneracdao (MENDES et al., 2011). De modo geral, os requisitos essenciais para
selecdo de um suporte sdo: elevada area superficial, permeabilidade, estabilidade
guimica e mecanica, capacidade de regeneracao, custo, morfologia e composicao,

natureza da afinidade hidrica, resisténcia ao ataque microbiano, alta densidade de
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grupos reativos presentes em sua superficie, dentre outras (MATEO et al., 2007
MENDES et al., 2011; TALBERT; GODDARD, 2012). Os materiais utilizados como
suporte para imobilizacdo podem ser classificados como: inorgéanicos, organicos
(sintéticos ou naturais) ou compdésitos (matrizes hibridas) (ZDARTA et al., 2018).

Os suportes inorganicos utilizados no processo de imobilizacdo de enzimas,
sdo caracterizados por apresentarem elevada especificidade de area superficial e
potencial funcionalizac&o de superficie, sdo excelentes estabilizadores térmicos e de
pH, além de serem resistentes mecanicamente. Podemos citar entre eles, a silica,
titdnio, alumina, zircénia, oxido de zinco, magnetitas, carbonos ativados, nanotubos,
entre outros (ZDARTA et al., 2018). Dentre esses, 0s suportes a base de silica tém
ganhado bastante atencdo na area biomédica, pois apresenta composicado quimica
bem definida, que garante modificacdo de sua estrutura (DE SOUZA; MOHALLEM,;
DE SOUSA, 2011), por métodos quimicos e alteracdo de morfologia e estrutura de
poros. Além de apresentar resisténcia mecanica elevada e serem inertes
guimicamente (HOMAEI et al., 2013).

Os suportes organicos, especialmente os polimeros, podendo ser naturais ou
sintéticos, destacam-se como uma classe de suportes amplamente empregados na
imobilizacdo enzimatica. 0s suportes naturais apresentam vantagens superiores em
relacdo aos sintéticos, apresentando facil degradacéo e baixo custo. Por sua vez, 0s
sintéticos tendem a se combinar fisica e quimicamente para formar um suporte ideal
para aplicacdo especifica (FURLANI et al., 2020).

Dentre os diferentes suportes naturais amplamente utilizados na imobilizacao
de enzimas, destacam-se, a celulose, amido, agarose, carragena, colageno, agar,
alginato e quitosana. Mesmo que sejam utilizadas em baixas concentracoes,
demonstram eficacia na formacdo de géis inertes, sdo insoliveis em &gua,
apresentam alta resisténcia e ativacdo eficiente de sua estrutura. O uso desses
agentes promove o fortalecimento da estrutura aumentado resisténcia mecanica e
térmica (HOMAEI et al., 2013).

A aplicacdo da quitosana, entre os polimeros naturais utilizados para suporte
de imobilizacédo, tem se tornado um destaque. A eficiéncia de sua aplicacao esta
diretamente relacionada a capacidade de assumir diferentes configuracdes
geométricas, como pod, escamas, hidrogéis, membranas, fibras, entre outras, além
de apresentar diferentes grupos funcionais, como amino e hidroxila, garantindo sua

utilizagéo em diferentes métodos de imobilizacdo (MENDES et al., 2011).
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A quitosana (Figura 8) é um composto organico formado pela desacetilagéo
da quitina, segundo polimero mais abundante da natureza, perdendo apenas para a
celulose (GEORGE; ABRAHAM, 2006). E um produto biodegradavel de baixo custo
de grande importancia ambiental e econémica (MENDES et al., 2011). E extraida do
exoesqueleto dos crustaceos, como caranguejos e camardes, onde o0 mesmo torna-
se residuo na indastria pesqueira, considerado poluente, sua utilizacdo promove a
reducdo do impacto ambiental provocado pelo seu acumulo nos ambientes de
producdo ou estoque. A quitosana € insoluvel em agua e soluvel em meio &cido
diluido, produzindo polimero catiénico, através da protonacdo de grupamento amino
(-NH,), que promove caracteristicas e propriedades especiais em comparacdo as

fibras vegetais como a celulose (BARBOSA et al., 2017).

Figura 8: Estrutura do biopolimero quitosana (MENDES et al., 2011).

CH>OH
' 0

OH )

NH,

Pela presenca do grupamento amino (-NH;) e das duas hidroxilas (-OH) em
cada residuo de sua estrutura, que confere excelentes propriedades biolbgicas e
guimicas, o uso da quitosana vem sendo descrito em diversas aplicacdes. Além
disso, cabe destacar que a quitosana € atOxica, biodegradavel, hidrofilica, possui
atividade microbiana e capacidade de adsorcdo de metais pesados, além da
biocompatibilidade e da expressiva afinidade proteica (SHUKLA et al., 2013).

Vale salientar ainda, a importancia dos compdésitos, suporte hibrido, que em
virtude das propriedades conferidas, tém despertado o interesse da ciéncia, nas
Ultimas décadas, para o processo de imobilizacdo de biocatalisadores. Os
compositos sdo formados pela jungdo de dois ou mais suportes, podendo ser
combinados da seguinte forma, inorganicos com inorganicos (silica - magnetita),

organico com organico (quitosana — alginato) e organico com inorganico (quitosana
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— magnetita) O melhor argumento para utilizacdo dos compdsitos € unir as
propriedades aplicaveis dos materiais maximizando seus efeitos e beneficios
(ZDARTA et al., 2018).

2.5.1 Processo Imobilizacdo de enzimas utilizando suportes magnéticos

Atualmente o uso de suportes magnéticos tem despertado o interesse em
processos industriais, e a combinacdo de suas propriedades com a imobilizagéo
enzimatica tem sido desenvolvida a fim de produzir suportes de facil separacdo do
meio reacional (DOMINGUES et al., 2020). As nanoestruturas surgem como
suportes alternativos para o processo de imobilizacdo enzimatica. Varias
propriedades atrairam a atengdo no campo das ciéncias da atualidade, tais como,
tamanho reduzido das estruturas, elevada &rea superficial, resisténcia a
temperaturas elevadas, interacdo entre enzima-substrato e reatividade quimica. Por
apresentarem propriedades superparamagnéticas contribuem para a recuperacéo do
biocatalisador aplicando apenas um campo magnético, como um ima,
proporcionando baixo estresse mecéanico as enzimas (HU et al., 2009; COSTA et al.,
2016).

O uso de nanoparticulas magnéticas como suporte solido no processo de
imobilizacdo de enzimas torna-se importante devido a possibilidade de reutilizacdo e
estabilidade do biocatalisador, através da aplicacdo de campo magnético externo, o
gue reduz custo de energia e tempo nas etapas de centrifugacdo. Além de que esse
material de dimensdo nanométrica apresenta vantagens em relacdo a razao
superficie/volume de modo a facilitar a transferéncia de massa (PEREIRA et al.,
2015).

Desta forma, € comum que a superficie das nanoparticulas seja modificada
para amparar o processo de imobilizacdo. Podendo as estruturas nanomeétricas
serem modificadas com material organico ou inorganico, com o propdésito de formar
particulas funcionalizadas, potencializando suas propriedades e garantindo maior
efeito na imobilizagdo (REBELO et al., 2010).

A imobilizagdo enzimatica utilizando suportes magnéticos apresenta

propriedades inovadoras, que conferem ao processo a eliminacdo de etapas
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indesejaveis (centrifugagao e diluicdo da amostra e perda de suporte). Particulas em
escala nanométrica promovem ampliagao da area superficial em decorréncia do seu
tamanho reduzido, minimiza a toxicidade, aperfeicoa a eficiéncia catalitica, além de
fornecer ao processo economia de tempo e eficacia (NETO, 2014).

Devido a sua versatilidade a separagdo magnética vem sendo bastante
utilizada, pois o processo simples e rapido ocorre a partir de aplicagao de campo
magnético externo a amostra. Esta metodologia vem sendo amplamente aplicada no
setor de biotecnologia de purificagdo de biomoléculas de forma alternativa, o uso
destes compdsitos na imobilizagdo tem como objetivo principal promover de forma
mais eficaz a separagao e recuperagao do biocatalisador reabilitando para posterior
reuso (DOMINGUES et al., 2020; NOURI; KHODAIYAN, 2020).

2.6 Nanoparticulas magnéticas

As nanoparticulas magnéticas (NPM'’s) apresentam-se na forma de graos
originando sistemas de ordem nanométrica (10°m), desta forma encontram-se no
estado molecular e atdbmico, com propriedades fisico-quimicas assumidamente
diferentes das vistas em materiais com mais volume. Estas propriedades estao
diretamente ligadas ao tamanho, morfologia e estrutura dessas particulas. Sao
caracteristicas importantes para que as NPM’s sejam em potencial utilizadas
tecnologicamente: elevada area superficial em relagdo ao volume, capacidade de
formar nanodominios magnéticos e eficacia no recobrimento de varios tipos de
ligantes (FRANCISQUINI; SCHOENMAKER; SOUZA, 2012).

Nanoparticulas de magnetita (FesO4) sdo especificamente um dos materiais
magnéticos comumente mais utilizados. Por serem biocompativeis e apresentarem
super paramagnetismo com baixa toxicidade, além de apresentarem fortes
propriedades magnéticas, sao utilizadas frequentemente nos processos de
imobilizacdo enzimatica e no processo de purificagdo de proteinas e enzimas
(JORDAN; KUMAR; THEEGALA, 2011).

As NPM'’s apresentam vasta aplicagado no setor da nanotecnologia, tais como,
agentes de contraste para ressonéncias, separagdo magnetica de células e
proteinas, produgdo de farmacos, entre outros. Dentre as nanoparticulas mais
utilizadas nestas aplicagbes tecnoldgicas pode-se destacar, as NPM’s de 6xidos de
ferro, em especial as de Fe;O,4 (TASCA et al., 2015).
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Métodos de preparagdo e caracterizacdo de NPM’'s de Fe3;O4 tém sido
incansavelmente estudados, devido ao aumento consideravel de suas aplicagdes
praticas, varios métodos tém sido elaborados. No processo de elaboracdo e
desenvolvimento destes métodos tem-se observado vantagens e desvantagens em
relacdo a sua aplicagdo, considerando principalmente, tamanho das particulas,
escala de producdo e custo do processo (GRABIS; HEIDEMANE; RASMANE, 2008).

Varios estudos relacionados as nanoparticulas magnéticas recobertas com
diversos tipos de materiais s&o relatados na literatura. Cunha (2018) descreveu em
seus estudos que materiais orgénicos e inorganicos vém sendo utilizados como
revestimento na superficie de NPM’s, para aprimoramento e seguranga em suas
aplicagdes. Dentre os materiais organicos biocompativeis, mais utilizados, estao, o
acido oléico e citrico, fosfanatos, silanos, polimeros sintéticos e naturais,
aminoacidos e biomoléculas. Entre os inorganicos, podem ser destacados a silica,
metais e ndo-metais, 6xidos metalicos e sulfetos.

Alguns dos estudos de imobilizacdo de enzimas utiliza nanoparticulas sem
revestimento, porém isso faz com que elas estejam altamente susceptiveis a
oxidacao, diminuindo sua resposta ao campo magnético. Como consequéncia, 0
suporte apresenta uma vida Util curta, diminuindo o potencial de reuso da enzima.
Ademais, o produto pode ser contaminado devido a perda de magnetizacdo da
amostra, gerando problemas de processo, principalmente quando aplicados em
industria de alimentos, bebidas e téxtil (LIMA, 2016).

Para utilizacdo, as NPM’s necessitam de funcionalizagdo com material ativo
biologicamente. Este material deve ser de baixo custo, facil adesdo ao suporte,
estavel e sensivel. Dentre as biomoléculas que apresentam estas caracteristicas
destaca-se a quitosana, como um biopolimero atdxico, que exibe biocompatibilidade
e elevada capacidade de se ligar a enzimas no processo de imobilizagdo. Diversos
estudos evidenciam que o revestimento de NPM’s com o biopolimero quitosana nio
afeta as propriedades magnéticas, viabilizando a sua utilizacdo em diversas

aplicacdes, inclusive na imobilizacéo enzimatica (ALBUQUERQUE et al., 2017).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Produzir proteases colagenoliticas pelo fungo filamentoso Aspergillus sclerotiorum

URM 5792 e imobilizar em nanoparticulas magnéticas revestidas com quitosana.

3.2 Objetivos especificos

e Selecionar fungos filamentosos produtores de proteases com atividade
colagenoaolitica;

e Produzir proteases com atividade colagenolitica utilizando fermentacdo em
estado solido;

e Avaliar a influéncia de variaveis na producdo da protease com atividade
colagenolitica utilizando planejamento fatorial 22;

e Imobilizar a protease colagenolitica produzida em nanoparticulas magnéticas
e avaliar o processo de imobilizacao utilizando planejamento fatorial 2°;

e Caracterizar bioquimicamente as enzimas livre e imobilizada.
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RESUMO

As proteases colagenoliticas podem ser obtidas de diversas fontes, sendo as de
origem microbiana preferencialmente utilizadas, devido a aplicabilidade
biotecnoldgica. Sendo assim, é importante a busca por fontes de producdo destas
proteases que sejam de baixo custo para aplicacdo industrial, bem como a
imobilizacdo das mesmas, que possibilita sua reutilizacdo e viabiliza a reducdo dos
custos dos processos. Este trabalho objetivou produzir protease colagenolitica de
Aspergillus sclerotiorum URM 5792, imobilizar em nanoparticulas magnéticas e
caracterizar bioquimicamente as enzimas livre e imobilizada. A protease foi
produzida extracelularmente por fermentacdo em estado sélido com atividade
maxima de 303 U/mL. A enzima imobilizada em nanoparticulas magnéticas
revestidas com quitosana apresentou 86,25% de rendimento, manteve mais 75% da
atividade inicial ap6s 28 dias de armazenamento e 60% em doze ciclos de reuso. O
pH e a temperatura ideais para a atividade enzimatica, livre e imobilizada, foram 9,0
para ambas e 30°C e 40°C, respectivamente. A atividade enzimatica foi inibida pelo
PMSF, o que indica a enzima ser uma serino-protease e discretamente inibida pelos
fons de Cu*? e Mgz+. Os valores de Vmax € K, da enzima livre e imobilizada, foram
35,84 U/mL/min e 17,18 U/mL/mine 1,2 mg/mL e 0,8 mg/ml, respectivamente.
Protease de Aspergillus sclerotiorum URM5792, na forma livre ou imobilizada, pode
ser vista como uma ferramenta biocatalitica Gtil na induUstria biotecnoldgica,
reduzindo custos operacionais, diminuindo o uso de processamento quimico e,

consequentemente, atendendo a demanda industrial.

Palavras-chave: Aspergillus, protease colagenolitica, imobilizacdo, nanoparticulas

magnéticas
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ABSTRACT

The collagenolytic proteases can be obtained from several sources, and those of
microbial origin are preferable use, due to the biochemical variety, genetic ease and
biotechnological applicability. Therefore, it is essential to search for sources of
production of these proteases that are of low cost for industrial application. This work
aimed to produce collagenolytic protease from Aspergillus sclerotiorum URM 5792,
immobilize on magnetic nanoparticles and biochemically characterize the free and
immobilized enzymes. The protease was produced extracellularly by solid state
fermentation with a maximum activity of 303 U/mL. The immobilized enzyme showed
86.25% of yield, retained 75% more of the initial activity after 28 days of storage and
60% in twelve reuse cycles. The ideal pH and temperature for enzyme activity, free
and immobilized, were 9.0 for both and 30°C and 40°C, respectively. The enzymatic
activity was inhibited by the PMSF, and slightly inhibited by the ions of Cu*? and
Mg”. The Vnhax and Ky, values, of the free and immobilized enzyme, were 35.84
U/mL/min e 17.18 U/mL/min e 1.2 mg/mL and 0.8 mg/ml, respectively. This
Aspergillus sclerotiorum URM5792 Protease, in free or immobilized form, can be
seen as a useful biocatalytic tool in the biotechnology industry, reducing operating
costs, decreasing the use of chemical processing and, consequently, meeting

industrial demand.

Keyword:  Aspergillus, collagenolytic  protease, immobilization, magnetic

nanoparticles
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1. INTRODUCAO

As enzimas tém sido amplamente utilizadas em diversos processos
industriais, como téxteis, farmacéuticos, couro, alimentos e detergentes.
Mundialmente, seu uso e producdo estdo aumentando com o uso de matéria-prima,
devido a facilidade de obtencédo, vantagens em relacdo aos catalisadores quimicos,
como maior especificidade, menor consumo energético e maior velocidade da
reacdo. O uso dessa tecnologia promete uma produgédo mais limpa como alternativa
ao uso de produtos quimicos perigosos (RAZZAQ et al., 2019).

Dentre as enzimas promissoras no mercado biotecnolégico podemos destacar
as proteases com atividade colagenolitica, enzimas que hidrolisam colagenos
nativos ou desnaturado. A colagenase tem seu uso em potencial no tratamento de
feridas, na industria farmacéutica, na industria do couro, de cosméticos e como
aditivo de alimentos e bebidas ( ROCHA-PIZANA et al., 2020). Wanderley et al.
(2017) relataram em seus estudos que esta enzima pode ser obtida a partir de
Aspergillus, Bacillus, Candida, Penicillium, Streptomyces, entre outros géneros.
Dentre os géneros citados, destacam-se as espécies do género Penicillium, pela
capacidade de producdo enzimatica, capacidade de crescimento em diversas
condicbes de cultivo, além de apresentar variados substratos como fonte de
nutrientes.

De acordo com Rigo et al., (2021) mais da metade das enzimas industriais
sao produzidas por leveduras e fungos filamentosos e cerca de 30% por bactérias.
Apenas 8% sao produzidos por animais e 4% por plantas. Assim como a producao
enzimatica por varias espécies de Candida. Essas fontes de producédo prevalente
sdo economicamente viaveis, pois o0 seu cultivo simples ndo envolve quaisquer
restricbes relacionadas com tempo e espago em comparacao com outras fontes.

As proteases colagenoliticas microbianas tém sido enzimas amplamente
estudadas. Essas enzimas ganharam interesse ndo apenas devido ao seu papel
vital nas atividades metabdlicas, mas também devido a utilizacdo nas industrias.
(RAZZAQ et al., 2019). No entanto, o uso dessas enzimas na forma livre ou soltvel
enfrenta limitacbes em alguns processos, como perda de estabilidade e capacidade
catalitica. O processo de imobilizagdo pode ultrapassar algumas dessas limitacdes e
fornecer catalisadores estaveis com tempo de vida e capacidade de reuso mais
longos (CHAGAS et al., 2015).
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A imobilizacdo enzimatica compreende um processo através do qual a enzima
livre é fixada a um suporte solido, a fim de promover a sua estabilidade (CHAGAS et
al.,, 2015). O uso da nanotecnologia tem se tornado bastante promissor na
imobilizacdo enzimatica. Imobilizar enzimas aplicando suportes magnéticos, como as
nanoparticulas magnéticas (NPM'’s), devido a sua versatilidade, vem sendo bastante
utilizado, o processo simples e rapido ocorre a partir de aplicacdo de campo
magnético externo a amostra (COSTA et al., 2016), promovendo de forma mais
eficaz a separacao e recuperacao do biocatalisador reabilitando para posterior reuso
(BORLIDO et al., 2013).

Algumas nanoparticulas, podem apresentar comportamentos como
aglomeracao, alta reatividade e facil oxidacdo no ar, que tem forte impacto em sua
vida util e na atividade enzimética. Assim, € imprescindivel fornecer revestimento de
superficie para evitar os problemas mencionados (FERNANDES, 2015). Dentre os
revestimentos utilizados em imobilizac&o, a quitosana vem sendo bastante estudada
e representa uma classe de substancias orgénicas promissoras, apresentam
configuragbes geomeétricas variadas e grupos funcionais como hidroxila e amino, que
aumentam sua estabilidade e durabilidade (SOUZA et al., 2017a).

Neste estudo, a protease colagenolitica de Aspergillus sclerotiorum URM5792
foi produzida utilizando fermentacdo em estado solido e imobilizada em
nanoparticulas magnéticas revestidas com quitosana ativadas por glutaraldeido em
seguida a enzima livre e imobilizada foram caracterizadas nas condi¢gdes mais

favoraveis.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Micro-organismo e meio de cultura

As linhagens fangicas do género Aspergillus utilizadas para triagem foram
obtidas da colecéo de culturas URM — do Departamento de Micologia do Centro de
Biociéncias da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), Recife - PE, Brasil. Os
micro-organismos foram mantidos em meio BDA (Batata Dextrose Agar) a 30°C por
7 dias para induzir a esporulacdo. Os esporos foram coletados apés adi¢cdo de 5 mL
de NaCl a 0,9% (p/v) e solucédo de Tween 80 a 0,01% (v/v) previamente esterilizada
a 121°C por 20 min.
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2.2 Triagem e condicao de cultura para micro-organismos do género Aspergillus

A triagem foi realizada com fungos do género Aspergillus (A. versicolor URM
5701, A. phoenicis URM 4924, A. terreus URM 4658, A. japonicus URM 5242, A.
niger URM 5837, A. sclerotiorum URM 5792 e A. heteromorphus URM 0269) em
fermentacdo em estado sélido (FES) utilizando como substrato farelo de soja. A FES
foi realizada em frascos Erlenmeyer de 125mL contendo 5g do substrato, solucdo
nutritiva (0,5% de extrato de levedura e 1% de glicose), in6culo de 10° esporos/mL,
correspondendo a 40% de umidade. A FES foi executada por 72h e 96h a 30C.
Apés a triagem do fungo melhor produtor da protease, foi realizado um planejamento
fatorial 22, com quatro pontos centrais, utilizando como substratos farelo de soja e
farelo de trigo para verificar a influéncia das variaveis, concentracdo de substrato
(39, 59 e 7g) e umidade (20%, 40% e 60%), para producao da protease e da enzima
colagenolitica. A FES foi concluida apos 72h a 30°C em estufa incubadora BOD.

O extrato enzimatico foi obtido pela adicao de 7,5 mL de solucéo de fosfato de
sédio 0,1 M (pH 7,0) por grama de material fermentado e homogeneizado em
agitador orbital por 1h a 110 rpm. Posteriormente, o material foi macerado, filtrado a
vacuo e centrifugado para a obtencdo do extrato enzimético e posterior

determinacao das atividades enzimaticas.

2.3 Determinacao de proteina total e atividades de proteases

A concentracdo total de proteina ao longo das diferentes etapas na
purificacdo de protease foi determinada usando o método de (BRADFORD, 1976).

A atividade da protease foi medida usando azocaseina como substrato
descrito por (LEIGHTON et al., 1973). Uma unidade de atividade (U) foi expressa
como a quantidade de enzima capaz de levar a um aumento de 0,1 na absorbancia
a440nmem1 h.

A atividade especifica da protease € definida como a razdo entre a atividade
enzimatica e a concentracao proteica e € expressa em U/mg.

A atividade da colagenase foi realizada pelo método Azocoll descrito por
CHAVIRA et al., (1983) utilizando azocoll como substrato. Uma unidade de atividade
(V) foi expressa como a quantidade de enzima capaz de levar a um aumento de 0,1

na absorbancia em 520 nm com 3h.
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2.4 Imobilizagao da protease colagenolitica em NPM’s

2.4.1 Preparacédo das NPM's

As nanoparticulas magnéticas de Fe3zO4 seréo sintetizadas através da técnica
de co-precipitacdo de acordo com a metodologia proposta por Chen et al., (2018)
adaptada. Inicialmente o FeCl3;.6H,O e o FeSO, 7H,0 deverdo ser solubilizados em
agua destilada, submetendo a solugcdo ao aquecimento até atingir a temperatura de
80 °C. Em seguida, adiciona-se rapidamente NH,OH a 25% (v/v), submetendo a
agitacao vigorosa por meio de um agitador magnético, mantendo a temperatura a 80
°C por 30 minutos. Apds o arrefecimento a temperatura ambiente, as particulas
precipitadas deverdo ser repetidamente lavadas alternadamente com agua destilada
e etanol, devendo ser separadas pela acdo de um ima permanente, encaminhando-
as posteriormente a estufa em um almofariz a 60°C até a total evaporacdo do

liquido.

2.4.2 Revestimento com quitosana

As nanoparticulas deverdo ser completamente homogeneizadas em
guitosana a uma concentracdo de 4 mg/mL, dissolvida em &cido acético a 0,35 M.
Em seguida deve-se adicionar o tripolifosfato de sédio a uma concentracdo de
2mg/mL, submetendo a agitacdo vigorosa durante 30 minutos. Posteriormente,
deve-se submeter a mistura ao banho com ultrassom durante um intervalo de 30
minutos. Em seguida, as nanoparticulas deverdo ser separadas pela acdo de um
ima permanente e centrifugadas a uma velocidade de 5000 rpm, 4° C por 10
minutos, lavadas com agua destilada e etanol duas vezes alternadamente,

separando e encaminhando as mesmas a estufa a 60°C durante 1 hora.
2.4.3 Ativacao com glutaraldeido e ligacdo com a enzima
A ativacdo das nanoparticulas magnéticas ocorrerd ocorreu durante periodo

determinado pelo planejamento fatorial por meio da incubacdo das mesmas em

glutaraldeido diluido em tampéo acetato pH 5,0 (0,1 M) sob agitacdo (130 rpm) e
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temperatura ambiente. Em seguida o suporte ativado deve ser exaustivamente
lavado com agua destilada (aproximadamente 800 mL). A cada lavagem deve-se
verificar a presenca de glutaraldeido n&o ligado por meio de leituras em
espectrofotometro a 245 nm. Posteriormente, adiciona-se 10 mL da solugéo
enzimatica, submetendo a mistura a uma agitacdo de 110 rpm para que ocorra o
processo de ligacdo. ApOs separar as hanoparticulas com a enzima através da
aplicacdo de um campo magnético, as mesmas foram armazenadas sob
refrigeragdo, havendo a necessidade de adicionar 10 mL de tampéao a fim de evitar
seu ressecamento. Posteriormente devem ser quantificadas as atividades da enzima

nao ligada, livre e imobilizada, utilizando os métodos descritos no item 2.3.

Os experimentos de imobilizacdo da protease colagenolitica foram realizados
de acordo com planejamento fatorial 2°, com trés pontos centrais. As variaveis
analisadas foram: concentracbes de glutaraldeido (2,0, 3,0 e 4,0%), tempo de
ativacao (1,5h, 2h e 2,5h) e tempo de imobilizacéo (0,5h, 1h e 1,5h). O rendimento
da imobilizacdo foi tomado como variavel resposta do planejamento dos

experimentos, sendo expresso pela seguinte equagéo (1):

) __ Atividade da enzima imobilizada

Y (%

x 100 1)

Atividade da enzima livre

2.5 Estabilidade de armazenamento e reutilizacdo da enzima imobilizada

A estabilidade de armazenamento da protease imobilizada foi calculada
determinando a atividade proteasica ao longo de 28 dias, nos quais a enzima foi
mantida sob refrigeracdo (4 +2°C). A reutilizacdo da enzima imobilizada esta
relacionada a sua estabilidade operacional e foi determinada pela realizacdo de 12
ciclos sucessivos de atividade enzimatica, com resultados expressos em termos de

atividade residual.

2.6 Determinacao dos parametros cinéticos (K, Vmax)

Para determinac@o dos parametros cinéticos, a atividade da protease livre e

imobilizada foi avaliada, utilizando o método descrito no item 2.3, utilizando
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diferentes concentracfes de azocaseina (2 a 40 mg/mL) a 25°C. A constante de
Michaelis (K,,) e a taxa de rea¢do maxima (V,.,) foram estimadas ajustando os dados
experimentais usando o modelo Michaelis-Menten (Eq.2), bem como usando a

equacao de duplo reciproco de Lineweaver-Burk (Eq 3).

— Vméx-[s] 2
= Ky+is] @
e @

VO Vimax [S ] Vimax

2.7 Caracterizacdo Bioquimica

2.7.1 Efeito do pH na atividade proteolitica e estabilidade

O efeito do pH na atividade proteolitica foi investigado em solucdes de
azocaseina a 10 mg/mL preparadas em diferentes tampdes a 0,1 M: citrato-fosfato
(pH 5,0-7,0), Tris-HCI (pH 7,0-9,0) e glicina-NaOH (pH 9,0-12,0) a 25°C durante 60
min. Essa atividade foi entdo expressa como porcentagem de atividade relativa em
comparacao com o valor maximo e os resultados foram expressos como média e
desvio padrédo. A estabilidade da protease foi determinada incubando-se as
amostras contendo enzima nos tampdes acima sem o0 substrato, avaliando a
atividade da enzima no periodo de 24 h, com intervalos de 4h, e expressando como

porcentagem de atividade residual em comparacdo com o valor inicial.

2.7.2 Efeito da temperatura na atividade proteolitica e estabilidade

O efeito da temperatura na atividade proteolitica foi investigado entre 20 e
80°C usando uma solucdo de azocaseina a 10 mg/mL em tampéao Tris-HCI 0,1 M
(pH 7,5). A atividade relativa foi calculada em porcentagem com base na maior
atividade inicial da enzima. A estabilidade enzimética foi determinada incubando-a
no tampdo acima , avaliando a atividade da enzima no periodo de 180 min, com

intervalos de 60min, e expressando-a como atividade residual.
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2.7.3 Efeitos dos ions metélicos na atividade proteolitica

A atividade da protease foi avaliada na presenca de ions, como inibidores ou
ativadores da atividade. O efeito das solugdes idnicas foi avaliado em concentracoes
de 5 mM em Tris-HCI 0,2 M pH 7,2. Os seguintes ions foram usados: ZnSO,4 . 7H,0,
MgSO, . 7H,0, CuSO, . 5H,0, FeSO, . 7H,0, CacCl,, ZnCl, . 4H,0, FeCls;, KCI e
NaCl, incubados a 28°C por 30 min. A atividade da enzima sem ions foi considerada

como controle (100%).

2.7.4 Efeitos dos inibidores e surfactantes na atividade proteolitica

Para avaliar o efeito dos inibidores na atividade enzimatica, os extratos bruto
e imobilizado foram expostos aos seguintes inibidores de protease a 5mM: PMSF
(fluoreto de fenilmetilsulfonil), B-mercaptoetanol, EDTA (acido
etilenodiaminotetraacético) e acido iodoacético, realizados a 25°C por 30 min. Os
surfactantes testados foram SDS (dodecilsulfato de sodio - C1,H25S0O4Na), Triton X -
100 (C14H220(C2H40),, Tween 20 (monopalmitato de polioxietileno sorbitano -
CsgH114026) € Tween 80 (monopalmitato de polioxietileno sorbitano - CgsH124026),
estudados em diferentes concentracdes, 1,0% e 2,0%. A atividade enzimatica sem

surfactante foi considerada controle (100%).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Triagem da linhagem fangica do género Aspergillus para producdo de protease

com atividade colagenolitica

As linhagens fangicas do género Aspergillus foram avaliadas através de FES
utilizando farelo de soja como substrato por 72 e 96h. Dentre as espécies
analisadas, o extrato enzimatico de Aspergillus sclerotiorum URM5792 foi
selecionado devido a alta producdo de protease em comparagdo a outros micro-
organismos, obtendo melhor resultado para atividade proteadsica 59,63 U/mL e
atividade especifica de 57,11 U /mL em 72h de fermentacdo (Tabela 1).0s
resultados obtidos evidenciam o potencial do género Aspergillus como produtor de

protease. Indratiningsih et al., (2013) destacaram fungos filamentosos do género
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Aspergillus como micro-organismos produtores em potencial de enzimas com FES.
Em outro estudo realizado por Novelli et al., (2016) também foi avaliada a producéo
de proteases por cepas de Aspergillus em FES utilizando residuos agroindustriais
como substrato, no qual todas as linhagens avaliadas apresentaram atividade
protedsica e estabilidade elevadas, demonstrando potencial aplicacédo

biotecnoldgica.

Tabela 1. Producdo de proteases por Fermentacdo em Estado Sdlido (FES)

utilizando farelo de soja como substrato apos 72 horas de cultivo.

Atividade Proteéasica Atividade especifica

Micro-organismo (U/mL) (U/mg)
A. versicolor URM 5701 25,9 23,07
A. phoenicis URM 4924 3,6 2,81
A. terreus URM 4658 5,33 3,98
A. japonicus URM 5242 6,66 4,97
A. niger URM 5837 3,30 3,60
A. sclerotiorum URM 5792 59,63 57,11
A. heteromorphus URM 0269 24,3 33,93

3.2 Planejamento fatorial completo 2% para producédo de protease de A. sclerotiorum

URM5792 por fermentacéo em estado solido

Apés identificacdo na triagem do fungo A. sclerotiorum URM 5792 como a
linhagem de Aspergillus melhor produtora das proteases, utilizando o farelo de soja
como substrato, foi realizado planejamento fatorial 2 utilizando como substratos,
farelo de soja e farelo de trigo, durante 72h de fermentacéo, observando os efeitos

nas variaveis independentes (concentracdo do substrato e umidade).

Para producédo de proteases em FES foram realizados ensaios com base em
planejamento fatorial completo 22 tendo como variaveis: concentracdo do substrato
(9) (farelo de trigo e farelo de soja) e umidade (%). Os resultados dos planejamentos
com farelo de soja e farelo de trigo estdo apresentados na Tabela 2. Ambos o0s

planejamentos mostraram resultados para atividade colagenolitica satisfatorios,
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porém o ensaio que obteve maior atividade enzimética foi obtido com a utilizacdo do
farelo de trigo como substrato, sendo assim, as demais etapas dos estudos foram
desenvolvidas com o farelo de trigo.

O farelo de trigo € um residuo agroindustrial de baixo custo e facil acesso,
podendo ser usado indistintamente no processo de fermentacdo, ndo necessita de
tratamento prévio, diminuindo consideravelmente os custos operacionais, além de
apresentar elevado valor nutricional (DALLASTRA; RAMALHO; AGUDELO, 2019).

Em todos os ensaios de ambos os planejamentos a enzima produzida por
Aspergillus sclerotiorum URM 5792 apresentou atividade. O melhor ensaio, apés
72h de fermentacdo utilizando farelo de trigo como substrato, foi 0 ensaio 4 (7g de
substrato e 60% de umidade) que apresentou 56,27 U/mL de atividade proteasica e
303,00 U/mL de atividade colagenolitica (Tabela 2). Evidenciando que a FES é uma
técnica eficaz na producédo de proteases por A. sclerotiorum URM 5792, assim como
a melhor producédo ocorreu onde a quantidade de substrato e a umidade foram

maiores.

Tabela 2. Matriz do planejamento fatorial 22 e resultado de produgéo enzimatica por

Aspergillus sclerotiorum URM 5792 na FES com farelo de soja e trigo apds 72 horas

de cultivo.
Ensaios Concentracdo Umidade APger ACkr APgg ACks
de substrato

@) (%) (U/mL) (U/mL) (U/mL) (U/mL)
1 3 20 39,57 144,40 50,07 197,50
2 7 20 23,43 89,70 52,76 265,40
3 3 60 39,50 216,40 54,86 278,60
4 7 60 56,27 303,00 52,40 299,10
5(C) 5 40 47,77 182,70 52,66 298,10
6(C) 5 40 48,97 201,20 53,03 270,40
7(C) 5 40 52,83 209,30 52,96 231,40

(C) — Pontos centrais do planejamento; APy — Atividade proteasica com farelo de trigo; ACgr —
Atividade colagenolitica com farelo de trigo; APgrs — Atividade proteasica com farelo de soja; ACgs —

Atividade colagenolitica com farelo de soja;
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A andlise estatistica dos efeitos das variaveis independentes e suas
interacdes (Figura 1A) sobre a atividade colagenolitica, mostra que a variavel
umidade e a interacdo entre a umidade e a concentracao de substrato apresentaram
efeito significativo na producdo enzimatica, utilizando farelo de trigo como substrato,
uma vez que o valor do efeito estimado estava acima do nivel de significancia
(p<0,05). A Umidade foi a variavel que influenciou positivamente na producdo da
atividade da protease colagenolitica, indicando que a producé&o foi maior nos ensaios
onde a umidade foi 60% (Figura 1A), assim como, aumentando a umidade e a
concentracdo do substrato, também houve aumento na produgdo enzimatica
Estudos realizados por (THAKUR; NEMADE; SHARANAPPA, 2015) destacaram que
a umidade € um importante parametro a ser considerado na FES, a presenca de
agua no substrato torna os nutrientes mais acessiveis para o crescimento de fungos.

Em contrapartida, a analise estatistica dos efeitos das variaveis
independentes (Figura 1B) sobre a atividade colagenolitica, onde foi utilizado como
substrato o farelo de soja, mostra que nenhuma das variaveis independentes nem a
interagd@o entre elas apresentaram efeito significativo sobre a atividade enzimatica.

Desta forma, o farelo de trigo foi utilizado como substrato para a producao da
protease colagenolitica de Aspergillus sclerotiorum URM5792, visto que apresentou
maiores valores para atividade colagenolitica, assim como resultados significantes
em relacdo ao percentual de umidade utilizada no processo fermentativo, além de
ser uma fonte de carbono potencial, apresentando em sua composi¢éo altos niveis
de proteinas. Essas caracteristicas fazem do farelo de trigo um substrato com
potencial para producdo de proteases (BAKKER, 2017). O farelo de trigo é
constituido aproximadamente de 18% de proteina e 62% de carboidratos. O
tamanho de suas particulas (1.5 a 3mm) representa um diferencial, pois garante
aumento da superficie de contato e permite maior distribuicdo dos nutrientes,
apresentando caracteristicas essenciais para producdo de proteases extracelulares
(ZANPHORLIN et al., 2010).
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A

(2)Umidade

%) 10,814

1by2

(1) Substrato (g)

p=,05
Efeito Padronizado Estimado (Valor Absoluto)

B

(2)Umidade
(%)

1,712965

(1)Substrato (g) 1,319043

1by2

-0,707269

p=,05
Estimativa de Efeito Padronizado (Valor Absoluto)

Figura 1. Grafico de Pareto dos principais efeitos das variaveis independentes (1:
Quantidade de Substrato (g); 2: Umidade (%) sob a producdo de protease
colagenolitica por Aspergillus sclerotiorum URM 5792 em Fermentacdo em Estado
Solido (FES) utilizando farelo de trigo como substrato (A) e farelo de soja como

substrato (B).

3.3 Planejamento fatorial 2% para imobilizacdo de protease de A. sclerotiorum
URM5792

A matriz dos resultados experimentais do planejamento fatorial completo 23
para identificar os parAmetros que mais influenciaram a imobilizagdo da protease de
Aspergillus sclerotiorum URM 5792 em nanoparticulas magnéticas, observando os
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efeitos das variaveis independentes, concentracdo de glutaraldeido, tempo de
ativacao e tempo de imobilizacao, é apresentada na Tabela 3.

Observou-se que os melhores rendimentos foram obtidos no ensaio 8 (4% de
concentracdo de glutaraldeido, 2,5h de tempo de ativacdo e 1,5h de tempo de
imobilizacdo) com 86,25% de rendimento para atividade proteolitica e 83,83% de

rendimento para atividade colagenolitica.

Tabela 3. Resultado da imobilizacdo da protease colagenolitica em nanoparticulas

magnéticas revestidas com quitosana de acordo com planejamento fatorial 2°

Glutaraldeido Tempo de  Tempo de

Ensaios Ativacdo Imobilizagcéo Rendimento (Y) Rendimento (Y)

(%) ") ") AP (%) AC (%)

1 2 1,5 0,5 86,13 78,31

2 4 1,5 0,5 86,19 67,95

3 2 2,5 0,5 81,55 59,23

4 4 2,5 0,5 83,45 51,24

5 2 1,5 1,5 89,35 58,43

6 4 1,5 1,5 92,56 80,27

7 2 2,5 1,5 80,36 59,46

8 4 2,5 1,5 86,25 83,83
9(C) 3 2 1 86,25 55,51
10 (C) 3 2 1 81,13 57,23
11 (C) 3 2 1 75,71 58,92

(C) — Pontos centrais do planejamento; AP — Atividade proteéasica; AC — Atividade colagenolitica.

Em estudo realizado por Duarte Neto et al.,, (2017) foram obtidos na
imobilizacdo, em nanoparticulas magnéticas revestidas com polianilina, de proteases
de Penicillium aurantiogriseum 93% de rendimento da atividade inicial. Realizando
imobilizacdo de lacase em nanoparticulas magnéticas revestidas com quitosana
Das; Singh e Yogalakshmi (2017) obtiveram 65 — 70% de rendimento. O grupo
funcional NH, da quitosana é de grande interesse devido a habilidade de formar
ligacdes coordenadas covalentes com a proteina, as propriedades quimicas e fisicas
do polissacarideo aumentam sua estabilidade e durabilidade, o que permite obter
um suporte apropriado para os diferentes procedimentos de imobilizacdo (SOUZA et
al., 2017a).
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A analise dos efeitos das variaveis independentes, sobre a atividade
colagenolitica, mostrou que as trés variaveis apresentam estatisticamente efeito
significativo. As variaveis concentracdo de glutaraldeido e tempo de imobilizacédo
influenciaram positivamente a imobilizacdo da enzima, mostrando que o rendimento
da imobilizacdo € melhor quando a concentracdo de glutaraldeido e o tempo de
imobilizacdo sdo maiores, enquanto a variavel tempo de ativacdo influenciou
negativamente, mostrando que o rendimento da imobilizacdo foi melhor quando o
tempo de ativacdo € menor. A interagcdo que apresentou estatisticamente maior
influéncia a um nivel de confiangca de 95% (Figura 2), ocorreu entre a concentragdo

de glutaraldeido e o tempo de imobilizagéo.

1by3

2by3

(2)Tempo de
Ativacao

(1)Conc. Glutaraldeido

(3)Tempo de
Imobilizagao

1lby2

1%2*3

p=,05
Estimativa de Efeito Padronizado (valor Absoluto)

Figura 2. Efeito das variaveis independentes (Concentracdo de glutaraldeido (%),
Tempo de Ativacdo (h) e tempo de imobilizacdo (h)) e de suas interacdes sob o
rendimento de imobilizacdo (%) da protease colagenolitica em nanoparticulas
magnéticas de acordo com o planejamento fatorial completo 2°

. O glutaraldeido atua na ativacdo de suportes magnéticos como agente de
reticulacdo, melhorando a estabilidade enzimatica sem promover alteracées
consideraveis em sua atividade, funciona como um braco espacador ligando seus
grupos aldeido com os grupos amina das enzimas. A concentragéo do glutaraldeido
e o tempo de ativagdo das particulas pelo glutaraldeido deve ser otimizado, para que
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haja espaco suficiente para a carga maxima da enzima e menor taxa de inativacéo,

resultado em maior retencdo da atividade (ROCHA, 2016).

3.4 Estabilidade ao armazenamento e ciclos de reuso

Uma das vantagens da imobilizacdo enzimatica € o uso repetido da enzima,
bem como a estabilidade da enzima ao armazenamento. A atividade da enzima
imobilizada foi mantida em mais de 75% em relacdo a atividade inicial apds 28 dias
de armazenamento (Figura 3), nos quais a enzima foi mantida sob refrigeragao (4
+2°C). A reutilizacdo da enzima imobilizada foi avaliada por 12 ciclos, no qual foi
obtido mais 64% de sua atividade inicial, conforme observado na Figura 4. Desta
forma, o0 custo operacional de aplicagcbes praticas pode ser reduzido
significativamente.

Chen et al. (2018) obtiveram resultados semelhantes quando utilizaram
particulas magnéticas Fe3O, revestidas com quitosana e tripolifosfato de sodio
(FesO4-CS-TPP) para imobilizagdo simultanea de alcalase e tripsina. A atividade
residual do imobilizado foi preservada em 86% apds 35 dias de armazenamento e
reteve mais de 60% de sua atividade inicial apos dez ciclos de reutilizacdo
sucessiva. Resultados que confirmam a potencialidade da quitosana como
revestimento de NPM'’s para imobilizacao de diferentes enzimas.

Estudo semelhante foi realizado por Nouri; Khodaiyan, (2020), que utilizaram
NPM’s revestidas com quitosana e polissacarideo de kefiran como agente de
reticulacdo na imobilizacdo da enzima pectinase. Os resultados obtidos mostraram
uma recuperacdo maxima da atividade da enzima pectinase imobilizada e apés um
més, a atividade remanescente da enzima imobilizada foi de 60,23%. A pectinase

imobilizada manteve sua atividade em 70,02% apds 10 ciclos.
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Figura 3. Estabilidade de armazenamento em atividade relativa da enzima

proteolitica produzida por Aspergillus sclerotiorum URM 5792 imobilizada em NPM’s
revestida com quitosana.
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Figura 4. Ciclos de reuso em atividade relativa da enzima proteolitica produzida por

Aspergillus sclerotiorum URM 5792 imobilizada em NPM’s revestida com quitosana.

3.5 Parametros cinéticos da atividade de protease

As proteases, livre e imobilizada, de Aspergillus sclerotiorum URM5792
exibiram perfil cinético obedecendo as caracteristicas de enzimas Michaelianas, ou
seja, apresentaram uma cinética hiperbodlica. Desta forma as enzimas na forma livre
e imobilizada apresentaram um Kp, = 1,2 mg/mL € Vyax = 35,84 U/mL/min e K, = 0,8

mg/mL e Vmax = 17,18 U/mL/min, respectivamente, ambos calculados pela equacéao
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de Lineweaver-Burk, usando azocaseina como substrato (Figura 5). Apdés a
imobilizacdo o valor de K, da enzima imobilizada foi 1,5 vezes menor que o da
enzima livre. O valor de K, da protease imobilizada mostrou que a mesma
apresentou maior afinidade de ligagdo com o substrato quando comparado com o da
enzima livre. Estes resultados sugerem que a imobilizagdo em NPM'’s pode fornecer
capacidade catalitica eficiente. Os parametros cinéticos e a velocidade da reacao
podem ser alterados com a imobilizacdo da enzima, respondendo a fatores como
mudanca na estabilidade da enzima (temperatura e pH), alteracdo na estrutura da
enzima durante a imobilizagdo e limitacdo da velocidade da reacdo em funcdo da
taxa de difusdo do substrato na superficie do suporte (REIS, 2016)

O Kn e 0 Vnax Séo duas constantes de extrema importancia no estudo das
reacfes enzimaticas. O K, permite entender a funcdo de enzimas que catalisam
uma reacdo especifica, que permite identificar o substrato principal, de maior
afinidade. Quanto menor o valor da constante, maior sera a afinidade da enzima ao
substrato (SIQUEIRA et al., 2011). Oliveira; Gomes e Porto (2015) em seu estudo
cinético da protease de Aspergillus niger URM 5791 obtiveram um K, de 8,370
mg/mL e Vnax de 5,596 mg/mL/min, usando azocaseina como substrato. Da Silva et
al. (2018) verificaram o resultado do substrato de azocaseina com K, = 0,434
mg/mL e Vnax = 7,739 mg/mL/min para protease de Aspergillus tamarii URM 4634,

evidenciando uso potencial na industria de detergentes para roupas.
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Figura 5. Curva duplo reciproco de Lineweaver-Burk para estimativa dos parametros
cinéticos da protease extracelular, livre (R* = 0,9484) e imobilizada (R? = 0,9441),

utilizando azocaseina como substrato.



81

3.6 Efeito do pH na atividade e estabilidade da protease livre e imobilizada

Os resultados do efeito do pH na atividade e estabilidade da enzima livre e
imobilizada podem ser observados na Figura 6A e 6B, respectivamente. O pH 6timo
tanto para a enzima livre quanto para a enzima imobilizada foi encontrado na faixa
de 9,0 (Tris/HCI 0,1M). Portanto, os resultados mostram que tanto a enzima livre
guanto a enzima imobilizada apresentaram atividades relativas superiores a 90% em
uma ampla faixa de pH (7,0 - 9,0).

O mesmo pH 6timo (9,0) foi encontrado na imobilizacdo de alcalase e tripsina
utilizando NPM’s revestidas com quitosana (CHEN et al., 2018), em outro estudo
utilizando NPM'’s para imobilizagdo de proteases, foi encontrado pH 9,0 e 10,0 como
otimos para a enzima livre e imobilizada, respectivamente (DUARTE NETO et al.,
20170. Em estudo realizado por Cardoso et al.,, (2019) com a mesma protease
colagenolitica e micro-organismo, utilizando como substrato residuos de café, A.
sclerotiorum, obtiveram o pH 8,0 como 6timo, evidenciando propriedades alcalinas
da enzima.

A estabilidade do pH da enzima é importante para a caracterizacédo
enzimatica, antes de ser comercializada (DA SILVA et al.,, 2016). A protease
produzida por Aspergillus sclerotiorum URM5792 apresentou estabilidade do pH da
enzima livre com mais de 80% de atividade residual no tempo de 24h e a da enzima
imobilizada com mais de 60% no mesmo tempo, em todas as faixas de pH
avaliadas. Esta estabilidade de pH da protease de A. sclerotiorum URM5792
mostrou potencial para possiveis aplicacdes industriais. Proteases com propriedades
alcalinas podem ser aplicadas no processo de tratamento de couro, na producao de
detergentes e industria farmacéutica (ZANPHORLIN et al., 2010).

3.7 Efeito da temperatura na atividade e estabilidade da protease livre e imobilizada

Os resultados do efeito da temperatura na atividade e estabilidade da enzima
livre e imobilizada podem ser observados na Figura 6C e 6D, respectivamente. O
efeito da temperatura na atividade foi estudado variando de 20 a 80° C. Enquanto a
enzima livre apresentou atividade oOtima a 40°C, a enzima imobilizada apresentou
atividade otima a 30°C. Além disso, a enzima imobilizada apresentou melhor

atividade relativa do que a enzima livre em temperaturas acima de 70°C. A
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temperatura € um parametro importante que influencia na atividade enzimatica,
destacando que a maiorias das reacfes quimicas se processa em uma velocidade
maior a medida que a temperatura aumenta (GOMES, et al., 2006). No presente
estudo, observa-se que a temperatura 6tima da enzima livre foi maior que da enzima
imobilizada, porém em todas as temperaturas testadas observa-se que a enzima
imobilizada apresentou atividade relativa superior a 70%, enquanto a enzima livre a
presentou perda consideravel da atividade relativa em temperaturas acima de 70°C.

A protease livre e imobilizada produzida por Aspergillus sclerotiorum URM
5792 foi estavel em todos os valores de temperatura testados (20°C - 80°C),
apresentando mais 60% e 70%, respectivamente, de atividade residual por até
180min. Em ambos os extratos houve perda significativa da atividade apenas na
temperatura de 60°C por 180min.

A influéncia da temperatura na atividade enzimatica de uma protease
produzida por Aspergillus foetidus foi testada nas faixas entre 30 e 75°C, a protease
mostrou-se ativa na faixa de 30 a 65°C, apresentando temperatura 6tima de 55°C
(SOUZA et al., 2015). Em estudo realizado por Araujo, Souza e Freitas (2020) foi
observado o efeito da temperatura na atividade proteolitica de Aspergillus oryzae
NRRL 1911, demonstrou atividade em todas as temperaturas testadas (30° a 100°C)

e apresentou temperatura 6tima de 55°C.
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Figura 6. Curvas pH e temperatura 6tima e estabilidade da protease livre e
imobilizada produzida por Aspergillus sclerotiorum URM 5792. (A) pH 6timo da
enzima livre e imobilizada, (B) Estabilidade a diferentes pH da enzima livre e
imobilizada no tempo de 24h, (C) Temperatura 6tima da enzima livre e imobilizada,
(D) Estabilidade a diferentes temperaturas da enzima livre e imobilizada no tempo de

180 min.

3.8 Efeito dos ions metélicos na atividade proteolitica

Influéncias de solucdes idnicas foram avaliadas em concentracdes de 5 mM
(Tabela 4). A acdo de alguns ions metalicos pode influenciar a atividade das
enzimas. A adicdo de alguns ions metalicos pode aumentar a atividade das enzimas.
Esses metais atuam protegendo as enzimas contra a desnaturacdo térmica,

apresentando papel vital na manutencao de sua atividade catalitica (NASCIMENTO,
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2005). De acordo com Pimenta (2020), a interacdo entre as enzimas hidroliticas
produzidas por fungos e ions metéalicos presentes na natureza, pode interferir na
atividade das enzimas. Estes ions podem atuar como eletrofilos, podendo interferir
também na relacdo enzima-substrato.

A atividade enzimatica dada enzima livre e imobilizada ndo teve efeito
relevante na presenca dos ions testados. Ambos os extratos foram ligeiramente
inibidos pelo fon Cu?*, apresentando 14,29% de inibicdo na enzima livre e 12,47%
na imobilizada. Os ions de cobre inibem a atividade da enzima, esses cations podem
promover a reducdo da estabilidade enzimatica por desestabilizar as cargas
negativas, resultando numa repulsdo, que pode acarretar perda da atividade da
enzima (GIOVANINI, 2014). Além do Cu?**, o Mg** 9,98% também apresentou uma
leve inibicdo a enzima imobilizada.

Proteases produzidas por Aspergillus terreuss; e Aspergillus terreuscue
também sofreram inibicdo em sua atividade quando na presenca de ions de cobre,
com retencdo de atividade de 72,01% e 34,90%, respectivamente (LIMA, 2016).
Assim como, proteases de A. parasiticus também sofreram reducdo em sua
atividade proteolitica na presenca de ions Cu®* (5mM) (ANITHA e PALANIVELU,
2013).

3.9 Efeito dos inibidores na atividade proteolitica

O efeito de inibidores na atividade de proteases de Aspergillus sclerotiorum
URM5792 estdo demonstrados na Tabela 4. Nos materiais analisados, enzima livre
e imobilizada, foram observadas sensibilidade ao inibidor PMSF, tanto na enzima
livre quanto na imobilizada o que indica a presenca de uma serino-protease.
Entretanto, ndo houve retencado significativa da atividade enzimatica na presenca
dos outros inibidores analisados, mas que ndo descarta a presenca de sitios ativos
com residuos de metalo-proteases e cisteino-proteases na enzima.

Na literatura cientifica, h&4 poucos estudos reportando a presenca de cisteino-
proteases em extratos de fungos filamentosos. Contudo, a produgcdo de serino-
proteases por fungos tem sido reportada em varios estudos (MARTIM et al., 2017).
Em 2014, Papagianni e Sergelidis observaram inibicdo total da atividade enzimatica
de Penicilium nalgiovense PNA9 (100%) pelo PMSF, identificando a enzima como

uma serino-protease. Forte inibicdo pelo inibidor de serino-protease PMSF foi
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relatada por (TUNGA; SHRIVASTAVA; BANERJEE, 2003) e Barbosa et al., (2020)
verificaram que o inibidor de serino-protease, PMSF causou reducéo de 49,04% na

atividade enzimatica de Pleurotus ostreatoroseus.

Tabela 4. Efeitos de ions metédlicos e inibidores na atividade proteolitica de

Aspergillus sclerotiorum URM 5792

ions Metalicos (5mM)

Atividade Residual (%)

Enzima livre Enzima Imobilizada
Controle 100 100
ZnSOq, 92,69 94,08
KCI 99,05 94,91
NacCl 100,70 98,61
ZnCl, 93,08 94,73
CaCl, 96,77 95,28
MgSO, 101,64 90,01
CuSO, 85,70 87,52
FeSO, 94,02 96,39
FeCl; 94,81 93,16

Inibidores (5mM)

Controle 100,0 100

EDTA 89,2 99,82
Acido - lodoacético 89,0 94,39
B-mercaptoetanol 86,8 91,99
PMSF 54,6 59,96

3.10 Efeito dos surfactantes na atividade proteolitica

Os efeitos dos surfactantes podem ser observados na Tabela 5. Os
surfactantes ndo iénicos Tween-20, Tween-80 e Triton X — 100 (1% e 2% v/v), ndo
exerceram efeito significativo na atividade enzimatica, no entanto o
surfactante aniénico SDS inibiu em aproximadamente 50% da atividade proteasica,

tanto da enzima livre quanto na imobilizada, em ambas as concentragdes utilizadas.
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Desta forma, a protease investigada apresenta elevada atividade na presenca de
surfactantes, apresentando potencial para varias aplicacbes biotecnologicas, em
especial na industria de detergentes. Em estudos realizados por Papagianni e
Sergelidis (2014), foram observados elevada estabilidade da atividade enzimatica na
presenca de Tween-80 e Triton X-100 (5%, v/v) e inibicdo de 75% na presenca do
SDS (0,5%, p/v).

Tabela 5. Efeitos de surfactantes na atividade proteolitica de Aspergillus
sclerotiorum URM 5792

Surfactantes

Atividade Residual (%)

Enzima livre Enzima imobilizada
1% 2% 1% 2%
Controle 100 100 100 100
Tween - 20 98,95 98,21 85,95 85,95
Tween - 80 95,68 95,53 94,90 87,80
Triton X - 100 92,47 88,97 86,80 86,11

SDS 51,52 65,37 58,25 45,29
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4. CONCLUSAO

7

A linhagem utilizada Aspergillus sclerotiorum URM5792 é uma fonte para
producdo de protease colagenolitica por fermentacdo em estado solido, mostrando
producdo mais eficiente quando a umidade foi de 60% em farelo de trigo. No
presente trabalho uma nova serino-protease alcalina imobilizada e caracterizada e
apresentou 86,25% de rendimento na imobilizagdo em nanoparticulas magnéticas
revestidas com quitosana. A imobilizagcdo possibilita o reuso por 12 ciclos
consecutivos, e manteve 75% de atividade por até 28 dias de armazenamento. A
atividade enzimatica em diferentes valores de pH e temperatura demonstra uma
versatilidade para aplicacbes industriais. Esses resultados indicam que Aspergillus
sclerotiorum URM 5792 é uma fonte potencial para a producdo de protease
colagenolitica com possiveis aplicacdes biotecnolégicas em diversos setores da
industria, na producdo de detergentes, no setor téxtil e na industria farmacéutica, no

tratamento e regeneracdo de tecidos em necrose.
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ANEXO 1:

Revestimentos utilizados em nanoparticulas magnéticas para imobilizacédo de
enzimas: Uma Reviséo

Coatings used in magnetic nanoparticles for enzyme immobilization: a revision
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CAPI'TUI_,O 44: REVESTIMENTOS UTILIZADOS EM NANOPARTI'CU~LAS
MAGNETICAS PARA IMOBILIZACAO DE ENZIMAS: UMA REVISAO

CHAPTER 44: COATINGS USED IN MAGNETIC NANOPARTICLES FOR
ENZYME IMMOBILIZATION: A REVISION
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Resumo

Enzimas imobilizadas em nanoparticulas magneticas (NPMs) possuem ampla
aplicabilidade em processos cataliticos industriais, devido a vantagens como: aumento
da produtividade e da estabilidade operacional, facilidade de manuseio e separacao,
além da possibilidade de reutilizacdo do biocatalizador. Entretanto, a imobilizacéo
direta de enzimas na superficie dessas particulas ndo é recomendada, em razdo de sua
fraca dispersibilidade aquosa e alta tendéncia a oxidacdo. Visando contornar este
problema, as NPMs sdo geralmente revestidas com materiais inertes e impermeaveis.
Desta forma, este trabalho teve como objetivo realizar uma breve busca na literatura
sobre o0s materiais comumente utilizados para revestimento de nanoparticulas
magnéticas. A escolha adequada da natureza e do tipo de material utilizado possibilita o
aprimoramento no processo de imobilizacdo, além de aumentar a estabilidade e
eficiéncia catalitica da enzima.

Palavras-Chave: imobilizacdo enzimatica, nanoparticulas magnéticas, revestimento.

Abstract

Enzymes immobilized in magnetic nanoparticles (MNPs) have wide applicability in
industrial catalytic processes, due to advantages such as: increased productivity and
operational stability, ease of handling and separation, in addition to the possibility of
biocatalyst reusing. However, direct immobilization of enzymes on the surface of these
particles is not recommended, due to their poor aqueous dispersibility and high
tendency to oxidation. To circumvent this problem, MNPs are generally coated with
inert and impermeable materials. Thus, this work aimed to conduct a brief search in the
literature on the materials commonly used for coating magnetic nanoparticles. The
appropriate choice of the nature and type of material used makes it possible to improve
the immobilization process, in addition to increasing stability and catalytic efficiency.

Keywords: enzymatic immobilization, magnetic nanoparticles, coating.
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Introducéo

Enzimas sdo biocatalizadores altamente especificos, que podem ter seu uso
maximizado e melhorado através de sua imobilizacdo. Este processo pode permitir a
enzima se tornar mais estavel e resistente a condigdes severas, como grandes intervalos
de pH e temperatura, e também pode preservar atividade enziméatica por de varios
ciclos. A imobilizacdo enzimética € uma alternativa a aplicacdo eficiente destes
biocatalisadores nas industrias alimenticia, quimica e farmacéutica. Para que o uso de
enzimas imobilizadas seja economicamente viavel, deve-se considerar o tipo de suporte
e 0 método de imobilizacdo que serd empregado, visto que este ird influenciar na
atividade enzimatica e na posterior reutilizacdo desses biocatalizadores (TOMBACZ et
al., 2015).

Uma das grandes questdes do processo de imobilizacdo enzimatica ¢ a escolha
do suporte, o uso de um suporte adequado ¢ essencial para definir o tipo de imobiliza¢ao
a ser realizado, uma vez que o material utilizado podera afetar significativamente as
propriedades da enzima imobilizada. Os suportes podem ser organicos ou inorganicos e
devem ser inertes, estaveis, insoliveis no meio de reacdo ¢ resistentes as forcas
mecanicas (GENNARI et al., 2020). O uso de suportes com nucleo magnético diminui a
necessidade de centrifugagdo, a indesejavel diluig¢do da amostra e perdas do suporte
durante as lavagens, eventos que muitas vezes complicam o uso de reatores de enzimas
ndo-magnéticas. As separagdes magnéticas sdo relativamente rapidas, faceis e requerem
aparelhagem simples. Portanto, técnicas de separagdo magnética t€m atualmente
encontrado muitas aplicagdes em areas diferentes das ciéncias bioldgicas, especialmente
em escala laboratorial (SEENUVASAN, 2020)

Nanoparticulas magnéticas possuem elementos magnéticos que podem ser
manipulados por um campo externo, apresentam tamanhos que variam de 1 a 100 nm,
tem superficie hidrofilica e alta razdo superficie/volume, podem estar em estado
superparamagnético, entre outras caracteristicas fisicas e quimicas que sdo fortemente
influenciadas pelo seu tamanho, morfologia e estrutura cristalina (BEDE, 2010).

Entretanto, nanoparticulas magnéticas apresentam certas limitagdes praticas
quando utilizadas em aplicag¢des biologicas e farmacologicas. Dentre esses empecilhos,
destacam-se a tendéncia de se aglomerarem a fim de minimizar a energia livre
superficial; baixas estabilidade e dispersividade em determinados solventes (em
especial, na agua); alta atividade quimica; facilidade em ser oxidada em ar
(principalmente a magnetita) e, consequente perda de propriedades magnéticas;
absorc¢do pelo corpo; e biodegradacdo em meio bioldgico, ocasionando perda de suas

propriedades originais (WU, HE e JIANG, 2008). Dessa forma, proporcionar um
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recobrimento apropriado dessas particulas mostra-se como uma boa alternativa para
amenizar e/ou eliminar essas barreiras, e proporcionar maior eficiéncia de imobilizagao
enzimdtica. Diante do exposto, este trabalho objetivou realizar uma busca bibliografica
a respeito dos diversos revestimentos utilizados em nanoparticulas magnéticas,
avaliando a eficiéncia deste revestimento na imobiliza¢do, na estabilidade ¢ na

capacidade de reutilizacao da enzima imobilizada.

Desenvolvimento

Enzimas

Micro-organismos sdo fontes atrativas para obtencdo de enzimas de uso
industrial, pois apresentam grande disponibilidade, taxa de crescimento rapido e féacil
manipulacdo genética, podendo ser cultivados em grandes quantidades sob condic¢des
controladas, em meios cultivo de baixo custo e elevada produtividade. Acrescenta-se
ainda a vantagem de a producdo ndo estar condicionada as questbes sazonais e
geograficas (BON et al., 2009). AplicacBes de enzimas microbianas em industrias
alimenticias, farmacéuticas, téxteis, papel, couro e outras Sd0 numerosas e crescem
rapidamente em relacdo aos metodos convencionais, devido a menos danos ao meio
ambiente, maior eficiéncia e produtos de maior qualidade (SINGH et al., 2016).

Espera-se que o mercado global de enzimas tenha no periodo de 2019 a 2026
uma taxa anual de crescimento de 6,75%, passando de U$ 8,8 bilhdes em 2018 para U$
13,79 bilhdes até 2026. Este crescimento acelerado de aproximadamente 68% no
periodo descrito é dado devido ao uso extensivo das enzimas em diversos setores da
industria, tais como, processamento de alimentos, papel, biocombustiveis, detergentes
bioldgicos, setores de biologia molecular, entre outros (FIORMARKETS, 2019).

Na induastria farmacéutica e de diagndstico, as aplicacdes enzimaéticas estdo
crescendo rapidamente. AplicacOes relacionadas com o debridamento de feridas por
enzimas proteoliticas com atividade colagenolitica e o bloqueio de coagulos pelas
enzimas fibrinoliticas sdo proeminentes (SINGH et al., 2016). Um exemplo disto € a
protease fibrinolitica produzida por Mucor subtilissimus UCP1262 um promissor agente
antitrombdtico (NASCIMENTO et al., 2016).

O uso de enzimas ou micro-organismos em preparacdes alimenticias é um
processo antigo. A biotecnologia de alimentos, considerada como aplicagdes de
processos biotecnoldgicos na produgdo de alimentos, comecou antes de 6000 a.C.
Fermentar uvas ou fabricar cerveja sdo exemplos dessa biotecnologia alimentar inicial,
apesar de serem rudimentares, a aplicacdo de enzimas na tecnologia de alimentos ja foi
estabelecida nesses processos (TAVANO et al., 2018). Com o avango da tecnologia,
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novas enzimas foram desenvolvidas e novas areas de aplicagdo ainda estdo sendo
exploradas.

As enzimas sdo utilizadas em praticamente todos os segmentos da inddstria de
alimentos (panificagdo, laticineos, bebidas). Um exemplo disto séo as pectinases acidas
que podem ser usadas na extragdo, clarificacdo e remocdo de pectina dos sucos de
frutas, a maceracdo de vegetais para produzir pastas purés e vinificacdo. Quase todas as
preparacfes comerciais de pectinases sdo produzidas por espécies fungicas, pertencentes
principalmente ao género Aspergillus. Entre eles, Aspergillus aculeatus destaca-se na
producdo industrial de enzimas pectinoliticas, visto que a preparacdo comercial
Pectinex® Ultra SPL, obtido a partir deste micro-organismo, foi empregado com
sucesso para clarificar e reduzir a viscosidade de sucos de frutas, como macd, carambola
e pitaya vermelha (OLIVEIRA et al., 2018).

Na industria téxtil e do couro, as enzimas sdo utilizadas em diferentes etapas do
processo de producdo industrial. Na industria téxtil as enzimas vém sendo utilizadas no
desenvolvimento de processos visando minimizar a geracdo de residuos e estratégias
para melhorar a qualidade do produto final (CHOI et al., 2015). As principais classes de
enzimas envolvidas nos processos de pré-tratamento e acabamento do algoddo sdo as
hidrolases e as oxidorredutases. O grupo das hidrolases incluem amilase, celulase,
quitinase, protease, pectinase e lipase, que estdo envolvidas no biopolimento e
biossouramento de tecidos, antifelting de 1a, amaciamento de algodao, acabamento de
jeans, acabamento de 14 e modificacdo de fibras sintéticas. As oxidorredutases incluem
catalase, lacase, peroxidase e ligninase, que estdo envolvidas no bio-branqueamento, na
finalizagdo do branqueamento, na descolora¢do do corante, no tecido e no acabamento
da 14 (SINGH et al., 2018).

As enzimas proteoliticas alcalinas sdo preferiveis aos sintéticos convencionais
devido a sua especificidade de substrato, propriedades de limpeza, melhor desempenho
em temperaturas de lavagem e atenuacdo da poluicdo ambiental. Essas caracteristicas
garantem alta aplicabilidade nas industrias de detergentes como agente de limpeza e na

indUstria de cosméticos como sabonetes enzimaticos (FERNANDES et al., 2020).

Imobilizacdo de enzimas

A utilizagdo de enzimas em processos industriais requer o desenvolvimento de
técnicas que possibilitem a sua recuperagdo e reutilizagdo, visando tornar o processo
economicamente viavel, o que pode ser alcangado a partir da utilizagdo de técnicas de
imobilizacdo. A imobiliza¢do enzimdtica favorece a estabilidade da enzima uma vez que

o processo pode alterar suas propriedades estruturais, produzindo biocatalisadores com
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elevada atividade, especificidade e estabilidade, sendo por isso considerada, nos ultimos
anos, a técnica mais promissora para tornar competitiva a aplicagdo de enzimas em larga
escala (SOUZA et al., 2017).

Imobilizag¢do ¢ um termo genérico empregado para descrever a retencdo de uma
biomolécula no interior de um reator ou de um sistema analitico (CARDOZO et al.,
2009). A imobilizacdo de uma enzima significa combinar a seletividade, a estabilidade e
a cinética dessa enzima com as propriedades fisicas ¢ quimicas do transportador em
uma formulagdo especializada que tem como papel principal maximizar a estabilidade
fisica e enzimatica do biocatalisador (BASSO E SERBAN, 2019). Diversas técnicas e
protocolos ja foram descritos para imobilizacdo de enzimas. A escolha do método e do
suporte a ser empregado dependerd principalmente das caracteristicas fisico-quimicas
da enzima e das condi¢des de uso nas quais a enzima imobilizada sera submetida, E
igualmente importante avaliar o tempo e os custos necessarios para se viabilizar o
método de imobilizacdo escolhido, uma vez que tais pardmetros irdo se refletir no
processo e, portanto, nos custos do produto final (FERNANDES, LIMA e LOPES,
2010).

Bassa e Serban (2019) pontuaram as principais vantagens e desvantagens da
utilizagdo de enzimas imobilizadas em processos industriais. A imobilizacdo de
biocatalizadores oferece vantagens como a facilidade para reutilizagdo do biocatalizador
e custos reduzidos em etapas de “downstream”, entretanto, esses processos apresentam
algumas limitagdes, visto que, hd uma diminui¢do na atividade enzimatica do
imobilizado em comparagdo a enzima livre, além de custos adicionais referentes as

etapas de imobilizacdo, como apresentado no Quadro 1.
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Quadro 1. Vantagens e desvantagens de enzimas imobilizadas em processos industriais.

VANTAGENS DESVANTAGENS

= Facil separacao do biocatalisador; = Menor atividade enzimatica em

. comparagdo com a enzima nativa;
= Custos reduzidos de processamento parag ’

“downstream”; = Custos adicionais para transportadoras

» Uso multiplo de biocatalisador Elcbilizazaol

(reciclagem); = Taxas de reagdo mais baixas em

o1 ; comparagdo com enzimas nativas;
» Melhor estabilidade, especialmente em parag ’

relagdo a solventes organicos e ® Sujeito a incrustagao;

temperaturas mais altas; o . . o
P ’ = Eliminagdo de enzima imobilizada

» Uso de reatores de leito fixo ou exaurida (incineracao).
batelada  sem  necessidade de
membrana para isolar enzima do
produto;

= E possivel co-imobilizar com outras
enzimas.

Fonte: Basso ¢ Serban (2019)

As técnicas de imobilizagdo de enzimas podem ser divididas em métodos
quimicos e fisicos (Figura 1). Os métodos quimicos envolvem a formacao de ligacdes
covalentes obtidas pela ligacdo de éter, tio-éter, amida ou carbamato entre a enzima e o
suporte ou ainda através de ligacdes cruzadas entre a enzima e um agente reticulante.
Nos métodos fisicos, a enzima quando se liga por adsor¢do, formando ligagdes mais
fracas com o suporte de imobilizacdo (ligacdes de hidrogénio, ligagdo por afinidade,
forcas de Van der Waals, interagdes hidrofobicas e ligagdo idnica), ou ainda podem ser
aprisionadas ou encapsuladas (FURLANI et al., 2020). As interagcdes enzima-suporte na
imobilizagcdo podem ser vistas na Figura 1.

O wuso de nanoparticulas magnéticas como suporte sélido atribui ao
biocatalisador um dos requisitos essenciais de facil recuperagdo por simples aplicagdo
de um campo magnético externo, reduzindo os custos de energia e tempo das etapas de
centrifugacdo. Além do que nanomateriais apresentam uma alta relagdo

superficie/volume facilitando assim a transferéncia de massa (PEREIRA et al., 2015).
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Figura 1. Classificacdo e representagdo de diferentes técnicas de imobilizagdao de

enzimas.
/
B
IS1CO
IMOBILIZAGAO Encapsulagio & @G
ENZIMATICA & Cy

nga(;ao Cruzada

Método
Quimico
Ligacao Covalente

Fonte: Adaptado de Furlani et al., 2020; Souza et al., 2017.

Imobiliza¢do enzimatica em Nanoparticulas magnéticas (NPMs)

Nanoparticulas magnéticas (NPMs) podem ser preparadas a partir de materiais
de magnetizacdo altamente saturados, tais como os metais de transicdo Ferro, Cobalto,
Niquel e os 6xidos metalicos Fe3O4, y-Fe203, de acordo com varios métodos diferentes.
Metais puros, como nanoparticulas de ferro, possuem a maior magnetizagao, entretanto,
também possuem alta toxicidade e sdo propensos a oxidagdo. Oxidos de metal mais
estdveis e biocompativeis, como nanoparticulas sdo os de oxido de ferro
superparamagnético, sendo preferidos, apesar de sua menor magnetizagdo (QUAN et
al., 2020). NPMs a base de o6xido de ferro sdo mais comumente utilizadas e podem ser
sintetizadas a partir de uma variedade de métodos quimicos como sintese por
decomposicdo térmica, reagdes hidrotermais, microemulsdo e coprecipitacdo
(FRANCISQUINI, SCHOENMAKER ¢ SOUZA, 2010).

NPMs possuem propriedades intrinsecas interessantes para aplicagdes
biotecnoldgicas, tais como: tamanho reduzido, area de superficie alta, resisténcia a altas
temperaturas, altas interacdes enzimas-substrato e alta reatividade quimica atraindo a
atencao dos cientistas. Além do que, devido a propriedade do superparamagnetismo €
possivel a recuperacao do biocatalisador apenas por aplicagdo de um campo magnético

ocasionando baixo estresse mecanico as enzimas (HU et al., 2009; COSTA et al., 2016).
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Embora as nanoparticulas magnéticas possuam alta biocompatibilidade, mesmo
sem modificacdo de superficie (QUAN et al., 2020). Comumente a superficie das
nanoparticulas ¢ modificada visando facilitar o processo de imobilizagdo enzimatica, e
contornar dificuldades como a distribuicdo ndo uniforme do tamanho da particula e a
fraca dispersibilidade aquosa, visto que, comportamentos restritos de nanomateriais em
diferentes solventes limitam suas aplicagdes e, portanto, a modificagdo da superficie ¢
uma estratégia importante que ajusta as propriedades dos nanomateriais para estender
suas aplicagdes. A modificacdo da superficie pode alterar a propriedade existente ou
pode introduzir propriedades completamente novas a particula (SEENUVASAN et al.,
2020).

A superficie das nanoestruturas pode ser modificada com materiais organicos
(por exemplo, acido laurico) e inorganicos (por exemplo, SiO2) com o intuito de
produzir particulas funcionalizadas (por exemplo, grupo amino) para imobiliza¢ao
enzimatica (COSTA et al., 2016). Segundo Liu et al. (2020), a funcionalizagdao da
superficie das NPMs por compostos orginicos ¢ um método eficaz para aumentar a
estabilidade das particulas durante o armazenamento e utilizagdo. Além disso, as
nanoparticulas podem ser modificadas com certas biomoléculas para aumentar sua
biocompatibilidade e melhor aplicagdo “in vivo”, tornando-as mais especificas e
expandindo o escopo de suas aplicagdes.

As estruturas das NPMs revestidas com compostos organicos podem ser
divididas em nucleo-concha, matriz e concha-nucleo-concha (Figura 2), sendo formada
por duas partes: um nucleo, geralmente formado por qualquer tipo de nanoparticula de
oxido ferromagnético, classificado como magnetita, e uma casca/concha que pode ser
um polimero, biopolimero ou biomolécula. As particulas modificadas por compostos
organicos nao s6 possuem as propriedades magnéticas basicas das NPMs, mas também
apresentam boa biocompatibilidade e biodegradabilidade. Dentre os revestimentos
inorganicos a silica ¢ o material mais utilizado, devido a suas caracteristicas inertes,
com alta biocompatibilidade e baixa toxicidade, a silica ¢ um revestimento funcional
para NPMs ideal para utilizagdo no campo médico, pois permite a formagdo varias
ligagdes de reticulacdo, além de, formar uma camada de protecdo externa inerte para

proteger as nanoparticulas magnéticas internas (LIU et al., 2020).
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Figura 2. Estrutura principal das nanoparticulas magnéticas modificadas por materiais

organicos
MATRIZ

nucleo-concha mosaico concha-nicleo concha-niicleo-concha

Fonte: Adaptado de Liu et al., 2020

Discussao

A metodologia utilizada para a realizagdo deste trabalho foi uma breve revisao
bibliografica, baseada em pesquisas de artigos cientificos disponiveis nos bancos de
dados: Scopus (http://www.scopus.com/); Science Direct
(http://www.sciencedirect.com/), ISI Web of Science (http: //apps.isiknowledge.com) e
PubMed (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed), para a busca foi utilizado o seguinte
termo de busca: (“magnetic nanoparticles”) AND (coatings) AND (“enzyme
immobilization ™). Todo referencial tedrico citado nesse artigo ¢ meramente qualitativo
sem nenhuma pretensao quantitativa.

Apos a preparacao das NPMs, algumas modificacdes devem ser realizadas para
protegé-las contra agregacdes, oxidacdo e/ou alteracdes das cargas superficiais, bem
como, melhorar a capacidade de imobilizagio (DARWESH et al., 2019). A literatura
traz varios estudos relacionados as NPMs recobertas com diversos materiais. Os
materiais organicos possibilitam a preservagdo das caracteristicas magnéticas das
nanoparticulas, biocompatibilidade, biodegradabilidade, além de fornecer grupos
funcionais reativos (carboxila, amino, aldeido etc.) (LAURENT, et al. 2008). Exemplos
desses materiais sdo moléculas pequenas e surfactantes, como acido oleico, acido
citrico, fosfanatos, aminoacidos e silanos; polimeros naturais e sintéticos, como dextran,
quitosana, alginato, poli(etilenoglicol), poli(metilmetacrilato); e biomoléculas, como
proteinas e anticorpos. Os materiais inorganicos também sdo biocompativeis e
providenciam as nanoparticulas estabilizagdo, funcionalizacdo e antioxidacdo. Pode-se
citar como exemplos a silica; metais e ndo-metais (ouro, prata, carbono); e 6xidos
metalicos e sulfetos (ZnO, CaO, A12 03, ZnS) (TOMBACZ et al., 2015). A Tabela 1

mostra diferentes abordagens do uso de materiais para imobilizacdo de enzimas.
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Tabela 1. Tipos de revestimento em nanoparticulas magnéticas para imobilizacdo de
diferentes enzimas.

ANPMs Revestimento Enzima BCR CAR  Referéncias

Orgéanico / inorginico (%)
Fe;04 Quitosana Pectinase 10 70,02%  Nouri e Khodaiyan, 2020
Fe;04 PCMC NovoQ 3 >95%  Nietal., 2020
Fe;04 PCMC Lipase 10 83,9%  Hongbo Suo et al., 2020
Fe;04 ECMD ADH ok ok ok ok Vasi¢ et al., 2020
Fe;Os FPoli(Catechol/TEPA)  Lipase rokox rokox Tang et al., 2019
Fe;Os SCS-TPP Alcalase 10 60% Chen et al., 2018
Fe3Os Lectinas ConA Glicose oxidase 8 99% Yong et al., 2018
Fe3O4 Alginato/quitosana cloroperoxidase 25 25% Garcia-Embid et al., 2018
Fe;04 Quitosana Lipase 20 83% Mendes et al., 2011
Fe;0s 'CT/PDA a-amilase 6 70%  Manthiriyappan e Lee,
Fe;04  Silica/epoxi Lipase 7 79% 2Aofielll et al., 2020
Fe;0s 'PEG- triclorotriazina Pectinase 10 55% Kharazmi et al, 2020
Fe3s0s 'PEG- triclorotriazina Xilanase 9 50% Kharazmi et al., 2020
FesOs  Alcool polivinilico Tripsina 8 56% Sahin e Ozmen, 2020
AuM  silica mesoporosa Celulase 9 58% Poorakbar et al., 2018
Fe;O4 Silica/naringina a-amilase 10 50% Defaei et al., 2018
Fe;O04 Silica/epoxi L-Asparaginase 10 65% Uluetal., 2018
Fe;0s 'PAMAM a-glucosidase  *** HoAK Jiang et al., 2019
Fe304 Silica Lacase 6 75% Fortes et al., 2017
Fe;Os XPANI Protease 5 50%  Netoetal., 2017
Fe;0s PUU Lipase oAk oAk Chiaradia et al., 2016
Fe;0s MPEIP Tripsina 21 >90%  Monteil et al., 2014
Fe3O4 Silica Glicose oxidase 12 90% Ashtari et al., 2012

ANPMs - Nanoparticulas magnéticas

BCR - Numero de ciclos de reuso

C AR (%) - Atividade residual ap6s os ciclos de reuso
DNPM-CMC—Nanoparticulas magnéticas de carboximetilcelulose
ECMD - Carboximetil dextrose

FPoli (Catecol/TEPA) - Catecol/tetraetileno pentamina
G CS-TPP - Quitosana-+tripolifosfato de sédio
HCT/PDA —quitina e polidopamina

IPEG - Polietilenoglicol

IPAMAM - poliamidoamina

KPANI - polianilina

L PUU - poli(ureia-uretano)

M PEIP - polietilenimina parcialmente fosfonada

**%* - Dados ndo apresentados
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Tipos de revestimentos utilizados em nanoparticulas magnéticas

Quitosana

A quitosana ¢ amplamente utilizada como suporte para a imobilizacdo
enzimatica devido as suas diferentes configuragdes geométricas, tais como pds, flocos,
hidrogéis, membranas, fibras e outros, e a presenca de grupos hidroxila e aminoacidos
(KUO et al., 2012). Devido a sua versatilidade, as particulas de quitosana também
podem ser utilizadas como revestimento para nanoparticulas magnéticas, como descrito
por Mendes et al. (2011) quando utilizaram nanoparticulas magnéticas de Fe3O4
revestidas com quitosana para a imobilizacdo covalente de lipase de Candida rugosa. A
lipase imobilizada apresentou melhor estabilidade operacional a maiores faixas térmicas
e de pH, permanecendo estavel apos 13 dias de armazenamento a 25 °C com atividade
residual de 83% apds 20 ciclos.

NPMs revestidas com quitosana utilizando polissacarideo de kefiran como
agente de reticulacdo foram utilizadas na imobilizagdo da enzima pectinase. Os
resultados obtidos mostraram uma recuperagdo maxima da atividade da enzima
pectinase imobilizada e apés um més, a atividade remanescente da enzima imobilizada
foi de 60,23%. A pectinase imobilizada manteve sua atividade em 70,02% apds 10
ciclos. A utilizagdo nanoparticulas magnéticas de quitosana em combinag¢do com o
reticulador poli-aldeido kefiran foi um método eficiente para imobilizagdo de pectinases
(NOURI e KHODAIYAN, 2020).

Resultados que corroboram com os apresentados por Chen et al. (2018) quando
utilizaram particulas magnéticas Fe3;O4 revestidas com quitosana e tripolifosfato de
sodio (Fe304-CS-TPP) para imobilizagdo simultanea de alcalase e tripsina. Os NPMs de
Fe304- CS-TPP foram mais estaveis do que a enzima livre em temperaturas acima
40 °C. A atividade residual do imobilizado foi preservada em 86% apds 35 dias de
armazenamento e reteve mais de 60% de sua atividade inicial apos dez vezes de
reutilizacdo sucessiva. Resultados que confirmam a potencialidade da quitosana como
revestimento de NPMs para imobiliza¢do de diferentes enzimas.

Uma abordagem diferente foi utilizada por Manthiriyappan e Lee (2011) quando
utilizaram a quitina como matriz protetora e dispersiva para a preparac¢do de particulas
magnéticas pelo processo de co-precipitacdo. Posteriormente as particulas de quitina
magnética (MCT) foram modificadas com dopamina para ser utilizada como uma
matriz de imobilizacdo enzimatica eficaz, oferecendo superficie aderente para enzimas.
Os resultados obtidos pelos autores para a imobilizacdo da a-amilase demonstraram
uma taxa de hidroélise de amido comparavel a da enzima livre. No entanto, as atividades

relativas foram maiores do que a enzima livre em faixas mais amplas de pH e
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temperatura. Além disso, a-amilase imobilizada reteve mais de 70% de sua atividade
original apds seis vezes de uso repetido.

Varias composicoes de nanoparticulas de o6xido de ferro revestidas com
polidopamina e com uma concha polissacaridica obtidas através da combinagdo de
quitosana e alginato foram usadas para imobilizar cloroperoxidase. A enzima foi
imobilizada com sucesso com uma eficiéncia de aprisionamento entre 92% e 100% no
caso de suportes com quitosana no interior e exterior respectivamente. Uma excelente
estabilidade quimica foi observada no caso de um invélucro interno de alginato e um
revestimento externo de quitosana, juntamente com uma excelente reutilizacdo da
enzima imobilizada, que foi reciclada para catalisar até 25 ciclos de reacdao consecutivos

(GARCIA-EMBID et al., 2018).

Carboximetilcelulose (NPM-CMC) e Carboximetil-dextrana (CMD)

Suo et al. (2020) sintetizaram nanoparticulas magnéticas de carboximetilcelulose
modificadas com liquidos i6nicos e utilizaram como suporte para a imobilizac¢do
enzimatica. A enzima lipase foi utilizada como modelo e sua atividade especifica
imobilizada foi 1,43 vezes maior do que a atividade da enzima livre. Segundo os autores
os compositos desenvolvidos podem ser utilizados como excelentes suportes para
imobilizagdo de enzimas para aplicacdes industriais. Os resultados para testes de
redutibilidade da enzima imobilizada mostraram que apos 10 ciclos de reuso a enzima
reteve 83,9% de sua atividade inicial. Os autores atribuem essa alta atividade ao suporte
magnético que facilita a separagdo da enzima imobilizada, reduzindo perdas durante o
processo de separagao.

NPMs-CMC foram utilizadas para imobilizar a enzima pheniltransferase NovQ
aplicada para a producdo de vitamina K usando menadiona hidroquinol e dimetilalil
difosfato (DMAPP) como substratos. Foi observado que carboximetilcelulose (CMC) e
Fe;O4 formaram uma estrutura nucleo-concha com alta afinidade para a enzima
imobilizada, sendo um suporte promissor em bioprocesso de produ¢do de vitamina K
(NI et al., 2020).

Carboximetil dextrana (CMD) foi covalentemente ligado a NPMs e a influéncia
de diferentes concentra¢des nas caracteristicas de nanoparticulas magnéticas revestidas
com CMD (CMD- NPMs) foi estudada. Os CMD3- NPMs preparados foram usados
como transportadores para a imobilizacdo da enzima alcool desidrogenase (ADH). As
CMD- NPMs que formam sintetizados, exibiram uma camada de revestimento CMD

que forneceu propriedades magnéticas e estruturais adequadas e, portanto, podem ser
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funcionalizados e usados na imobilizagdo de compostos bioativos, como o ADH

(VASIC et al., 2020).

Naringina

A naringina (4,5,7-trihidroxi flavanona-7-ramnoglucosideo) ¢ um flavonoide
amargo presente em varias frutas citricas. Naringina ¢ uma biomolécula natural de baixo
custo e hidrofilica, biocompativel e acessivel, caracteristicas que justificam seu uso na
funcionalizacdo da superficie de nanoparticulas magnéticas.

A imobilizacdo de enzimas em NPMs funcionalizados com naringina pode
promover um novo microambiente vantajoso, incluindo a melhoria da estabilidade e do
comportamento catalitico da enzima imobilizada. A imobilizagdo da enzima a-amilase
em NPMs revestidas de silica e funcionalizadas com naringina via intera¢des idnicas.
Os resultados mostraram que as condigdes ideais para imobilizagdo da a-amilase no
nanocarreador sintetizado ocorreram em pH 6,5 e 55 °C.

Os experimentos de reutilizagdo revelaram manutengdo de alta atividade da a-
amilase imobilizada mesmo apds 10 ciclos de reagdo. A estabilidade de armazenamento
da enzima imobilizada melhorou em comparagdo com a enzima livre, mantendo 60% de
sua atividade inicial apos 6 semanas de armazenamento. As melhorias nas propriedades
cataliticas da enzima via imobilizacdo tornaram este nanobiocatalisador um bom

candidato em aplicac¢des bioindustriais (DEFAEI et al., 2018).

Lectina

Nanoparticulas magnéticas foram revestidas com lectinas ConA (NPMConA)
para imobilizacdo da enzima glicose oxidase (GO). A distor¢ao conformacional minima
da enzima foi alcancada com NPMs revestido pela ConA, visto que pequenos desvios
no espectro de dicroismo circular (CD) sdo observados em comparacdo com aqueles
sem ConA. Em comparagdo com as enzimas de difusdo livre, as enzimas GOx-CAT
imobilizadas em ConA-NPMs resultam em atividade aumentada de 1,3 vezes,
apresentando maior estabilidade, além da facilidade de reciclagem e operagao garantida

pelo NPMs (YOUNG et al., 2018).

Catecol/poliamida (CPA)

Nanoparticulas magnéticas revestidas por um sistema binario Catecol/
tetraetileno pentamina (CPA) barato e introduzindo bragos espacadores para ligagdo
enzimatica foram sintetizadas por Tang et al. (2019). Posteriormente, os autores

utilizaram a imobiliza¢do da enzima lipase como modelo do processo de imobilizagao.
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A lipase foi imobilizada na superficie de tais materiais magnéticos funcionalizados com
amino-epoxi através de troca idnica e fixacdo covalente com suporte com uma
capacidade de carga de 180,6 mg/g e 69,2% de recuperacdo da atividade enzimatica em
condi¢des otimizadas. Além disso, a lipase imobilizada exibiu a faixa de tolerancia
melhorada de pH, temperatura e estabilidade de armazenamento, bem como excelente

capacidade de reutilizacao.

Silica

A nanoestrutura da silica ganhou aten¢do na area biomédica, devido a sua
quimica bem definida, que permite a modificagdo da sua estrutura pelos grupos amina,
carboxila e tiol, metacrilatos, enzimas, proteinas ¢ DNA (LIMA, 2016).

A lacase, uma enzima oxidativa com inumeras aplicacdes industriais, requer
novas tecnologias para sua imobilizacdo a fim de melhorar sua atividade biocatalitica
com custos reduzidos. Fortes et al. (2017) avaliaram a imobilizagdo desta enzima em
NPMs revestidas com silica, nas condigdes ideais, a maior atividade de recuperacdo da
lacase imobilizada atingiu 36,3 U/L, e apresentou atividade residual acima de 75% apods
6 ciclos consecutivos de reagdo. Além disto, a estabilidade térmica da lacase
imobilizada foi melhorada em comparagdo a enzima livre.

Resultados semelhantes foram obtidos por Ashtari et al. (2012) na imobilizagdo
da glicose oxidase (GOD) em NPMs encapsuladas em silica preparadas através do
método de microemulsdo. As NPMs obtidas ndo apresentaram qualquer atividade
citotoxica contra células de carcinoma de pulmdo humano e letalidade de salmoura. A
ligagdo da enzima ao suporte foi confirmada pelos espectros de FTIR. O estudo da
estabilidade de armazenamento mostrou que a glicose oxidase imobilizada reteve 98%
de sua atividade inicial apos 45 dias e 90% da atividade também permaneceu apds 12
usos repetidos. Melhorias considerdveis na estabilidade térmica da enzima imobilizada
também foram observadas em temperaturas elevadas de até¢ 80°C, além disto, a
atividade da enzima imobilizada foi menos sensivel as mudangas de pH da solucao.

Ulu et al. (2018) avaliou a imobilizagdo de L-Asparaginase em NPMs revestidas
com silicas e funcionalizadas por organossilano (ep6xi). A L-Asparaginase imobilizada
apresentou maior atividade em valores elevados de pH e temperatura. Também manteve
mais de 92% da atividade inicial apoés incubagdo a 55 °C por 3 h. Em relacdo aos
valores cinéticos, a L-Asparaginase imobilizada apresentou maior Vmax € Km menor em
comparagdo a enzima nativa. Além disso, apresentou excelente reutilizacdo por 12
ciclos sucessivos. Apos 30 dias de armazenamento a 4 °C e 25 °C, a L-Asparaginase

imobilizada reteve 54% e 26% de suas atividades iniciais, enquanto a L-Asparaginase
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nativa perdeu cerca de 68% e 84% de sua atividade inicial, respectivamente. NPMs
semelhantes foram utilizadas com sucesso na imobilizacao de lipases (AFZAL et al.,
2019).

Poorakbar et al. (2018) utilizou nanoparticulas magnéticas de ouro (AuM)
revestidas com silica mesoporosa para imobilizacdo de celulase por ligacdo covalente
com uma eficiéncia de ligagdo em 76%. A enzima imobilizada manteve 58% de sua
atividade catalitica inicial apos nove horas. Nesta pesquisa, um novo nanossistema foi
desenhado como um suporte solido para a imobilizagdo da celulase, aumentando sua
estabilidade térmica e facilitou seu armazenamento. Além disso, a enzima imobilizada
pode ser aplicada em uma faixa mais ampla de temperatura ¢ pH em comparacao com a

enzima livre, com separagao da enzima de forma simples realizada por um ima externo.

Polietilenimina (PEIP)

A polietilenimina parcialmente fosfonada (PEIP) foi desenvolvida como um
agente de revestimento facilmente funcionalizdvel para nanoparticulas de 6xido de
ferro. A imobilizacdo por tripsina foi realizada como modelo, os resultados obtidos
evidenciaram que o PEIP contribuiu para a alta estabilidade do material, por meio de
uma forte ligagdo covalente com o grupo amino da enzima. A resisténcia a hidrolise e ao
aumento da temperatura garantiram a obten¢do de um nanomaterial magnético
altamente reciclavel projetado para analises protedmicas. Podendo servir para suporte

de numerosas enzimas (MONTEIL et al., 2014).

Alcool polivinilico

Sahin e Ozmen (2020) avaliaram nanoparticulas magnéticas revestidas com
alcool polivinilico e ativadas com glutaraldeido para imobilizagdo de tripsina. A enzima
imobilizada foi mais estdvel do que a enzima livre a 40 °C e reteve 50% de sua
atividade inicial, apds 12 dias a 4 °C. Apresentando atividade residual de 56% apo6s oito
reutilizagdes sucessivas. O desempenho da enzima imobilizada foi avaliado pela
digestdo do citocromo C, fragmentos de peptideo em solugdo digerida foram
determinados usando espectrometria de massa MALDI-TOF. A tripsina imobilizada
apresentou atividade proteolitica efetiva em menor tempo (15 min) do que a tripsina
livre (24 h). Portanto, é possivel inferir que a imobiliza¢do enziméatica nas condi¢des
descritas pode ser um bioprocesso promissor para estudos de protedmica em larga

escala e aplicagdes praticas.
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Polietileno glicol (PEG)

NPMs revestidas com polietilenoglicol via triclorotriazina com alta eficiéncia de
carregamento, foram utilizadas para a imobilizacdo covalente da pectinase. A enzima
imobilizada mostrou atividade catalitica aprimorada, estabilidade operacional e facil
reutilizacdo. Estudos de estabilidade térmica e de pH mostraram um melhor
desempenho da pectinase imobilizada em comparacdo a enzima livre. Além disso, a
enzima imobilizada reteve até 55 e 94% de sua atividade inicial apds 10 reciclagens e
125 dias de armazenamento a 25 °C, respectivamente. Além disso, a redugdo da
turbidez ocorreu em até 59% no suco de abacaxi tratado com pectinase imobilizada,
sugerindo aplicabilidade desse sistema nas indastrias de sucos e alimentos
(KHARAZMI et al. 2020). Da mesma forma, Kharazmi et al. (2020) utilizaram NPMs
semelhantes na imobilizagdo de xilanase estabilizada com atividade catalitica e
estabilidade melhoradas. A enzima imobilizada foi aplicada em processos de
clarificagdo de suco de abacaxi e notavelmente, reteve 50% de sua atividade inicial apds

nove reciclagens de 120 min de incubacdo a 50 °C a pH 4,5.

Polianilina (PANI)

A polianilina (PANI) representa uma classe de polimeros altamente promissores,
em funcdo de seu baixo custo de sintese, facilidade operacional e por apresentar
propriedade condutora de elétrons, pois, dependendo das condi¢des de sintese, o
polimero pode atuar como semicondutor. A protease de Penicillium aurantiogriseum
URM4622 foi imobilizada em nanoparticulas magnéticas revestidas com polianilina
(PANI) ativadas com glutaraldeido. A protease foi covalentemente ligada as
nanoparticulas via glutaraldeido a 25 °C. Foram determinadas as condi¢des 6timas para
imobilizagdo enzimdtica e a caracterizagdo da enzima imobilizada mostrou um
comportamento ligeiramente diferente em compara¢do com a enzima livre. O processo
de imobilizacdo foi capaz de reutilizar a enzima até 5 vezes mantendo mais de 50% da
sua atividade inicial. Os resultados obtidos comprovam que as nanoparticulas
ferromagnéticas revestidas com PANI s3o suporte eficiente para imobilizagdo de

protease fungica (NETO et al., 2017).

Poli (uréia-uretano) (PUU)

Chiaradia et al. (2016) avaliaram a imobilizacdo de lipase produzida por
Candida antarctica, em nanoparticulas magnéticas de poli (ureia-uretano) (NPMs -
PUU) em uma Unica etapa durante a polimerizagdo em miniemulsdo interfacial.

Imagens de microscopia eletronica de transmissdo mostraram a morfologia de
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nanoparticulas magnéticas sintetizadas encapsuladas em nanoparticulas de poli (ureia-
uretano) e imagens de microscopia de fluorescéncia confirmaram a imobilizacdo da
enzima em NPMs -PUU. Apds o processo de imobilizacdo a lipase imobilizada foi
atraida por um campo magnético externo e utilizada como biocatalisador para a sintese
dos ésteres etil oleato, geranil propionato e geranil oleato. Conversdes de ésteres acima
de 85% foram obtidas para todos os sistemas com base nos contetidos de acidos graxos
livres medidos por titulagdo até pH 11 confirmando a eficiéncia do processo de

imobilizacao.

Considerac0es Finais

A imobilizagdo de enzimas em nanoparticulas magnéticas sem revestimento faz
com que elas estejam altamente susceptiveis a oxida¢do, diminuindo sua resposta ao
campo magnético. Como consequéncia, o suporte apresenta uma vida 1util curta,
diminuindo o potencial de reuso do biocatalisador. Ademais, o produto pode ser
contaminado devido a perda de magnetizagdo da amostra, gerando problemas no
processo produtivo. Desta forma, ¢ necessario realizar o revestimento da superficie
dessas particulas com materiais que possuam caracteristicas compativeis com a enzima
alvo e com o bioprocesso no qual ela serd empregada, garantindo assim, uma maior
estabilidade e eficiéncia catalitica. Requisitos estes de suma importancia para uso em

diversos setores industriais.

Referéncias

AFZAL, H. A, GHORPADE, R. V., THORVE, A. K., NAGARAJA, S., AL-
DHUBIAB, B. E., MERAVANIGE, G., ... & ROOPASHREE, T. S. (2020). Epoxy
functionalized polymer grafted magnetic nanoparticles by facile surface-initiated
polymerization for immobilization studies of Candida Antarctica lipase B. Reactive and
Functional Polymers, 147, 104454,

ASHTARI, K., KHAJEH, K., FASIHI, J., ASHTARI, P., RAMAZANI, A., & VALLI, H.
(2012). Silica-encapsulated magnetic nanoparticles: enzyme immobilization and
cytotoxic study. International journal of biological macromolecules, 50(4), 1063-1069.

BASSO, A., & SERBAN, S. (2019). Industrial applications of immobilized enzymes: A
review. Molecular Catalysis, 479, 110607.

BEDE, P. M., (2010). Producio e Caracterizacdo de Nanoparticulas Polimérico
Magnéticas para Aplicacdes Biomédicas. Dissertacdo de M. Sc., Instituto Militarde
Engenharia, Rio de Janeiro, RJ, Brasil.

CARDOSO, C. L., MORAES, M. C. D., & CASS, Q. B. (2009). Imobilizacdo de

enzimas em suportes cromatograficos: uma ferramenta na busca por substancias
bioativas. Quimica Nova, 32(1), 175-187.

[689]

CIENCIA, TECNOLOGIA E INOVACAO: DO CAMPO A MESA. RECIFE: EDITORA 11DV, 2020



SILVA, M. C. T. S; FERNANDES, L. M. G; PORTO, A. L. F; CUNHA, M. N. C; PORTO, T. S.

CHEN, Z., WANG, X., CHEN, Y., XUE, Z., GUO, Q., MA, Q., & CHEN, H. (2018).
Preparation and characterization of a novel nanocomposite with double enzymes
immobilized on magnetic Fe304-chitosan-sodium tripolyphosphate. Colloids and
Surfaces B: Biointerfaces, 169, 280-288.

CHIARADIA, V., VALERIO, A., DE OLIVEIRA, D., ARAUJO, P. H. H., & SAYER,
C. (2016). Simultaneous single-step immobilization of Candida antarctica lipase B and
incorporation of magnetic nanoparticles on poly(urea-urethane) nanoparticles by
interfacial miniemulsion polymerization. Journal of Molecular Catalysis B: Enzymatic,
131, 31-35.

CHOI, J. M., HAN, S. S., & KIM, H. S. (2015). Industrial applications of enzyme
biocatalysis: Current status and future aspects. Biotechnology advances, 33(7), 1443-
1454,

COSTA, V.M., SOUZA, M. C. FECHINE , M. P. B. A, MACEDO, AC. &
GONCALVES, L. R. B. (2016). Nanobiocatalytic systems based on Lipase-Fe304 and
conventional systems for isoniazid synthesis: a comparative study, Brazilian Journal of
Chemical Engineering, 33(3), 661-673.

DARWESH, O. M., ALI, S. S., MATTER, I. A., ELSAMAHY, T., & MAHMOUD, Y.
A. (2020). Enzymes immobilization onto magnetic nanoparticles to improve industrial
and environmental applications. In Methods in Enzymology, Academic Press, 630, 481-
502.

DE OLIVEIRA, R. L., DIAS, J. L., DA SILVA, O. S., & PORTO, T. S. (2018).
Immobilization of pectinase from Aspergillus aculeatus in alginate beads and
clarification of apple and umbu juices in a packed bed reactor. Food and bioproducts
processing, 109, 9-18.

DEFAEI, M., TAHERI-KAFRANI, A., MIROLIAEI, M., & YAGHMAEI, P. (2018).
Improvement of stability and reusability of o-amylase immobilized on naringin
functionalized magnetic nanoparticles: A robust nanobiocatalyst. International Journal
of Biological Macromolecules, 113, 354-360.

FERNANDES, K. F., LIMA, C. S., & LOPES, F. M. (2010). Técnicas de imobilizagdo
de enzimas. Revista Processos Quimicos, 4(7), 53-58.

FERNANDES, L. M. G., DA CUNHA, M. N. C.,, DE CARVALHO SILVA, J.,
PORTO, A. L. F., & PORTO, T. S. (2020). Purification and characterization of a novel
Aspergillus heteromorphus URM 0269 protease extracted by aqueous two-phase
systems PEG/citrate. Journal of Molecular Liquids, 113957.

FERRARA, M. A. Cap. 6 Bioprocessos para producdo de enzimas. FORTES, C. C. S.,
SILVA, A. L. D, XAVIER, A. M. R. B., & TAVARES, A. P. M. (2017). Optimization
of enzyme immobilization on functionalized magnetic nanoparticles for laccase
biocatalytic reactions. Chemical Engineering and Processing: Process Intensification,
117, 1-8.

FRANCISQUINI, E., SCHOENMAKER, J. & SOUZA, J. A. (2014) Nanoparticulas

Magnéticas e suas Aplicacdes. In: (Ed.). Série quimica: Ciéncia e tecnologia-quimica
supramolecular e nanotecnologia. Sdo Paulo: Atheneu, 592p.

[690]

CIENCIA, TECNOLOGIA E INOVACAO: DO CAMPO A MESA. RECIFE: EDITORA 11DV, 2020



SILVA, M. C. T. S; FERNANDES, L. M. G; PORTO, A. L. F; CUNHA, M. N. C; PORTO, T. S.

FURLANI, I. L., AMARAL, B. S., OLIVEIRA, R. V., & CASS, Q. B. (2020).
Imobilizacdo enzimatica: conceito e efeitos na proteolise. Quimica Nova, 43(4), 463-
473.

GARCIA-EMBID, S., DI RENZO, F., DE MATTEIS, L., SPRETI, N., & M. DE LA
FUENTE, J. (2018). Magnetic separation and high reusability of chloroperoxidase
entrapped in multi polysaccharide micro-supports. Applied Catalysis A: General, 560,
94-102.

GENNARI, A., FUHR, A. J.,, VOLPATO, G., & DE SOUZA, C. F. V. (2020).
Magnetic cellulose: Versatile support for enzyme immobilization-A review.
Carbohydrate Polymers, 116646.

HU, B.; PAN, J.; YU, H.; LIU, J. & XU, J. (2009) Immobilization of Serratia
marcescens lipase onto amino-functionalized magnetic nanoparticles for repeated use in
enzymatic synthesis of Diltiazem intermediate. Process Biochemistry, Elsevier, 44(9),
1019-1024.

JIANG, J.,, YU, Y., WANG, L., LI, J., LING, J., LI, Y., & DUAN, G. (2019). Enzyme
immobilized on polyamidoamine-coated magnetic microspheres for a-glucosidase
inhibitors screening from Radix Paeoniae Rubra extracts accompanied with molecular
modeling. Talanta. 195, 127-136.

KHARAZMI, S., TAHERI-KAFRANI, A., & SOOZANIPOUR, A. (2020). Efficient
immobilization of pectinase on trichlorotriazine-functionalized polyethylene glycol-
grafted magnetic nanoparticles: A stable and robust nanobiocatalyst for fruit juice
clarification. Food Chemistry, 126890.

KHARAZMI, S, TAHERI-KAFRANI, A., SOOZANIPOUR, A.,
NASROLLAHZADEH, M., & VARMA, R. S. (2020). Xylanase immobilization onto
trichlorotriazine-functionalized polyethylene glycol grafted magnetic nanoparticles: A
thermostable and robust nanobiocatalyst for fruit juice clarification. International
Journal of Biological Macromolecules.

KUQ, C. H,, LIU, Y. C., CHANG, C. M. J,, CHEN, J. H., CHANG, C., & SHIEH, C. J.
(2012). Optimum conditions for lipase immobilization on chitosan-coated Fe3O4
nanoparticles. Carbohydrate Polymers, 87(4), 2538-2545.

LAURENT, S., FORGE, D., PORT, M., ROCH, A., ROBIC, C., VANDER ELST, L.,
& MULLER, R. N. (2008). Magnetic iron oxide nanoparticles: synthesis, stabilization,
vectorization, physicochemical characterizations, and biological applications. Chemical
Reviews, 108(6), 2064-2110.

LIMA, J. S., ARAUJO, P. H. H., SAYER, C., SOUZA, A. A. U, VIEGAS, A.C., &
DE OLIVEIRA, D. (2016). Cellulase immobilization on magnetic nanoparticles
encapsulated in polymer nanospheres. Bioprocess and Biosystems Engineering, 40(4),
511-518.

LIU, S., YU, B., WANG, S., SHEN, Y., & CONG, H. (2020). Preparation, surface

functionalization and application of Fe304 magnetic nanoparticles. Advances in Colloid
and Interface Science, 102165.

[691]

CIENCIA, TECNOLOGIA E INOVACAO: DO CAMPO A MESA. RECIFE: EDITORA 11DV, 2020



SILVA, M. C. T. S; FERNANDES, L. M. G; PORTO, A. L. F; CUNHA, M. N. C; PORTO, T. S.

MENDES, A. A., OLIVEIRA, P. C.; CASTRO, H. F. & GIORDANO, R L. C. (2011)
Application of chitosan as support for immobilization of enzymes of industrial interest.
Quim. Nova [online], 34(5), 831-840.

MONTEIL, C., BAR, N., RETOUX, R., HENRY, J., BERNAY, B., & VILLEMIN, D.
(2014). Partially phosphonated polyethylenimine-coated nanoparticles as convenient
support for enzyme immobilization in bioprocessing. Sensors and Actuators B:
Chemical, 192, 269-274.

NASCIMENTO, T. P., SALES, A. E., PORTO, C. S., BRANDAO, R. M. P., DE
CAMPOS-TAKAKI, G. M., TEIXEIRA, J. A. C.,, ... & CONVERTI, A. (2016).
Purification of a fibrinolytic protease from Mucor subtilissimus UCP 1262 by aqueous
two-phase systems (PEG/sulfate). Journal of Chromatography B, 1025, 16-24.

NETO, J. M. W. D., MACIEL, J. C., CAMPOS, J. F., CARVALHO JUNIOR, L. B.,
MARQUES, D. A. V., LIMA, C. A. & PORTO, A. L. F. (2017) Optimization of
Penicillium aurantiogriseum protease immobilization on magnetic nanoparticles for

antioxidant peptides’ obtainment, Preparative Biochemistry and Biotechnology, 47(7),
644-654

NI, W., ZHENG, Z., LIU, H., WANG, P., WANG, L., WANG, H., ...& ZHAO, G.
(2020). Synthesis of the carboxymethyl cellulose magnetic nanoparticles for efficient
immobilization of prenyltransferase NovQ. Carbohydrate Polymers, 235, 115955. Falta

NOURI, M., & FARAMARZ KHODAIYAN. (2020). Green synthesis of chitosan
magnetic nanoparticles and their application with poly-aldehyde kefiran cross-linker to
immobilize pectinase enzyme. Biocatalysis and Agricultural Biotechnology, 101681.
Falta

PEREIRA, M.G., FACCHINI, F.D.A,, FILO, L.E.C., POLIZELI, A.M., VICI, A.C.,
JORGE, J.A., FERNANDEZ-LORENTE, G., PESSELA, B.C., GUISAN, JM. &
POLIZELI, M. L. T. M. . (2015). Immobilized lipase from Hypocrea pseudokoningii on
hydrophobic and ionic supports: Determination of thermal and organic solvent
stabilities for applications in the oleochemical industry, Process Biochemistry, 50(4),
561-570.

POORAKBAR, E., SHAFIEE, A., SABOURY, A. A., RAD, B. L., KHOSHNEVISAN,
K., MA'MANI, L., ... & HOSSEINI, M. (2018). Synthesis of magnetic gold mesoporous
silica nanoparticles core shell for cellulase enzyme immobilization: Improvement of
enzymatic activity and thermal stability. Process biochemistry, 71, 92-100.

QUAN K, ZHANG Z, REN Y, BUSSCHER HJ, VAN DER MEI HC & PETERSON
BW, (2020). Possibilities and impossibilities of magnetic nanoparticle use in the control
of infectious biofilms, Journal of Materials Science & Technology.

SAHIN, S., & OZMEN, 1. (2020). Covalent immobilization of trypsin on polyvinyl
alcohol-coated magnetic nanoparticles activated with glutaraldehyde. Journal of
Pharmaceutical and Biomedical Analysis, 184, 113195.

SEENUVASAN, M., KUMAR, K. S., KUMAR, A., & PARTHIBAN, R. (2020).

Review on surface modification of nanocarriers to overcome diffusion limitations: An
enzyme immobilization aspect. Biochemical Engineering Journal, 107574,

[692]

CIENCIA, TECNOLOGIA E INOVACAO: DO CAMPO A MESA. RECIFE: EDITORA 11DV, 2020



SILVA, M. C. T. S; FERNANDES, L. M. G; PORTO, A. L. F; CUNHA, M. N. C; PORTO, T. S.

SINGH, R., MITTAL, A., KUMAR, M., & MEHTA, PK (2016). Proteases microbianas
em aplicagdes comerciais. J Pharm Chem Biol Sei, 4 (3), 365-74.

SOUZA, L. T., VERISSIMO, L. A., PESSELA, B. C., SANTORO, R. R., RESENDE,
R. R., & MENDES, A. A. (2017). Imobilizacdo enzimatica: principios fundamentais e
tipos de suporte, In: RESENDE, R. R. Biotecnologia Aplicada a Agro&Industria. Vol 4.
Editora Blucher.

SUO, H., GAO, Z., XU, L., XU, C.,, YU, D., XIANG, X., ...& HU, Y. (2020).
Synthesis of functional ionic liquid modified magnetic chitosan nanoparticles for
porcine pancreatic lipase immobilization. Materials Science and Engineering: C, 96,
356-364.

SURESHKUMAR, M., & LEE, C.-K. (2011). Polydopamine coated magnetic-chitin
(MCT) particles as a new matrix for enzyme immobilization. Carbohydrate Polymers,
84(2), 775-780

TANG, W., CHEN, C., SUN, W., WANG, P., & WEI, D. (2019). Low-cost mussel
inspired poly (Catechol/Polyamine) modified magnetic nanoparticles as a versatile
platform for enhanced activity of immobilized enzyme. International journal of
biological macromolecules, 128, 814-824.

TAVANO, O. L., BERENGUER- MURCIA, A., SECUNDO, F., & FERNANDEZ-
LAFUENTE, R. (2018). Biotechnological applications of proteases in food technology.
Comprehensive reviews in food science and food safety, 17(2), 412-436.

TOMBACZ, E., TURCU, R., SOCOLIUC, V., & VEKAS, L. (2015). Magnetic iron
oxide nanoparticles: Recent trends in design and synthesis of magnetoresponsive
nanosystems. Biochemical and Biophysical Research Communications, 468(3), 442-
453.

TUZMEN N, KALBURCU T. & DENIZLI A (2012) a-Amylase immobilization onto
dye attached magnetic beads: Optimization and characterization. Journal of Molecular
Catalysis B: Enzymatic,78, 16-23.

ULU, A., OZCAN, |, KOYTEPE, S., & ATES, B. (2018). Projeto de nanoparticulas
core-shell de FesOs MCM-41 funcionalizadas com epoxi para imobilizagdo enzimatica.
International Journal of Biological Macromolecules, 115, 1122-1130.

VASIC, K., KNEZ, Z., KONSTANTINOVA, E. A., KOKORIN, A. I., GYERGYEK,
S., & LEITGEB, M. (2020). Structural and magnetic characteristics of carboxymethyl
dextran coated magnetic nanoparticles: From characterization to immobilization
application. Reactive and Functional Polymers, 148, 104481.

WU, W., HE, Q. & JIANG, C. (2008). Magnetic iron oxide nanoparticles: Synthesis and
surface functionalization strategies. Nanoscale Research Letters, 3(11), 397-415.

YONG, Y., SU, R, LIU, X., XU, W., ZHANG, Y., WANG, R., ...& LIU, Z. (2018).
Lectin corona enhances enzymatic catalysis on the surface of magnetic nanoparticles.
Biochemical Engineering Journal, 129, 26-32.

[693]

CIENCIA, TECNOLOGIA E INOVACAO: DO CAMPO A MESA. RECIFE: EDITORA 11DV, 2020




	99fabb44c922a1248f6a6401db5292aa1d2d3414172b818ca40e80b4f12d9641.pdf
	03aede46359a5cabc814be7d6284f5c45674c3510a6703627d32a1aaaf164242.pdf
	99fabb44c922a1248f6a6401db5292aa1d2d3414172b818ca40e80b4f12d9641.pdf

