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APRESENTACAO

A obra “Ciéncias Exatas e da Terra e a Dimens&o Adquirida através da Evolugcao
Tecnologica vol. 2’ aborda uma publicacéo da Atena Editora, apresenta, em seus 28
capitulos, conhecimentos tecnologicos e aplicados as Ciéncias Exatas e da Terra.

Este volume dedicado a Ciéncia Exatas e da Terra traz uma variedade de artigos
que mostram a evolucédo tecnolégica que vem acontecendo nestas duas ciéncias, e
como isso tem impactado a varios setores produtivos e de pesquisas. Sdo abordados
temas relacionados com a producdo de conhecimento na area da matematica,
guimica do solo, computagao, geoprocessamento de dados, biodigestores, educacao
ambiental, manejo da agua, entre outros temas. Estas aplicagbes visam contribuir no
aumento do conhecimento gerado por instituicdes publicas e privadas no pais.

Aos autores dos diversos capitulos, pela dedicacao e esforcos sem limites, que
viabilizaram esta obra que retrata os recentes avancgos cientificos e tecnologicos nas
Ciéncias Exatas e da Terra, os agradecimentos dos Organizadores e da Atena Editora.

Por fim, esperamos que este livro possa colaborar e instigar mais estudantes
e pesquisadores na constante busca de novas tecnologias para a area da Fisica,
Matematica, e na Agronomia e, assim, contribuir na procura de novas pesquisas e
tecnologias que possam solucionar os problemas que enfrentamos no dia a dia.

Jorge Gonzélez Aguilera
Alan Mario Zuffo
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RESUMO: A imobilizacdo de enzimas em
suportes hibridos (SH), organico e inorgéanico,
tem despertado grande interesse, pois

Ciéncias Exatas e da Terra e a Dimensao Adquirida através da Evolugao Tecnoldgica 2

TOYOBO

melhora as caracteristicas do novo material
quando comparadas a seus componentes
separadamente.Nestetrabalhoforamproduzidos
quatro SH que apresentam em sua composicao
silica e monossacarideos (glicose ou frutose),
em quantidades variaveis. A obten¢do dos SH
seguiu a metodologia de sintese de suportes de
silica mesoporosas Santa Barbara Amorfo — 15
(SBA-15) com modificagcdes. Foram produzidos
quatro SH utilizando inicialmente 1,0 ou 0,5 g
de aditivo organico, cuja massa final ficou em
torno de 1,8 g de SH. A sintese do material com
a frutose gerou um suporte escuro que pode
ser decorrente da polimerizagdo do mesmo.
O monossacarideo residual foi determinado
pelo método Lane e Eynon. No trabalho foi
verificado que ao diminuir a quantidade de
monossacarideo presente no SH, houve também
a diminui¢cdo do percentual de agucar residual,
contudo n&do houve variagdes significativas na
massa final de SH. A peroxidase de rabanete
(RAP) foi imobilizada por adsorcao fisica nos
SH obtidos, no pH 7,0 e temperatura de 30°C.
A maior eficiéncia de imobilizacdo se obteve
para um carregamento de 3 mg de HRP / g de
suporte. Os maiores valores de eficiéncia de
imobilizacdo 97,66% e 97,46% foram obtidos
para os suportes GA (glicose 1,0 g) e FA (frutose
1,0 g), respectivamente.

PALAVRAS-CHAVE: imobilizagao; peroxidase;
suporte hibrido; monossacarideos.

Capitulo 22

247



ABSTRACT: The immobilization of enzymes in hybrid supports (SH), organic and
inorganic, has aroused great interest, because it improves the characteristics of the
new material when compared to its separate components. In this work four SHs were
produced, which presented in their composition silica and monosaccharides (glucose
or fructose), in varying amounts. The obtaining of HS followed the methodology of
synthesis of mesosporous silica supports Santa Barbara Amorfo - 15 (SBA - 15) with
modifications. Four SH were produced using initially 1.0 or 0.5 g of organic additive,
whose final mass was around 1.8 g SH. The synthesis of the material with the fructose
generated a dark support which may be due to the/its polymerization. The residual
monosaccharide was determined by the Lane and Eynon method. In the work, it was
verified that when decreasing the amount of monosaccharide present in the SH, there
was also a decrease in the percentage of residual sugar, however there were no
significant variations in the final mass of SH. Radish peroxidase (RAP) was immobilized
by physical adsorption on SH obtained at pH 7.0 and temperature of 30 ° C. The
highest immobilization efficiency was obtained with a loading of 3 mg HRP / g carrier.
The highest immobilization efficiency values 97.66% and 97.46% were obtained for GA
(glucose 1.0 g) and FA (fructose 1.0 g), respectively.

KEYWORDS: immobilization; peroxidase; hybrid support; monosaccharides.

11 INTRODUCAO

A imobilizagdo de enzimas surge como alternativa a utilizacdo das enzimas
livres, uma vez que é possivel a recuperacdo e reutilizacdo das mesmas. Os
materiais hibridos mesoporosos (organico e inorganico) tém sido bastante utilizados
como suportes no processo de imobilizagdo devido as caracteristicas atrativas que
possuem se comparadas aos seus componentes de partida. A sintese destes suportes
hibridos pode ser realizada através da funcionalizacdo pés-sintética (enxerto), a co-
condensacao ou na forma de organosilicas mesoporosas (Adam et al., 2012). O método
da co-condensacao utiliza moléculas orgénicas precursores, agentes modeladores
para a estrutura do material, sendo este método bastante utilizado para a obtencéo
de suportes hibridos de silicas mesoporosas. Os materiais hibridos gerados podem
ser utilizados como suporte na imobilizagdo de enzimas. O processo de imobilizagdo
pode realizar-se por diferentes técnicas, sendo os métodos de adsorcéao fisica e de
ligac&o covalente os mais utilizados. Segundo Singh e colaboradores os métodos por
adsorcéo fisica e ligacdo covalente podem reduzir ou evitar a lixiviagdo da enzima,
mas também permite que esta se ligue ao suporte organico ou inorganico através
de interacbes covalentes ou n&do covalentes, podendo ocasionar a diminuicdo da
flexibilidade estrutural da enzima e uma maior rigidez da mesma, reduzindo assim
a possibilidade de desnaturacédo (Singh et al., 2013). A peroxidase de raiz forte,
do inglés: horseradish peroxidase (HRP), apresenta diversificadas aplicacées na
industria, desde a descoloracdo de corantes sintéticos até o desenvolvimento de
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biossensores (Mohamed et al., 2013). Estas possibilidades de aplicagdo unidas a sua
elevada atividade, simplicidade na deteccao de produtos e relativa estabilidade leva a
desenvolver novos métodos ou suportes que aumentem a estabilidade desta enzima.
Diversos suportes inorganicos de silicas mesoporosas como, por exemplo, as silicas
SBA-15 e MCF ja foram utilizados para a imobilizacdo da HRP, com bons resultados
(Caoetal., 2013). AHRP possui um alto pre¢co no mercado, no entanto a peroxidase de
rabanete (RAP) (Raphanus sativus) possui estrutura semelhante a HRP podendo ser
utilizado como alternativa neste trabalho. Até o presente verificou-se que né&o existem
relatos na literatura quanto ao uso de suportes hibridos silica-monossacarideo na
imobilizagcdo de RAP possibilitando um novo estudo neste assunto. O objetivo deste
trabalho foi o desenvolvimento de novos materiais hibridos que apresentem em sua
composicéao silica e monossacarideo (glicose ou frutose), como potenciais suportes
para a imobilizac&o de peroxidase - RAP por adsorcéo fisica.

2 | MATERIAIS E METODOS

2.1 MATERIAIS

Peroxidase (RAP — 60,8 U/mg) foi fornecida pela Toyobo. Tetraetilortosilicato
(TEOS), acidocloridrico (HCI, 36%) foramadquiridos da Sigma-Aldrich. Hidrogenofosfato
de sbdio (Na,HPO,.2H,0), guaiacol, peroxido de hidrogénio (H,0,) 30 % (solugéo
aquosa), glicose (C,H,,0,) e frutose (C,H,,0,) da Vetec Quimica Fina Ltda. Tartarato
duplo de sbdio e potassio tetraidratado (KNaC,H,0O,-4H,0) da Proquimica Com.
Repres. Ltda. Hidroxido de s6dio (NaOH) da Merck. Sulfato de cobre penta hidratado
(CuS0O,.5H,0) da Synth — Labsynth produtos para laboratorio Ltda. Acido sulfarico
concentrado (H,SO,) QEEL — Quimica Especializada Erich Ltda. Acetato de zinco
(ZnC,H,O,) da Quimibras Industrias Quimicas S/A. Azul de metileno (C,;H,,N,SCI)
da Dindmica Quimica Contemporéanea Ltda. Todos os reagentes utilizados foram de
grau analitico de pureza. A caracterizagcdo dos suportes obtidos foi feita através da
espectroscopia no infravermelho acoplado a transformada de Fourier (FT-IR) modelo
Spectrum Two da Perkin Elmer, com detector LiTaO,.

2.2 Sintese de suportes hibridos de silica e monossacarideo

A obtencdo dos suportes hibridos foi realizada utilizando a metodologia das
silicas SBA-15 e MCF modificada (Chouyyok et al., 2009). Utilizamos a glicose e a
frutose como o aditivo orgénico (AO) e o tetraetilortosilicato (TEOS) como precursor
inorganico. Para o preparo dos suportes hibridos de silica SBA-15 modificado, foi
utilizado 0,5 ou 1,0 g do monossacarideo, em 30 mL de agua destilada e 585 mL de
acido cloridrico concentrado (HCI). Em seguida, 5 mL de TEOS foram adicionados a
solucdo. A solucao foi mantida sob agitacéo a temperatura ambiente até a completa
homogeneizacédo. A mistura foi colocada em um sistema reacional com banho de 6leo
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de silicone, acoplado a um condensador de refluxo e permaneceu a 80 °C durante 24
horas. A mistura obtida ao final do processo foi filtrada e lavada com agua destilada
até o pH neutro. O material sintetizado foi seco a temperatura ambiente por 24 horas
e armazenado. A quantidade de monossacarideo que nao reagiu foi determinada pelo
método Lane e Eynon, conforme Tavares et al. (2010), no qual utilizamos o fluido
oriundo da reacéo, obtido na filtracdo do solido obtido.

2.3 Imobilizacao da peroxidase por Adsorcao fisica (AF)

A RAP foi imobilizada por adsorcéo fisica (AF) em hibridos de silica SBA-15
modificada. Em um frasco de vidro de 10 mL foram adicionados 1,0 g de suporte seco
e 1,0 mL de tampéo fosfato (Na,HPO,.2H,0) 100 mM, pH 7,0, mantido sobre agitagéo.
O efeito do carregamento da enzima na faixa de 1 - 5 mg de enzima/g de suporte foi
avaliado para imobilizagdo da RAP nos suportes sintetizados. O sistema foi mantido
sob agitacao de 150 rpm por 3 horas a 30 °C, em seguida, foi armazenado a 4 °C em
condicéo estatica, durante 24 horas. Finalmente, o biocatalisador foi filtrado e lavado
com solucao tampao fosfato pH 7,0 para retirada de enzimas ndao adsorvidas até o
volume de 6,0 mL. O filtrado foi reservado para quantificacéo da atividade enzimatica.

2.4 Determinacao da atividade peroxidasica

A atividade enzimatica de RAP foi determinada conforme o método de utilizado
por Hirata et al. (1998) que € baseado na mudanca de absorvancia a 470 nm devido
a formacao do produto de oxidacao do guaiacol, o tetraguaiacol durante trés minutos
(e-tetraguaiacol: 26,6 mM™ cm™). O ensaio contém 2,75 mL de tampéao fosfato de
so6dio 100 mM (pH 7,0); 0,05 mL da solu¢do enzimatica, diluida quando necessario,
em tampéo pH 7,0; 0,1 mL de solugcéao de guaiacol 100 mM e 0,1 mL de peréxido de
hidrogénio (H,O,) 2,0 mM a 25 °C. Uma unidade de enzima (U) foi definida como a
qguantidade de enzima capaz de fornecer 1 umol de produto em 1 minuto a 25 °C em
pH 6,0. A eficiéncia de imobilizagdo (%) e o numero de unidades de enzima imobilizada
(U) foram determinados pela diferengca entre numero de unidades de atividade
peroxidasica oferecidas (Uo) e o numero de unidades de enzima remanescente no
filtrado (Uf), conforme a equacao abaixo:

Eficiéncia de imobilizagdo (%0) = (U — Us) x 100

U,

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na figura 1 se apresenta a possivel reacéo de obtencao do suporte hibrido TEOS
e monossacarideos.
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FIGURA 1. Reacéo de obten¢éo do suporte hibrido: A) Glicose como aditivo organico. B)
Frutose como aditivo orgénico.

Foram obtidos quatro suportes, utilizando glicose e frutose como precursor
organico, conforme pode ser observado na tabela 1, a seguir:

Monossacarideo Quantidade de precursor organico (g)
(precursor organico) 1,0 0,5

Glicose
OH

D-Glicose

Glicose
Suporte GA Suporte GB
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Frutose

O
HO OH
OH
OH OH
D-Frutose
Frutose 3

Suporte FA

Suporte FB

TABELA 1: Caracteristicas fisicas dos suportes sintetizados.

A caracterizacao dos suportes obtidos foi realizada através da espectroscopia do
infravermelho acoplado a transformada de Fourier (FT-IR), na figura 2.
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FIGURA 2. Espectros de infravermelho (FT-IR) dos materiais hibridos: A) Suporte FB (Frutose

0,5 g). B) Suporte GB (Glicose 0,5 g)

Em ambos os espectros da figura 2, suporte com frutose (FB) e suporte com
glicose (GB), observa-se bandas atribuidas aos grupamentos hidroxila, estiramento
(OH) em 3394,6 cm™ para o suporte com frutose e 3364,5 cm™ para o suporte com
glicose. Observam-se também deformacgdes axiais dos grupos CH (Csps- H) em torno
de 2900 cm™ e as correspondentes deformacdes angulares em 1216,8 cm™ e 1217,3
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cm’, respectivamente para o suporte com frutose e o suporte com glicose. Em ambos
0s espectros notamos a presenca da banda centrada em 1076,8 cm™ e 1063,2 cmr
', respectivamente para o suporte com frutose e o suporte com glicose, atribuida a
estiramentos das ligagdes Si-O-Si do grupo siloxano.

A quantificacdo do acucar residual presente no filtrado foi realizado através do
método Lane e Eynon, tabela 2.

Suporte AO % de Acucar redutor Massa de suporte obtida (g)
GA Glicose (1,0 g) 64,7 1,86
FA Frutose (1,0 g) 65,1 1,88
GB Glicose (0,5 g) 50,2 1,86
FB Frutose (0,5 g) 40,9 1,97

TABELA 2. Resultados obtidos na sintese dos suportes hibridos silica-monossacarideo.

Na tabela 2 pode se observar a relacdo da massa de suporte obtida com a
percentagem de monossacarideo residual. A quantidade de aditivo organico n&o
influencia na massa de suporte obtida, no entanto tem forte influencia na quantidade
de monossacarideo presente no suporte.

A RAP foi imobilizada por adsorcéo fisica (AF) nos suportes hibridos obtidos de
silicato-monossacarideo. O efeito do carregamento na imobilizacdo de RAP (1 —5 mg
de HRP/g de suporte) em suporte hibrido por AF é mostrado nas Figuras 3 e 4.
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FIGURA 3. Eficiéncia de imobilizacao no suporte GA e GB, respectivamente.
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Pode-se observar, na figura 3, que o carregamento de 3 mg de HRP/g de suporte
teve 0 maximo valor da eficiéncia de imobilizacdo (GA=97,66% e GB =97,34%). Houve
reducao da eficiéncia de imobilizacdo no carregamento de 5 mg de HRP/g de suporte,
devido provavelmente a saturagao no suporte durante o processo de adsorcao fisica.
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FIGURA 4. Eficiéncia de imobilizagao no suporte FA e FB, respectivamente.

A figura 4 demonstra que o método de imobilizagdo aplicado usando os suportes
sintetizados utilizando a frutose como aditivo organico, apresentou comportamento
diferente em relacdo ao outro suporte analisado. Houve aumento, relativamente
pequeno, da eficiéncia de imobilizacdo com o aumento no carregamento no intervalo
de 1 a3 mg de HRP/g de suporte, tendo o carregamento de 3 mg de HRP/g de suporte
o valor maximo (FA = 97,46% e FB = 97,37%).

41 CONSIDERACOES FINAIS

A quantidade de aditivo orgénico utilizado na sintese do suporte hibrido influéncia
diretamente na quantidade de monossacarideos presente no filtrado, contudo nao
influencia na quantidade de suporte obtida, desta forma, é possivel usar menores
guantidades de aditivos orgéanicos, a fim de evitar a producao de volumes maiores de
rejeitos. A eficiéncia de imobilizacdo da enzima HRP no suporte hibrido mostrou-se
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satisfatoria. Os valores de eficiéncia mostraram-se crescentes até o limite de saturagédo
do suporte. O carregamento de 3 mg de HRP/g suporte foi considerado ideal para
imobilizagao do suporte em estudo.
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