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Resumo

Enzimas imobilizadas em nanoparticulas magnéticas (NPMs) possuem ampla aplicabilidade
em processos cataliticos industriais, devido a vantagens como: aumento da produtividade e da
estabilidade operacional, facilidade de manuseio e separacdo, além da possibilidade de
reutilizacdo do biocatalizador. Entretanto, a imobilizacdo direta de enzimas na superficie
dessas particulas ndo é recomendada, em razdo de sua fraca dispersibilidade aquosa e alta
tendéncia a oxidagdo. 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 os 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 imobilizagdo, aléem 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
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material used makes it possible to improve the immobilization process, in addition to
increasing stability and catalytic efficiency.

Keywords: enzymatic immobilization, magnetic nanoparticles, coating.

1. 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 condicdes severas, como grandes intervalos de pH e
temperatura, e também pode preservar atividade enzimatica por de varios ciclos. A
imobilizacdo enzimatica € 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
sera empregado, visto que este ira influenciar na atividade enzimatica e na posterior
reutilizacdo desses biocatalizadores (TOMBACZ et al., 2015).

Uma das grandes questdes do processo de imobilizacdo enzimadtica ¢ a escolha do
suporte, o uso de um suporte adequado ¢ essencial para definir o tipo de imobilizagao a ser
realizado, uma vez que o material utilizado podera afetar significativamente as propriedades
da enzima imobilizada. Os suportes podem ser organicos ou inorganicos ¢ devem ser inertes,
estaveis, insoliveis no meio de reagdo e resistentes as forgas mecanicas (GENNARI et al.,
2020). O uso de suportes com nicleo magnético diminui a necessidade de centrifugacao, a
indesejavel diluicdo da amostra e perdas do suporte durante as lavagens, eventos que muitas
vezes complicam o uso de reatores de enzimas nao-magnéticas. As separacdes magnéticas sao
relativamente rapidas, faceis e requerem aparelhagem simples. Portanto, técnicas de separacao
magnética tém atualmente encontrado muitas aplicagdes em dareas diferentes das ciéncias
biologicas, 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 aplicagdes 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; absor¢do pelo corpo; e biodegradacdio em meio biologico,



ocasionando perda de suas propriedades originais (WU, HE e JIANG, 2008). Dessa forma,
proporcionar um recobrimento apropriado dessas particulas mostra-se como uma boa
alternativa para amenizar e/ou eliminar essas barreiras, ¢ proporcionar maior eficiéncia de
imobilizacdo 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 imobilizacdo, na estabilidade e na capacidade de

reutilizagdo da enzima imobilizada.

2. Desenvolvimento
2.1 Enzimas

Micro-organismos sdo fontes atrativas para obtencdo de enzimas de uso industrial,
pois apresentam grande disponibilidade, taxa de crescimento rapido e facil manipulacéo
genética, podendo ser cultivados em grandes quantidades sob condi¢es 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).
Aplicacdes de enzimas microbianas em induastrias alimenticias, farmacéuticas, téxteis, papel,
couro e outras sdo numerosas e crescem rapidamente em relagdo aos métodos 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 industria farmacéutica e de diagnostico, as aplicacdes enzimaticas estdo crescendo
rapidamente. AplicacGes 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 é a protease
fibrinolitica produzida por Mucor subtilissimus UCP1262 um promissor agente
antitrombotico (NASCIMENTO et al., 2016).

O uso de enzimas ou micro-organismos em preparacdes alimenticias € um processo
antigo. A biotecnologia de alimentos, considerada como aplicacbes de processos
biotecnologicos na producdo de alimentos, comegou 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, novas enzimas foram
desenvolvidas e novas &reas de aplicacdo ainda estdo sendo exploradas.

As enzimas sdo utilizadas em praticamente todos os segmentos da industria de
alimentos (panificacdo, laticineos, bebidas). Um exemplo disto séo as pectinases acidas que
podem ser usadas na extracdo, clarificacdo e remocdo de pectina dos sucos de frutas, a
maceracdo de vegetais para produzir pastas purés e vinificagdo. Quase todas as preparagdes
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 preparacao 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 macé, 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 indastria 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 la e
modificacdo de fibras sintéticas. As oxidorredutases incluem catalase, lacase, peroxidase e
ligninase, que estdo envolvidas no bio-branqueamento, na finalizacdo do branqueamento, na
descoloracdo do corante, no tecido e no acabamento da 1a (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).

2.2 Imobilizacdo de enzimas

A utilizacdo de enzimas em processos industriais requer o desenvolvimento de
técnicas que possibilitem a sua recuperacdo e reutilizagdo, visando tornar o processo
economicamente viavel, o que pode ser alcangcado a partir da utilizacdo de técnicas de
imobilizacdo. A imobiliza¢do enzimatica favorece a estabilidade da enzima uma vez que o
processo pode alterar suas propriedades estruturais, produzindo biocatalisadores com 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).

Imobilizagdo ¢ 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 e quimicas do transportador em uma formulacao
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 dependera
principalmente das caracteristicas fisico-quimicas da enzima e das condigdes de uso nas quais
a enzima imobilizada serd submetida, E igualmente importante avaliar o tempo e os custos
necessarios para se viabilizar o método de imobilizacdo escolhido, uma vez que tais
parametros 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 utilizagao
de enzimas imobilizadas em processos industriais. A imobilizagdo 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, ha
uma diminui¢cdo na atividade enzimatica do imobilizado em comparagdo a enzima livre, além

de custos adicionais referentes as etapas de imobilizagdo, como apresentado no Quadro 1.

Quadro 1. Vantagens e desvantagens de enzimas imobilizadas em processos industriais.

VANTAGENS DESVANTAGENS

= F4cil separacao do biocatalisador; * Menor atividade enzimatica em

. compara¢ao com a enzima nativa;
= Custos reduzidos de processamento parag ’

“downstream”; = Custos adicionais para transportadoras e

L1 . . imobilizacao;

= Uso multiplo de biocatalisador §0;
(reciclagem); = Taxas de reacdo mais baixas em

- : compara¢ao com enzimas nativas;
=  Melhor estabilidade, especialmente em parag ’

relagdo a solventes organicos e = Sujeito a incrustacado;

temperaturas mais altas; C . . -
P ’ » Eliminagdo de enzima imobilizada

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

4

= E possivel co-imobilizar com outras
enzimas.

Fonte: Basso e Serban (2019)



As técnicas de imobilizagdo de enzimas podem ser divididas em métodos quimicos e
fisicos (Figura 1). Os métodos quimicos envolvem a formagado de ligagdes covalentes obtidas
pela ligacdo de éter, tio-éter, amida ou carbamato entre a enzima e o suporte ou ainda através
de ligagdes 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 imobilizagdo
(ligacdes de hidrogénio, ligacdo por afinidade, for¢as de Van der Waals, interagdes
hidrofobicas e ligagdo idnica), ou ainda podem ser aprisionadas ou encapsuladas (FURLANI
et al., 2020). As interagdes enzima-suporte na imobilizacdo podem ser vistas na Figura 1.

O uso de nanoparticulas magnéticas como suporte solido 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 centrifugagdo. Além do que
nanomateriais apresentam uma alta relagdo superficie/volume facilitando assim a

transferéncia de massa (PEREIRA et al., 2015).

Figura 1. Classificagdo e representagao de diferentes técnicas de imobilizacdo de enzimas.

/
petodo il Aprisionamento
Fisico
IMOBILIZACAO Encapsulacao
ENZIMATICA

Método
Quimico
Ligacao Covalente

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

2.3 Imobilizacao enzimatica em Nanoparticulas magnéticas (NPMs)

Nanoparticulas magnéticas (NPMs) podem ser preparadas a partir de materiais de
magnetizacdo altamente saturados, tais como os metais de transi¢do Ferro, Cobalto, Niquel e
os o0xidos metalicos Fe;Oa, y-Fe,Os, de acordo com varios métodos diferentes. Metais puros,
como nanoparticulas de ferro, possuem a maior magnetizacdo, entretanto, também possuem

alta toxicidade e sdo propensos a oxida¢do. Oxidos de metal mais estdveis e biocompativeis,



como nanoparticulas sdo os de 6xido de ferro superparamagnético, sendo preferidos, apesar
de sua menor magnetizacdo (QUAN et al., 2020). NPMs a base de 6xido de ferro sdo mais
comumente utilizadas e podem ser sintetizadas a partir de uma variedade de métodos
quimicos como sintese por decomposicdo térmica, reacdes hidrotermais, microemulsdo e
coprecipitacdo (FRANCISQUINI, SCHOENMAKER e SOUZA, 2010).

NPMs possuem propriedades intrinsecas interessantes para aplicagdes biotecnoldgicas,
tais como: tamanho reduzido, area de superficie alta, resisténcia a altas temperaturas, altas
interagcdes enzimas-substrato e alta reatividade quimica atraindo a atengdo dos cientistas.
Além do que, devido a propriedade do superparamagnetismo € possivel a recuperagdo do
biocatalisador apenas por aplicagdo de um campo magnético ocasionando baixo estresse
mecanico as enzimas (HU et al., 2009; COSTA et al., 2016).

Embora as nanoparticulas magnéticas possuam alta biocompatibilidade, mesmo sem
modificagdo 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 nao uniforme do tamanho da particula e a fraca dispersibilidade aquosa,
visto que, comportamentos restritos de nanomateriais em diferentes solventes limitam suas
aplicacdes e, portanto, a modificacdo da superficie ¢ uma estratégia importante que ajusta as
propriedades dos nanomateriais para estender suas aplicagdes. A modificagdao 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, SiO;) com o intuito de produzir
particulas funcionalizadas (por exemplo, grupo amino) para imobilizacdo enzimatica (COSTA
et al, 2016). Segundo Liu et al. (2020), a funcionalizacdo da superficie das NPMs por
compostos organicos ¢ 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 aplicacdo “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 6xido ferromagnético,
classificado como magnetita, ¢ uma casca/concha que pode ser um polimero, biopolimero ou
biomolécula. As particulas modificadas por compostos orginicos ndo sd 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 utilizacdo no campo médico, pois permite a
formagdo varias ligacdes de reticulagdo, além de, formar uma camada de protecdo externa

inerte para proteger as nanoparticulas magnéticas internas (LIU et al., 2020).

Figura 2. Estrutura principal das nanoparticulas magnéticas modificadas por materiais
organicos

MATRIZ
nucleo-concha mosaico concha-nticleo concha-nticleo-concha

Fonte: Adaptado de Liu et al., 2020

2.4 Discussao

A metodologia utilizada para a realizacdo deste trabalho foi uma breve revisdo
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.

Apbs a preparacao das NPMs, algumas modificacdes devem ser realizadas para
protegé-las contra agregagdes, oxidagdao e/ou alteragdes das cargas superficiais, bem como,
melhorar a capacidade de imobilizagdo (DARWESH et al., 2019). A literatura traz varios
estudos relacionados as NPMs recobertas com diversos materiais. Os materiais organicos
possibilitam a preservacdo das caracteristicas magnéticas das nanoparticulas,
biocompatibilidade, biodegradabilidade, além de fornecer grupos funcionais reativos
(carboxila, amino, aldeido etc.) (LAURENT, et al. 2008). Exemplos desses materiais sao
moléculas pequenas e surfactantes, como acido oleico, 4cido 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 inorgdnicos também sdo biocompativeis e providenciam as nanoparticulas
estabilizacdo, funcionalizagdo e antioxidag¢do. Pode-se citar como exemplos a silica; metais e
ndo-metais (ouro, prata, carbono); e 6xidos metélicos e sulfetos (ZnO, CaO, Al2 O3, 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 imobilizagdo de

diferentes enzimas.

ANPMs Revestimento Enzima PCrR AR Referéncias

Organico / inorgéanico (%)
Fe;04  Quitosana Pectinase 10 70,02%  Nouri e Khodaiyan, 2020
Fe;0; °CMC NovoQ 3 >95%  Nietal, 2020
Fe;0, PCMC Lipase 10 83,9% Hongbo Suo et al., 2020
Fe;04 "CMD ADH o #6% Vasié et al., 2020
Fe;0;  "Poli(Catechol/TEPA) Lipase ok ok Tang et al., 2019
Fe;0q4 SCS-TPP Alcalase 10 60% Chen et al., 2018
Fe;O; Lectinas ConA Glicose oxidase 8 99% Yong et al., 2018
Fe;O;  Alginato/quitosana cloroperoxidase 25 25% Garcia-Embid et al., 2018
Fe;Os  Quitosana Lipase 20 83% Mendes et al., 2011
Fe;04 ''CT/PDA a-amilase 6 70% Manthiriyappan e Lee,
Fe;O4  Silica/epoxi Lipase 7 79% i(g;d et al., 2020
Fe;04 'PEG- triclorotriazina Pectinase 10 55% Kharazmi et al, 2020
Fe;04 'PEG- triclorotriazina Xilanase 9 50% Kharazmi et al., 2020
Fe;0, Alcool polivinilico Tripsina 8 56% Sahin e Ozmen, 2020
AuM  silica mesoporosa Celulase 9 58% Poorakbar et al., 2018
Fe;O4  Silica/naringina o-amilase 10 50% Defaei et al., 2018
Fe;0,  Silica/epoxi L-Asparaginase 10 65% Ulu et al,, 2018
Fe;0, ’'PAMAM a-glucosidase HAk HoAk Jiang et al., 2019
Fe;O4  Silica Lacase 6 75% Fortes et al., 2017
Fe;04 “PANI Protease 5 50% Neto et al., 2017
Fe;04 “PUU Lipase *ERE *RE Chiaradia et al., 2016
Fe;04 MPEIP Tripsina 21 >90% Monteil et al., 2014
Fe;O, Silica Glicose oxidase 12 90% Ashtari et al., 2012

ANPM:s - Nanoparticulas magnéticas
¥ CR - Numero de ciclos de reuso
€ AR (%) - Atividade residual apos os ciclos de reuso

PNPM-CMC-Nanoparticulas magnéticas de carboximetilcelulose

¥ CMD — Carboximetil dextrose
" Poli (Catecol/TEPA) - Catecol/tetraetileno pentamina
9 CS-TPP - Quitosana-+tripolifosfato de sodio

" CT/PDA —quitina e polidopamina

"PEG - Polietilenoglicol

'PAMAM - poliamidoamina

K PANI - polianilina

“ PUU - poli(ureia-uretano)

M PEIP - polietilenimina parcialmente fosfonada
**%* - Dados ndo apresentados
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2.4.1 Tipos de revestimentos utilizados em nanoparticulas magnéticas

2.4.1.1 Quitosana

A quitosana ¢ amplamente utilizada como suporte para a imobilizagdo enzimatica
devido as suas diferentes configuragdes geométricas, tais como pods, flocos, hidrogéis,
membranas, fibras e outros, ¢ a presenga 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 Fe;O, revestidas com quitosana para a
imobilizac¢do covalente de lipase de Candida rugosa. A lipase imobilizada apresentou melhor
estabilidade operacional a maiores faixas térmicas e de pH, permanecendo estavel apds 13
dias de armazenamento a 25 °C com atividade residual de 83% ap6s 20 ciclos.

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

Resultados que corroboram com os apresentados por Chen et al. (2018) quando
utilizaram particulas magnéticas Fe;O4 revestidas com quitosana e tripolifosfato de sodio
(Fe;04-CS-TPP) para imobilizagdao simultanea de alcalase e tripsina. Os NPMs de Fe;O4- CS-
TPP foram mais estaveis do que a enzima livre em temperaturas acima 40 °C. A atividade
residual do imobilizado foi preservada em 86% apos 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 imobilizagao de
diferentes enzimas.

Uma abordagem diferente foi utilizada por Manthiriyappan e Lee (2011) quando
utilizaram a quitina como matriz protetora e dispersiva para a preparagdo de particulas
magnéticas pelo processo de co-precipitagdo. 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 o-amilase demonstraram uma taxa de hidrdlise
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 temperatura. Além disso, a-amilase

imobilizada reteve mais de 70% de sua atividade original apos seis vezes de uso repetido.



Varias composi¢des de nanoparticulas de 6xido de ferro revestidas com polidopamina
e com uma concha polissacaridica obtidas através da combinag¢do 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 reagdo consecutivos (GARCIA-EMBID et al., 2018).

2.4.1.2 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 imobiliza¢do enzimatica.
A enzima lipase foi utilizada como modelo e sua atividade especifica imobilizada fo1 1,43
vezes maior do que a atividade da enzima livre. Segundo os autores os compdsitos
desenvolvidos podem ser utilizados como excelentes suportes para imobilizagdo de enzimas
para aplicagdes 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 separagao da enzima
imobilizada, reduzindo perdas durante o processo de separacao.

NPMs-CMC foram utilizadas para imobilizar a enzima pheniltransferase NovQ
aplicada para a produgao de vitamina K usando menadiona hidroquinol e dimetilalil difosfato
(DMAPP) como substratos. Foi observado que carboximetilcelulose (CMC) e Fe;04
formaram uma estrutura nucleo-concha com alta afinidade para a enzima imobilizada, sendo
um suporte promissor em bioprocesso de produgao de vitamina K (NI et al., 2020).

Carboximetil dextrana (CMD) foi covalentemente ligado a NPMs e a influéncia de
diferentes concentracdes nas caracteristicas de nanoparticulas magnéticas revestidas com
CMD (CMD- NPMs) foi estudada. Os CMD3- NPMs preparados foram usados como
transportadores para a imobilizagdo 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 funcionalizados e

usados na imobilizagdo de compostos bioativos, como o ADH (VASIC et al., 2020).

2.4.1.3 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
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hidrofilica, biocompativel e acessivel, caracteristicas que justificam seu uso na
funcionalizag¢do da superficie de nanoparticulas magnéticas.

A imobilizagdo 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 imobiliza¢do da enzima a-amilase em NPMs revestidas de
silica e funcionalizadas com naringina via interagdes i0nicas. Os resultados mostraram que as
condigOes ideais para imobilizagdo da a-amilase no nanocarreador sintetizado ocorreram em
pH 6,5 ¢ 55 °C.

Os experimentos de reutilizacdo revelaram manutengao de alta atividade da a-amilase
imobilizada mesmo apds 10 ciclos de reacdo. A estabilidade de armazenamento da enzima
imobilizada melhorou em comparag¢do com a enzima livre, mantendo 60% de sua atividade
inicial apds 6 semanas de armazenamento. As melhorias nas propriedades cataliticas da
enzima via imobilizacdo tornaram este nanobiocatalisador um bom candidato em aplicagdes

bioindustriais (DEFAEI et al., 2018).

2.4.1.4 Lectina

Nanoparticulas magnéticas foram revestidas com lectinas ConA (NPMConA) para
imobiliza¢dao 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) s3ao observados em comparagdo com aqueles sem ConA. Em
comparacao com as enzimas de difusao 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 operacao garantida pelo NPMs (YOUNG et al., 2018).

2.4.1.5 Catecol/poliamida (CPA)

Nanoparticulas magnéticas revestidas por um sistema bindrio Catecol/ tetraetileno
pentamina (CPA) barato e introduzindo bragos espacadores para ligagdo enzimitica foram
sintetizadas por Tang et al. (2019). Posteriormente, os autores utilizaram a imobilizagdo da
enzima lipase como modelo do processo de imobilizagdo. A lipase foi imobilizada na
superficie de tais materiais magnéticos funcionalizados com amino-epdxi através de troca
i0nica e fixagdo 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 tolerdncia melhorada de pH, temperatura e estabilidade de

armazenamento, bem como excelente capacidade de reutilizagdo.
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2.4.1.6 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 e DNA (LIMA, 2016).

A lacase, uma enzima oxidativa com inimeras aplicagdes 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 condi¢des ideais, a maior atividade de recuperacdo da lacase imobilizada
atingiu 36,3 U/L, e apresentou atividade residual acima de 75% apds 6 ciclos consecutivos de
reagdo. Além disto, a estabilidade térmica da lacase imobilizada foi melhorada em
comparacao a enzima livre.

Resultados semelhantes foram obtidos por Ashtari et al. (2012) na imobilizacao 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 pulmado humano e letalidade de salmoura. A ligacao 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 apods 12 usos repetidos. Melhorias consideraveis 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
mudancas de pH da solugao.

Ulu et al. (2018) avaliou a imobilizacao de L-Asparaginase em NPMs revestidas com
silicas e funcionalizadas por organossilano (epdxi). A L-Asparaginase imobilizada apresentou
maior atividade em valores elevados de pH e temperatura. Também manteve mais de 92% da
atividade inicial apds incubacdo a 55 °C por 3 h. Em rela¢do aos valores cinéticos, a L-
Asparaginase imobilizada apresentou maior V. € Ky menor em comparagdo a enzima
nativa. Além disso, apresentou excelente reutilizagdo por 12 ciclos sucessivos. Apds 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 nativa perdeu cerca de 68% e 84% de sua
atividade inicial, respectivamente. NPMs semelhantes foram utilizadas com sucesso na
imobilizacdo 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 apds nove horas. Nesta pesquisa, um novo nanossistema foi desenhado como um

suporte solido para a imobilizagdo da celulase, aumentando sua estabilidade térmica e
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facilitou seu armazenamento. Além disso, a enzima imobilizada pode ser aplicada em uma
faixa mais ampla de temperatura e pH em comparagdo com a enzima livre, com separagdo da

enzima de forma simples realizada por um ima externo.

2.4.1.7 Polietilenimina (PEIP)

A polietilenimina parcialmente fosfonada (PEIP) foi desenvolvida como um agente de
revestimento facilmente funcionalizavel para nanoparticulas de 6xido de ferro. A imobilizacao
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
obtencdo de um nanomaterial magnético altamente recicldvel projetado para andlises

protedmicas. Podendo servir para suporte de numerosas enzimas (MONTEIL et al., 2014).

2.4.1.8 Alcool polivinilico

Sahin e Ozmen (2020) avaliaram nanoparticulas magnéticas revestidas com alcool
polivinilico e ativadas com glutaraldeido para imobilizagao de tripsina. A enzima imobilizada
foi mais estavel do que a enzima livre a 40 °C e reteve 50% de sua atividade inicial, apos 12
dias a 4 °C. Apresentando atividade residual de 56% apos oito reutilizacdes sucessivas. O
desempenho da enzima imobilizada foi avaliado pela digestdao 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, ¢ possivel inferir que a imobilizagdo enzimatica
nas condigdes descritas pode ser um bioprocesso promissor para estudos de protedmica em

larga escala e aplicagdes praticas.

2.4.1.9 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
reutilizagdo. 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 apos 10 reciclagens e 125 dias de armazenamento
a 25 °C, respectivamente. Além disso, a reducdo da turbidez ocorreu em até 59% no suco de
abacaxi tratado com pectinase imobilizada, sugerindo aplicabilidade desse sistema nas
industrias 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
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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 incubagado a 50 °C a pH 4,5.

2.4.1.10 Polianilina (PANI)

A polianilina (PANI) representa uma classe de polimeros altamente promissores, em
fun¢do 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 Otimas para imobilizagdo enzimatica e a caracterizacdo da enzima
imobilizada mostrou um comportamento ligeiramente diferente em comparagdo com a enzima
livre. O processo de imobilizagdo 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 sdo suporte eficiente para imobilizagdo de protease

fangica (NETO et al., 2017).

2.4.1.11 Poli (uréia-uretano) (PUU)

Chiaradia et al. (2016) avaliaram a imobilizagdo de lipase produzida por Candida
antarctica, em nanoparticulas magnéticas de poli (ureia-uretano) (NPMs -PUU) em uma unica
etapa durante a polimerizagao em miniemulsao interfacial. Imagens de microscopia eletronica
de transmissdo mostraram a morfologia de nanoparticulas magnéticas sintetizadas
encapsuladas em nanoparticulas de poli (ureia-uretano) e imagens de microscopia de
fluorescéncia confirmaram a imobilizagdo 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
contetdos de acidos graxos livres medidos por titulacdo até pH 11 confirmando a eficiéncia

do processo de imobilizagao.

3. Considerac0es Finais

A imobilizagdo de enzimas em nanoparticulas magnéticas sem revestimento faz com
que elas estejam altamente susceptiveis a oxidagdo, diminuindo sua resposta ao campo
magnético. Como consequéncia, o suporte apresenta uma vida util 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.
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