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Introducao

Enzimas s&o catalisadores naturais que
apresentam grande eficiéncia e especificidade.
Entretanto o uso rotineiro desses biocatalisadores
em transformac¢Bes quimicas € severamente
limitado pelo alto custo e pela pouca estabilidade
das enzimas fora do meio biolégico. A imobilizagéo
de enzimas em matrizes inorganicas porosas
nanoestruturadas é uma alternativa que vem sendo
avaliada para suplantar as limitacbes destacadas
anteriormente '. Enzimas imobilizadas em matrizes

sblidas podem ser facilmente recuperadas,
diminuindo o custo efetivo do processo. A
imobilizacdo  pode, também, promover a

estabilizagdo da enzima e possibilitar o uso em
solventes orgénicos. A matriz usada como suporte,
por sua vez, deve evitar a agregacdo e a
desnaturacdo espontanea da enzima, néo interferir
nas propriedades e permitir o acesso do substrato
ao sitio ativo da enzima. Neste estudo, a enzima a-
guimiotripsina comercial (Aldrich), extraida de
pancreas bovino, foi imobilizada na silica
mesoporosa MCM-41, ndo modificada e pos-
funcionalizada com grupos -SOs;H, a fim de
averiguar o efeito da funcionalizagdo da silica na
interacdo com a enzima.

A quimiotripsina € uma enzima digestiva
proteolitica, que provoca a quebra de ligacBes
peptidicas que contenham aminoacidos como
tirosina, fenilalanina e triptofano. Esse tipo de
biocatalisador tem aplicagcbes na induastria
alimenticia e de producdo de intermediarios
farmacéuticos.

Resultados e Discussao

termogravimétrica (TGA) e por espectroscopia
vibracional no infravermelho (FTIR). Foram gerados
cerca de 0,82 mmol.g™ de grupo —SO3H na silica.

A imobilizacdo da a-quimiotripsina foi feita por
adsorcao fisica em solucdo aquosa tamponada (pH
7,2 — tampao fosfato) nas duas silicas citadas e a
quantidade de material adsorvido foi avaliada por
termogravimetria.

A insercdo e a avaliacdo do estado da enzima com
a matriz inorganica foi feita por espectroscopia
vibracional no infravermelho. Duas bandas sensiveis
aos processos de alteragbes conformacionais e
desnaturacdo da enzima foram avaliadas. Uma
banda na regido de 1600 — 1700 cm™, chamada de
Amida 1, atribuida ao estiramento de grupos
carbonilicos e uma na regido de 1530 - 1560 cm™,
chamada de Amida I, atribuida a deformacao
angular do grupo -NH. Nos espectros de FTIR
registrados nédo ha diferencas significativas entre
essas bandas na enzima livre e imobilizadas, o que
indica a retencdo da estrutura secundaria da
proteina no processo de imobilizagdo. Na MCM-41
funcionalizada com —-SOz;H as bandas da enzima
aparecem com intensidade maior que na MCM-41
nédo funcionalizada, o que indica que a modificagédo
superficial pode proporcionar uma melhor interagédo
enzima-suporte, estabilizando a proteina e
preservando seu arranjo estrutural. Tais resultados
mostraram que apesar da enzima ter dimensao
ligeiramente maior do que os poros da MCM-41, a
mesma teve seu tamanho ajustado a cavidade, o
que promoveu a manutencdo da atividade da
protease frente a hidrélise da azocaseina.

A MCM-41 foi sintetizada a partir de uma mistura Conclusdes

de tetraetiortossilicato (TEOS), NaOH, brometo de
cetiltrimetilaménio (CTAB) e agua nas seguintes
propor¢des molares 615 H,O : 0,32 NaOH : 0,125
CTAB : 1 TEOS. O sdlido formado foi calcinado a
550°C para eliminagdo da matéria organica e

A enzima a-quimiotripsina foi imobilizada, sem
degradacdo, nos poros da silica MCM-41, nédo
modificada e funcionalizada com grupos —SOsH,
conservando sua atividade.

formagao da estrutura porosa’. A MCM-41 foi obtida Agradecimentos

com grande ordenamento estrutural, evidenciado
pela difratometria de raios X. O tamanho dos poros
estimado por microscopia eletrénica de transmisséo
¢ de aproximadamente 30 A.

A pés-funcionalizacéo foi realizada pela reacéo da
MCM-41 com mercaptopropiltrimetoxi silano em
tolueno, e depois pela oxidacdo do grupo -SH a
acido sulfénico usando H,O, em meio acido. A
funcionalizacdo foi confirmada por andlise
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CNPq (processo 478954/2008 5) e Profa. Vera R. L.
Constantino, Laboratério de Soélidos Lamelares, 1Q-
USP e ao CESQ-POLI-USP.
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