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Introducao |

Peptideos sdo biomoléculas de grande diversidade
funcional e, portanto, de enorme interesse cientifico.
Quantidades apreciaveis desses compostos SO
podem ser conseguidas via sintese laboratorial. O
nosso grupo de pesquisa tem estudado alternativas
sintéticas ambientalmente amigaveis. A biocatalise
tem sido o nosso alvo principal e as proteases as
enzimas mais usadas™®. Tais biocatalisadores
apresentam propriedades ainda mais interessantes
guando imobilizadas em suportes insollveis.
Atualmente, devido a sua alta area superficial e facil
separagdo do meio reacional, as nanoparticulas
magnéticas figuram entre o0s materiais mais
indicados para tal funcgéo.

Os objetivos deste trabalho foram: 1) quantificar a
funcionalizacdo por glutaraldeido de uma
nanoparticula superparamagnética (NPSP)
aminada; 2) imobilizar a protease a-quimotripsina
(QT) na NPSP funcionalizada; 3) determinar o
contetido protéico e a atividade amidéasica da aQT-
NPSP; 4) determinar as condi¢cdes Otimas para a
sua estocagem; 5) estudar a possibilidade de sua
reutilizacdo; 6) investigar a sua aplicabilidade na
catélise da hidrolise do éster de Z-Ala-Phe-OMe.

Resultados e Discussao |

A sintese, funcionalizagdo da NPSP aminada e
imobilizacdo de oQT na NPSP funcionalizada se
basearam em protocolos ja descritos®. O rendimento
da funcionalizacdo por glutaraldeido foi de 20%. O
conteldo protéico da aQT-NPSP foi determinado
por hidrélise acida total e analise de aminoacidos do
hidrolisado (via HPLC de troca ibnica e deteccao
por amperometria pulsada), sendo ele 46,4 mg de
aQT/g de aQT-NPSP (23% de rendimento). As
medidas de atividade enziméatica frente ao substrato
cromogénico Bz-DL-Tyr-pNA confirmaram que a
imobilizagéo foi bem sucedida, pois a aQT-NPSP se
mostrou ativa. Em tempos iniciais de estocagem, a
oQT-NPSP armazenada em suspensdo em t.a.
(aQT-NPSP susp.) ou a 4°C apresentou atividade
60% maior do que a estocada na forma seca a 4°C
(Fig.1). A atividade da aQT-NPSP susp. frente a Bz-
DL-Tyr-pNA se manteve apés 10 ciclos de
utilizacéo, resultado comparavel aos da literatura. A
aQT- NPSP susp. foi capaz de catalisar a hidrélise
do éster de Z-Ala-Phe-OMe (reagcdo monitorada por
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Figura 1. Estocagem de aQT-NPSP [em suspenséo
4°C (a), em suspensdo em t.a. (b), seca a 4°C (c)] e
de aQT livre [em solu¢cdo em t.a. (d)].

HPLC de fase reversa e por espectrometria de
massas, Fig.2), podendo ser reutilizada por 4 ciclos
sem perda significativa de atividade (apenas 10%).
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Figura 2. Hidrélise do éster de Z-Ala-Phe-OMe
catalisada pela aQT-NPSP. *produto desejado.

Conclusodes

Um novo método de determinar a eficiéncia de
imobilizacdo enzimética foi estabelecido; a aQT-
NPSP estocada suspensa em tampdo em t.a. foi
mais estavel (ativa por mais de 150 dias) do que a
oQT livre estocada em solu¢éo em t.a (inativa apos
1 dia); ela se mostrou reutilizavel (por pelo menos
10 ciclos frente a Bz-DL-Tyr-pNA) e capaz de
catalisar seletiva e eficientemente a hidrélise do
éster de um dipeptideo (reutilizavel por pelo menos
4 ciclos).
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