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Ata da defesa de dissertagio da Mestranda Jackeline da Costa Maciel, realizada em 26 de
fevereiro de 2008, como requisito final para obtencdo do titulo de Mestre em Bioquimica e
Fisiologia da UFPE.

As 09:30 horas, do dia vinte e seis de fevereiro de 2008, foi aberto, na Sala de Aulas do
LIKA UFPE, o ato de defesa de dissertagio da mestranda Jackeline da Cesta Maciel aluna
do Curso de Mestrado em Bioquimica e Fisiologia/CCB/UFPE. Iniciando os trabalhos o
Prof Dr. Luiz Bezerra de Carvalho Junior fez a apresentacio da aluna, de sua
oitentadora Profa. Dra. Maria da Paz Carvalho da Silva, dos co-orientadores Professores
Doutores Glicia Maria Torres Calazans e José Albino Oliveira de Aguiar, bem como da
Banca Examinadora composta pelos professores doutores: Ele proprio, na qualidade de
Presidente, Maria Tereza dos Santos Correia e Maria Elizabeth Cavalcante Chaves, ambos
do Depto. de Bioquimica/UFPE. Apés as apresentacSes, o Prof Dr. Luiz Bezerra de
Carvalho Janior convidou a aluna para a apresentagiio de sua dissertagio intitulada:
- “Sintese ¢ Caracterizaciieo de Particulas de Levana-Magnetita e sua Utilizacio como
Matriz para Imobilizacio de Tripsina”, e informou que de acordo com o Regimento
" Inteno do Curso, a candidata dispde de até 50 (cingiienta) minutos para apresentacdo do
trabalho e o tempo de argiiiio para cada examinador, juntamente com o tempo gasto pela
aluna para responder s perguntas serd de 30 (irinta) minutos. A aluna procedeu a
explanagio e comentarios acerca do tema em 35 (frinta e cinco) minutos. Apos a
apresentaciio da mestranda, o Sr. Presidente convidou a Banca Examinadora para ocupar
seus lugares e passou a palavra a primeira examinadora, Profa. Dra. Mana Tereza dos
Santos Correia que agradeceu o convite, fez alguns comentérios e sugestdes, e iniciou sua
argiiigdo. Ao final, a referida professora den-se por satisfeita. Logo apos, o Sr. Presidente
passou a palavra para a Profa. Dra. Mana Ehzabeth Cavalcante Chaves, que agradeceu o
convite, fez alguns comentarios e sugestdes, miciando sua argiiicio. Ao final, a referida
professora deu-se por satisfeita. Em seguida, o Sr. Presidente usou da palavra para
agradeceu o convite, fez alguns comentérios e sugestdes, e miciou sua argiigdo. Ao final, o
referido professor deu-se por satisfeito. Finalmente, a sessfo foi suspensa para proceder ao
julgamento pela Banca Examinadora, a qual permaneceu no local. Apds alguns
comentarios, a Banca decidiu, por unanimidade, conceder a mengdo “Aprovada com
Distin¢fio”. Nada mais havendo a tratar, lavrei a presente ata que vai assinada por mim,
Secretario, e demais membros da Banca Examnadora. Recife, 26 de fevereiro de 2008.
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“Voce pode ter defeitos, viver ansioso e ficar irritado algumas vezes, mas nio se
esqueca de que sua vida € a maior empresa do mundo. E vocé pode evitar que ela vd a
faléncia. H4 muitas pessoas que precisam, admiram e torcem por vocé. Gostaria que vocé
sempre se lembrasse de que ser feliz ndo € ter um céu sem tempestade, caminhos sem
acidentes, trabalhos sem fadigas, relacionamentos sem desilusdes. Ser feliz € encontrar
forca no perddao, esperanca nas batalhas, seguranca no palco do medo, amor nos
desencontros. Ser feliz ndo € apenas valorizar o sorriso, mas refletir sobre a tristeza. Nao é
apenas comemorar o sucesso, mas aprender licdes nos fracassos. Nao € apenas ter jubilo
nos aplausos, mas encontrar alegria no anonimato. Ser feliz € reconhecer que vale a pena
viver, apesar de todos os desafios, incompreensdes e periodos de crise. Ser feliz € deixar de
ser vitima dos problemas e se tornar um autor da prépria histéria. E atravessar desertos fora
de si, mas ser capaz de encontrar um odsis no recondito da sua alma. E agradecer a Deus a
cada manhi pelo milagre da vida. Ser feliz é ndo ter medo dos préprios sentimentos. E
saber falar de si mesmo. E ter coragem para ouvir um "ndo". E ter seguranga para receber
uma critica, mesmo que injusta. Ser feliz € deixar viver a crianga livre, alegre e simples
que mora dentro de cada um de nés. E ter maturidade para falar "eu errei”. E ter ousadia
para dizer "me perdoe". E ter sensibilidade para expressar "eu preciso de vocé". E ter
capacidade de dizer "eu te amo". E ter humildade da receptividade. Desejo que a vida se
torne um canteiro de oportunidades para voce ser feliz... E, quando vocé errar o caminho,
recomece. Pois assim vocé descobrird que ser feliz ndo € ter uma vida perfeita. Mas usar as
lagrimas para irrigar a tolerancia. Usar as perdas para refinar a paciéncia. Usar as falhas
para lapidar o prazer. Usar os obstdculos para abrir as janelas da inteligéncia. Jamais desista
de si mesmo. Jamais desista das pessoas que vocé ama. Jamais desista de ser feliz, pois a
vida é um obsticulo imperdivel, ainda que se apresentem dezenas de fatores a

demonstrarem o contrario. Pedras no Caminho? Guardo todas, um dia vou construir um

castelo...”

Fernando Pessoa
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RESUMO

O polissacarideo levana foi utilizado como revestimento de particulas de magnetita,
as quais foram obtidas pelo método de co-precipitagdo de uma solucdo contendo ions de
Fe(Il) e Fe(Ill) em meio aquoso alcalino. As particulas de levana-magnetita foram
caracterizadas por microscopia eletronica de varredura (MEV), magnetometria, difragdo de
Raios-X (DRX) e espectroscopia na regido do infravermelho (IV). As particulas de
magnetita, ndo-revestidas e revestidas, foram ambas heterogéneas na forma sendo as
particulas revestidas de tamanhos maiores. As particulas revestidas exibiram uma
magnetizacdo dez vezes menor comparada aquelas ndo-revestidas provavelmente devido a
camada de revestimento. O difratograma de raios X mostrou que a magnetita € a fase
dominante nas particulas revestidas e a espectroscopia no infravermelho mostrou bandas de
absorcdo caracteristicas do polissacarideo levana e da magnetita presentes nas particulas
com revestimento (O-H, C-O-C, e Fe-0O). As particulas de levana-magnetita foram
ativadas com periodato de sédio e utilizadas como matriz para imobilizacdo da enzima
proteolitica tripsina. A quantidade de proteina imobilizada foi de 79,66 % e sua atividade
especifica variou com a quantidade de enzima imobilizada. A tripsina imobilizada foi
reutilizada dez vezes seguidas e apresentou uma atividade especifica média igual a 17,41 +
0,53 mU/mg correspondendo a 84,43 + 5,42 % da atividade especifica inicial. Apds
estocagem por 30 dias a 4 °C e 25 °C, a tripsina imobilizada mostrou uma perda de 40,69
% e 41,47 % da atividade inicial, respectivamente. Em relacdo ao tempo de prateleira, uma
perda de 70,56 % da atividade inicial foi observada depois de estocada por 21 dias e
reutilizada cinco vezes durante este periodo. Ela mostrou significantemente uma maior
estabilidade em condi¢des de aumento da temperatura (40°C e 50°C) quando comparada a
enzima soldvel. A faixa de pH para atividade 6tima da tripsina imobilizada foi de 8,5-9,0 e
para tripsina soluvel foi de 8,0-9,0. A tripsina imobilizada apresentou um K,, aparente
(0,257 £ 0,04 mM) aproximadamente 2 vezes menor que aquele encontrado para a enzima
solivel (0,528 + 0,26 mM). As particulas de magnetita revestidas mostraram boa
capacidade para serem usadas como matriz para imobilizacdo de enzimas, em especial sua
capacidade para reten¢do de proteina, reuso e estabilidade térmica.

Palavras chaves: levana, polissacarideo, magnetita, enzima, tripsina.
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ABSTRACT

Levan polysaccharide was used to coat magnetite particles obtained by co-
precipitation process from a solution contain Fe(Il) and Fe(IIl) ions in alkaline aqueous
medium. The levan-coated magnetite particles were characterized by scanning electron
microscopy (SEM), magnetization measurements, X-ray diffractometry (XRD) and infrared
spectroscopy (IR). The uncoated and levan-coated magnetite particles were heterogeneous
both in shape and particles-coated presented bigger sizes as compared to that uncoated in
accord obtained SEM images. The particles-coated exhibited a magnetization ten fold lower
as compared to uncoated probably due to coating layer. XRD of diffractogram showed that
magnetite is the dominant phase in the particles-coated and infared spectroscopy showed
characteristics absorption bands from levan polysaccharide and magnetite present in the
particles-coated (O-H, C-O-C, and Fe-O bond). Levan-coated magnetite particles were
activated by sodium periodate method and utilized as matrix for immobilization of the
proteolytic enzyme trypsin. The levan-coated magnetite particles were activated by sodium
periodate method. These activated magnetic particles were utilized as matrix for
immobilization of the proteolytic enzyme trypsin. The amount of protein immobilized was
of 79.66 % and its specific activity varied depending on the immobilized enzyme. The
immobilized trypsin was reused for ten times and presented a mean specific activity equal
to 17.41 + 0.53 mU/mg corresponding to 84.43 + 5.42 % of the initial specific activity.
After 30 days of storage at 4 °C and 25 °C, immobilized trypsin showed a loss of 40.69 %
and 41.47 % of the initial activity, respectively. In relation to shelf life, a loss of 70.56 % of
the initial activity was observed after stored for 21 days and reused five times during this
period. It showed significantly higher stability in conditions of increased temperature (40°C
and 50°C) as compared to soluble enzyme. The pH range for optimal activity of
immobilized trypsin was of 8.5-9.0 and for soluble trypsin was of 8.0-9.0. Using a
substrate of low molecular weight, the immobilized trypsin presented an apparent K,
(0.257 £ 0.04 mM) approximately 2 fold lower than that found for the soluble enzyme
(0.528 £ 0.26 mM). The levan-coated magnetite particles showed good capacity for are
used as matrix for immobilization of enzymes, in special their capacity for protein
retention, reused and thermal stability.

Keywords: levan, polysacharide, magnetite, enzyme, trypsin.
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1. REVISAO DA LITERATURA

1.1. Introducao ao magnetismo e aos materiais magnéticos

O magnetismo surge por causa do movimento de cargas elétricas. Existem duas
origens atOmicas possiveis para o magnetismo — o movimento orbital dos elétrons em torno
do nucleo e o spin dos elétrons (movimento intrinseco ou angular dos elétrons). Um dtomo
que tem um momento magnético' provocado pelo spin ou pelo movimento orbital, ou por

ambos, designa-se por a&tomo magnético [1] (Figura 1).

Movimento orbital

Figura 1. Movimentos do elétron.

Todas as substancias, solidas, liquidas ou gasosas, mostram alguma caracteristica
magnética. Dessa forma, o magnetismo é uma propriedade bésica de qualquer material. Ele
pode aparecer de diversas formas; e os materiais, classificados pela maneira como estes
respondem a um campo magnético aplicado, de acordo com sua susceptibilidade
magnética’. A susceptibilidade, assim como a permeabilidade’ sdo pardmetros importantes

que descrevem o comportamento magnético dos materiais [2].

"Momento magnético: também denominado momento de dipolo magnético ou momento eletromagnético, consiste na geragio de
um campo magnético por um corpo, o qual aumenta com a forca dos pélos e com a distancia entre eles.

“Susceptibilidade magnética: consiste na susceptibilidade de um material 2 magnetizacio. A intensidade da magnetizagdo induzida
a um ponto qualquer em um corpo € proporcional a for¢a do campo aplicado. Ela é uma caracteristica intrinseca de cada material e

sua identidade estd relacionada com a estrutura atdmica e molecular.

*Permeabilidade: é o grau de magnetiza¢io de um material em resposta a um campo magnético.
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A maioria dos materiais exibe magnetismo reduzido, e somente quando estdo na
presenca de um campo magnético externo é que se pode classificd-los quanto aos tipos de
interacdo e alinhamento entre os seus momentos de dipolo magnético. Os materiais
diamagnéticos, paramagnéticos e antiferromagnéticos nao possuem magnetizacdo
espontanea, ao contrario dos ferromagnéticos e ferrimagnéticos que possuem magnetizagao
espontinea abaixo da temperatura de Curie* [2].

O Diamagnetismo (Figura 2a) consiste numa resposta magnética fraca na qual a
magnetizacdo induzida pelo campo magnético € oposta a direcio desse campo. A
susceptibilidade é negativa e normalmente da ordem de 10°. A origem deste magnetismo
reside na alteracdo do movimento orbital dos elétrons que tendem a produzir um outro campo
que se opde ao campo indutor. Nestas substancias, 0 campo exterior ndo tem efeito sobre o
spin dos elétrons. Isto sucede porque os dtomos destes materiais t€ém um ndmero par de
elétrons e os campos magnéticos devidos ao spin compensam-se dois a dois. O diamagnetismo
¢ um fendmeno comum a todas as substancias, embora ndo possa ser normalmente observado
devido a outras formas de magnetismo mais intensas que a ele se sobrepdem [3.,4].

No Paramagnetismo (Figura 2b), a susceptibilidade € positiva, mas fraca. A ordem de
grandeza de susceptibilidade varia entre 10* e 10°. Nos materiais paramagnéticos, os
orbitais estdo incompletos e os momentos dos spins resultantes podem ser alinhados
ligeiramente de modo a produzir uma magnetizagdo induzida paralela ao campo aplicado.
Devido a agitagdo térmica, o alinhamento dos momentos magnéticos ¢ funcdo da
temperatura, razao porque o paramagnetismo depende (inversamente) da temperatura a que
a substincia se encontra [4].

O Antiferromagnetismo (Figura 2¢) ¢ um magnetismo fraco semelhante ao
paramagnetismo no sentido de exibir uma pequena susceptibilidade positiva. Nestes
minerais, estabelece-se um arranjo antiparalelo em que os spins “positivos” e “negativos”

se anulam mutuamente [4].

“Temperatura de Curie: foi descoberta por Pierre Curie (1859 - 1906) quando efetuava estudos sobre o estado cristalino. Um ima,
quando aquecido, perde as suas propriedades magnéticas pois o calor provoca um desarranjo na disposi¢do das suas particulas.
Como conseqiiéncia, acima de uma determinada temperatura os condutores perdem suas propriedades magnéticas. Essa temperatura
critica T. para a qual a magnetizagdo espontanea desaparece, isto €, ocorre a transi¢do entre "ordem" e "desordem”, é chamada
Temperatura de Curie. Ela é constante para cada substancia.
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No Ferromagnetismo (Figura 2d), que ocorre em algumas substancias com
organizacdo cristalina, os spins desemparelhados (nos orbitais de cada dtomo) estdo
alinhados paralelamente uns aos outros, como resultado de uma forte interacao positiva,
que atua entre os dtomos vizinhos. A susceptibilidade destes materiais é cerca de 10° vezes
maior que a dos diamagnéticos e paramagnéticos. Devido a agitacdo térmica, o
ferromagnetismo também decresce com a temperatura, desaparecendo a chamada temperatura
de Curie. As substancias ferromagnéticas incluem o ferro, o cobalto e o niquel, que raramente
ocorrem sob forma natural [4].

Os materiais Ferrimagnéticos (Figura 2e) apresentam forgas entre os atomos
adjacentes que forcam os momentos atdomicos a se alinharem de modo antiparalelo, porém

0s momentos ndo sdo iguais. Este tipo de material apresenta uma forte resposta a campos

magnéticos externos, como € o caso da magnetita e do 6xido de ferro [5].

(a) Diamagnetismo Nao ha ordem em longo prazo; alinhamento oposto ao campo.

(b) Paramagnetismo Né&o ha ordem em longo prazo; alinhamento com campo.

(c) Antiferromagnetismo & & & & &

Momentos antiparalelos.

(d) Ferromagnetismo & $ & $ &

Momentos alinhados.

(e) Ferrimagnetismo $ é $ é $

Momentos desiguais e antiparalelos.

Figura 2. Diferentes tipos de comportamento magnético. As setas na figura representam o spin do dtomo (ou
molécula). Reproduzido a partir de Harris, 2002.
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1.2. Superparamagnetismo

A primeira suposicdo da teoria superparamagnética € considerar que os momentos
magnéticos atdmicos no interior de uma particula se movam coerentemente, isto &, que o
momento magnético total possa ser representado por um tnico vetor cldssico de magnitude
u = uxN, onde u, € 0 momento magnético atdbmico e N € o nimero de &tomos magnéticos
na particula [6].

Cada particula tem um tempo de relaxacdo caracteristico, que € essencialmente o
tempo médio para reverter o momento magnético de um estado de equilibrio até outro. O
tempo de relaxagdo 7 é determinado por uma freqiiéncia de tentativas de saltos (da ordem
de 10" Hz), e por um fator de Boltzmann, exp[— E/kgT], onde kz € a constante de
Boltzmann, 7 € a temperatura, e E € a barreira efetiva de energia que separa os dois estados
de equilibrio. A barreira de energia é dada pelo produto do volume da particula V pela
densidade de energia de anisotropia’ K, da particula. Se kg7 >> E (altas temperaturas ou
pequenos volumes), 7 tende a ser muito menor que o tempo caracteristico de uma medida, e
a particula se encontra no estado superparamagnético (Figura 3). Por outro lado, se kzT <<
E, T pode ser muito maior que qualquer tempo de observagdo, e a magnetizacio da particula
permanece bloqueada no mesmo minimo local de energia, e portanto a particula € dita
bloqueada. Desse modo, diz-se que uma particula € superparamagnética a uma dada
temperatura se o seu tempo caracteristico, ou tempo de relaxag@o, for menor que o tempo

necessdrio para realizar a medida (z,,) [6].

R

0 n

Figura 3. Barreira de energia que o momento magnético deve ultrapassar para sofrer reversdo. K,V é a

barreira de potencial de altura e 8 é o dngulo entre o vetor momento magnético e o eixo de facil magnetizacao.
Fonte: Knobel, 2000.

SAnisotropia: caracteristica de uma substincia em que certa propriedade fisica varia com a dire¢io. Costuma-se designar qual a
propriedade em que existe a anisotropia, por exemplo, anisotropia elétrica, ptica, magnética. Em relag@o a anisotropia magnética,
no caso mais simples, € essencialmente a preferéncia que as amostras apresentam por se magnetizarem numa determinada dire¢éo.
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Se, por outro lado, 7 for maior que 7,, a particula se encontra no chamado estado
bloqueado®. E importante destacar que se uma particula é superparamagnética ou ndo vai
depender do tempo necessdrio para realizar as medidas [6].

O volume critico para o superparamagnetismo ¢ diretamente proporcional a
temperatura. Para altas temperaturas ou pequenissimas particulas, o tempo caracteristico t
da relaxagdo térmica resulta ser muito menor que qualquer tempo utilizado para realizar as
medidas, e, portanto o momento magnético fica pulando de um vale para outro muitas
vezes durante uma medida, e o sistema estd no chamado estado superparamagnético. Por
outro lado, quando a temperatura € suficientemente baixa, ou as particulas sdo um pouco
maiores, a escala temporal 7 se torna muito grande, muito maior que qualquer tempo de
observacdo, e, portanto o momento magnético permanece parado em um vale durante a
medida, e o sistema estd no chamado estado bloqueado. O critério para caracterizacdo do
superparamagnetismo é: auséncia de histerese’ acima da sua temperatura de bloqueio® (7)
e M(magnetizac¢do)’ vs. T deve sobrepor M vs. H/T, onde H se refere ao campo magnético.
Como nos outros materiais magnéticos, o comportamento de magnetizacdo das
nanoparticulas superparamagnéticas pode ser influenciado por fatores anisotropicos [6].

Particulas finas superparamagnéticas podem ser encontradas em diversos sistemas
artificiais, tais como sélidos granulares, compdsitos metal-isolante, compostos hibridos,
ferrofluidos congelados, e até mesmo muitos sistemas biologicos e geolégicos, como solos,
pedras, sangue [6]. A propriedade superparamagnética dessas particulas, por exemplo, é
muito importante do ponto de vista pritico porque essas particulas podem ser transportadas,
posicionadas e controladas em determinadas partes dos vasos sanguineos ou 6rgiaos com a

ajuda de um campo magnético externo [7].

*Estado bloqueado: ou seja, existe claramente uma transicio entre um comportamento estivel (bloqueado) e um comportamento
superparamagnético, onde o0 momento magnético gira quase que aleatoriamente em diversas direcdes espaciais.

"Histerese: é a tendéncia de um material ou sistema conservar suas propriedades na auséncia de um estimulo que as gerou. Histerese
magnética: quando o campo magnético aplicado em um material for aumentado até a saturacdo e em seguida for diminuido, a
densidade de fluxo nio diminui tdo rapidamente quanto o campo H. Dessa forma quando H chega a zero, ainda existe uma densidade
de fluxo remanescente.

8Temperatura de bloqueio: é a temperatura abaixo da qual as flutuacdes térmicas da magnetizagio se estabilizam.

*Magnetizaciio: pode ser definida como a soma de todos os momentos magnéticos elementares divididos pelo volume que ocupa.
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1.3. Particulas magnéticas

As particulas magnéticas estdo sendo usadas em um nimero crescente de aplicacdes
médicas. As importantes propriedades dessas particulas, para tais aplicacdes, sdo a ndo-
toxicidade, a biocompatibilidade, a injetabilidade e o alto nivel de acumulag@o no tecido ou
orgdo. Dentre todas as propriedades mencionadas acima, a mais importante € a ndo-
toxicidade [8]. De acordo com Hiéfeli e Pauer [17], dependendo do tamanho e dos
materiais usados para preparar as microparticulas magnéticas, diferentes respostas de
toxicidade s@o esperadas.

Os 6xidos de ferro sdo os principais constituintes das particulas magnéticas devido
as suas propriedades fundamentais como estados de oxida¢do multivalentes e abundante
polimorfismo [9]; embora metais como cobalto e niquel sejam utilizados em outras dreas de
aplicacdo [8]. As nanoparticulas de magnetita (FeO.Fe,Os ou Fe;O4, Figura 4) ocupam
uma posi¢do singular no campo de materiais magnéticos por possuir propriedades fisico-
quimicas especiais, por exemplo, ela exibe muitos fendmenos interessantes: baixa
coercividade'® (material ferrimagnético) [9], ordenamento de cargas (charge ordering),

valéncia mista e transi¢do metal-isolante conhecida como transicdo de Verwey [10].

W,
Y
h
A\

H—o—

W,
W,

Figura 4. Estrutura molecular da magnetita em meio aquoso.

"Coercividade: capacidade de um elemento em resistir a reorientagio de suas particulas.
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Por sua biocompatibilidade, a magnetita, incluindo outras formas de nanoparticulas
de o6xido de ferro, tem sido ressaltada para aplicacdes biomédicas [11,12]. Para tais
propostas, nanoparticulas de magnetita tém sido estabilizadas por dextrana desde 1978 por
Syusaburo e Masalatsu [13]. O tamanho das particulas usualmente se refere ao didmetro
total destas incluindo o nucleo de ferro e o revestimento [14]. Particulas com tamanhos
maiores e/ou agregados de particulas pequenas podem ser aprisionadas, causando embolia
dentro dos capilares pulmonares [15]. Em nanoparticulas com didmetro menor que 100 nm,

7z

o revestimento é provavelmente o fator mais importante e determina muita das
propriedades das particulas [7]. O tamanho da particula é um fator importante no
desempenho destas e uma reducdo neste tamanho assegura uma maior magnetizacdo
quando aplicado um campo magnético externo [16].

No caso de microparticulas magnéticas com didmetro préximo de 10 um, a particula
tem uma maior influencia sobre reacdes nos tecidos. As microparticulas grandes também
podem irritar fisicamente ao redor do tecido ou ainda causar embolia em pequenos vasos
sanguineos e capilares, efeitos os quais devem ser levados em consideracio para aplicagdes
especificas [17].

As particulas magnéticas sdo, em geral, formadas por um material bioldgico

(proteinas, dcidos nucléicos, células, etc.) conectado a um nicleo magnético por meio de

um revestimento polimérico inorganico ou orgénico (Figura 5) [18].

Figura 5. Representacdo esquemdtica de uma nanoparticula magnética constituida pelo nicleo (material
magnético) e pelo revestimento (polimero ou surfactante). Fonte: www.ipfdd.de/Hybrid-Nanomaterials.193.0.html.
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Os carreadores magnéticos sintetizados com materiais inorganicos apresentam alta
resisténcia mecanica, estabilidade térmica, resisténcia a solventes e ao ataque microbiano,
facil sintese e excelente tempo de prateleira (tempo de vida util); no entanto, eles t€ém
grupos funcionais limitados. Por outro lado, a produgdo de tais carreadores utilizando
polimeros organicos produz uma variedade de grupos funcionais de superficie que podem
ser modificados para aplicacdes especificas [19].

Uma forma de minimizar os efeitos toxicos e aumentar o tempo de liberacdo
(permanéncia) dessas particulas magnéticas no corpo € a sua encapsulacdo em polimeros
biodegraddveis. Um polimero biocompativel comumente usado € o poli(L-4cido lactico-co-
acido glicolico), PLGA [20]. A pesquisa e a andlise de efeitos em materiais magnéticos
nanoestruturados tem permitido a melhoria do estudo das propriedades magnéticas da
magnetita [21] e o maior interesse nesses materiais € determinado pelas possibilidades para
diferentes aplicagdes em eletronica (gravacdo magnética) e medicina (meios de contraste
para imagem de ressondncia magnética ou agentes terapéuticos para o tratamento do
cancer, etc.). Cada aplicagdo requer materiais com diferentes propriedades — térmica,
quimica, estabilidade coloidal, caracteristicas magnéticas, forma e tamanho da particula, ou

nao-toxicidade [22].

1.4. Ferrofluidos

Os ferrofluidos (liquidos/fluidos magnéticos) sdo particulas superparamagnéticas,
de cerca de 10 nm, dispersas em um liquido, geralmente, um solvente organico ou 4gua.
Essas nanoparticulas superparamagnéticas sao revestidas com tensoativos (ou surfactantes)
para impedir sua aglomeracdo devido ao efeito das forcas magnéticas e de van der Waals
[23-25]. A agitacdo térmica mantém as particulas suspensas e a separacdo entre elas é
conservada pelas forcas de repulsdo eletrostitica ou quimica. A suspensdo das
nanoparticulas superparamagnéticas deve ser estdvel no tempo, inclusive, quando
submetida a for¢as magnéticas [24,25].

Para muitas das aplicacdes in vivo, as nanoparticulas magnéticas sdo geralmente
usadas na forma de fluidos magnéticos. A biocompatibilidade desses fluidos é determinada
pelo material que forma o niicleo e o revestimento [3]. A maioria dos fluidos magnéticos
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utilizados possui como nicleo a magnetita [4] e como revestimentos (surfactantes e

polimeros) citam-se o citrato, o 4cido poliaspéartico e a dextrana [26].

1.5. Aplicacoes de particulas magnéticas na area biomédica e biotecnoldgica

Em biomedicina, o revestimento polimérico confere estabilidade as particulas
magnéticas, em meio fisioldgico, fornecendo ndo-toxicidade por evitar a ligacdo do ferro a
componentes biologicos e permite também a modificacio quimica deste para ligar
componentes biologicamente ativos. Nao somente as caracteristicas da superficie, mas
primariamente o tamanho das particulas, sdo fatores cruciais que determinam o sucesso das
particulas in vivo [27].

Em biotecnologia, essas particulas magnéticas tém encontrado aplicacdes em
diagnésticos médicos como pesquisa genética [28] e tecnologias baseadas em separacdo
magnética de células, proteinas, DNA/RNA, bactérias, virus e outras biomoléculas [29],
como adsorventes de bioafinidade, tratamento de dgua poluida via adsorcdo eletrostdtica,

suportes para imobiliza¢do ou adsor¢ao de enzimas e proteinas [30-34].

1.5.1. Imagem por Ressoniancia Magnética (IRM)

A Imagem por Ressonancia Magnética € baseada em sinal de Ressonancia
Magnética Nuclear de prétons através do efeito combinado de um forte campo magnético
estatico By até 2 T, em aparelhos clinicos atuais, e um campo de radiofreqii€éncia transverso
(5-100 MHz) [35]. Apds a radiofreqiiéncia, o vetor de magnetizacio liquida € mais uma
vez influenciado pelo By e leva ao realinhamento com ele, ao longo do eixo longitudinal,
como protons tentando retornar ao estado de equilibrio. Este fendmeno de relaxag¢do pode
ser dividido em dois diferentes processos: relaxacdo longitudinal' (é o retorno da
magnetizacdo longitudinal em alinhamento com By e € denominado T;) e relaxagdo

transversa'? (€ o desaparecimento da magnetizagdo transversa e € denominado T»).

"Relaxacdo longitudinal: ou processo de spin-rede, envolve a transferéncia de energia do niicleo que estd no estado de maior
energia (“excitado”) para as moléculas mais proximas que estdo vibrando nas freqii€ncias apropriadas.

?Relaxacdio transversa: ou relaxagio spin-spin, envolve transferéncia de energia de um nicleo para outro, tendo como resultado o
espalhamento (defasagem), que causa perda de sinal e alargamento do sinal de absor¢ao.

09



Revisdo 2 Literatura Hackeline 2a Coota Maciel

Para correlacionar o sinal a sua origem espacial, pelo menos um dos dois campos (By
ou radiofreqiiéncia) tem que variar. Os dados de relaxagdo sdo coletados por um
computador que amplia para dar amplitudes de sinais de Ressoniancia Magnética Nuclear e
permite reconstruir as imagens tridimensionais. Devido a suas diferentes relaxagcdes T; e To,
os tecidos podem ser diferenciados, mas em muitas situagdes clinicas, essas diferencas
intrinsecas sdo pequenas e meios de contraste exdgenos siao utilizados para uma melhor
delineacgdo dos tecidos [36].

As particulas magnéticas encurtam os tempos de relaxacao (T; e T,); agindo, desse
modo, como agentes de contraste negativo e escurecendo a imagem de Ressonancia
Magnética [37-40]. Esses agentes de contraste podem ser administrados por diferentes vias
(aérea, oral, intersticial ou intravenosa) [41]. Em comparacdo aos fons paramagnéticos,
particulas de 6xido de ferro superparamagnéticas tém relaxitividades molares maiores
[42,43]. Os ferrofluidos, usados como contrastes para IRM, sdo formados por magnetita e
estabilizados mais comumente por um polissacarideo (dextrana, por exemplo). O didmetro

médio desses agentes varia de 10 nm a 1 um [37-40].

1.5.2. Magnetohipertermia

A hipertermia € uma abordagem promissora para a terapia do cancer [12]. Ela
consiste no aumento de temperatura em uma regido do corpo que esteja afetada por uma
neoplasia, com o objetivo de causar a lise das células cancerosas. Seu funcionamento se
baseia no fato de que a temperatura de 41°— 42°C tem o efeito de destruir diretamente as
células tumorais, uma vez que estas sa30 menos resistentes a aumentos bruscos de
temperatura do que as células normais circunvizinhas [48]. No entanto, um dos maiores
problemas para sua aplicagdo € a dificuldade em aquecer o local da regido do tumor, com a
temperatura desejada, sem danos ao tecido normal.

Sistemas hipertérmicos convencionais sdo utilizados para aquecer o tecido em torno
de 42,5°C a 44,0°C [41]. Esse aumento de temperatura requerido pela hipertermia pode ser
atingido, entre outros métodos [44], pelo uso de nanoparticulas magnéticas. Quando
submetidas a acdo de um campo magnético externo de freqiiéncia alternada, as

nanoparticulas magnéticas sdo aquecidas [44].
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O uso de nanoparticulas magnéticas (monodominios magnéticos) € preferivel as
microparticulas (multidominios magnéticos) porque as nanoparticulas magnéticas
respondem mais eficientemente a campos externos de freqii€ncia alternada e absorvem
destes mais energia [44] (Figura 6). Ito et al. [8] observaram que o tamanho da particula é
um fator critico na velocidade de absorcdo de energia, que € devido ao seu comportamento

superparamagnético.

D> D, D <D,

/

D.~ 10 nm

Multidominio Monodominio

Figura 6. Relacdo entre o didmetro da particula e o vetor magnetizacdo. D.: didmetro a partir do qual a
particula serd multidominio; M e m: vetor magnetizagao. Fonte: http://www.if.ufrgs.br/~magusmao/FIP10604/rafael.pdf.

No processo de magnetohipertermia (ou magnetotermocitélise), as nanoparticulas
magnéticas biocompativeis sdo associadas a anticorpos monoclonais especificos para
proteinas da membrana de células tumorais. Apds absor¢do pelas células cancerigenas, as
nanoparticulas magnéticas sao submetidas a um campo magnético externo de freqiiéncia
alternada, o que resulta na elevagdo local da temperatura e subseqiiente lise da célula
tumoral. Alternativamente, as nanoparticulas magnéticas podem ser atraidas e retidas na
regido do tumor pelo uso de gradientes de campo magnético externo ou ainda serem
injetadas diretamente no tumor. Qualquer que seja a forma de conduc@o das nanoparticulas
magnéticas ao tumor, € vidvel a localizacdo do aquecimento ao tecido tumoral,
minimizando danos aos tecidos normais circunvizinhos, o que faz da magnetohipertermia

uma técnica promissora para tratamento de canceres diversos (Figura 7) [44].
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Figura 7. Ilustracdo esquemdtica do uso de particulas magnéticas na terapéutica. As nanoparticulas
magnéticas se acumulam nos tecidos tumorais via sistema de libera¢do controlada de drogas. Elas também
podem ser usadas para o diagndstico do cancer por Imagem de Ressonancia Magnética (IRM) e podem ser
utilizadas na terapéutica do cancer por meio da inducido do calor (Hipertermia). Sensor de IM: Sensor de
Imagem Magnética. Fonte: Ito et al., 2005.

1.5.3. Separacao magnética

As técnicas de separagdo magnética possibilitam a separagdo de compostos alvo
biologicamente ativos e células de uma variedade de materiais (extratos brutos, meios de
cultivo, sangue, fluidos corporais, amostras ambientais, etc.) [45,46].

Adsorventes de afinidade tém sido usados para a separagdo de proteinas (enzimas,
anticorpos, antigenos, receptores, etc.), dcidos nucléicos (DNA, RNA, etc.), compostos
biologicamente ativos de baixo peso molecular (drogas) e xenobidticos (corantes soliveis
em dgua, metais pesados, radionuclideos, etc.) [45]. O uso de colunas cromatogréficas
convencionais pode consumir muito tempo e € neste campo que o uso de adsorventes
magnéticos ou magnetizdveis ganha importancia. Neste procedimento, o adsorvente
magnético € adicionado a uma solug@o ou suspensdo com o analito alvo. Este se liga ao
adsorvente magnético e o complexo € recolhido da suspensdo por meio de um sensor

magnético apropriado. O analito € eluido do adsorvente e analisado (Figura 8) [46].
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Figura 8. Separacdo magnética de DNA. 1. Homogeneizacdo do material. 2. Ligacdo de dcidos nucléicos as
particulas magnéticas e separacdo. 3. Lavagem dos dcidos nucléicos capturados com tampao. 4. Lavagem com

etanol 70% para remoc¢do de contaminantes. 5. Elui¢do dos dcidos nucléicos das particulas magnéticas. Fonte:
http://www.agencourt.com/products/spri_reagents/chloropure/.

1.5.4. Carreador de farmacos

O transporte direcionado (guiado) de substincias biologicamente ativas a 6rgaos
alvo permite criar uma concentragdo terapéutica 0tima da droga no local desejado, ao
mesmo tempo em que diminui a dose administrada [47], podendo evitar os efeitos
colaterais e reagdes por corpo estranho.

A tecnologia de liberacdo controlada caracteriza o sistema capaz de prover algum
controle terapéutico, seja de natureza temporal, espacial ou ambos. Os sistemas de
liberacdo de droga (drug delivery systems) oferecem indmeras vantagens quando
comparados a outros de dosagem convencional, tais como: maior eficdcia terapéutica,
liberagcdo progressiva e controlada do farmaco, diminui¢do significativa da toxicidade e
maior tempo de permanéncia na circulagdo, diminuicdo do nimero de doses devido a
liberacdo progressiva e possibilidade de direcionamento a alvos especificos sdo alguns
exemplos [48].

Muitos sistemas nanoparticulados estdo sendo usados atualmente e, entre eles, os
baseados nas nanoparticulas magnéticas assumem um papel importante devido a
propriedade de serem conduzidas e retidas em uma regido especifica do corpo por meio de

gradiente de campo magnético externo. Com o objetivo de aumentar a especificidade, o
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conjugado nanoparticula magnética-droga pode ser associado com uma outra molécula
capaz de reconhecer e se ligar especificamente ao sitio alvo. Tais moléculas podem ser

anticorpos, proteinas, lectinas, hormodnios, entre outros [44].

1.5.5. Imobilizacao de enzimas

A susceptibilidade das enzimas a acdo de fatores externos e as dificuldades de
regeneracao catalitica limitam a aplicagdo das mesmas em larga escala. Alguns métodos de
estabiliza¢do sdo comumente empregados para preservar a atividade da enzima, incluindo
técnicas de imobilizacdo fisica e/ou quimica, que abrem possibilidades para aplicacdes
industriais. Entre estes, a ligacdo covalente de enzimas em matrizes insoliveis em dgua € o
método mais atrativo para estabilizacdo, reuso e recuperacdo de enzimas [49-52]. As
enzimas imobilizadas podem substituir as enzimas nativas em varios processos, resultando
em reacdes mais rdpidas, menor contaminac¢do da amostra e melhorando o interfaciamento
para procedimentos modernos, como espectrometria de massa [53].

Imobilizagdo é um termo geral utilizado para descrever a retengdo de um catalisador
biologicamente ativo dentro de um sistema reator ou analitico. O biocatalisador (uma unica
enzima, uma mistura de enzimas ou enzimas contidas dentro de uma célula viva) esta
confinado dentro ou sobre a matriz. A imobilizacdo proporciona um complexo insolivel em
um meio especializado dentro do qual fluidos podem passar facilmente, transformando
substrato em produto numa reacdo enzimdtica controlada e facilitando a remog¢do do
catalisador e produto [54]. A imobiliza¢do depende do tipo de suporte, método de ativagdo
e procedimento de ligacdo [55,56]. A escolha da matriz (propriedades quimicas e
magnéticas, tamanho da particula e distribui¢do, porosidade) é um fator chave que
influencia na qualidade da imobilizagdo e na conquista das aplicagdes finais [57]. Matrizes
(suportes) convencionais podem ser magnetizadas pelo tratamento com materiais
magnéticos sem qualquer perda de atividade da ligacdo subseqiiente. Uma variedade de
materiais magnéticos tem sido usada para produzir particulas magnéticas [30,33,58-60]. A
imobiliza¢do de enzimas e componentes bioldgicos tem grande importancia devido a sua
ampla variedade de aplicagdes nas industrias de alimento e farmacéutica e também suas
aplicacdes biomédicas [61-64].
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1.6. Estabilizacao de particulas magnéticas

A modificagdo da superficie por moléculas orginicas tem diferentes objetivos, entre
eles, estabilizar as particulas magnéticas em uma suspensao bioldégica com um pH em torno
de 7,4 e uma alta concentragdo de sal, prover grupos funcionais a superficie para favorecer
a derivacdo e finalmente evitar a captacdo (uptake) imediata pelo sistema reticuloendotelial
(SER) [65]. A camada de polimero garante a estabilidade das particulas magnéticas em
meio fisiolégico (Figura 9), porque prover ndo-toxicidade por evitar a ligacdo do ferro a
componentes do sangue e possibilitar a modificacdo quimica para ligacdo de componentes
biologicamente ativos. Nao somente as caracteristicas de superficie, mas primariamente o
tamanho da particula, sdo fatores cruciais que determinam o sucesso das particulas in vivo.
Seus tamanhos devem ser suficientemente uniformes para proporcionar uma probabilidade
igual de captura para todas as particulas magnéticas a um conteido constante de

biomoléculas [27].

O\P
olimero
o/

Figura 9. Estabilizacdo da superficie da magnetita. Ligacdo entre a magnetita e o revestimento polimérico.
Reproduzido a partir de Harris, 2002.

Para aplica¢des magnéticas in vivo, por exemplo, liberacdo de droga e detoxicagdo
do sangue, os carreadores magnéticos devem ter um tamanho entre 200 nm e 3 um e altas
magnetizagdes para permitir que estes sejam guiados dentro dos vasos sanguineos por meio
de campos magnéticos externos. A faixa de tamanho especifica € necessdria para evitar a
rapida captacdo pelo SRE (Sistema Reticulo Endotelial) bem como oclusdes capilares [66].
Particulas magnéticas com tamanhos ainda menores (5-20 nm) apresentam um maior
momento magnético [67], sendo por isso mais fortemente atraidas por um campo

magnético externo.
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A presenca de uma camada, constituida de diferentes tipos de polimeros contribui
para o aumento da dispersdo, da estabilidade quimica, da biocompatibilidade e, sobretudo,
aumenta as possibilidades de funcionalizacdo das superficies [68]. Essas nanoparticulas
magnéticas sao geralmente usadas na forma de fluidos magnéticos. Sendo a
biocompatibilidade desses fluidos determinada pelo material que forma o nicleo e o
revestimento. A maioria deles € constituida por magnetita (Fe;O,). Vdrios revestimentos
(surfactantes e polimeros) como citrato, dcido poliaspartico, dextrana t€m sido testados para
biocompatibilidade. A dextrana tem sido usada principalmente por causa de sua

biocompatibilidade [69].

1.7. Levana: polifrutosideo

Os polissacarideos de origem microbiana, chamados biopolimeros, apresentam
algumas vantagens para sua obten¢do em relacdo as outras gomas", tais como: ndo
dependéncia das condi¢bes climdticas, possibilidade de utilizacdo de matérias-primas
regionais, maior rapidez na obtencdo do produto acabado e necessidade de menor espago
fisico das instalacdes fabris. Além disso, os polissacarideos de origem microbiana
apresentam maior uniformidade em suas propriedades fisico-quimicas, devido a
especificidade do microrganismo utilizado e a possibilidade de um rigido controle dos
parametros de fermentagcdo, como pH, temperatura, taxa de aeracdo, velocidade de agitagdo,
tempo de fermentacdo e composi¢cdo do meio de cultura. Os exopolissacarideos como a
xantana, dextrana, gelana e dcido hialurdnico, por exemplo, sdo utilizados em diferentes
aplicagdes na industria farmacéutica, alimenticia e cosmética. Apesar de todos estes
apresentarem propriedades funcionais atrativas, a pesquisa por novos polissacarideos
bacterianos continua a ser realizada. Destes a levana (B-D-frutana) tem-se destacado como
uma boa fonte de frutose [70]; embora ndo possa ser definida como uma goma

convencional, ja que ndo forma géis altamente viscosos em baixas concentragdes.

BGomas ou hidrocoléides: correspondem a uma classe de polissacarideos cuja caracteristica mais importante, sob o ponto de vista
tecnoldgico, € sua capacidade de determinar ou modificar a estrutura de um alimento.

16



Revisdo 2 Literatura Gackeline 30 Costa Mlaciel

Dois tipos de polimeros de frutose sdo encontrados na natureza: inulina e levana. A
inulina € um polissacarideo linear, constituida por residuos de D-frutose unidos por
ligacdes P(2—1) e encontrada em muitas plantas. A levana (Figura 10) é um
polissacarideo extracelular, constituida por residuos de D-frutose unidos por ligacdes B(2—
6) podendo apresentar pontos de ramificacio B(2—1) e ser produzida por diversas espécies
de plantas e de bactérias [71]. Estes polimeros ainda podem ser produzidos por sintese
quimica [72].

A levana é formada através de reacdes de transfrutosilacdo (catalisada pela
levanassacarase) e € constituida, basicamente, de unidades de frutose ligadas em B(2— 6).
Pode ser sintetizada por varios grupos de bactérias, entre elas a Zymomonas mobilis, em um
meio fermentativo a base de sacarose, extrato de levedura e sais minerais. Segundo Swings
e Deley (1977) [73], a levana é produzida a partir da sacarose e ndo da glicose, frutose ou
misturas de ambas.

Segundo alguns autores [74—76], inulinas e levanas possuem uma unidade glicose
terminal. No entanto, outros autores afirmam que levanas de origem vegetal t€m uma
glicose terminal, enquanto que as de origem bacteriana possuem unicamente unidades de

frutose [77-81].
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Figura 10. Estrutura quimica da levana. Fonte: Barros, 2002.
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As levanas podem ser produzidas por diversas espécies de plantas e de bactérias,
onde a distribui¢dao do peso molecular e do grau de ramificacdo depende da fonte produtora
deste biopolimero. Aquelas produzidas por vegetais apresentam baixo peso molecular e
poucas ramificagdes; enquanto as produzidas por sintese microbiana ou enzimética exibem
peso molecular elevado, da ordem de 2,5 x 10° daltons, e podem conter numerosas
ramificagdes [82,83].

As levanas sdo um dos poucos polimeros naturais em que o carboidrato existe na
forma de furanose. Esta caracteristica estrutural tem um importante papel na conformacao
final das moléculas em solucdo [84]. Além disso, a maior flexibilidade do anel de furanose,
em comparagdo com o relativamente rigido anel de piranose da maioria dos polissacarideos
de reserva, confere uma flexibilidade adicional a molécula de frutana inteira. As moléculas
de levana sdo flexiveis e tendem a girar para esquerda, enquanto que a tor¢do da inulina é
para direita [85].

A composi¢do e propriedades da levana dependem grandemente das condi¢des do
meio de cultura [86]. As propriedades gerais das levanas assemelham-se aquelas das
dextranas. As levanas sdo levorotatérias, amorfas ou microcristalinas, de solubilidade
variada em dgua fria, muito solivel em dgua quente e insolivel em dlcool etilico absoluto.
As levanas s3o geralmente mais soluveis do que a inulina, a qual é quase insoluvel (<
0,5%) em 4gua a temperatura ambiente [87]. A elevada solubilidade das levanas pode ser
uma caracteristica da ligacdo B(2— 6) comparada a ligagdo B(2— 1). A ramificacdo deve
ser apenas um fator secunddrio. As levanas sao ndo-redutoras, nao-hidrolisadas por
invertase de levedura e amilase, mas s@o muito susceptiveis a hidrélise por dcidos. Elas nao
sdo coradas por iodo, mas cloreto de hidrogénio confere uma cor purpura que distingue a
levana de outros polissacarideos que ndo contém frutose [88]. O peso molecular e a
viscosidade das levanas variam de acordo com a fonte produtora [89].

Certas propriedades bioldgicas da levana, tais como desenvolvimento de infec¢do e
necrose [77], inibi¢do e estimulacido do tumor [90,91], e aumento da permeabilidade celular
para um agente citotéxico [92] tém atraido atencdo. Esses efeitos sdo parcialmente
causados pela supressio da resposta inflamatéria normal. Somente levana com M, > 10’

promove infec¢do; o efeito € perdido quando o polimero degrada [77].
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A hidrdlise 4cida parcial de levana produz uma série de oligossacarideos e levulanas
(levanas degradadas) [77]. Levanas nativas de pesos moleculares elevados sdo
sorologicamente ativas e estimulam a formacdo de anticorpos; aquelas hidrolisadas ou
purificadas ndo sdo antigénicas [93,94]. A levana é eliminada do corpo lentamente e ndo é
toxica [95].

O Departamento de Bioquimica da UFPE em colaboragdo com o Laboratério de
Processos Fermentativos do Departamento de Antibiticos também da UFPE vem
desenvolvendo alguns projetos com este polissacarideo e os resultados sdo promissores e
podem ajudar a compreender melhor o comportamento deste biopolimero ao interagir com
componentes biologicamente ativos como proteinas, enzimas e drogas, por exemplo.
Dentre estes trabalhos, citam-se a utilizacio de levana como suporte carreador de
gentamicina, cujo objetivo era diminuir os efeitos de oto e nefrotoxicidade causados pelo
antibidtico [82], a utilizacdo como suporte para imobiliza¢do covalente de tripsina [96] e

para purificagdo por afinidade de lectinas [97].
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2. JUSTIFICATIVA

Com base em todas as possibilidades de aplicagdes das particulas magnéticas, em
especial as nanoparticulas, o trabalho teve como objetivo produzir particulas magnéticas
formadas por um nuicleo de magnetita utilizando o polissacarideo levana como
revestimento. A magnetita foi escolhida como meio magnético devido a suas propriedades
fisico-quimicas especiais e também pelas propriedades peculiares que apresenta quando
atinge um tamanho dentro da escala nanométrica; além de sua estabilidade quimica e
biocompatibilidade. A levana foi escolhida por apresentar propriedades gerais semelhantes
aquelas da dextrana, tendo em vista toda a gama de aplicacdes deste polissacarideo de
glicose. A levana, no entanto, € constituida por residuos de frutose os quais conferem maior
flexibilidade a sua estrutura. Além de possuir uma estrutura relativamente mais flexivel,
apresenta propriedades bioldgicas importantes, tais como efeito anticarcinogénico e
imunomodulador. O presente estudo teve como objetivo sintetizar as novas particulas
magnéticas e realizar uma avaliacdo fisico-quimica do material utilizando diferentes
técnicas para que fosse possivel obter um conhecimento da estrutura e do comportamento
das particulas sintetizadas. Esse conhecimento permite o uso dessas particulas de forma
mais eficiente e direcionada. Dentre as possibilidades de aplicagdes para tais particulas,
inclusive na drea biomédica, as particulas de magnetita revestidas por levana foram
utilizadas como suporte (ou matriz) para imobiliza¢do de tripsina, por ser uma enzima de
propriedades e aplicacOes bastante conhecidas seria interessante estudar seu
comportamento e comparar com trabalhos existentes na literatura especializada. Os

resultados obtidos podem servir de base para trabalhos futuros.
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Objetivos Hackeline 3a Coota DMaciel

4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo Geral

* Produzir e caracterizar particulas magnéticas de magnetita revestidas pelo

polissacarideo levana e utilizd-las como matriz para imobilizacdo de tripsina.

4.2. Objetivos Especificos

* Produzir particulas de levana-magnetita pelo método de co-precipitaciao alcalina

de sais de ferro (II) e (III);

* Caracterizar as particulas magnéticas por:

* Difracdo de Raios-X (DRX);
* Microscopia eletronica de varredura (MEV);
* Espectroscopia de absor¢ao na regido do infravermelho (IV);

* Magnetometria;

* Funcionalizacdo do polissacarideo levana por oxidacdo com metaperiodato de

sOdio para formar grupos carbonil para ligar os grupos amino da tripsina;

* Imobilizacdo de tripsina nas particulas magnéticas.

* Caracterizacdo da tripsina imobilizada:
* Temperatura 6tima;
* Estabilidade térmica;
* pH 6timo;
* K,, aparente (Constante de Michaelis-Menten);

* Reuso.
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Preparation and characterization of levan-coated magnetite particles
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Abstract

Levan polysaccharide was used to coat magnetite particles obtained by co-
precipitation process from a solution contain Fe(Il) and Fe(IIl) ions in alkaline aqueous
medium. The levan-coated magnetite particles were characterized by scanning electron
microscopy (SEM), magnetization measurements, X-ray diffractometry (XRD) and infrared
spectroscopy (IR). The uncoated and levan-coated magnetite particles were heterogeneous
both in shape and particles-coated presented bigger sizes as compared to that uncoated in
accord obtained SEM images. The particles-coated exhibited a magnetization ten fold lower
as compared to uncoated probably due to coating layer. XRD of diffractogram showed that
magnetite is the dominant phase in the particles-coated and infared spectroscopy showed
characteristics absorption bands from levan polysaccharide and magnetite present in the
particles-coated (O-H, C-O-C, and Fe-O bond). Levan-coated magnetite particles were
activated by sodium periodate method and utilized as matrix for immobilization of the
proteolytic enzyme trypsin. This immobilized enzyme was reused for ten times and
presented a mean specific activity equal to 84 % of the initial specific activity. The
produced magnetic particles showed good capacity for are used as matrix for

immobilization of enzymes, in special its capacity for reused.

Keywords: levan; magnetite; magnetic particles; trypsin.
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1. Introduction

Magnetic carrier technology has found its applications as bioaffinity adsorbents for
selective recovery from liquors containing other suspended solids, wastewater treatment via
electrostatic adsorption, magnetic supports for immobilized or adsorbed enzymes and
proteins, and for use in the preparation of immunological assays [1]. In virtually all cases,
the magnetic properties of these particles play an important role in the effectiveness of the
application and affect the behavior of the particles and ferrofluids in applied fields [2].

In biomedicine, the polymer shell ensures stability of magnetic particles in
physiological medium providing nontoxicity by avoiding leakage of iron and enables
chemical modification for attachment of biologically active compounds. [3]. These
magnetic particles are generally of core-shell type: biological species are connected to the
magnetic core through an organic or polymeric shell. The shells are either biocompatible in
general (such as dextran, xylan, chitosan, PEG, etc), or possessing active groups which can
be conjugated to biomolecules such as proteins and enzymes [4].

Magnetic carriers can be manufactured using inorganic materials or polymers.
However, magnetic carriers are most commonly manufactured from polymers, since they
have a variety of surface functional groups which can be tailored to specific applications
[5]. The utilization of polysaccharides presents advantages due to a large number of
derivatizable groups, a wide range of molecular weights, low toxicity, biodegradability and
high stability [6]. As the core of the supports, magnetic materials such as maghemite and

magnetite are employed [7].
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The purpose of this study was coat magnetite particles using levan polysaccharide.
Here, we present in detail the preparation and characterization of coated magnetite

particles. These magnetic particles were utilized to immobilization of a proteolytic enzyme.

2. Materials and Methods
2.1. Materials

Levan from Zymomonas mobilis strain ZAG-12 (Molecular Weight, M,, = 300
KDa) was precipitated by addition of ethanol to 70% (v/v) at low temperature according to

Calazans et al. [8]. All other reagents were of analytical grade.

2.2. Methods
2.2.1. Preparation of levan-coated magnetite particles

An aqueous mixture contain 5 mL of 1.1 M FeCl; .6H,O and 5 mL of 0.6 M FeCl,
4H,0 was added to 50 mL of 2.0 % w/v levan (prepared in distilled water) next of addition
ammonium hydroxide to a final pH 11. The mixture was heated at 85 + 3 °C for 30 min
with vigorous stirring. The magnetic particles were thoroughly washed with distilled water
until pH neutral. The material was dried and kept at room temperature. The procedure was
realized in accord Carneiro Ledo et al. [9], except by modifications in the incubation time

(30 min) and temperature (85 °C).

2.2.2. Size and morphology
The particle size and morphology of the samples were determined by scanning electronic

microscopy (SEM), JEOL Model JSN - 5900.
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2.2.3. Magnetization measurements
Magnetization measurements were obtained at 293 K (20°C) and 313 K (40°C) in
magnetic fields from 0 to 50 KOe (5.0 T) using a superconducting quantum interference

device (SQUID) magnetometer (Quantum Design Model MPMS-5).

2.2.4. X-ray analysis

The structural properties of magnetic particles were characterized by X-ray powder
diffraction, which was carried out in an X-ray diffractometer Siemens DS5000.
Representative powder samples were analyzed in the range 10°<26<90° by using CuKa

radiation (A = 1.5406 A), in steps of 0.02°, and with a counting time of 1.0 s per step.

2.2.5. Functional groups

Fourier transform infrared (FTIR) spectrum from the KBr pellet method in the range
of 4000-400 cm™ with particles-coated was recorded in a BRUKER instrument model IFS
66. Two milligrams of uncoated magnetite, levan-coated magnetite and levan
polysaccharide were mixed with 200 mg KBr and discs were pressed at 490 atm. Typically,

100 scans were recorded with a 4 cm™ resolution.

3. Results and discussion
3.1. Preparation, size and morphology of the magnetic particles

The co-precipitation process to obtain levan-coated magnetite was carried out in an
alkaline aqueous medium and the final product obtained from this process was dense, black

and magnetic. These magnetic particles exhibited a magnetization in the presence of a
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magnetic field 0.6 T. In relation to size and morphology, SEM images, shown in Fig. 1,
reveal a heterogeneous morphology and without porosity for both uncoated and coated
magnetite particles. However, coated magnetite presented size variation larger than
uncoated magnetite, beyond presents bigger particles than that. The preparated magnetic
particles can be considered as microparticles with sizes between 20-60 um for uncoated
magnetite and 100-200 um for coated magnetite approximately. The coating produced
changes in the size particle and in accord Silva et al. [11] these results suggesting that
polymeric coating involved more than one particle, consisting of multi-core/shell structures.

Since according to Pardoe et al. [2] polymer preparations have smaller particle sizes.

3.2. Magnetization measurements

The magnetization measurements to uncoated and coated (Fig. 2) magnetite
particles indicated that there was neither remanent magnetization (Magnetization = 0 for
Magnetic field = 0) nor coercivity. Concerning magnetization saturation, it was found to
decrease ten times for coated magnetic particles as compared to uncoated magnetic
particles. The coating decreased force exercised by applied magnetic field because difficult
alignment of magnetic dominions in the material, producing a smaller magnetization than
that exhibited by particles-uncoated as well as observed by Xu et al. [12] and Ramanujam

and Yeow [13].

3.3. X-ray analysis
The Fig. 3 shows the XRD diffractograms for the uncoated and levan-coated

magnetite particles. The magnetite was the dominant phase in the coated magnetic particles
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with a primary scattering peak at around 26 = 35°. This result is in accord Chen and Hu
[14]. The diffractograms show too small dislocation of the peaks as compared to XRD
patterns of magnetite. These dislocations probably happened due to tensions in the
crystalline structure from magnetite because of modifications occurred during synthesis of
the material. Furthermore, Fig. 3 shows that coated magnetite do not present rise to sharp
diffraction peaks. Instead, a broad band appears in each spectrum, which is characteristic
for amorphous materials and also for the ultrafine crystalline particles in according Xu et al.
[12]. It suggests the presence of levan polysaccharide in the coated magnetite particles.
Characteristics peaks [11,15] of goethite (at 26 = 21.38°), hematite (at 20 = 33.15°), ferric
hydroxide (at 260 = 26.38°) as well as other phases of iron oxide hydroxides were not

detected.

3.4. Functional groups

Infrared spectroscopy (Fig. 4) showed that O-H groups are present in the levan
polysaccharide, uncoated and coated magnetite near wavenumber of 3500 cm™ with similar
intensities. These O—H groups correspond to that present in organic compounds and to the
OH™ groups adsorb on the particle surface. The magnetite particles can be coated with
levan by chemical bond. This was proven by comparison of infrared spectra of the uncoated
and coated magnetite and also of levan polysaccharide. The levan-coated magnetite
presented absorption bands in 2935.1 and 2878.5 cm™ due to stretching vibration of C—H
bond, band in 1061.0 cm’! due to stretching vibration of C—O—C bond. Theses bonds are
also present in the levan polysaccharide with bands in 2940.2 and 2886.2 cm™ (stretching

vibration of C—H bond), band in 1059.0 cm’ (stretching vibration of C—O-C) indicative of

43



Capitulo S: Preparation and characterization of levan-coated magnelile particles Yackeline da Costa Maciel

the presence of polysaccharide in the particles-coated. According to Ma et al. [4], previous
studies reported that the characteristic absorption bands of the Fe—O bond of bulk magnetite
were in 570 and 375 cm’!. However, Ma et al. [4] observed that these two bands shift of
about 600 and 440 cm™ respectively, and the band near 600 cm™ is split into two peaks of
631.4 and 582.9 cm™. In our work, Fig. 6, we also found a band near 600 cm’! split in two
peaks of 631.2 and 565.6 cm’! for uncoated magnetite. Note, however, that the levan-coated
magnetite presented a single broad band at 583.6 cm™. This little difference can to indicate
that the interactions between coating (levan polysaccharide) and magnetite were

intermolecular interactions.

3.5. Application of the particles-coated for bioprocess

The proteolytic enzyme trypsin was covalently immobilized on levan-coated
magnetite particles after oxidation of these particles by sodium periodate method. The
amount of trypsin immobilized was found to be 16.0 £ 2.8 ug/mg of matrix and the specific
activity was 19.54 + 1.34 mU/mg of protein when assayed under standard conditions using
a low molecular weight substrate (BAPNA). The immobilized trypsin was reused ten times
and presented a mean activity equal to 84.43 + 5.42 % of the initial specific activity (20.65
+ 0.69 mU/mg). Similar results were obtained by Amaral et al. [16] to the reuse
immobilized tilapia trypsin on ferromagnetic Dacron. These authors observed that after
reuse by eight times immobilized tilapia trypsin, it presented a mean activity equal to 92.1
+ 7.3 % of the initial activity. The coating [10] represents a function important of the
performance of enzyme because offer bigger stability to it. This stability was verified by

immobilization of trypsin on uncoated magnetite. The immobilized trypsin on uncoated
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magnetite showed, after reused ten times, a loss of 64.75 % in its specific activity. The
immobilized trypsin on particles-coated was very more stable than immobilized trypsin on

particles-uncoated (Fig. 5).

4. Conclusions

In this study, levan-coated magnetite particles were prepared by co-precipitation
process. The coating produced changes in the size particle and particles-coated presented
larger size variation than that uncoated. It was found to decrease ten times in the
magnetization saturation for particles-coated as compared to that uncoated. The presence of
levan polysaccharide in the coated magnetite is suggested by FTIR characteristic absorption
bands and by a broad band in each spectrum obtained from XRD diffractograms. We
conclude that the coating process was efficiency and that the obtained results permitted to
identify the presence of polysaccharide in the particles-coated. The utilization of levan-
coated magnetite particles showed is efficacious for immobilization of enzymes as trypsin
that presented good capacity of reuse when immobilized. Then, these magnetic particles-
coated can be proposed as an alternative matrix for immobilization of biomolecules in

process different of separation in biotechnology.
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Figure Captions

Fig. 1. Scanning electron microscopy images of uncoated magnetite (A) and levan-coated

magnetite (B).

Fig. 2. Magnetization curves of uncoated magnetite (A) and levan-coated magnetite (B) at

293 K and 313 K.

Fig. 3. X-ray powder diffraction patterns of uncoated and levan-coated magnetite.

Fig. 4. FTIR spectra of the levan polysaccharide (A), levan-coated magnetite (B) and

uncoated magnetite (C).

Fig. 5. Reused of immobilized trypsin on uncoated (©) and levan-coated (®) magnetite
particles. The bigger specific activity of enzyme (100 %) was 20.65 + 0.69 mU/mg for
trypsin immobilized on particles-coated and 18.59 + 0.08 mU/mg for trypsin immobilized

on particles-uncoated.
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Abstract

Levan-coated magnetite particles were activated by sodium periodate method. The
oxidated magnetic particles were utilized as matrix for immobilization of the proteolytic
enzyme trypsin. The amount of protein immobilized was of 79.66 % and its specific
activity varied depending on the immobilized enzyme. The immobilized trypsin was reused
for ten times and presented a mean specific activity equal to 17.41 + 0.53 mU/mg
corresponding to 84.43 + 5.42 % of the initial specific activity. After 30 days of storage at 4
°C and 25 °C, immobilized trypsin showed a loss of 40.69 % and 41.47 % of the initial
activity, respectively. In relation to shelf life, a loss of 70.56 % of the initial activity was
observed after stored for 21 days and reused five times during this period. It showed
significantly higher stability in conditions of increased temperature (40°C and 50°C) as
compared to soluble enzyme. The pH range for optimal activity of immobilized trypsin was
of 8.5-9.0 and for soluble trypsin was of 8.0-9.0. Using a substrate of low molecular
weight, the immobilized trypsin presented an apparent K, (0.257 = 0.04 mM)
approximately 2 fold lower than that found for the soluble enzyme (0.528 + 0.26 mM). The
levan-coated magnetite particles showed good capacity for are used as matrix for
immobilization of enzymes, in special their capacity for protein retention, reused and

thermal stability.

Keywords: Levan; Magnetite; Immobilization; Enzyme; Trypsin.
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1. Introduction

Magnetic particles, namely microspheres, nanospheres and ferrofluids, are widely
studied for their applications in various fields in biology and medicine such as enzyme and
protein immobilization, magnetic resonance imaging MRI, diagnostics, immunoassays,
RNA and DNA purification, magnetic cell separation and purification, magnetically
controlled transport of anti-cancer drugs as well as hyperthermia generation [1-4].

Modified magnetic materials are composed of an iron oxide core coated with
organic or inorganic molecules, wich form a chemical bond with the core surface [5]. The
magnetic properties of these particles play an important role in the effectiveness of the
application and affect the behavior of the particles and ferrofluids in applied fields [6].
Most of these applications require magnetic fluids to be chemically stable, biocompatible,
water-soluble, biodegradable and nontoxic as polysaccharides for example. Magnetic
polysaccharides such as magnetic dextran just meet these needs and have been used
extensively. However, dextrans or other polysaccharides are inert to most direct reactions
with proteins, and they must be chemically activated to conjugate to biomolecules. A
common method which introduces active functional groups at random positions in dextran
is based on the cleavage of the sugar rings with periodates to form magnetic polyaldehyde-
dextran [7].

Many types of supports have been used for enzyme immobilization such as organic
supports, biopolymer supports and inorganic supports [8]. Immobilization of enzymes and
biological compouds is currently gaining importance due to its wide variety of applications
in the food and pharmaceutical industries and also its biomedical applications [9]. Binding

of enzymes on a solid support is an advantageous modification of their application in

55



Capitulo S: Levan-coaled magnelite parlicles as support for engyme immobifization Hackeline 30 Coota Maciel

biosciences and special diagnostic procedures. The enhanced stability, rapid and gentle
separation of carrier with immobilized enzymes from the reaction media and significantly
lower cost provide substancial reasons to utilize these enzyme reactors in clinical practice
[10]. Mostly magnetic microspheres consist of a superparamagnetic core embedded in a
polymer shell protecting the enzyme from contact with the metal (mostly iron) oxide [11].
A magnetic colloid (or ferrofluid) is an important starting component in the preparation of
magnetic polymer nano- and microspheres. Various methods and materials were used for
their synthesis. The factors such as type of carrier and immobilization procedure can be
controlled [2]. The polysaccharide levan (fructose polymer of microbial origin composed of
[-(2,6)-frutosyl-fructose linked molecules) [12] was utilized to improve enzymatic
properties of the L-asparaginase immobilized in this oxided polysaccharide with periodate
[13]. The purpose of the study was to immobilize trypsin on levan-coated magnetite
particles and to characterize the immobilized enzyme in relation to amount bound protein,

capacity of reuse, optimal temperature, stability thermal, pH and substrate concentration.

2. Materials and Methods
2.1. Materials

Levan from Zymomonas mobilis strain ZAG-12 (Molecular Weight, M,, = 300
KDa) was precipitated by addition of ethanol to 70% (v/v) at low temperature according to
Calazans et al. [14]. Trypsin (EC 3.4.21.4, DIFCO), N-o-benzoyl-D,L-arginine-p-
nitroanilide (BAPNA, Sigma), Sodium Periodate (Carlo Erba), Sodium Borohydride

(NaBH4, Sigma), Ferric Chloride Hexahydrate (Merck, Germany), Ferrous Chloride
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Tetrahydrate (Merck, Germany), Ammonium Hydroxide (NH4OH, Vetec Chemical, Brazil;

30%) were used as received from manufactures. All other reagents were of analytical grade.

2.2. Methods
2.2.1. Production of levan-coated magnetite particles

An aqueous mixture contain 5 mL of 1.1 M FeCl; .6H,O and 5 mL of 0.6 M FeCl,
4H,0 was added to 50 mL of 2.0 % w/v levan (prepared in distilled water) next of addition
ammonium hydroxide to a final pH 11. The mixture was heated at 85 + 3 °C for 30 min
with vigorous stirring. The magnetic particles were thoroughly washed with distilled water
until pH neutral. The material was dried and kept at room temperature. The procedure was
realized in accord Carneiro Ledo et al. [9], except by modifications in the incubation time

(30 min) and temperature (85 °C).

2.2.2. Oxidation of levan-coated magnetite particles

Levan-coated magnetite particles (10 mg) and sodium periodate (10 mg) were
mixed in distilled water [13]. The mixture obtained was constantly stirred in the dark at
room temperature for 7 h. Oxidized coated magnetite was separated from the sodium
periodate using a magnetic field (0.6 T) and washed with 0.1 M Tris-HCI buffer pH 8.0 (1

mL, 10 times).
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2.2.3. Immobilization of trypsin

Oxidized coated magnetite (10 mg) was incubated with trypsin (0.2 mg/mL, 1.0
mL) for 16 h at 4°C under mild stirring. The supernatant was removed using a magnetic
field of 6.0 KOe (0.6 T) and kept at 4°C for protein determination. NaBH4 (0.03 M, 1 mL)
was added and slightly mixed for 2 h at 4°C. Then the solution of NaBH4 was collected
under magnetic field and magnetic particles were washed with 0.1 M Tris-HCI buffer pH

8.0 (1.0 mL, 10 times) and kept at 4°C in this buffer.

2.2.4. Enzymatic activity and protein determination

The activity of trypsin was measured at 25°C by following the increase of
absorbance at 405 nm with BAPNA as substrate. The activity was defined as umol BAPNA
hydrolized within 1 min applying an absorption coefficient of €45 9,100 M-cm™ [16]. For
activity of soluble trypsin 30 puL of a 4 mM solution of BAPNA in DMSO (Dimethyl
sulfoxide) was added to 140 pL of 0.1 M Tris-HCI pH 8.0. Then 30 pL of trypsin solution
(0.2 mg/mL in 0.1 M Tris-HCI pH 8.0) was added. For the activity of the immobilized
trypsin 150 pL. of 4 mM BAPNA in DMSO were mixed with 850 uLL 0.1 M Tris-HCI pH
8.0. The trypsin immobilized on coated magnetite (10 mg) was added in this mixture and
shaken for 15 min at 25°C. Thereafter the absorbance was measured. Two repetitive values
were determined and the mean value calculated. The Sedmak method [17] was applied to
determine the amount of soluble protein and the amount protein retained (immobilized

protein). Trypsin was utilized as standard.
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2.2.5. Immobilized trypsin characterization

Kinetic parameters, K,, and V,,. for soluble and immobilized trypsin were
calculated from initial rate data using BAPNA as substrate (0.03 - 0.6 mM). Values of K,
and V,,,, were estimated from double-reciprocal plots of the initial rate data. The effect of
pH in the range of 6.0 — 9.0 on the activity of both soluble and immobilized trypsin was
measured with 4 mM BAPNA as substrate in 0.1 M sodium phosphate (6.0 — 7.0) and 0.1
M Tris-HCI (7.2 — 9.0) buffers. The effect of temperature on trypsin activity was
determined in the temperature range of 25 — 70°C with BAPNA as substrate. The
immobilized trypsin was repeatedly used to hydrolyse BAPNA. The hydrolysis was carried
out for 150 min (10 times, 15 min steps). After each run the immobilized enzyme was
washed with 0.1 M Tris-HCI pH 8.0. A series of control blanks without enzyme were also

assayed under identical conditions.

3. Results and Discussion
3.1. Production of levan-coated magnetite particles

The co-precipitation process to obtain composites of levan-coated magnetite was
carried out in an aqueous medium. The final product obtained from the co-precipitation was
dense, black and magnetic. The coated magnetite exhibited a magnetization in the presence

of a magnetic field of 6.0 KOe (0.6 T) and a medium size of up to 250 um (<) of diameter.

3.2. Immobilization of trypsin
The method of immobilization of trypsin on levan-coated magnetite particles using

periodate involves covalent attachment of the amino groups to available aldehyde groups
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present in the activated matrix. The amount of trypsin immobilized was found to be 16.0 £
2.8 ng/mg of matrix and the specific activity was 19.54 + 1.34 mU/mg of protein when
assayed under standard conditions using a low molecular weight substrate (BAPNA). Fig.
1A presents the amount of protein immobilized per g-dry weight magnetic matrix in
function of the amount of added protein. It’s possible to observe that how more protein is
added, more protein is bound. However, how to be more the amount of immobilized
protein, smaller the specific activities (Fig. 1B). This study indicated that immobilized
enzyme activities may vary widely depending on the protein content.

The immobilized trypsin was reused ten times and presented a mean activity equal
to 84.43 + 5.42 % of the initial specific activity (20.65 + 0.69 mU/mg). Similar results were
obtained by Amaral et al. [18] to the reuse immobilized tilapia trypsin on ferromagnetic
Dacron. These authors observed that after reuse by eight times immobilized tilapia trypsin,
it presented a mean activity equal to 92.1 £ 7.3 % of the initial activity. The coating [19]
represents a function important of the performance of enzyme because offer bigger stability
to it. This stability was verified by immobilization of trypsin on uncoated magnetite. The
immobilized trypsin on uncoated magnetite showed, after reused ten times, a loss of 64.75
% in its specific activity. The immobilized trypsin on particles-coated was very more stable
than immobilized trypsin on particles-uncoated (Fig. 2).

Samples of immobilized trypsin were stored at 4 °C and 25 °C for 30 days. Their
enzymatic activities were measured after 30 days of storage presenting a reduction of 40.69
% and 41.47 % of the initial specific activity (21.09 = 1.38 mU/mg and 18.11 + 2.41
mU/mg) for immobilized trypsin at 4 °C and 25 °C, respectively. Any difference significant

was observed between the immobilized enzymes after storage at different temperatures.
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Also was verifying the shelf life of this immobilized enzyme. After be stored for 21 days
and have its enzymatic activity measured by five times during this period, it was obtained a
reduction of 70.56 % of the initial specific activity (19.48 £ 3.05 mU/mg). It’s possible
observe, in the Fig. 3, a reduction of 40 % of the initial activity of the immobilized enzyme
after stored for seven days and reused three times during this period. However, the increase
of storage period in a row of the reuse caused a considerable loss of the activity of
immobilized enzyme. As can be seen from the results, the immobilized trypsin can be
reused for several times (ten times, for example) without present an accentuated loss (Fig.
2). However, the storage procedure cause influence over activity of immobilized enzyme.
Therefore, we deduce that storage of the conjugate enzyme-magnetic particles for

subsequent to utilization is disadvantageous.

3.3. Properties of immobilized trypsin

Apparent kinetic constant for immobilized trypsin was determined from initial rate
measurements with BAPNA as substrate (Table 1). Under identical assay conditions with
BAPNA, values of K,, for soluble and immobilized trypsin were 0.528 mM and 0.257
mM, respectively. Thus, immobilization causes a 2-fold reduction in the K,. The data
indicate that the immobilization enhanced the affinity of the enzyme for BAPNA it could
be attributed to negatively charged support attraction for the positively charged substrate
BAPNA [8,20]. The optimum pH of the soluble and immobilized trypsin with BAPNA as
substrate were obtained from the data shown in Fig. 3. Similar activity profiles were
observed for both soluble and immobilized forms. However, the optimum pH for the

immobilized trypsin (8.5 - 9.0) was higher than that found for the soluble trypsin (8.0 —
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9.0). The behavior observed for trypsin immobilized on magnetic levan can be explained
by the change in the microenvironmental of immobilized enzyme [9,21]. The effect of
temperature on the activity of soluble and immobilized forms of trypsin is shown in the Fig.
4. The temperature-activity profile for trypsin-matrix is similar to that of soluble enzyme,
suggesting an optimum of 50°C. The thermal stability of the immobilized trypsin showed a
considerable increase when compared to the free enzyme (Fig. 5). The link of a molecule of
an enzyme to rigid support by several strong chemical bonds makes the structure of the
protein molecule much more rigid, and hence unfolding and inactivation (for example, on
heating) of such immobilized enzyme will be much more difficult to occur than that of the
starting, native enzyme [22]. The re-usability of trypsin immobilized on magnetic levan
was also studied. The decrease in activity on repeated use is given in Fig. 6. The coated
magnetite bound trypsin retained 89% of its initial activity after 10 repeated uses when
compared with immobilized trypsin on bare magnetite. The immobilized enzyme on levan-
coated magnetite showed great capacity for re-usability (a loss of 11% in the activity after
10 uses in a row). Different result was observed for immobilized trypsin on uncoated
magnetite. In this case, the enzyme showed a loss of 38% in the activity after 10 uses. This
result shows that the presence of a link between enzyme and polymer is important for

stability of the enzyme.
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Fig. 1. (A) The amounts of trypsin immobilized on levan-coated magnetite. The
immobilized trypsin (mg) per g-dry weight magnetic matrix is plotted. (B) Effect of
immobilized protein amount on the activities of immobilized trypsin measured by BAPNA
(4 mM). The bigger specific activity of enzyme (100 %) was 57.92 + 1.30 mU/mg. The

content of added protein varied between 50 and 800 pg.
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Fig. 2. Reused of immobilized trypsin on uncoated (©0) and levan-coated (®) magnetite. The
immobilized enzyme on matrix (uncoated and coated magnetite) was incubated with a 4
mM initial concentration of BAPNA and 0.1 M Tris—HCI buffer, pH 8.0. The bigger

specific activity of enzyme (100 %) was 20.65 + 0.69 mU/mg.
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Fig. 3. Effect of pH on the activities of soluble trypsin (—=—) and immobilized trypsin on
levan-coated magnetite particles (--=--). Assay: 10 mg of magnetic immobilized and 30 pL
soluble (6.0 pg) trypsin were incubated with 4 mM BAPNA and 0.1 M buffer at 25°C and
shaken for 15 min. The absorbance of formed product was measured at 405 nm. Buffers
used: sodium phosphate (6.0-7.0) and Tris-HCI (7.5-9.0). The obtained activities were

referred to the highest activity (100%) for immobilized and soluble enzyme.
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Fig. 4. Effect of temperature on the activities of soluble trypsin (—=—) and immobilized
trypsin on levan-coated magnetite particles (--=--). Assay: 10 mg of magnetic immobilized
and 30 pL soluble (6.0 pg) trypsin were incubated with 4 mM BAPNA and 0.1 M Tris-HCI
pH 8.0 buffer at temperature differents (25-70°C) and shaken for 15 min. The absorbance
of formed product was measured at 405 nm. The obtained activities were referred to the

highest activity (100%) for immobilized and soluble enzyme.
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Fig. 5. Thermal stability of soluble trypsin (—=—), immobilized trypsin on levan-coated
magnetite particles (--°--) and immobilized trypsin on uncoated magnetite (—%—). Assay:
10 mg of magnetic immobilized and 30 pL soluble (6.0 pg) trypsin were incubated in
temperature differents (25-70°C) for 30 min. Thereafter were incubated with 4 mM
BAPNA and 0.1 M Tris-HCI pH 8.0 buffer at 25°C and shaken for 15 min. The absorbance
of formed product was measured at 405 nm. The obtained activities were referred to the

highest activity (100%) for immobilized and soluble enzyme.
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Table 1. Kinetic parameters for soluble and immobilized trypsin on levan-coated magnetite

particles.

Trypsin K, (mM) V nax (10"3 pmol/min)
Soluble 0.528 +0.268 6.617 +2.120
Immobilized 0.257 +0.040 9.506 + 0.650

*Reactions were in 0.1 M Tris-HCI pH 8.0 at 25°C with substrate (BAPNA) concentrations
ranging from 0.03 — 0.6 mM.
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