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PROCESSO PARA OBTENGAO DE PENAS MAGNETICAS E APLICACAO EM BIOCATALISE

RELATORIO DESCRITIVO

Campo da Invencdo

[001] A presente invenc3o refere-se a um processo de tratamento e magnetizacdo de
penas avicolas, um material rico em queratina e residuo industrial que apresenta boa
resisténcia mecdnica. Adicionalmente, a pena magnética pode ser utilizada como

suporte em biocatalise, por exemplo, na imobilizagio de enzimas como a B-

galactosidase.

Antecedentes da Invencio

[002] Catalisadores s3o amplamente utilizados na inddstria para reduzir o tempo de
produgdo, mas muitos deles se apresentam em tamanho incompativel com a facil
separagdo dos produtos de reagdo. Como solugdo, eles sdo imobilizados por ligagdes
fisicas e/ou quimicas em suportes sélidos para facilitar a separacao. Adicionalmente, a
adicdo de propriedades fisicas a estes suportes, como a magnetizacdo, permite uma
melhor aderéncia dos mesmos a superficies metélicas. Em reatores existe a
possibilidade de adesdo seletiva onde campos magnéticos sdo ativados durante o
processo de catilise, prendendo o suporte a uma superficie metilica, e desativado
diante da necessidade de manuten¢do do sistema. Muitos materiais vém sendo
utilizados como suportes destacando-se as matrizes poliméricas plasticas ou derivados
celuldsicos. A utilizagdo de residuos como suportes para catalizadores pode
apresentar-se como uma alternativa na redugdo de custos para estes processos e
solugdo para uma série de problemas ambientais. Diante disto, a presente invenc3o
propde um novo processo de obtengdo de penas magnéticas cuja matéria prima &
residuo da industria avicola, como suporte para imobilizacdo de biomoléculas.

[003] Varios suportes sdo descritos na literatura para a imobilizagio de biomoléculas e
microrganismos, devido as propriedades fisico-quimicas de cada suporte e aos

diferentes processos de imobilizagdo, pode ocorrer modificacées na atividade catalitica
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sendo necessaria uma nova caracterizagdo fisico-quimica do derivado imobilizado para
cada tratamento.

[004] A pena é uma estrutura anatdémica caracteristica das aves, que constitui o
material queratinoso mais abundante no mundo, devido 3 criagdo de aves em geral
para o consumo humano (BERTSCH e COELLO, Bioresaurce Technology 96, 15, 1703-
1708, 2005). Considerando-se que o peso das penas em relagdo ao peso total da ave é
de aproximadamente 6 ou 7% (SAID e PIETRO, Enzimas como agentes biotecnoldgicos,
2004) e que foram produzidos no Brasil 82,32 mil toneladas de carne de frango no
mundo em 2012 . O montante gerou aproximadamente 5.76 mil toneladas de penas
como residuo. A composicdo quimica destas é 91% queratina, 1.3% de lipidios e 7.9%
de dgua (ORNITHOLOGY, 2007). Ou seja, préximo de 767 milhdes de toneladas de
queratina foram produzidas em 2004 apenas nesse residuo.

[005] A queratina da pena possui aminodcidos essenciais como glicina, leucina,
glutamina, prolina, alanina e cisteina, possuindo também metionina, lisina e histidina
(SAID e PIETRO, Enzimas como agentes biotecnolégicos, 2004). No entanto, esses
aminoacidos ndo sdo de facil acesso, pois essa proteina é resistente 3 degradacgdo por
proteases microbianas comuns como a tripsina e a papaina e por esse motivo as penas
sao consideradas um problema ecolégico. Essa resisténcia presente na pena contra a
degradagao microbiana torna-se vantajosa a partir do momento que a mesma serve
como matéria prima para o desenvolvimento de produtos que necessitem de
resisténcia quanto ao atague microbiano como, por exemplo, suportes para aplicagdo
em biocatalise. A pena é um subproduta gerado pelo abate das aves para alimentagdo
humana com o potencial acumulativo no meio ambiente (GUPTA e RAMNANI, Applied
Microbiology and Biotechnaology, 70, 1, 21-33, 2006). Por outro lado, possui uma
aplicabilidade na industria biotecnolégica, como a producdo de racdo animal e de
fertilizante agricola orgénico (SAID e PIETRO, Enzimas como agentes biotecnoldgicos,
2004).

[006] Considerando a pena como um suporte para a imobilizacio de biomoléculas,
certas patentes e artigos cientificos apresentam a aplicagdo de penas em biocatalise,

normalmente a pena € utilizada como substrato (matéria prima) para reacio
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enzimatica ou ndo apresenta um processo de magnetizacio como relatado nos
documentos abaixo:

[007] A patente Pl 0900748-2 A2 (2009) descreve o processo para fabricagdo de
preparados enzimaticos obtidos a partir de penas de aves e sua adi¢do em ragdo
animal ou agente de transformacdo capilar. A pena, neste caso, é utilizada como
matéria prima para agdo microbiana para produgio de enzimas. O documento difere
da presente inven¢do, pois a pena utilizada nio passa por processos quimicos de
ativagdo ou magnetizag@o para servir de suporte para a imobiliza¢do de células e/ou
biomoléculas.

(008] A patente CN 101302506 A (2008) apresenta um método de imobilizagdo de
microrganismos em suporte para a degradacdo de queratina oriunda de pena. O
documento difere da presente invengado por ndo utilizar a pena como suporte e sim
como substrato para a reac3o enzimatica.

[009] O artigo cientifico publicado por Schrooyen et al. (Journal of Agricultural and
Food Chemistry 49, 221-230, 2001) descreve um método para a producdo de filmes a
partir de pena de galinha contendo grupos tidis livres de residuos de cisteina. A
solugdo com pena teve o residuo de cisteina parcialmente carboximetilado com acido
iodoacético. O documento difere da presente invengdo por utilizar reagbes quimicas
para producdo de um filme com grupos cisteina livres para a imobilizagdo de
biomoléculas. Na presente inven¢do, a pena sofre processos de madificagdo por
reagdes quimicas sem comprometer sua estrutura fisica para a funcionalizacio do
processo de magnetizagdo e posterior utilizagdo como suporte.

[010] A patente US 5354679 (1994) descreve um método de formagdo de gel contendo
beta-quitina e diferentes microrganismos para a formag3o de um filme ou membrana.
A preparagdo do gel utiliza como matéria prima pena. A patente US 4096106 (1978)
apresenta um método para a imobilizagdo de enzimas em material contendo queratina
reduzida. Este material modificado pode ter como matéria prima a pena. Os
documentos diferem da presente invengdo, por nio apresentarem processos de

magnetizagdo da pena.
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[011] Para adigdo de propriedades fisicas a suportes contendo biomoléculas
imobilizadas, a magnetizagdo apresenta vantagens como adesdao seletiva em
superficies metdlicas quando exposta a campos magnéticos temporarios ou
permanentes, isto facilita a separacdo do suporte aos produtos de reagdo em
biorreatores e também permite a miniaturizagao destes suportes aumentando
consideravelmente a drea catalitica.

[012] Materiais magnéticos tem recebido grande atengdo devido & sua aplicagdo em
areas como biologia, medicina e meio ambiente. Estes materiais sio compostos de um
nicleo de ferro que revestem moléculas organicas ou inorganicas. As particulas
magnéticas respondem a um campo magnético externo, porém ndo interagem entre
elas em auséncia do mesmo (JORDAO, Tese de Doutorado, CCB-UFPE, 2010). O
ferrimagnetismo ¢ propriedade desses materiais magnéticos em estado éxido que
possuem moléculas de ferro (Fe) em sua composicio e sdo conhecidos como ferrita.
Essa é o mineral que possui féormula quimica Fe;04, € chamada magnetita mineral ou
pedra ima (GONTIO, 2007, Dissertacio de Mestrado, ICE-UNIFEI, 2007).

[013] Os usos de particulas magnéticas sio diversos e incluem: como matriz de
afinidade para purificagdo de biomoléculas (ANGELI et al., Journal of Biomedicine and
Biotechnology 2009, 2009.), imunoensaio (TANG et al., Analytical Chemistry 80, 5,
1582-1588, 2008), isolamento e purificagdo de proteinas e peptideos (FRANZREB et al.,
Applied Microbiology and Biotechnology 70, 5, 505-516, 2006; SAFARIK e
SAFARIKOVA, BioMagnetic Research and Technology 2, 1, 7, 2004), isolamento e
purificagdo de 4cidos nucléicos (BERENSMEIER, Applied Microbiology and
Biotechnology 73, 3, 495-504, 2006), liberagdo controlada de drogas no organismo
(ARRUEBO et al.,, Nano Today 2, 3, 22-32, 2007) imobilizagdo de enzimas (NERI et al.,
Catalysis Communications 9, 14, 2334-2339, 2008) e imobilizagdo (LIBERTI e WANG,
US 6.013.532, 2000) e isolamento de células (MILTENYI et al., Cytometry 11, 2, 231-
238, 1990).

[014] Certas patentes e artigos cientificos descrevem processos de imobilizagdo em
suportes magneticos, estes documentos diferem da presente invencdo por ndo

utilizarem a pena como matéria prima para o processo de magnetizacdo e por esse
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processo ndo se dar como o descrito nesta invencio. A pena por apresentar estrutura
microscopica com grande quantidade de poros necessita de alta concentracdo de
cloretos férrico (Fe,Cls) e ferroso (FeCl;) e isto ja se caracteriza como uma diferenca
em relagdo a utilizagdo de outros suportes sejam organicos ou inorganicos.

[015] A patente CN103045666 A (2013) apresenta um método de produciio de
microesferas magnéticas contendo glutamato descarboxilase imobilizada para produzir
acido gama amino-butirico (GABA). O documento difere da presente invencdo por
utilizar materiais 3 base de carboidrato, podendo sofrer facil contaminacio
microbiana, como suporte para a imobilizacio e magnetiza¢do e por ndo ser um
processo de obtengdo de particulas magnéticas.,

[016] A patente CN103012815 A (2013) descreve um processo para preparacdo de
particulas magnéticas de quitosana contendo nanocristais coloidais esféricos de éxido
ferroso (Fe304). O documento difere da presente invencdo por ndo utilizar residuo a
base de pena e cloreto férrico (Fe;Cls) e ferroso (FeCl;) no pracesso de magnetizagdo.
[017] A patente CN102329438 A (2012) apresenta producdo de particulas de quitosana
magnéticas contendo terras raras e 6xido de ferro (Fe304). O documento difere da
presente invengdo pelo suporte usado no processo e pelo método de magnetizacdo
nao ser baseado em cloretos férrico e ferroso.

[018] O artigo cientifico publicado por Neri et al. (Catalysis Communications, 9, 2334-
2338, 2008) descrevem método de magnetizar Dacron e citam o uso de um grama de
suporte para 100 mL de dgua e adicdo de 10 mL de solucdo de cloreto férrico
(FeClz.6H;0) e cloreto ferroso {FeCl,.4H;0) na proporgdo de 1:1. O documento difere
da presente invengdo, pois as proporg¢des ndo s3o compativeis com a natureza fisica
das penas devido a alta porosidade do suporte organico. Para que haja a magnetizacao
delas é necessério que estejam bem distribuidas em meio aquoso, preferencialmente
um grama para 200 mL de dgua e uma quantidade superior de cloretos férrico e
ferroso, preferencialmente 20 mL da solugdo de cloretos para que OCorra 0 processo
de magnetizacdo. Além disso, no artigo de Neri et al. (Catalysis Communications, 9,
2334-2339, 2008) também ¢é citado o processo de gotejamento para que haja a

magnetizagao.
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[019] O artigo cientifico publicado por Bayramoglu et al. (Catalysis Communications 8,
1094-101, 2007) descreve um método de imobilizagdo de B-galactosidase em pérolas
de poli-glicidil-metacrilato-metil-metacrilato (GMA-MMA) magnético. O documento
difere da presente inveng¢do por magnetizar o suporte de GMA-MMA em duas etapas
sequenciais e em atmosfera de nitrogénio. Na presente invencdo, o suporte é
magnetizado em (nica etapa em atmosfera ambiente o que diminui os custos do
processo,

[020] Os artigos cientificos publicados por Amaral et al (Process Biochemistry 41, 1213-
1216, 2006) e Carneiro-Ledo et al. (Applied Biochemistry and Biotechnology 53, 53-58,
1991) descrevem um método de magnetizar Dacron utilizando cloreto férrico
hexahidratado (FeCl3.6H;0) e cloreto ferroso tetrahidratado (FeCl,.4H,0). O
documento difere da presente invencdo pelos compostos que contém ferro serem
adicionados por gotejamento e na presente invencio verte-se 3as solugdes
simultaneamente, o que reduz o tempo de reagdo. Além disso, sdo citadas as
temperaturas de 60 e 80 °C para que a reagdo ocorra ap6s adicio da solugao que
contenha aménia, como também ¢é o caso de Maciel et al. (Journal of Magnetism and
Magnetic Materials 324 1312-1316, 2012) que descrevem método de magnetizar
levana. Para a magnetizacdo de penas é necessiria uma temperatura superior, do
contrario o processo de magnetizagdo ndo é eficiente.

[021] O artigo cientifico publicado por liang et al, (Biochemical Engineering Journal, 25,
15-23, 2005) cita o processo de magnetizacdo de quitosana. O documento difere da
presente invencdo pelo fato de ser realizado em solug¢io aquosa de 4cido acético, com
particulas de oxido férrico (Fe30,4) e parafina. A presente invencdo propde um método
de magnetizacdo por reagdo com cloretos e ndo por éxidos.

[022] O artigo cientifico publicade por Guo et al. (Enzyme and Microbial Technology,
32, 776-782, 2003) cita a produgdo de microesferas magnéticas de polivinil acetato-
vinil benzeno. A microesfera pelas seguintes etapas: solugdo de magnetita produzida
por solucdo de sulfato ferroso (FeSO,) e cloreto férrico (FeCls) aquecido a 90 °C e
adigdo de amonia; gotejamento de acido oleico e adigdo a mistura de acido cloridrico

(HCI) até o pH 2 para precipitar os coloides magnéticos, estes coloides sjo
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neutralizados e utilizados na reacdo de polimerizacdo. O documento difere da presente
invengdo pelo suporte ser produzido com o processo de magnetizagdo que ocorre por
sulfato e cloreto e ndo por cloreto. No caso da pena a magnetizacdo ocorre no suporte
ja preparado para o processo.

[023] O artigo cientifico publicado por Bahar e Celebi (Journal of Applied Polymer
Science, 72, 69-73, 1999) descreve a imobilizagdo de enzimas em particulas magnéticas
de poliestireno. O documento difere da presente invengao por utilizar cloroférmio em
sua reacdo com magnetita e evapora-lo em temperatura ambiente por 20 horas. Na
presente invencdo, ndo had uso do citado reagente no processo de magnetizacdo e o
suporte é peneirado para a remocdo de maior quantidade de &gua possivel e
posteriormente, seco por aguecimento.

[024] A patente WO8100575 Al (1981) descreve um processo para a imobilizagdo de
microrganismos em suporte polimérico magnetizado. O material polimérico é
constituido de alginato de sédio e solucdo contendo o micrarganismo a ser
enclausurado e dxido de ferro (FeO). O alginato de sédio é um polimero organico com
baixa resisténcia as forcas erosivas dentro de reatores e também apresenta baixa
resisténcia mecanica. O documento difere da presente invencio, pois o alginato ao ser
misturado ao sédio forma uma malha para enclausurar as moléculas de éxido de ferro
(FeO) e do microrganismo ndo ocorrendo reacdo quimica para a esta ligacdo.

[025] Do que se depreende da literatura pesquisada, ndo foram encontrados patentes
antecipando ou sugerindo ensinamentos sobre o processo para obtengdo de penas
magnéticas e sua aplicagdo em biocatalise, descrito na presente invencio. Desta
forma, a invencdo aqui proposta possui novidade e atividade inventiva frente ao

estado da técnica.

Descricdo da Invencéo

[026] Para os fins desta inveng¢do, o “suporte”, uma unidade ou conjunto, pode ser
qualquer material onde um catalisador ou biocatalisador pode ser ligado (imobilizado)
por forgas quimicas e / ou fisicas. Para fins desta invencdo, “Derivado imobilizado” é o

produto formado pelo catalisador ou biocatalisador ligado ao suporte.
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[027] Para fins desta invencdo, a unidade de atividade catalitica de uma enzima é
expressa em unidades internacionais “U” que é definida como a concentracdo de
enzima capaz de produzir 1 pmol de produto por minuto em pH e temperatura
definidos. Entretanto, pode-se atribuir um valor de unidade por moléculas ou
biomoléculas imobilizada por suporte, quando for usado para separages ou
purificacBes.

[028] Os inventores tém identificado um novo processo para obtengdo de penas
magnéticas e sua aplicagdo em biocatalise. Seguem abaixo descrigGes da invengdo, em
suas modalidades preferidas.

[029] Seguem abaixo descrigdes da invencdo, em algumas de suas modalidades
preferidas, em relacéo as figuras de 1 e 2,

[030] Figura 1: Pena - A, limpa e desengordurada - B e magnética — C.

[031] Figura 2: Pena magnética (2) sendo atraida por material polimérico revestindo
um ima (1).

[032] Na primeira modalidade preferida é descrito o processo de limpeza e retirada da
gordura das penas pelo seguinte método: as penas foram lavadas com dgua aquecida
entre 30 - 90 °C, preferencialmente a 60 °C e secas por leve aquecimento (acima de 30
°C), posteriormente cortadas em pedacos pequenos. Para desengordurar, foi utilizada
uma mistura de cloroférmio e metanol, onde permaneceram por, pelo menos, 20
minutos sob aquecimento 30 — 50 °C. Posteriormente, foram lavadas com &gua
abundante e deixadas em repousoc em uma solugio de detergente neutro por, pelo
menos, 12 horas sob aquecimento (acima de 30 °C), Depois desse periodo, foram
lavadas com dgua e secas sob aguecimento (acima de 30 °C). A figura 1a e 1b compara
a pena antes e apos a lavagem.

[033] Na segunda modalidade preferida é descrito o processo de magnetizacdo das
penas pelo seguinte protocolo: a pena limpa e desengordurada como descrito na
modalidade 1 ou a pena sem tratamento, é misturada com grande quantidade de dgua
para hidratacao preferencialmente na proporgio de 1 g para 200 mL. Apos isto, é
adicionado a pena Umida uma solugdo de cloreto férrico (Fe2CI3) entre 0,6 e 2,0 M,

preferencialmente 1,1 M e 10 mL por grama de pena e outra solucdo de cloreto
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ferroso (FeCl,) entre 0,2 e 2,0 M, preferencialmente 0,6 M e 10 mL por grama de pena,
simultaneamente e homogeneizado. A pena por apresentar grande quantidade de
poros, necessita de uma grande quantidade desta mistura para um bom processo de
magnetizacdo. Adicionalmente, foi adicionado hidréxido de aménio para alcalinizagdo
do meio, preferencialmente em pH 11. Em seguida, a mistura foi aquecida,
preferencialmente a 100 °C e 30 minutos e agitada. Por fim, a pena magnética foi
submetida a sucessivas lavagens para neutralizagdo do pH e secas sob leve
aquecimento (acima de 30 °C). A figura 1b e 1c compara a pena limpa e

desengordurada com a pena magnética. A figura 2 mostra a pena magnética sendo

atraida por um ima.

Exemplo

Imobilizacdo covalente de B-galactosidase em pena magnética

(034] A B-galactosidase (EC 3.2.1.23) ou a lactase é uma enzima que tem ampla
aplicagdo na hidrélise de B-D-galactosideos e a-L-arabinosideos (RICHMOND et al.,
1981). Inclui-se nesse conjunto de moléculas a da lactose, um dissacarideo constituido
por uma molécula de glicose e uma de galactose (AEHLE, 2007). p-galactosidases s3o
encontradas em diversos organismos, como plantas e mamiferos. No entanto, as de
microrganismos sao um dos grupos mais estudados de enzimas, e na literatura sio
descritas diversas espécies de bactérias, leveduras e bolores que produzem essa
enzima (WATANABE et al,, 1979).

[035] Estas enzimas tém duas aplicagdes principais: a remogdo de lactose a partir de
produtos l#cteos para poderem ser consumidos por pessoas intolerantes 3 lactose e
produgdo de produtos galactosilados, como os galactooligosacarideos (HUSAIN, 2010).
Diversos métodos tém sido propostos para a imobilizagdo de B-galactosidases como a
adsorgao fisica, aprisionamento de gel e ligagdo covalente sobre diferentes suportes e
diversos sistemas de enzimas imobilizadas foram investigados para a hidrélise da
lactose do leite e do soro do leite (PANESAR et al., 2006). A tecnologia de imobilizagdo

enzimatica promove varias vantagens como: melhora a estabilidade da enzima, torna
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possivel a cperagdo continua e reutilizacio, e evita a necessidade de separar as células
do produto final na sequéncia de processamento (PANESAR et al., 2006).

[036] Para a imobilizacdo da B-galactosidase, 25 mg de particulas de pena magnética
seca foram incubadas com glutaraldeido (5% p/v) por 2 h, sob agitagdo a 25 °C. As
particulas ativadas foram sucessivamente lavadas com dgua destilada e solucdo
tamp3o citrato fostato (pH 4,5, 0,1 M) e apés, incubadas por 16 horas com 4 mL de B-
galactosidase (4 mg de sélido por mL) de A. oryzae (Sigma-Aldrich). Apés o processo
de imobilizagdo, o derivado imobilizado foi sucessivamente lavado até que nao se
encontrasse mais proteinas no sobrenadante. A quantidade de proteina imobilizada
foi calculada pela diferenca entre a quantidade de proteina ofertada e a encontrada
nos lavados apds o processo de imobilizagio. Os ensaios foram realizados em triplicada
e estatistica descritiva realizada.

[037] Apds o processo de imobilizagdo da enzima, 130 mg de pena magnética (imida
foram incubadas com 900 ulL de solucdo de o-nitrofenol-B-D-galactopiranosideo
(ONPG) a 20 °C. Apés 10 minutos, uma aliquota de 500 uL foi retirada e a ela
adicionada 500 L de solugdo de tetraborato de sédio (10 mM). Uma unidade
enzimdtica foi determina como a quantidade necessaria para produzir 1 umol do
produto (o-nitrofenol) por minuto de reagdo nas condicdes ensaiadas. Os ensaios
foram realizados em triplicada e estatistica descritiva realizada.

[038] Para a determinagdo da atividade da enzima livre, 200 uL de solugdo enzimatica
(4 mg de solide par mL ) foram incubados com 900 uL de solugdo de o-nitrofenol-B-D-
galactopiranosideo (ONPG) a 30 °C. Apds 10 minutos uma aliquota de 500 uL foi
retirada e = ela adicionada 500 pL de solugdo de tetraborato de sédio (10 mM). Uma
unidade enzimatica foi determina como a quantidade necesséria para produzir 1 pmol
do produto (o-nitrofenol) por minuto de reacdo nas condicdes ensaiadas. Os ensaios
foram realizados em triplicada e estatistica descritiva realizada,

[039] Para a determinagdo das proteinas totais foi utilizado o método de Warburg-
Christian (1942),

[040] Como resultados, para a imobilizagdo foram ofertadas 4,73 mg de proteinas e foi

obtido rendimento de 43,5% + 12,3% no processo de imobilizacdo o que corresponde a
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2,06 + 0,58 mg de proteina imobilizada. A enzima livre apresentou atividade de 1,76 +
0,07 U/mg de proteina enquanto que a enzima imobilizada apresentou 5,77 * 0,086
U/mg apds 6 reutilizagbes o que corresponde a 327,29 + 94,93% de retencio de
atividade. Os resultados sdo apresentados na Tabela 1.

[041] Apds os ensaios em batelada, o derivado imobilizado magnético foi separado dos
produtos de reacdo pela ligagdo temporéria ao reservatério devido & atracdo por um

ima enquanto os produtos da reagio eram removidos.

[042] Tabela 1: Retengdo de atividade da enzima B-galactosidade soliivel em relagdo a imobilizada e sua

estabilidade operacional,

% atividade
U/mg de U/mg de % da atividade da
retida apés 62
proteina suporte Umido enzima livre
reuso
Enzima livre 1,76 £ 0,07 - - -
Enzima Imobilizada
6,43+1,76 0,96 + 0.002 364,88 + 99,60
(12 uso)
Enzima Imobilizada , ,
577+1,67 0,86 £ 0,001 327,29 +94,93 89,44 £1,60
(62 reuso)
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REIVINDICACOES

1. “PROCESSO PARA OBTENCAO DE PENAS MAGNETICAS E APLICACAO EM
BIOCATALISE” caracterizado por um processo em que as penas foram lavadas com
agua aquecida entre 30 e 90 °C e secas por leve aquecimento, preferencialmente a 30
°C, posteriormente cortadas em pedacos, desengorduradas, preferencialmente em
mistura de cloroférmio e metanol sob suave aguecimento entre 30 e 50 °C, em
seguida, lavadas com dgua abundante e deixadas em repouso em uma solu¢do de
detergente neutro por 12 horas sob aquecimento acima de 30 °C, depois, foram
novamente lavadas com dgua e secas sob aquecimento acima de 30 °C, sendo este
chamado de suporte a ser magnetizado, em seguida, o suporte foi misturado com
grande quantidade de agua para hidratacao, preferencialmente na proporcao de 1:200
de pena e agua, apds isto, foi adicionado ao suporte Umido duas solugdes na
proporcdo de 1:10 de pena e solucdo, sendo uma de cloreto férrico (FexCls),
preferencialmente entre 0,6 e 2,0 M e outra de cloreto ferroso (FeCly),
preferencialmente entre 0,2 e 2,0 M, e homogeneizados, finalmente o suporte foi
alcalinizado compreendendo pH 11 e aquecido sob agitacdo a 100 °C, incubado com
glutaraldeido preferencialmente a 5% (p/v), por 2 h, sob agitagdo a 25 °C, lavado e
incubado novamente com biomoléculas de interesse a serem imobilizadas.

2. “PROCESSO PARA OBTENCAO DE PENAS MAGNETICAS E APLICACAO EM
BIOCATALISE”, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado pela alcalinizacdo
ocorrer preferencialmente em pH 11 alcalino utilizando solucdo de hidréxido de
amonio.

3. “PROCESSO PARA OBTENCAO DE PENAS MAGNETICAS E APLICACAO EM
BIOCATALISE”, de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado pelo suporte magnético

a base de pena de galinha poder ser utilizado para a imobilizacdo de biomoléculas.
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Figura 1
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Figura 2
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