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                                                                                                                                                                 RESUMO 

 

Xantina Oxidase (XOD, E.C. 1.17.3.2) é uma enzima que contem molibdênio de 

importância em análises clínicas com uma estrutura e ação bem definidas. XOD já foi 

imobilizada em diversas matrizes como contas de gel de poliacrilamida, poliamida-11, 

Dacron, polianilina-silicone, eletrodos de pasta de carbono modificada, eletrodos de 

nanocristais de ouro-carbono bem como vidro. No presente estudo um compósito híbrido 

inorgânico-orgânico magnetizado, baseado em uma rede de polissiloxano e álcool 

polivinílico (POS-PVA), ativado com glutaraldeído, é proposto como suporte para a 

imobilização de XOD extraída de leite bovino. A enzima foi parcialmente purificada 

através de fracionamento com sulfato de amônio (saturação entre 38 e 50%) com uma 

atividade específica de 69 mU/mg de proteína. A eficiência de imobilização foi de 42% da 

XOD oferecida com uma relação de 12,7µg de XOD/mg de suporte. A XOD imobilizada 

em POS-PVA magnetizado apresentou um pH e temperatura ótimas de 8,8 e 45°C, 

respectivamente. A constante de Michaelis para a XOD imobilizada foi de 8,42 µM para a 

xantina. Quando a 6-mercaptopurina foi utilizada como substrato a XOD imobilizada ainda 

foi capaz de reconhecer este substrato e convertê-lo em ácido 6-tioúrico. Baseado nestes 

resultados, podemos propor o POS-PVA magnetizado como suporte para imobilização de 

XOD. 

 

Palavras-Chave: Imobilização; Xantina Oxidase; e Suporte Magnético 
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_                                                                                             1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 IMOBILIZAÇÃO 

 

A imobilização em suportes insolúveis em água de biomoléculas, em especial 

proteínas, geralmente, apresenta maior estabilidade do que sua forma nativa e tem se 

mostrado importante ferramenta na biotecnologia, haja vista o derivado protéico obtido 

reter parte ou a totalidade de suas propriedades biológicas; ser facilmente removido do 

meio de incubação onde atua, permitindo sua reutilização; bem como, possibilitando a 

obtenção de seus produtos isentos de contaminação.  

Não existe universalidade quanto a um método e/ou suporte que atenda a todos os 

pré-requisitos e aplicações, o que mostra a relevância do tema, novas propostas de 

imobilização (Hermanson et alii, 1992). 

A importância da imobilização de biomoléculas é evidenciada pelo fato de muitos 

bioprocessos comerciais se basearem em catalisadores imobilizados, por exemplo, para a 

produção de fosfolipídeos, peptídeos, aminoácidos, xarope de frutose, antibióticos e uma 

ampla variedade de produtos farmacêuticos e intermediários quirais (Gill & Ballesteros, 

2000). 

 Existem interesses em aplicações biomédicas, da imobilização covalente de 

biomoléculas em superfícies, tais como, biosensores, cromatografia de afinidade, 

bioprocessamento, síntese bio-orgânica, diagnósticos de fase sólida, terapia extracorpórea e 

liberação controlada de drogas (Malmsten et alii, 1999). 
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1.1.1 IMOBILIZAÇÃO DE ENZIMAS 

 

 Com as descobertas, nos últimos anos, nos campos da biotecnologia para imobilizar 

enzimas, as freqüentes limitações da mesma, na forma solúvel, devido ao seu alto custo 

relacionado a pequenas quantidades, e instabilidade, foram praticamente solucionadas 

(Kayastha et alii, 1999).  

 Quando o material a ser imobilizado é uma enzima, existe um especial interesse, em 

biotecnologia, devido às vantagens que o imobilizado oferece, entre os quais se destacam o 

aumento da estabilidade da enzima em função das interações físicas e químicas entre o 

suporte e esta molécula, a possibilidade de reutilização da enzima e a facilidade de 

recuperação do produto (Yahya et alii, 1998; Tisher & Kasche, 1999). 

 Enzimas imobilizadas são definidas como enzimas fisicamente confinadas ou 

localizadas numa certa região do espaço, com retenção de suas atividades catalíticas e 

possibilidade de reutilização (Pereira et alii, 2002). 

 A maior estabilidade e resistência a altas temperaturas da enzima imobilizada, 

quando comparada à enzima livre, supera a atividade catalítica mais baixa desta última 

(Laska et alii, 1999).  

 O número de reutilizações, sem perda significativa de sua atividade, é outra 

importante vantagem da imobilização, proporciona uma diminuição do custo por análise, 

tornando a enzima imobilizada mais viável e preferível para utilização de rotina 

(Godjevargova et alii, 2003) em processos bioquímicos e biomédicos (Srivastava et alii, 

2001). 

 A busca por soluções para seu uso eficiente desperta o interesse de muitos 

estudiosos até hoje, devido à importância da aplicação das enzimas em diversas reações. 
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Uma dessas soluções é a utilização de uma matriz (ou suporte) na qual a enzima possa ser 

ligada. Essas enzimas ligadas a uma matriz são chamadas enzimas imobilizadas e 

apresentam grandes vantagens em relação à enzima nativa no aspecto de melhorarem a 

estabilidade e de serem mais facilmente removidas do meio de reação (Xi et alii, 2005).  

  A imobilização de biocatalisador pode superar três obstáculos que são normalmente 

encontrados em reações catalisadas por enzimas. Muitas enzimas não são suficientemente 

estáveis sob as condições operacionais e podem perder sua atividade catalítica devido à 

auto-oxidação, autodigestão e/ou desnaturação pelo solvente ou pelo soluto; como as 

enzimas são moléculas solúveis em água, o seu uso repetido, economicamente importante, 

é problemático devido ao fato de que é difícil recolhê-las de um sistema aquoso e separá-las 

de substrato e produto; a produtividade de um processo industrial, medida como produção 

espaço-tempo, é geralmente baixa devido à limitada tolerância das enzimas a altas 

concentrações, tanto de substrato, como de produto (Faber, 1997).  

Contudo, o alto poder catalítico e a versatilidade para realizar uma variedade de 

transformações sob condições brandas e de maneira seletiva são características que tornam 

o uso de enzimas, como catalisadores industriais, extremamente atrativo (Castro & 

Anderson, 1995). 

 Um problema comum da técnica de imobilização é a diminuição da atividade 

enzimática devido à obstrução estérica provocada pelo suporte insolúvel. O uso de um tipo 

de suporte fabricado com um material, cuja solubilidade varia com o pH, permite a 

condução da reação num pH no qual o complexo enzima-suporte é livremente solúvel. Ao 

final da reação o pH é alterado de forma a tornar o complexo enzima-suporte insolúvel, 

permitindo a recuperação da enzima por precipitação e sua posterior reutilização (Tucker et 

alii, 1995). 
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 As propriedades do biocatalisador, tais como estabilidade, valor de Km, temperatura 

e pH ótimos, podem ser significativamente alteradas, para melhor ou pior, dependendo da 

técnica de imobilização (Faber, 1997). Faz-se, portanto, necessário caracterizar a enzima 

imobilizada para avaliar seu desempenho e definir novos parâmetros no sentido de otimizar 

o processo. São relatadas mudanças de pH, da temperatura ótima e estabilidade térmica 

enzimática após a imobilização (Fadiloglu & Söylemez, 1998; Pereira et alii, 2002).  

São muitos os métodos de imobilização de enzimas disponíveis. Porém, como eles 

exercem grande influência sobre as propriedades do biocatalisador resultante, é importante 

ressaltar que a escolha da estratégia de imobilização deriva das especificações do processo 

para o catalisador, incluindo parâmetros tais como atividade catalítica total, eficiência da 

utilização do catalisador, características de desativação e de regeneração e, obviamente, 

custos. Além disso, a toxicidade dos reagentes de imobilização deve ser considerada em 

conexão com o destino dos resíduos do processo de imobilização e com a aplicação 

pretendida para o catalisador enzimático imobilizado (Bailey & Ollis, 1986). 

 A retenção de um catalisador biologicamente ativo dentro de um sistema reator ou 

analítico, chamada imobilização, onde, o confinamento do biocatalisador pode estar dentro 

ou sobre a matriz.  

A imobilização proporciona um complexo insolúvel em um meio especializado, dentro 

do qual, fluidos podem passar facilmente, transformando substrato em produto numa reação 

enzimática controlada e facilitando a remoção do catalisador e produto (Hermanson et alii, 

1992).  

A importância da imobilização de enzimas e componentes biológicos deve-se a sua 

ampla variedade de aplicações nas indústrias de alimento e farmacêutica e também suas 
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aplicações biomédicas (Bryjak & Kolarz, 1998; Chellapandian, 1998; Malmsten et alii, 

1999; Villalonga et alii, 2000).  

 As enzimas imobilizadas podem substituir as enzimas nativas em vários processos, 

resultando em fácil remoção da enzima, menor contaminação da amostra e melhorando o 

interfaciamento para procedimentos modernos, como espectrometria de massa (Krogh et 

alii, 1999). 

 A suscetibilidade das enzimas à ação de fatores externos e às dificuldades de 

regeneração catalítica limita a aplicação das enzimas em larga escala. Alguns métodos de 

estabilização são comumente empregados para preservar a atividade da enzima, incluindo 

técnicas de imobilização física e/ou química, que abrem possibilidades para aplicações 

industriais. Entre estes, a ligação covalente de enzimas em matrizes insolúveis em água é o 

método mais atrativo para estabilização, reuso e recuperação de enzimas (Martinek et alii, 

1977 ; Engasser et alii, 1977; Bryjak & Kolarz, 1998; Xi et alii, 2005).  

Bickerstaff (1997) cita alguns dos principais métodos para imobilização de enzimas: 

adsorção, ligação covalente, aprisionamento, encapsulamento e ligação cruzada (Figura 1) e 

considerações à cerca do suporte e método de imobilização (Tabela 1). 

Dentre as técnicas de imobilização conhecidas podem citar-se: adsorção, onde há uma 

interação física não-específica entre a enzima e a superfície da matriz; oclusão ou 

aprisionamento em uma matriz semipermeável ou no interior de polímeros; reações 

cruzadas ou “cross-linking” que consiste na ligação da enzima a uma outra proteína ou a 

grupos funcionais existentes na matriz; e ligação covalente entre a enzima e a matriz. É 

muito importante escolher um método de imobilização que conserve grande parte da 

atividade catalítica da enzima (Powell, 1990). 
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Figura 1: Métodos de imobilização de enzimas 

(adaptado a partir de Bickerstaff, 1997). 
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Tabela 1: Considerações fundamentais na seleção do suporte e método de imobilização 

(Bickerstaff, 1997). 

Propriedades Pontos para consideração 

Física Resistência, não compressão das partículas, área de superfície disponível, 

forma (partículas esféricas/lâminas/fibras), grau de porosidade, volume 

do poro, permeabilidade, densidade e vazão. 

Química Hidrofilicidade (adsorção de água pelo suporte), neutralidade em relação 

à enzima, disponibilidade de grupos funcionais para modificação e 

regeneração/reutilização do suporte. 

Estabilidade Estocagem, atividade residual da enzima, regeneração da atividade 

enzimática, estabilidade mecânica do material do suporte. 

Resistência Ataque microbiano, rompimento por agentes químicos, pH, temperatura e 

solventes orgânicos. 

Segurança Biocompatibilidade, toxicidade dos componentes, reagentes, saúde e 

segurança dos operadores do processo e dos usuários do produto, 

especificações da preparação imobilizada para aplicações em alimentos, 

farmacêuticas e médicas. 

Economia Disponibilidade e custos do suporte, reagentes químicos e equipamentos, 

habilidade técnica requerida, impacto ambiental, preparação em escala 

industrial, possibilidade para aumentar a produção, processamento 

contínuo, reutilização do suporte, nível de risco calculado ou 

contaminação zero (produto livre de enzima) 

Reação Vazão, carregamento do suporte com a enzima e produtividade catalítica, 

cinética da reação, reações laterais, sistema de múltiplas enzimas, tipo de 

reator, limitações de difusão e transferência de massa de cofatores, 

substratos e produtos. 

 

 Dos métodos já citados, o mais estudado é o método de ligação covalente. Este 

método pode ser classificado de acordo com o tipo de ligação (diazotização, amida, base de 

Schiff, etc). As condições para imobilização por este método são mais complicadas e mais 



Neri, David F. M.                                                         Imobilização de Xantina oxidase em Polissiloxano-Álcool Polivinílico Magnetizado 
 

8 
 

agressivas que a técnica de adsorção. A ligação covalente pode ainda, alterar a estrutura 

conformacional e o sítio ativo da enzima, resultando em maior perda da atividade. Contudo, 

a força de ligação entre a enzima e a matriz é tão forte que mesmo na presença do substrato 

ou de soluções de alta força iônica a ligação não é desfeita e a enzima continua imobilizada 

(Hermanson et alii, 1992)  

 A estabilidade funcional, freqüentemente, limita a aplicação prática de enzimas 

solúveis em processos biotecnológicos e na medicina. A modificação da superfície de 

enzimas por substâncias macromoleculares constitui uma ferramenta útil para melhorar a 

estabilidade dessas biomoléculas. Em geral, a efetividade deste método depende de 

escolher as condições apropriadas baseadas em: 1) tipo, tamanho e estrutura da enzima; 2) 

estrutura e tamanho do polímero modificado; 3) tipo e condições para as reações químicas 

envolvidas no processo de modificação (Villalonga et alii, 2000). Em geral, a estrutura da 

proteína pode ser alterada pela imobilização, e por esse meio mudar as propriedades da 

enzima.  

 O impedimento estérico causado pela imobilização pode também interferir com o 

contato entre a enzima e o substrato. O grau de modificação depende do método de 

imobilização, da natureza do suporte e dos agentes de ligação e da especificidade dos 

grupos reativos (Chellapandian, 1998; Villalonga et alii, 2000). 

 

1.2 SUPORTE 

 
Um suporte ou matriz é qualquer material que um ligante bioespecífico pode ser 

ligado. A escolha da melhor matriz para uma determinada aplicação implicará no uso 

eficiente e otimizado da mesma. Dessa forma, é útil responder a algumas questões que 
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podem ajudar na escolha da matriz a ser utilizada, tais como: 1) a matriz pode ser obtida de 

uma fonte comercial segura e em quantidades suficientes; 2) é portadora de grupos 

funcionais em abundância e facilmente derivatizados; 3) possui boa estabilidade mecânica e 

química; 4) possui boa capacidade para reter a molécula alvo; 5) é econômica; pois a matriz 

ideal será aquela que proporcionar as melhores condições de uso para a aplicação desejada 

(Hermanson et alii, 1992). 

O pesquisador deve estar atento a diversos fatores, ao escolher o suporte para a 

enzima, pois o suporte usado na imobilização pode afetar, significantemente, a sua cinética 

(Srivastava et alii, 2001), bem como a carga na superfície do carreador (Godjevargova et 

alii, 2003). A imobilização na face externa do suporte é um dos mais eficientes meios de 

diminuir a resistência de deslocamento de massa. Um braço espaçador entre o suporte e a 

enzima pode diminuir as mudanças na estrutura da enzima e torná-la mais flexível, levando, 

portanto, a uma melhora potencial na estabilidade da sua atividade catalítica (Srivastava et 

alii, 2001). 

 

1.2.1 POLISSILOXANO-ÁLCOOL POLIVINÍLICO (POS-PVA) 

 

 Sabe-se, que a aplicação de enzimas em sua forma nativa, em diversas áreas, nem 

sempre é adequada e ótima (Bílková et alii, 2002). A ligação dessas enzimas a matrizes 

sólidas é uma modificação vantajosa de sua aplicação nas biociências e procedimentos 

diagnósticos especiais (Bílková et alii, 2002; Španová et alii, 2003). E a utilização dessas 

matrizes magnetizadas oferece ainda grandes vantagens, principalmente, em relação à 

facilidade dos procedimentos operacionais.  
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Desde sua concepção, no início do século XX, a tecnologia sol-gel tem se mostrado 

notadamente versátil na fabricação de matrizes de óxidos metálicos, sílica e 

organosiloxanos, de porosidade definida, na forma de monólitos, fibras, particuladas e 

filmes finos ou espessos. Este tipo de material tem encontrado amplo uso nas áreas de 

óptica, sensores, catalisadores e revestimentos (Gill & Ballesteros, 2000).  

 As partículas magnéticas (micropartículas, nanopartículas e ferrofluídos) são 

largamente estudadas para suas aplicações nas áreas biológica e biomédica. Os materiais 

magnéticos modificados são compostos de um núcleo de óxido de ferro coberto com um 

polímero. Essa cobertura, em geral, é biocompatível (tal como dextrana, PEG, etc), ou 

possui grupos ativos que podem ser conjugados a biomoléculas tais como proteínas e 

enzimas (Ma et alii, 2003; Yamaura et alii, 2004).  

A utilização de partículas magnéticas, nas mais diversas áreas, tem sido largamente 

explorada na área biomédica (Pardoe et alii, 2001) e industrial (Hong et alii, 2004). Onde a 

maior parte das aplicações necessita de compostos estáveis quimicamente, biocompatíveis, 

solúveis em água, atóxicos e biodegradáveis (Hong et alii, 2004). 

Vidros (silicatos) podem ser preparados pelo processo sol-gel alcóxido. Esta técnica 

envolve reações de hidrólise de precursores monoméricos (alcóxidos metálicos) a baixa 

temperatura com subseqüente condensação dos hidroxiderivados e posterior secagem, 

maturação e sinterização (Kim et alii, 2001; Oréfice et alii, 2001; Lima-Barros et al., 2002). 

Além da homogeneidade, baixas temperatura e concentração de impurezas (Boonstra & 

Baken, 1989), uma característica muito importante da polimerização sol-gel é que sais, 

complexos metálicos e corantes orgânicos podem ser incorporados antes da formação do 

hidrogel, fornecendo um sol-gel dopado. A capacidade de formar vidros inorgânicos 
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dopados sob condições aquosas e temperatura ambiente possibilitou estender este tipo de 

processo ao encapsulamento de biomoléculas (Gill & Ballesteros, 2000). 

A utilização de compostos híbridos em substituição aos vidros simples permite aliar 

as qualidades do processo sol-gel às características dos componentes inorgânicos e 

orgânicos. Pontos favoráveis da matriz vítrea incluem a inércia química, baixa absorção de 

água e solventes orgânicos, e boa estabilidade térmica e fotoquímica (Lima-Barros et alii, 

2002). Entretanto, suportes obtidos apenas a partir de precursores inorgânicos podem 

apresentar valores muito elevados de hidrofobicidade, ou ainda serem friáveis, possuírem 

porosidade limitada e funcionalidade química pouco flexível (Gill & Ballesteros, 2000). A 

adição de compostos orgânicos visa agregar características que estão ausentes e que são 

necessárias à finalidade a que se destina o suporte.  

Vários trabalhos descrevem a utilização de materiais híbridos dentre os quais as 

redes poliméricas interpenetradas (interpenatrated polymeric nets - IPNs) compostas de 

alginato, agar, gelatina, polivinilpirrolidona, álcool polivinílico e polietilenoglicol, com 

silicatos e siloxanos, para o encapsulamento de proteínas (Gill, 2001). As IPNs de 

polímeros orgânicos e silicatos/siloxanos apresentam estabilidade química e mecânica 

significativamente aumentadas e grande biocompatibilidade quando comparadas aos seus 

componentes isoladamente (Gill & Ballesteros, 2000). Lima-Barros e colaboradores (2002) 

procurando obter um microambiente compatível e uma superfície mais adequada à 

imobilização de proteínas, obtiveram o composto híbrido de polissiloxano e PVA (POS-

PVA) pelo processo sol-gel. Após o preparo do suporte e a adição de um braço químico, 

glutaraldeído, via catálise ácida, a fração protéica pode ser então fixada covalentemente. As 

Figura 2, 3 e 4 mostram esquemas da rede de PVA, polissiloxano (POS) e a rede semi-

interpenetrada de POS-PVA, onde podem ser vistas as possíveis interações entre suas 
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moléculas. Estes esquemas foram baseados no trabalho de Uragami et alii (2002) com 

algumas modificações. 
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Figura 2: Esquema da estrutura da rede de PVA 
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Figura 3: Esquema da estrutura do polissiloxano (POS) 
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Figura 4: Esquema da estrutura de rede semi-interpenetrada de POS-PVA 
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A utilização de suportes magnetizados, através da conjugação da matriz com 

magnetita (Fe3O4), para a imobilização de proteínas apresenta vantagens em relação aos 

não magnetizados, pois permite separá-los do meio da reação pelo uso de uma força 

magnética, dispensando as etapas de centrifugação e/ou filtração, requeridas nos processos 

convencionais com fase sólida (Butler, 2000b).  

Recentemente materiais sol-gel têm sido empregados para imobilização de enzimas 

por aprisionamento (Reetz et alii, 1998; Kelling-Tucker et alii, 2000). O processo sol-gel é 

um método eficiente para a preparação de vidros de sílica pela hidrólise de um precursor 

alcoxilsilano e pela condensação dos silanóis remanescentes, seguidos de envelhecimento e 

secagem sob atmosfera ambiente, e sinterização (Lima-Barros et alii, 2002). Embora a 

técnica de sol-gel tenha sido empregada especialmente para o aprisionamento de proteínas, 

este método de imobilização possui limitações tais como problemas de transferência de 

massa (Faber, 1997), que podem afetar o poder catalítico da enzima. Assim, a técnica de 

ligação covalente da enzima no suporte pode se apresentar como uma alternativa atrativa de 

imobilização. 

 

1.3 ENZIMA 

 
A reação catalisada por enzima ocorre dentro dos limites de uma cavidade da 

enzima, o sítio ativo, o qual atua em contato direto com a substância (substrato) a ser 

transformada (Pereira et alii, 2002). No sítio ativo estão situados os radicais de 

aminoácidos, conhecidos como grupamentos catalíticos, que são responsáveis pela 

formação e ruptura de ligações (Stryer, 1992).  
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O fator que realmente distingue as enzimas da maioria dos catalisadores não 

enzimáticos é a formação de um complexo enzima-substrato (complexo ES) específico. O 

qual é mantido pelas mesmas forças que estabilizam proteínas, incluindo ligações de 

hidrogênio, interações hidrofóbicas, interações iônicas e forças de Van der Walls 

(Lehninger et alii, 1993). 

Apesar das enzimas diferirem em estrutura, especificidade e modo de catálise, 

algumas generalizações acerca de seus sítios ativos podem ser feitas: 

• ocupam uma parte relativamente pequena do volume total da enzima; 

• são uma entidade tridimensional (depressões ou fendas); 

• os substratos são ligados através de múltiplas atrações fracas; 

• a especificidade de ligação depende do arranjo, definido com precisão, dos átomos no 

sítio ativo (Stryer, 1992). 

Como a característica mais importante de uma enzima é seu poder catalítico e não sua 

estrutura, enzimas são classificadas pelas reações que catalisam, em seis classes principais 

(Tabela 2). Cada enzima recebe um número EC, para “Enzyme Comission”, composto de 

quatro dígitos, EC a.b.c.d, os quais denotam o principal tipo de reação (a), subtipo, 

indicando o tipo de substrato ou o tipo de molécula transferida (b), a natureza do co-

substrato (c) e o número individual da enzima (d), (Faber, 1997).  
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Tabela 2: Classificação das enzimas segundo suas reações catalíticas 

Número Classe Tipo de reação catalisada 

1 Oxidoredutases Transferência de elétrons 

2 Transferases Reações grupo-transferência 

3 Hidrolases Reações de hidrólise 

4 Liases 
Adição de grupos à dupla ligações, ou formação de duplas 

ligações pela remoção de grupos 

5 Isomerases 
Transferência de grupos dentro de moléculas para produzir 

formas isômeras 

6 Ligases 
Formação de ligações C-C, C-S, C-O, C-N por reações de 

condensação acopladas a clivagem de ATP 

 

A aplicação de enzimas nativas, mesmo com inúmeras vantagens oferecidas em 

processos industriais e biomédicos, é limitada devido a sua instabilidade e a sua rápida 

perda de atividade biocatalítica durante os períodos operacionais e de estocagem, 

resultantes do processo autolítico, desnaturação e agregação da proteína. Além disso, a 

dificuldade para remover a enzima do meio de reação e a possibilidade de contaminação do 

produto formado são outras dificuldades observadas (Villalonga et alii, 2000; Xi et alii, 

2005).  

 
1.3.1 XANTINA OXIDASE 

 
Xantina oxidase, XOD, (EC 1.17.3.2) é uma enzima envolvida no metabolismo de 

purinas em vários organismos (Hille & Nishino, 1995). XOD catalisa a oxidação de 

hipoxantina (HP) a xantina e depois a oxidação desta em ácido úrico (Figura 5). 
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• hipoxantina + O2  + 2H2O ↔ xantina + 2H2O2   

• xantina + O2 + 2H2O ↔ ácido úrico + 2H2O2 

Xantina Oxidase
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Figura 5: Via de oxidação da hipoxantina catalisada pela XOD 

 

A 6-mercaptopurina (6MP), droga usada na terapêutica da leucemia, sofre oxidação 

pela XOD. A enzima catalisa a oxidação do primeiro o átomo de carbono na posição 8, para 

em seguida agir no número 2 (Figura 6). Esta ação é oposta à via de oxidação descrita para 

a oxidação da HP. O 6MP pode também formar o intermediário 6-tioxantina (Barbosa et 

alii, 1995). 
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Figura 6: Reação de oxidação da 6-mercaptopurina 
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A inibição da xantina oxidase faz parte da estratégia de tratamento da hiperuricemia, 

condição médica conhecida como gota. 

A enzima tem um peso molecular de aproximadamente 280.000 (Figura 7) e contém 

duas moléculas de flavina, ligadas na forma de FAD, dois átomos de molibdênio e oito 

átomos de ferro por unidade enzimática (Banu et alii, 2005). 

 

Figura 7: Estrutura tridimensional da XOD  

apresentando seus dois monômeros (Enroth et alii, 2000). 

 

O leite, especialmente o bovino, é rico em XOD, a qual está associada 

principalmente às membranas dos glóbulos de gordura (leitelho). Tem sido especulado que 

a XOD de leite bovino é liberada do leitelho a partir de homogeneização e pode ser 

absorvida na forma nativa no trato gastrintestinal (Clifford et alii, 1983).  A produção de 

radicais livres a partir da atividade catalítica da XOD pode causar danos no tecido 

cardiovascular pela diminuição de plasmogênio, mudanças ateroscleróticas, que podem 

culminar em doença cardíaca. Tem sido sugerido que a XOD está envolvida no surgimento 

do gosto azedo do leite comercializado e de seus derivados. Uma possível função da XOD 
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no leite é a sua participação na ancoragem da bicamada lipídica ao núcleo das gotículas 

apolares de lipídios (Kristensen et alii, 1998). 

 A XOD já foi imobilizada em dacron, poliamida 11 e grânulos de gel de 

poliacrilamida (Barbosa et alii, 1995), em álcool polivinílico-glutaraldeído (Araújo et alii, 

1997) e em compósito de polianilina e silicone (Nadruz et alii, 1996). A proposição de 

novos suportes sintéticos e metodologias de imobilização têm caracterizado uma linha de 

pesquisa desenvolvida no setor de bioquímica do Laboratório de Imunopatologia Keizo 

Asami (LIKA) da Universidade Federal de Pernambuco. 
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                                                                                                    2 OBJETIVOS 

  

2.1 Objetivo Geral 

 

 Extrair e imobilizar xantina oxidase de leite bovino em POS-PVA magnetizado.  

 

2.2 Objetivos Específicos 

 

- Extrair e purificar parcialmente a XOD de leite bovino através de precipitação com 

sulfato de amônio; 

- sintetizar compósito híbrido de polissiloxano – álcool polivinílico magnetizado 

(POS-PVAm); 

- imobilizar a XOD em POS-PVAm via ativação com glutaraldeído; 

- investigar, para o substrato xantina, a atividade enzimática, pH ótimo e 

temperatura ótima da XOD imobilizada e comparar com a solúvel, e 

- Avaliar o comportamento da XOD imobilizada, para o substrato 6-mercaptopurina. 
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Abstract 

Xanthine oxidase (xanthine:oxygen oxidoreductase, XOD, E.C. 1.17.3.2) is a 

relevant molybdenum enzyme in clinical analysis with a well-established structure and 

mode of action. It has already been immobilized on several matrices such as 

polyacrylamide gel beads, polyamide-11, Dacron, polyaniline-silicone, modified carbon 

paste electrode, nanocrystal gold-carbon paste electrode and controlled-pore glass. In this 

study, a magnetized hybrid inorganic-organic composite, based on polysiloxane and 

polyvinyl alcohol (POS-PVA) network, activated with glutaraldehyde, is proposed as a 

matrix for the immobilization of bovine milk XOD. The enzyme was partially purified with 

ammonium sulfate fractioning at 38-50% saturation, yielding a preparation with a specific 

activity of 69 mU/mg of protein. The immobilization efficiency was of 42% of the offered 

protein and a maximum of 12.7 µg/mg of support. The immobilized XOD on magnetic 

POS-PVA-glutaraldehyde presented an optima pH and temperature at 8.8 and 45°C, 

respectively. Michaelis constant for the XOD immobilized was 8.42 mM for xanthine. 

When 6-mercaptopurine was used as substrate, immobilized XOD was still able to 

recognize it and convert to 6-thiouric acid at 25°C and pH 8.2. Based on these results one 

can propose this magnetic POS-PVA-glutaraldehyde as support for the XOD 

immobilization.  

 

Keyword: Immobilization; Xantine Oxidase; and Magnetic Support 
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Introduction 

Hybrid material composed of organic and inorganic species can be easily 

synthesized by sol-gel process, in which the starting materials are in solution and synthesis 

are possible at a low temperature (Brinker & Scherer, 1990). Such materials combine the 

chemical and physical properties of the guest with an excellent optical, thermal and 

chemical stability of the host silicon oxide matrices.  Attractive glasses can be produced as 

films, ceramics, aero gels, particles and fibers. In our laboratory silica glass beads were 

synthesized by alkoxide sol-gel process based on polyvinyl alcohol and 

tetraethylorthosilicate (TEOS) and were used as solid phase for antigen immobilization in 

immunodiagnosis (Barros et al., 2002, Coêlho et al., 2002). Also, these beads were 

converted in powder, magnetized and used in chemiluminescent assays (Coêlho et al., 

2002). Membranes have also been prepared and their permeation and separation 

characteristics for an aqueous ethanol solution during pervaporation were investigated 

(Uragami et al., 2002).  

Here, the polysiloxane/polyvinyl alcohol (POS-PVA) magnetic particles were used 

as a matrix for the immobilization of xanthine oxidase (xanthine:oxygen oxidoreductase, 

XOD, E.C. 1.17.3.2). This is a molybdenum enzyme with a well-established structure and 

mode of action. Despite of the variety of possible substrates, its main function is to oxidize 

hypoxanthine to xanthine and xanthine to uric acid (Banu et al., 2005). XOD have already 

been immobilized on polyacrylamide gel beads, polyamide-11 and Dacron (Barbosa et al., 

1995), on a polyaniline silicone support (Nadruz et al., 1996), modified carbon paste 

electrode (Hu et al., 2000), nanocrystal gold-carbon paste electrode (Agüi et al., 2005) and 

controlled-pore glass (Banu et al., 2005).  
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In this study, the following properties of the immobilized enzyme were investigated: 

Km using xanthine as substrate; optima pH and temperature, activity retention after reuse 

and the catalytic action on the 6-mercaptopurine oxidation pathway.   

  

 

Materials and methods 

 

Xanthine oxidase purification 

Fresh bovine milk (1 L), with no preservative, was cooled down to 4°C overnight. 

The cream milk was separated from the fresh milk and then was hand churned for 3h at 

4°C. Afterwards, the overlaid layer was removed and the buttermilk was cheesecloth 

filtered. Casein was precipitated at pH 4.8 by dropping 1 M HCl, followed by 

centrifugation at 27,000 xg for 15 min and raising pH to 7.0 by adding 1 M NaOH. The 

casein-free buttermilk (65 mL) was 38% saturated by adding ammonium sulfate. The 

suspension was centrifuged at 12,000 xg for 15 min and the precipitated formed was 

discarded. The supernatant was 50% saturated with ammonium sulfate. The precipitate 

formed was collected by centrifugation at 27,000 xg for 30 min and dissolved 5 mL of 

10mM Tris-HCl, pH 8.0, containing 5 mM 2-mercaptoethanol and 100 µM EDTA. The 

sample was dialyzed twice, first against the buffer containing 100 µM EDTA and later 

against buffer containing 30 µM EDTA. Sample was finally centrifuged at 35,000 xg and 

the supernatant stored at 4°C and used throughout this work. . 
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POS-PVA synthesis and magnetization 

POS-PVA beads were synthesized according to Barros et al. (2002). Briefly: 6 ml of 

2% w/v polyvinyl alcohol (MW 72,000; Reagen), 5 ml of ethanol (Merck) and 5 ml of 

tetraethylorthosilicate (TEOS; Merck) were mixed in a beaker. After raising the 

temperature to 70ºC, under stirring, 100 µl of 1M HCl were added and incubated for 50 

min. Then the solution was distributed into ELISA microplates (150 µl/well) and allowed 

to solidify for about 48 h at 25o C. The beads were powded by using a mortar and pestle 

and the particles (10 g) were suspended in deionized water (100 mL) and 10 mL of 0.6 M 

FeCl2 and 1.1 M FeCl3 were added drop-wise under stirring. The pH was adjusted to 11 

with 28% (w/v) NH4OH. After a 30 min incubation at 100°C, under stirring, the 

magnetized particles were washed with deionized water until reach pH 7 and dried at 50°C 

overnight. 

 

Glutaraldehyde activation of magnetic POS-PVA particles 

Magnetized particles (10 mg) were incubated with 2.5% (v/v) glutaraldehyde (100 

µL) in 900µL of 0.1 M H2SO4 under mild stirring for 1 h at 25°C. Afterwards particles 

were washed five times with deionized water followed by buffer supplemented with 100 

µM EDTA (5 x 1 mL) using magnetic field (6000 Oe) to recover the treated particles.  

 

XOD immobilization on magnetic POS-PVA-glutaraldehyde 

Magnetic POS-PVA-glutaraldehyde particles (10 mg) were incubated with XOD 

preparation (127 µg/mL) for 12 h at 4°C. The particles were collected under a magnetic 
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field and the supernatant used for protein determination according to Sedmak and 

Grossberg (1977) using bovine serum albumin as the standard.  

 

Enzyme activity measurements  

The soluble XOD (50 µL) was incubated with 1000 µL of 100 µM xanthine, 

prepared in 50 mM of Tris-HCl, pH 8.2, and following the uric acid production at 295 nm 

(ε293= 9.5 mM-1cm-1). The immobilized enzyme (10 mg) was mildly stirred with 1000 µL 

of 100 µM xanthine, prepared in 50 mM of Tris-HCl, pH 8.2, and at time intervals of 5 min 

the absorbance of the supernatant was analyzed at 295 nm being reincubated with the 

immobilized enzyme and allowed to continue the reaction for another time interval of 5 

min. Immobilized XOD activity on 6-mercaptopurine was evaluated by incubating a 

solution at the concentration of 650µM, prepared in 50 mM Tris/HCl, pH 8.2 at 25°C. Then 

the supernatant of the enzymatic reaction was simultaneously analyzed at 240 nm, 256 nm, 

308 nm and 340 nm in intervals of 10 min. 

 

Optima pH and temperature 

 The effect of pH and temperature in the enzyme activity were tested in the 7.6 – 9.0 

and 30-65°C, respectively for the same reaction system described previously using xanthine 

as substrate. 

 

Reuse of immobilized XOD in POS-PVA magnetic support  

 The retention of the immobilized XOD activity was evaluated incubating the same 

support with fresh 1 mL of xanthine (100µM) every 10 min for 10 times. 
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Results and Discussion 

Xanthine oxidase was extracted from bovine milk and partially purified by 

ammonium sulfate precipitation. The fraction precipitated at 38-50% of ammonium sulfate 

presented the highest specific activity (69 mU/mg of protein with purification and yield of 

1.57 and 66%, respectively). Previous report demonstrated that immobilized XOD using 

highly purified preparations lost activity during reuses (Nadruz et al., 1996). Probably, this 

deleterious effect is due to the release of free radicals (O2
-) and H2O2 produced during XOD 

activity. Addition of catalase and superoxidase dismutase prevented this effect (Tramper et 

al., 1978).  

Figure 1 schematically describes the basis of the present immobilization procedure. 

In the first step of the process of preparing POS-PVA hybrid beads, TEOS was hydrolyzed 

in the presence of an acid catalyst (A), and silanol groups were formed. These resulting 

silanol groups yielded siloxane bonds due to the dehydration or dealcoholysis reaction (B) 

with other silanol groups or ethoxy groups during the membrane drying. These reactions 

led to cohesive bodies between siloxane in the beads. Since these bodies of siloxane were 

dispersed in the beads, the silanol groups in the siloxane and the hydroxyl groups in the 

PVA formed hydrogen and covalent bonds, which are the crosslinking points, as illustrated 

in (C). These hybrid beads were smashed into small particles (powder) which were 

magnetized. Finally, bifunctional reagent glutaraldehyde reacts with PVA hydroxyl groups 

forming acetals, under acid catalysis, and remaining carbonyl groups of glutaraldehyde 

molecules can then further react with amino group of the XOD, forming covalent bonds 

(Araújo et al., 1997). These details can be also seen in (C). 

The immobilization of XOD on magnetic POS-PVA yielded a preparation 

containing 5.4 µg of protein per mg of support and a specific activity of 69 mU/mg of 
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protein. The homogeneity of the magnetic particles sizes is shown in Figure 2 that displays 

a linear relationship between their volume and weight.   

 

 

 

 

Figure 1 – Polysiloxane synthesis from the hydrolysis and condensation of 
tetraethylorthosilicate (TEOS) and its interaction with polyvinyl alcohol 

(PVA). Adapted according to Uragami et al. (2002). 
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Figure 2. Relationship between the volume 
and the weight of the magnetic POS-PVA 

particles suspension. 
 

Figure 3 shows that the optimum pH of the immobilized XOD on the magnetic 

POS-PVA particles (8.8) is higher than that found for the soluble enzyme (8.2), whereas 

Figure 4 displays that the optimum temperature for the immobilized enzyme (45oC) is 

lower that that estimated for the soluble one (55oC).  
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Figure 3: Effect of the pH on soluble (○) and 
immobilized XOD (●) on POS-PVA activity. 
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Figure 4: Effect of the temperature on the soluble (○) 
and immobilized XOD (●) on POS-PVA activity. 

 
 The Michaelis constant (Km) calculated for the immobilized and soluble were 8.42 

µM and 7.94 µM, respectively, and this difference showed to be not statistically different. 

 Figure 5 depicts the reuse of the immobilized XOD on magnetic POS-PVA. There 

was no decrease of activity after five reuses and only 17% was lost at the tenth reuse.  
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Figure 5: Retained activity after reuse of the 
immobilized XOD on POS-PVA. 
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XOD is recognized to have a large specificity so that can catalyze the oxidation of 

about one hundred compounds (Bray, 1962). The conversion of hypoxanthine to xanthine 

and from xanthine to uric acid are physiologically catalyzed by XOD. This pathway 

belongs to the purines catabolism and is shown in Figure 6. It is worthwhile to notice that 

the enzyme firstly attacks the carbon atom number two of the molecule and afterwards the 

number 8.   
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Figure 6. Oxidative pathway of Hypoxanthine catalyzed by XOD.  

 

Another oxidative pathway catalyzed by XOD is that related to the 6-

mercaptopurine catabolism, important chemical used in leukemia treatment. Figure 7 

depicts the two possible ways, namely, the XOD firstly recognizing the carbon atom either 

number two or number eight of the 6-mercaptopurine. The appearance of either 6-

thioxanthine or 6-mercapto-8-hydroxypurine (intermediates) can be spectrophotometrically 

detected based on the best points of the spectra of all involved compounds. Therefore, the 

formation of 6-mercapto-8-hydroxypurine, 6-thioxanthine and 6-thiouric acid can be 

followed at 240 nm, 256 nm, 308 nm and 340 nm, respectively (Bergman & Ungar, 1961). 

However, the alternative way through the 6-thioxanthine does not seem to occur (Bergman 

& Ungar, 1961). Differently from the hypoxanthine pathway, XOD firstly recognizes the 
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carbon atom number 8 of 6-mercaptopurine, forming 6-mercapto-8-hydroxypurine, and 

then attacks the carbon number 2, producing the 6-thiouric acid.  This behavior may be 

ascribed to the specific properties of the sulfur atom which exhibits only a weak tendency 

to form hydrogen bonds and thus resists transformation into a tautomeric form, analogous 

to the activated form of hypoxanthine. In the absence of such an activation process, the 

polarity of the molecule in the ground state, becomes the decisive factor for orienting the 

enzymatic attack, namely, for the primary attachment of an hydroxyl ion.  
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Figure 7. Oxidative pathway of 6-mercaptopurine catalyzed by XOD.  

 

The 6-mercaptopurine oxidative pathway catalyzed by the immobilized xanthine 

oxidase has been shown to occur according to the matrix. For instance, immobilized XOD 

acts similar to the soluble enzyme for the derivatives synthesized with polyacrylamide, 

polyamide and polyaniline. On the other hand, the derivatives synthesized with chitosan, 

carboxymethyl cellulose and Dacron (polyethyleneterephthalate) does not recognize the 
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carbon atom number 8 so that the intermediate compound, 6-mercapto-8-hydroxypurine, 

becomes the final product and 6-thiouric acid is not formed.   

Figure 8 displays the time course of the immobilized XOD on magnetic POS-PVA 

followed at the wavelengths 240 nm, 256 nm, 308 nm and 340 nm. These results suggest 

that the 6-mercaptoruine oxidation pathway is as follows: 6-mercaptopurine → 6-mercapto-

8-hydroxypurine → 6-thiouric acid. There is no 6-thioxanthine formation because no 

absorbance decrease was detected at 308 nm. Therefore, one can assume that the 

immobilized XOD on magnetic POS-PVA catalyzes the oxidation 6-mercaptopurine as the 

soluble enzyme. 
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Figure 8. Time course of the 6-mercaptopurine oxidation catalyzed by                                                           
immobilized XOD on magnetic POS-PVA. 

 

 

From the above results one can conclude that an attractive water insoluble 

derivative of xanthine oxidase can be synthesized by using a magnetic semi-interpenetrated 

network composed of polysiloxane and polyvinyl alcohol as a matrix. This preparation 
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presents the following advantages: easy synthesis, low cost, reusable and can be easily 

removed from the reaction medium by a magnetic field.  
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                                                                                               5 CONCLUSÕES 

 

 A partir dos resultados obtidos, concluímos que a (o): 

 

• XOD foi obtida a partir de leite bovino na fração 38-50% de saturação com sulfato 

de amônio; 

• A enzima foi imobilizada com sucesso em POS-PVAm-Glut com uma eficiência de 

42% e  atividade enzimática de 69 mU/mg; 

• pH e temperatura ótimos para a XOD imobilizada foram de 8,8 e 45°C, 

respectivamente; 

• Km para a XOD imobilizada foi estimada em 8,42 µM e 

• XOD imobilizada foi capaz de catalisar a oxidação da 6-mercaptopurina a ácido 6-

tioúrico como a enzima solúvel. 
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