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Resumo

RESUMO

A sintese de revestimentos como biosilica ou TiO2 em nanoparticulas magnéticas de FezO4
é de grande interesse no que diz respeito em manter as caracteristicas intrinsecas do composito,
concedendo deste modo estabilidade e dispersdo em meios aquosos, possibilitando inimeras
aplicacdes. Neste trabalho € apresentada uma estratégia de funcionalizacdo de nanoparticulas
magnéticas de FezO4 através da enzima Glu-tag silicateina-a, para posterior sintese de camadas
de biosilica ou dioxido de titanio.

As nanoparticulas de FesOs monodispersas foram sintetizadas pelo método de
decomposic¢do térmica e caracterizadas por microscopia eletronica de transmissdo (MET). A
camada de &cido oleico que confere estabilidade e propriedades hidrofébicas as nanoparticulas
foi comprovada por espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) com
as bandas em 2923cm™, 1462cm™ e 2859cm™ das ligagdes C-H dos grupos CH2 que sdo
presentes no acido oleico e também pela banda em 1378cm™ que é atribuida & vibragdo da
ligacdo C=0 do grupo carboxilato (COO").

A funcionalizagdo das nanoparticulas de FesO4 foi realizada através da substituicdo da
camada de &cido oleico das nanoparticulas pela enzima Glu-tag silicateina-a (203 pg/mL),
expressa pelo vetor pPBAD/glll A, inserido na estirpe E. coli TOP10, e induzida por L-arabinose
(0,2%). O resultado desta funcionalizagdo, determinado por coloragdo de anticorpo, foi
satisfatorio.

Para a sintese das camadas de biosilica e TiO, através da Glu-tag silicateina-o imobilizada,
as nanoparticulas foram incubadas com os substratos TEOS (250 uM) e Ti-BALDH (250uM).
As camadas de biosilica e TiO, foram analisadas por MET e caracterizadas quimicamente por
EDX.

Palavras-Chave: Nanoparticulas magnéticas de FesOs, Biosilica, Dioxido de titanio,
Silicateina-a.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Transformada_de_Fourier

Abstract

ABSTRACT

Coating FesO4 nanoparticles with biosilica or TiO. is great interest regarding the
maintenance of the inherent characteristics of the composite thereby providing stability and
dispersion in aqueous medium and allowing for countless applications. In this study a strategy
was presented to functionalize magnetic nanoparticles through Glu-tag silicatein-o enzyme, for
subsequent synthesis of biosilica or titanium dioxide layers.

Monodisperse FesO4 nanoparticles were synthesized by the thermal decomposition method
and characterized by transmission electron microscopy (TEM). The oleic acid layer which lends
stability and hydrophobic properties of the nanoparticles was confirmed by Fourier transform
infrared spectroscopy (FTIR) with a band wavemunber at 2923cm™, 1462cm™ e 2859cm™ due
to C-H bonds of the CH2 groups present in oleic acid and also by the band at 1378cm™ which
is attributed to the stretching vibration of C=0 bond of the carboxylate group (COO").

Functionalization of Fe3O4 nanoparticles was carried out through substitution of oleic acid
layer of FesOs4 nanoparticles by Glu-tag silicatein-o (203 pg/mL) enzyme, expressed by
pBAD/glll A vector, inserted into E. coli TOP10 strain, and induced with L-arabinose (0.2%).
The result of this functionalization, determined by antibody staining, was satisfactory.

For the synthesis of TiO2 and biosilica layers by immobilized Glu-tag silicatein-a,
nanoparticles were incubated with the TEOS (250 uM) and Ti-BALDH (250uM) substrates.
Biosilica and TiO> layers were analyzed by TEM and chemically characterized by EDX.

Keywords: Magnetic FesO4 Nanoparticles, Biosilica, Titanium Dioxide, Silicatein-a.
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Introducéo

1. INTRODUCAO

A importéncia de nanocompositos construidos em diferentes componentes inorganicos ou
organicos é cada vez mais reconhecida, pois podem adquirir propriedades multifuncionais que
podem ser adaptadas e ajustadas. Nanoparticulas magnéticas estdo emergindo como uma nova
tecnologia em aplicacBes biotecnoldgicas e biomédicas para diagnosticos clinicos e em
aplicagdes in vivo. Os revestimentos conferem, as nanoparticulas, protecdo de reagdes com o
ambiente externo e simultaneamente servem como um meio para a funcionalizacéo da particula
tornando-as quimicamente funcional e fisiologicamente compativeis para inimeras aplicacdes
[1].

Um dos principais desafios para as futuras bioaplicagdes dos nanomateriais serd o
desenvolvimento de versatilidade quimica na sua superficie que forneca estabilidade e
solubilidade em condicGes fisiologicas e simultaneamente facilite a sua detecdo e a sua

utilizacdo [1].

1.1. Nanoparticulas Magnéticas

Uma nanoparticula pode ser definida como qualquer particula produzida com uma
dimensao caracteristica de 1 a 100nm, que possua propriedades ndo partilhadas por particulas

de escala ndo nanométrica com a mesma composi¢do quimica [2].

O magnetismo é uma propriedade de materiais que respondem a um campo magnético
aplicado. As propriedades magnéticas de nanomateriais sdo de grande interesse em diversas
areas devido as suas propriedades como superparamagnetismo, alta coercividade, alta
suscetibilidade magnética e baixa temperatura de Curie [3]. Estas propriedades permitem a sua
utilizacdo em areas de estudo como fluidos magnéticos, armazenamento de dados e catalise [4].
Atualmente, as nanoparticulas magnéticas sdo utilizadas em aplicacdes bioldgicas como
biosseparacdo magnética e detecdo de entidades bioldgicas (células, proteinas, acidos nucleicos,
enzimas, bactérias, virus, etc.) [5], procedimentos de diagndsticos como imagem por
ressonancia magnética (IRM) [3], hipertermia por fluido magnético (MFH) e transportadores

magnéticos de farmacos [6][7].
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Figura 1.1. Exemplos de possiveis aplicacBes de nanoparticulas magnéticas (adaptado [8]).

Entre a ampla variedade de materiais magnéticos que podem ser utilizados sob a forma de
nanoparticulas, os 6xidos de ferro sdo certamente os mais intensamente estudados. Entre estes
ultimos, devido principalmente a sua biocompatibilidade e baixa toxidade, a magnetita (FezO4)
e a maghemita (y-Fe;O3) sdo o0s candidatos mais promissores [5]. A Food and Drug
Administration (FDA) ja aprovou o0 uso de nanoparticulas de O&xido de ferro
superparamagnéticas (SPIONs) como agente de contraste em ressonancia magnética por

imagem [5][9].

1.2. Sintese de nanoparticulas de éxido de ferro

Nas ultimas décadas, tem sido desenvolvida muita investigacdo sobre a sintese de
nanoparticulas monodispersas de 6xido de ferro e muitos estudos tém descrito abordagens de
sinteses para produzir nanoparticulas de forma eficiente, controlada, estaveis e biocompativeis.
Os métodos mais utilizados séo co-precipitacdo, decomposicao térmica, microemulsdo, sintese
hidrotermal e sintese sonoquimica [3]. As nanoparticulas de 6xido de ferro podem também ser
sintetizadas por outros métodos menos convencionais como sintese eletroquimica [10], técnicas

de pirolise a laser [11], por bactérias magnetotaticas e bactérias redutoras [3][12].
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1.2.1. Co-precipitacéo

O método mais convencional para a obtencdo de nanoparticulas Fe3Os ou y-Fe2O3 é a co-
precipitacdo. Este método consiste na mistura de ies férricos (Fe®*) e ferrosos (Fe?*) numa
proporcdo molar de 1:2 em solucBes altamente basicas a temperatura ambiente [3][14]. O
tamanho e forma das nanoparticulas dependem do tipo de sal utilizado (ex.: cloretos, sulfatos,
nitratos e percloratos), da proporcéo de iGes férricos e ferrosos, da temperatura da reagéo, valor
do pH, forga i6nica do meio e outros pardmetros da reacdo como taxa de agitacdo e velocidade
de adicdo da solucdo bésica [13]. Este método tem como vantagem a facilidade de serem
produzidas grandes quantidades de particulas numa dnica reacgdo, existindo por outro lado
literatura substancial sobre as possiveis modificacdes quimicas que podem ser introduzidas na
superficie das nanoparticulas [13].

Apesar de ser amplamente utilizado, a co-precipitacdo pode afetar negativamente as
propriedades fisicas e quimicas das nanoparticulas de 6xido de ferro, incluindo a saturacéo de
magnetizacdo (Ms) cujos valores sdo inferiores aos apresentados pelos mesmos materiais em
escala ndo nanomeétrica [3].

Outras desvantagens deste método séo: (i) o elevado valor de pH da mistura reativa que
tem de ser ajustado nos passos de sintese e de purificacdo; (ii) a sintese de particulas com uma
ampla distribuicdo de tamanhos, frequentemente requerendo uma segunda selecdo, que
apresentando uma ampla gama de temperaturas de bloqueio (Tg) dificulta a sua utilizagcdo em
muitas aplicacdes [3]. (iii) Necessidade de tratamento dos residuos gerados durante a producéo

para evitar poluicdo ambiental [3].

1.2.2. Decomposi¢do térmica

Este método baseia-se na decomposi¢do de um percursor organometalico: Fe(cup)s (cup =
N-Nitroso-N-fenil-hidroxilamina), Fe(acac)s (acac = acetilacetonato), ou pentacarbonilo de
ferro (Fe(CO)s), na presencga de tensioativos, seguido de oxidagéo [3][14].

Este método permite a obtencdo nanoparticulas de magnetite monodispersas de alta
qualidade, com diametros até 20nm, dispersas em solventes apolares. Este processo nao
necessita de um procedimento de sele¢do de tamanho, é facilmente adaptado para produgédo
industrial e pode ser ajustado para sintese de nanoparticulas de MFe;O4 (com M = Co, Mn ou
Fe) [7][15].

No entanto este método tem a desvantagem de as nanoparticulas se encontrarem geralmente

dispersas em solventes apolares [3].
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1.2.3. Microemulsao

A microemulsdo é uma dispersdo isotropica termodinamicamente estavel, de duas fases
imisciveis (dgua e 6leo) sob o tensioativo presente na mistura. As moléculas de tensioativo
formam uma monocamada na interface entre o 6leo e a agua, com as caudas hidrofobicas
dissolvida na fase oleosa e os grupos de cabeca hidrofilica na fase aquosa. Nos sistemas binarios
(dgua/surfactantes ou 6leo/surfactantes), podem ser formadas estruturas auto-organizadas de
diferentes tipos, variando desde micelas esféricas e cilindricas invertidas a fases lamelares e a
microemulsdes bi-continuas. Neste sentido, os métodos de microemulso e micelas invertidas
sdo utilizados para obtencdo de nanoparticulas de 6xido de ferro com tamanho e forma
controlados através de uma monocamada de tensioativo. Apesar deste método resultar em
nanoparticulas de 6xido de ferro com altos valores de Ms e com uma boa distribui¢do de
tamanhos, a agregacao das nanoparticulas ocorre normalmente, apesar da presenca de agentes
tensioativos, sendo necessarios varios processos adicionais de lavagem e tratamentos para a sua

estabilizacdo [3].

1.2.4. Sintese hidrotermal

Este método consiste na cristalizacdo de precursores (ex.: nitrato de ferro (111) (Fe(NO3)3)
e sulfato de ferro (I11) (Fe2(SOa4)3)) sob uma atmosfera inerte a partir duma solugdo aquosa com
altas temperaturas (numa gama de 130-250°C) e a pressao de vapor elevada (valores entre 0,3-
4,0 MPa). Esta técnica também pode ser combinada com outros métodos, utilizando-se o
método hidrotermal para estabilizar as nanoparticulas com o uso de tensioativos. Através da
sintese hidrotermal € possivel obter nanoparticulas de 6xido de ferro com grau de pureza e
cristalinidade superiores aos outros métodos descritos, além de valores de Ms semelhantes aos
valores encontrados nos materiais em escala ndo nanométrica [3][16][17]. No entanto, as
condicdes necessarias de pressdo e temperatura tornam este método ndo acessivel a todos os
laboratérios [3][16].

1.2.5. Sintese sonoquimica

Este método de sintese permite preparar uma grande variedade de nanocompasitos através
da irradiagdo do ultrassom. Os efeitos quimicos do ultra-som surgem a partir da cavitacdo
acustica (formacéo, crescimento e colapso de bolhas num liquido). A reagdo com o precursor
(ex.: (Fe(CO)s)) ocorre na fase gasosa, no interior da bolha que colapsa formando

nanoparticulas amorfas. A razao para a obtengéo de nanoparticulas amorfas é devido as grandes
4
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velocidades de arrefecimento obtidas quando a bolha colapsa, fazendo com que os tamanhos
das particulas ndo variem, formando apenas materiais nanométricos [18]. Este método tem sido
comprovado como uma via confiavel, reprodutivel e relativamente facil de sintetizar
nanomateriais tanto com e sem tensioativos in situ [3][19]. As condi¢cfes extremas do ponto de
aquecimento no interior da bolha sdo consideradas benéficas pois reduzem a formacdo de
aglomerados de nanoparticulas, possibilitando a aplicacdo deste método para a sintese de varios
nanocompositos com propriedades incomuns, sendo a sua versatilidade sido demonstrada com

sucesso na preparacdo de nanoparticulas de oxido de ferro [3][19].

1.3. Funcionalizagéo da superficie das nanoparticulas

O grande desafio tecnoldgico da sintese de nanoparticulas de 6xido de ferro esta no controle
do tamanho, forma, estabilidade e dispersibilidade em solventes desejados. Isto porque
nanoparticulas de O&xidos de ferro magnéticas apresentam uma grande relacdo
superficie/volume e portanto possuem energias de superficie elevadas. Consequentemente, elas
tendem a agregar-se para minimizar as suas energias superficiais. Além que, nanoparticulas
sem qualquer revestimento de protecdo possuem grande atividade quimica e sdo facilmente
oxidaveis ao contacto com o ar, especialmente magnetita, resultando na perda de magnetismo
e de dispersibilidade [3].

Existem estratégias que envolvem o revestimento com moléculas organicas, incluindo
tensioativos (&cido oleico, acido laurico, acidos alquilsulfonicos e acidos alquilfosfonicos) [20],
polimeros (polietilenoglicol (PEG), polivinilpirrolidona (PVP), poli(etileno-co-acetato de
vinilo) (EVAR), poli(acido latico-co-acido glicélico) (PLGA), e alcool polivinilico (PVA) [21],
biomoléculas e revestimento com uma camada de material inorganico, tal como silica, metal
ou substancia elementar semimetal, 6xido de metal ou sulfureto de metal. Em muitos casos,
estas protecGes ndo apenas estabilizam as nanoparticulas de éxido de ferro magnético mas

também podem ser utilizados para posterior funcionalizagao [3].

1.4. Silicateina

A descoberta de enzimas que catalisam a formagdo de silica, um material polimérico
inorganico, atraves de precursores inorganicos soltveis em agua foi um grande avanco nas areas
de quimica inorganica e bioquimica, possibilitando novas oportunidades para a area de ciéncias

de materiais [22].
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As silicateinas foram inicialmente descritas pelo grupo de Morse [23][24], no qual
descobriram que os filamentos axiais dos espiculos de esponjas marinhas Tethya aurantium sdo
compostas por uma enzima denominada silicateina (proteina de silica) envolvida na formacéo
de biosilica [25].

Posteriormente foi demonstrado que a silicateina ndo existe apenas no canal axial, mas
também no espaco extra espicular e extracelular das esponjas [26]. Apesar do mesmo autor ter
proposto um mecanismo de reacao enzimatica da silicateina, somente recentemente foi possivel
confirmarem experimentalmente as propriedades detalhadas das cinéticas de reagéo [27].
Recentemente foi mostrado que a silicateina compreende uma funcdo enzimética dupla,
atuando como polimerase de silica e silica-esterase [27]. A identificacdo duma enzima que
degrada biosilica suportou a opinido de que os componentes siliciosos em espiculos sdo
processos dindmicos de ciclos de construcdo-dissolucdo-construcao, de forma semelhante a

outros biominerais tais como 0ssos e dentes [22].

1.5. Silicateina - Uma enzima polimerizadora de silica

O polipeptideo correspondente a silicateina compreende cerca de 325 aminoacidos (aa)
com um peso molecular de 35 kDa. Durante a maturagdo, a pré-enzima sofre uma clivagem do
peptideo sinal (aal a aal7; Suberites domuncula [demosponge] silicateina-a) e do pro-peptideo
adjacente (aal8 ao aall2), resultando na enzima madura de 23-24 kDa [26].

As silicateinas consistem em trés isoformas, silicateina-a, silicateina-f e silicateina-y, onde
foram classificadas através de andlises filogenéticas como pertencentes a superfamilia de
proteases de cisteinas semelhantes a catepsinas L [25][27].

A silicateina-o ¢ a mais abundante das subunidades de silicateinas nos filamentos axiais
dos espiculos de esponjas marinhas Suberites domuncula, sendo similar em sequéncia a
protease catepsina L com uma identidade de 52% e similaridade de 65% nos residuos de
amino&cidos [28].

As diferencas entre estas duas enzimas estdo nos seus centros ativos. Na silicateina este €
formado por trés aminoacidos, Histidina (His), Serina (Ser) e Asparagina (Asn), enquanto na
catepsinas-L esta apresenta uma Cisteina que substitui a Serina da silicateina. Este aminoacido
é essencial para 0 mecanismo de catalise da silicateina. Além desta diferencga, as silicateinas
apresentam um aglomerado de residuos de Serinas proximo ao centro ativo da enzima podendo

atuar como um molde para a deposicao de biosilica [22], [24], [28], [29].
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Figura 1.2. Modelo tridimensional da silicateina-a. (Suberites domuncula). (A) Elementos da estrutura secundaria
estdo marcados em vermelho (hélices-a) e azul (folhas-B). O centro ativo (cc) da enzima compreendendo os
aminodcidos (Ser), (His), e (Asn) estdo apresentados em amarelo e os residuos de Serina estdo marcados na cor
verde. (B) Distribuigdo de carga eletrostatica da enzima: as manchas vermelhas representam as cargas positivas e
as azuis as cargas negativas. O branco representa as areas hidrofobicas (adaptado [22]).

Além destas, silicateinas tém sido isoladas e caracterizadas a partir de esponjas de agua
doce Ephydatia fluviatilis [22] e Lubomirskia baicalensis [30][31]. Nas esponjas L. baicalensis,
pelo menos quatro isoformas de silicateina-a (silicateina al-a4) existem [31][32].
Recentemente, silicateinas também foram descobertas e isoladas de esponjas hexactinélidas,
Crateromorpha meyeri [33]. Estes resultados demonstraram que estas enzimas ndo estdo

restritas a demosponges, mas sdo uma caracteristica geral de esponjas siliciosas [22].

1.6. Mecanismo de atividade da silicateina-a

As enzimas sdo catalisadores surpreendentes que atuam através de substratos especificos
para formar produtos sob condicfes fisiologicas que normalmente suprimem a reatividade
quimica como por exemplo de &gua, eletrolitos, pH, temperatura e pressdo em condicbes
normais. A maioria dos catalisadores sintéticos € menos eficiente aos catalisadores bioldgicos
em pelo menos quatro aspetos [34]: (i) ndo sdo tdo eficazes a temperatura fisioldgica, baixa
pressdo e pH neutro; (ii) sdo pouco seletivos; (iii) raramente exibem reconhecimento quiral,
uma propriedade que limita bastante a utilizacdo na preparacdo de biomoléculas opticamente
ativas; e (iv) nao sdo regulados por ativadores e/ou inibidores.

A especificidade da enzima-substrato e a formacdo do complexo intermediério sdo

caracteristicas comuns em todas as enzimas. As silicateinas sdo enzimas que possuem uma
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ampla especificidade de substrato, podendo atuar sobre uma gama relativamente ampla de
diferentes substratos para a producgéo de diversos metais 6xidos, o que pode ser atribuido ao seu
centro ativo e a similaridade no tamanho e carga dos centros eletrofilicos das moléculas do
substrato [35].
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Figura 1.3. Mecanismo de polimerizacdo catalisada pela silicateina partir do substrato ortosilicato. Passo 1:
Ataque nucleofilo do atomo do oxigénio da Ser ao atomo de silicio do substrato e transferéncia de um protdo a
partir do azoto da molécula de imidazol da His a um ligando de OH do acido silicico. Passo 2: Libertacdo de uma
molécula de &gua a partir do intermediario pentavalente formado. Passo 3: Ataque nucleéfilo do &tomo de oxigénio
a partir de um dos ligandos OH da molécula de acido silicico a uma segunda molécula de &cido silicico facilitado
pela formacéo de pontes de hidrogénio entre o 4cido silicico e 0 azoto do imidazol. Passo 4: Libertagdo de uma
molécula de agua ap6s a transferéncia de protbes a partir do grupo imidazol. Ataque nucleéfilo do atomo de
oxigénio de um ligando OH da primeira molécula de &cido silicico, ap6s rotacdo da ligagdo Si-O-C entre esta
molécula e a Ser, ao 4&tomo de silicio de uma terceira molécula de acido silicico, novamente facilitada pela ponte
de hidrogénio com o azoto da molécula imidazol. Passo 5: Ciclizagdo do &cido trissilicico e posterior libertagdo
do anel trisiloxano da silicateina (adaptado [36]).

1.7. Biocatalise de 6xidos metalicos

As silicateinas ndo s6 medeiam a sintese de biosilica (figural.3) mas também a formacao
de outros 6xidos metalicos, tais como dioxido de titanio (TiO2) [37][38] e didxido de zirconio
(ZrO2) [38] a partir de precursores estaveis em meios aquosos a temperatura ambiente e pH
neutro. Esta capacidade da silicateina € atribuida a semelhanca em tamanho e carga dos centros
eletrofilicos das moléculas de substrato e da tolerancia estereoquimica do centro ativo da
silicateina [35]. Estes oOxidos de metal sdo conhecidos por exibirem propriedades
semicondutoras, piezoelétricas, dielétricas e/ou eletro-oticas. O didxido de titanio (TiO2), um
semicondutor de largura de banda proibida, é usado em optoelectronica, células solares, e
fotocatalise. O didxido de zirconio (ZrOz) é aplicado para a fabricacdo de piezoelétrico,

dielétrica e materiais eletro-oticos. A sintese quimica destes 0xidos requer condicdes de pH e
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de temperatura extremas, enquanto a silicateina é capaz de formar esses 6xidos metalicos

enzimaticamente utilizando substratos estaveis em meio aquoso [22].

1.8. Estratégias de imobilizacdo da Silicateina-a

Na industria biotecnolégica a imobilizagdo de enzimas em superficies de materiais € Util
em termos de catalisacdo de reacGes quimicas versateis em condi¢cbes normais de pH,
temperatura e pressdo. A imobilizacdo de enzimas € possivel apenas sobre uma superficie que
tenha locais capazes de formar ligacdes quimicas com a proteina de interesse. Por este motivo,
muitas vezes sdo necessarias modificacbes na superficie da matriz para introduzir grupos
funcionais ou camadas reativas extras, que podem ser obtidas por grafting, etching and coating
[39].

Por outro lado, enzimas recombinantes podem ser geneticamente modificadas por meio de
técnicas de engenharia genética, de maneira a introduzir sequéncias polipeptidicas (tags de
afinidade) que podem ser residuos ricos em Cisteina, Glutamato ou Arginina para imobilizagdo
por afinidade direta em diferentes materiais sem efetuar modificagdes nas suas superficies antes

da imobilizacdo enzimatica [40].
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Esquema 1.1. Exemplos de metodologias de imobilizacdo da silicateina-a baseado em doze artigos publicados
[11[37][40][42]-[51]. A imobilizacdo da silicateina em superficies solidas baseia-se na modificagdo genética da
sequéncia da silicateina nativa para se obter uma proteina hibrida que transporta um ou dois marcadores de
afinidade: (i) uma cauda C-terminal compostas por Histidinas; (ii) uma cauda N-terminal composta por tags
Glutamato; ou (iii) ambos. Foram utilizados também grupos amina de residuos de Lisina da prépria enzima para
efetuar a sua imobilizacdo. As esferas na imagem representam varios 6xidos metélicos ou semimetais que sao
sintetizados enzimaticamente através da silicateina recombinante, como biosilica (SiO5), dioxido de titanio (TiOy),
oxido de zircénio (ZrO,) e didxido de estanho (SnO,) (adaptado [41]).

1.9. Potenciais aplicacOes da Silicateina-a

A Silicateina-a nativa ou recombinante é capaz de converter um amplo espectro de
precursores metais, semimetais e alcoxidos, que catalisam a formacdo de metais ou semimetais
oxidos [22]. Apds a catélise, a silicateina permanece encaixada dentro da matriz inorganica,
proporcionando sitios de reconhecimento especificos que promovem a montagem da estrutura
altamente ordenada. Para além do versatil potencial das particulas inorganicas enzimaticamente
formadas que podem ser exploradas para diversas aplicacdes biotecnologicas e biomédicas,
uma vantagem particular da silicateina imobilizada é que esta oferece pontos de nucleacéo, o

que pode reduzir a barreira de ativacdo para nucleacédo heterogénea (solugdo-sdlido) [22][35].

1.9.1. Aplicacgdes Biotecnoldgicas

As aplicacOes biotecnoldgicas da silicateina sdo altamente dependentes do tipo de substrato

e do produto resultante. Por exemplo, TiO- (anatase) sintetizada por silicateina recombinante a
10
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partir do precursor de TiO2, dihidroxidodilactatotitanato(l\VV) de aménio (Ti-BALDH) é
importante para aplicagdes ambientais, com a producédo de energia atraves de células solares,
para fotocatalise, sensores e suportes de cataliticos [52]. A sintese de ZrO, mediada pela
silicateina déa-se através do percursor hexafluorozirconato anionico (ZrFs >) [38] que é aplicado
na fabricagdo de piezoelétricos, dielétricos e materiais eletro-6ticos [22].

Por outro lado, a biosilica sintetizada pela silicateina a partir do precursor de silica,
tetraetilortosilicato (TEOS), apresenta propriedades isolantes, servindo como camada dielétrica
para microeletrénica [53]. Além disso, particulas de 6xido de estanho transparentes (SnO.)
obtidas através da silicateina com o precursor de estanho hexafluoroestanato de sodio em
laminas de vidro apresentam potencial aplicacdo na optoelectrénica, devido & sua elevada
condutividade elétrica e alta transparéncia Otica no espectro visivel [35].

Diferentes revestimentos multifuncionais foram sintetizados por meio da imobilizacdo de
silicateina recombinante num ndcleo inorganico como nanoparticulas de 6xido de ferro [1] ou
nanofios de titanio [49]. A enzima apds ser imobilizada, é direcionada para a formacéo de
diferentes camadas inorganicas usando diferentes substratos. Por fim, as enzimas
recombinantes silicateina-a e silintaphin-1 foram empregues em self-assembly direcional de
estruturas 3D que modela a deposicao de varias nanoparticulas inorganicas em micro espiculos
artificiais [45].

1.9.2. AplicacGes Biomédicas

As aplicacGes da silicateina na area biomédica incluem engenharia de tecido 0sseo,
materiais a base de silica incluindo vidro bioativo, ceramica de silicato bioativo, compdsitos
polimérico de silica, fibras de colagénio com silica, silica substituindo hidroxiapatite e silica
biogénica [53]-[58].

A partir de diferentes abordagens foi demonstrado que a biosilica apresenta potencial para
atuar como aditivo ou camada de revestimento em muitos scaffolds de biomateriais melhorando
a formacdo 6ssea [57].

No que se refere a biosilica enzimaticamente sintetizada, varios estudos demonstraram que
esta aumenta a adesdo, proliferacdo, diferenciacdo e a expressdo dos genes em células de
osteoblastos [58]. O efeito osteogénico de particulas de silica sobre células de osteoblastos e da
formagéo 0Ossea esta bem estabelecido in vivo e in vitro [60]. A capacidade da silicateina de

mediar a formacdo de silica em condices fisiologicas e de interacdo simultanea com a biosilica
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pode criar uma camada de proteina na superficie das particulas, favorecendo a capacidade de
mineralizacéo das células formadoras de 0ssos [57].

A sintese de nanocompoésitos magnéticos encapsulados com silica é uma alternativa
atraente no estudo de sistemas de liberacdo de farmacos com caracteristicas bioativas sob um
campo magnético externo, uma vez que a camada protetora proporcionada pela silica impede a
atracdo magnética dipolar entre as particulas magnéticas e, consequentemente, proporciona a

sua dispersdo uniforme [61].

1.10. Objetivos

A sintese de revestimentos como biosilica ou TiO2 em nanoparticulas magnéticas de FezO4
é de especial interesse em materiais onde as propriedades de superficie em escala nano sao de
vital importancia para manter as caracteristicas intrinsecas do compdsito, outorgando

estabilidade e a sua dispersdo em meios aquosos, possibilitando assim inimeras aplicacdes.

Este trabalho teve como objetivo principal, estabelecer um protocolo de uma via simples e
versatil de funcionalizacdo de nanoparticulas magnéticas de FesO4 hidrofébicas que permita a
substituicdo das moléculas de acido oleico pela enzima Glu-tag silicateina-a na superficie das
nanoparticulas por um procedimento de troca de ligando. A partir de substratos especificos
sollveis em &gua, proceder a sintese de camadas sob condi¢fes de pressdo e temperatura
normais de forma a obter nanoparticulas encapsuladas com biosilica ou TiO2. Estes
revestimentos conferem protecdo as nanoparticulas de reagdes com o ambiente externo e
simultaneamente servem como um meio para a subsequente funcionalizagdo, tornando as
particulas quimicamente e fisiologicamente compativeis para aplicacdes biotecnoldgicas e

biomédicas.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Materiais

2.1.1. Vetor de expresséo e Linha celular

Neste trabalho foi utilizado o gene da Glu-tag silicateina-a. sob o controle do promotor Pgap
inserido no vetor de expressdo pBAD/glll A (Invitrogen) na estirpe de E. Coli TOP10
(Invitrogen). Esta estirpe encontrava-se preservada num Kit criogénico da Roth (Roti®-Store

cryo-vials).

2.1.2. Anticorpos

Para caracterizacdo da Glu-tag silicateina-a por Western blot e para verificacdo da ligacdo
da enzima nas nanoparticulas foram utlizados os anticorpos descritos na tabela 2.1.

Tabela 2.1. Anticorpos utilizados para caracterizagdo da glu-tag silicateina-o. e para verificagdo da enzima
imobilizada nas nanoparticulas de FesO4 com respetivas espécies de producéo e fornecedores.

Anticorpo Funcéo Espécie  Diluicao Fornecedor

Anti-His (C-teminal o .
( ) Caracterizacéo da enzima por

[fosfatase alcalina Rato 1:2000 Invitrogen
. Western blot
conjugada
Anti-His (C-teminal Verificacdo da ligagéo da
.( L. ) . ¢ g Q, Rato 1:5000 Invitrogen
Primario enzima nas nanoparticulas
Anti- 2 Verificagao da ligaca
nti rato’ c_y EI.’I icacdo da |gag?o da BurTo 1:3000 Dianova
Secundario enzima nas nanoparticulas
2.2. Meétodos

2.2.1. Expressao e purificagdo da Glu-tag silicateina-a.

Neste capitulo serd explicado o processo de expressdo, purificacdo, quantificacdo e
caracterizacdo da enzima cuja funcéo € essencial para a formacdo das camadas de biosilica ou

dioxido de titanio (TiO2) a volta das nanoparticulas de FezOa.

2.2.1.1. Expresséo da Glu-tag silicateina-a

Para iniciar a cultura foi preparado o pré-inoculo adicionando um glass bead com células

E. coli imobilizadas em 20 mL de meio Luria Bretani (LB) (Carl Roth, Alemanha) contendo
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ampicilina na concentracdo final de 0,1mg/mL. A cultura foi incubada overnight numa
incubadora com agitacdo orbital (WiseCube Wis-20, Wisd Lab instruments) a 180 rpm e 37°C.
Para iniciar a expressao da enzima de interesse, 0s 20 mL de pré-inoculo foram adicionados em
1 litro de meio LB contendo a ampicilina mantendo-se a cultura nas mesmas condic¢des durante
4 horas.

Ao atingir uma D.O. soonm) entre 0,4 - 0,6 adicionou-se L-arabinose numa concentragéo de
0,2% (w/v) para induzir a expressdo da enzima. Manteve-se a cultura na incubadora com
agitacdo overnight e apds este periodo as células foram recuperadas por centrifugacdo a 6000
rpm (Sorvall RC 5B, DuPont), o sobrenadante foi descartado e o pellet foi mantido durante 24h

a -20°C para promover a rutura celular para posterior extracdo da enzima.

2.2.1.2. Extracdo da Glu-tag silicateina-a

Apds descongelamento, o pellet foi pesado e ressuspenso com tampdo Tris, pH8, utilizando
a proporcao aproximada de 10mL de tampé&o por grama de pellet. Uma vez que a enzima Glu-
tag Silicateina-o é de origem intracelular e encontra-se em corpos de incluséo, foi necessario
proceder a varios passos para realizar a rutura celular.

A solucdo foi centrifugada durante 25 minutos a 6000 rpm a uma temperatura de 10°C.
Descartou-se 0 sobrenadante e o pellet foi ressuspenso sucessivamente no reagente de lise
CelLytic™ B, primeiro diluido 1:10 e depois 1:100 em tamp&o Tris na proporgio de 10mL de
solugédo por grama de pellet. Entre cada ressuspensédo a solugéo foi centrifugada durante 25
minutos a 6000 rpm e a uma temperatura de 10°C. Ressuspendeu-se o0 pellet em tampao Tris
numa proporcdo de 10mL por grama de pellet e centrifugou-se com as mesmas condi¢oes
anteriores. Apds centrifugacdo, o pellet foi ressuspendido em tampédo de lise (100 mM
NaH2POs, 10 mM Tris-HCI (pH 8), 8M ureia, 10 mM imidazol) na propor¢do de 10mL de
tampdo por grama de pellet. De seguida a solucdo foi submetida a 2 ciclos de sonicagédo
(Branson B-12, Heinemann, Alemanha) de 1 minuto numa poténcia de 50% e com intervalos
de 30 segundos. Por fim, a solucéo foi centrifugada a 6000 rpm durante 25 minutos a uma
temperatura de 10°C, o sobrenadante foi mantido em gelo e o pellet foi descartado.

2.2.1.3. Purificacdo da Glu-tag silicateina-a

O kit de purificagdo utilizado foi o da Thermo Scientific. Foi utilizado o protocolo de

purificacdo sob condigdes de desnaturacdo da Quiagen®.
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A purificacdo da Glu-tag silicateina-o foi realizada através do método de cromatografia de
afinidade por metal imobilizado (IMAC). Na preparacdo da resina de afinidade Ni?*-NTA
(Quiagen®), 15mL da resina foram centrifugados (Rotofix 32, Hettich, Alemanha) durante 2
minutos para remoc¢do do excesso de etanol na resina. O sobrenadante foi cuidadosamente
descartado e foi adicionado o dobro da quantidade de tampé&o de lise (em relacdo a resina) para
uma nova centrifugacdo durante 2 minutos. Descartou-se o sobrenadante e adicionou-se tampéo
de lise até perfazer o volume de 15mL. Adicionou-se o lisado bacteriano clarificado a mistura
de agarose Ni?*-NTA obtendo-se assim uma propor¢do de 4:1. A mistura foi mantida em
agitacdo a temperatura ambiente durante 60 minutos para promover a ligagdo da enzima de
interesse ao metal da matriz. Por fim, as colunas foram devidamente posicionadas e carregadas
com 5 mL da mistura e mantidas fechadas até a sedimentacao da resina. Apds esta fase as
colunas foram abertas e o flow-through foi recolhido. As colunas foram de seguida carregadas
com 5mL de tampé&o de lavagem 1 (100 mM NaH2POs, 10 mM Tris-HCI (pH 8), 8M ureia, 20
mM imidazol) seguido de 5SmL de tampao de lavagem 2 (100 mM NaH2POas, 10 mM Tris-HCI
(pH 8), 4M ureia, 50 mM imidazol). Por Gltimo, as enzimas sdo eluidas duas vezes com tampao
de eluigdo 1 (100 mM NaH2PQO4, 10 mM Tris-HCI (pH 8), 8M ureia, 100 mM imidazol) seguido
do tampéo de eluicdo 2 (100 mM NaH2POs, 10 mM Tris-HCI (pH 8), 8M ureia, 250 mM
imidazol). As fragdes recolhidas foram identificadas e mantidas em tubos para posterior analise
por SDS-PAGE.

2.2.1.4. Quantificacdo da Glu-tag silicateina-a

Para quantificacdo da enzima de interesse recorreu-se ao método de Bradford. Utilizou-se
o0 corante Coomassie Brilliant Blue Dye-G250 (Roth, Alemanha).

As mostras foram preparadas com o corante diluido em agua destilada numa proporcéo de
1:5. A reta de calibracdo foi preparada em triplicado a partir da solu¢cdo com corante diluida
com concentracdes conhecidas de albumina de soro bovino (BSA) fracdo V (Thermo Scientific,
Alemanha). Para determinar a concentracdo das amostras através da leitura de Abssgsnm) foi

utilizado o leitor multimodo Varioskan Flash 100-240V (Thermo Scientific, Alemanha).

2.2.1.5. SDS-PAGE

Devido ao peso molecular da enzima de interesse, 29 kDa, foram utilizados géis da
NUPAGE® Bis-Tris com 12% de resolugdo conforme recomendado pelo fabricante utilizando

o sistema de eletroforese vertical XCell SureLock™ Mini-Cell, (Novex®, Alemanha). Para
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preparacdo das amostras retirou-se 12ulL de cada fragao recolhida durante a purificacdo para
tubos de microcentrifuga e adicionou-se 4uL de loading buffer (4x) Roti®-Load 1 (Carl Roth,
Alemanha). Num dos pocos foi carregado o marcador de peso molecular Sharp Pre-Stained
Protein Standard (Novex®, Alemanha).

A eletroforese realizou-se a uma diferenca de potencial de 120V (Power Pac 200, Bio-
Rad). Apos eletroforese o gel foi lavado trés vezes com agua destilada e incubado em solucéo
de coloragio Gel Code™ Blue Safe (Thermo Scientific, Alemanha) durante 14 horas sob
agitacdo. Apos lavagem em agua destilada, o gel foi fotografado utilizando o sistema de imagem

infravermelho Odyssey B446 (Li-Cor®, Alemanha).

2.2.1.6. Western-Blotting

Para caracterizacdo da Glu-tag silicateina-o foi utilizado o método Western blot utilizando
0 equipamento iBlot® dry blotting system da Novex® e o kit de transferéncia (iBlot® Western
Detection stacks).

A transferéncia para a membrana de nitrocelulose efetuou-se a uma diferenca de potencial
de 20V durante os primeiros 2 minutos seguido de um aumento de 3V nos 2 minutos seguintes
finalizando com um aumento de 5V nos restantes 2 minutos.

Apos a transferéncia incubou-se a membrana com reagente de bloqueio Western (10x)
(Roche, Alemanha) diluido com agua destilada numa propor¢do de 1:10 durante 14 horas.
Terminada a incubacdo a membrana foi lavada 2 vezes com 25mM Tris-HCI (pH8) e incubada
durante 10 minutos com o anticorpo Anti-His (C-Terminal) conjugada com fosfatase alcalina,
diluido na solucédo de blogueio numa propor¢do de 1:2000. O sobrenadante foi descartado e a
membrana foi lavada 3 vezes com tampéo Tris.

Para detecdo da enzima a membrana foi pré-incubada durante 10 minutos em tampé&o
NBT/BCIP pH9,5 (0,1M Tris-HCI, 0,1M NacCl, 0,006M MgCl;). De seguida foi preparada uma
solucdo diluida de 1:50 de NBT/BCIP (Roche, Alemanha) em tampdo NBT/BCIP onde a
membrana foi incubada durante aproximadamente 1 minuto até que as bandas aparecessem. Por
ultimo, a reacdo foi interrompida descartando o sobrenadante e lavando a membrana varias

vezes com agua destilada.

2.2.2. Sintese de nanoparticulas de FesO4com camada de &cido oleico

As nanoparticulas de FesOs monodispersas foram sintetizadas pelo método de

decomposigdo térmica descrito em Sun et al. (2004) [7] com algumas modificacdes.
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Inicialmente pesou-se (R200D Sartorius) 706mg de acetilacetonato de ferro (111) (Sigma-
Aldrich, Alemanha) e 2,5g de 1,2-hexadecanediol (Sigma-Aldrich, Alemanha), ambos foram
adicionados num baldo de fundo redondo de 3 bocas angulares de 100mL. De seguida, pipetou-
se 2mL de acido oleico, 2mL de oleilamina e 20mL de éter benzilico para 0 mesmo baldo que
foi posteriormente colocado numa manta de aquecimento conectada a um controlador de
temperatura programavel (K40 Philips, Alemanha). A reagdo foi realizada sob fluxo de argon
e para controlar a alimentacao de gas o baldo estava conectado a uma linha de Schlenk, fazendo
com que a reacdo ocorresse sob fluxo de gas inerte. Durante a reacdo, a mistura foi
constantemente agitada por um agitador mecanico conectado a uma haste de agitacéo de vidro.
Entdo com o controlador de temperatura, esta foi programada para que durante 40 minutos a
temperatura subisse gradualmente até 200°C e assim permanecesse durante duas horas. Apés
este periodo a mistura foi aquecida até 300°C em 10 minutos e mantida por uma hora a esta
temperatura para promover o refluxo da solucdo. Por fim a solugdo foi retirada da manta de
aquecimento e mantida em repouso até atingir a temperatura ambiente.

Para precipitar a amostra, foi adicionado etanol em excesso na solucdo e esta foi
centrifugada a 12000 rpm durante 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e o pé negro
resultante (nanoparticulas de FesO4 hidrofébicas) foi disperso em hexano para preservacgao e
posterior caracterizagéo.

2.2.2.1. Caracterizacdo das nanoparticulas Fe3O4

De forma a verificar a distribuicdo de tamanho, morfologia e homogeneidade das
nanoparticulas de FesOs, foram efetuadas analises por microscopia eletrénica de transmissdo
(MET). Para caracterizacdo da camada de acido oleico que confere estabilidade e propriedades
hidrofobicas as nanoparticulas, foram realizadas analises de espectroscopia no infravermelho

por transformada de Fourier (FTIR).

2.2.2.1.1. Microscopia Eletronica de Transmissao

Para efetuar a analise por MET, foram pipetados 15uL da solugdo de nanoparticulas
dispersas em hexano num grid de cobre de 3,05mm de didmetro com uma camada de carbono
(PLANO GmbH, Alemanha), proprio para analise por MET. O grid com a amostra foi incubado
a 37°C para evaporacédo do hexano e fixacdo das nanoparticulas no grid. A analise foi realizada
num microscopio eletronico de transmissdo Philips EM420 com uma operagdo de aceleracdo
de voltagem entre 60 a 120 kV.
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A distribuicdo de didmetros das nanoparticulas foi analisada com o software de imagem do
proprio MET. Foram coletados dados de 160 nanoparticulas e com o auxilio do software
estatistico SPSS, foi construido um histograma e a correspondente curva normal com a gama

de diametros das particulas sintetizadas.

2.2.2.1.2. Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier

Para andlise por FTIR, 20uL da amostra contendo as nanoparticulas dispersas em hexano
foram incubadas numa hotte a temperatura ambiente durante 12 horas para evaporacao do
hexano. A analise da amostra foi realizada com o espectrofotometro FT-IR Varian 660-IR e 0s

espectros foram registrados num intervalo de 500 a 4000cm™ com uma resolucéo de 4 cm™.

2.2.3. Funcionalizacao das nanoparticulas de FesO4

O protocolo utilizado para substituicdo da camada de acido oleico das nanoparticulas de
Fe304 pelo tag Glutamato da proteina Glu-tag silicateina-a foi baseado no artigo de Palma et
al. (2007) [15] no qual os autores utilizaram o acido acético para catalisar uma reacdo de troca
de ligando. Inicialmente 10mg de nanoparticulas de FesO4 hidrofébicas foram ressuspendidas
em 5mL de hexano contendo 0,1% (v/v) de acido acético, a solucdo foi agitada suavemente e
entdo adicionou-se 5mL do eluato contendo a enzima Glu-tag silicateina-a formando duas fases
distintas. O tubo contendo a mistura foi posto numa agitadora orbital a 250rpm, a uma
temperatura de 25°C durante 72 horas. Apos este periodo a solucédo foi centrifugada durante 10
minutos a 12000 rpm, retirou-se o sobrenadante e ressuspendeu-se o pellet em tampédo Tris
(pH8), entdo submeteu-se a amostra a 1 ciclo de sonicagdo por 10 segundos com 25% de
poténcia do equipamento. Devido ao carater magnético das nanoparticulas, os tubos contendo
a mistura foram transferidos para um rack magnético (Magna Rack™ CS15000, Invitrogen™,
Alemanha), possibilitando assim a separa¢do magnética das nanoparticulas do sobrenadante.
As nanoparticulas foram lavadas 2 vezes com tampéo Tris e uma vez com agua destilada para
remover qualquer residuo de hexano. A solucdo foi agitada e as nanoparticulas foram separadas
do meio, o sobrenadante foi descartado e as nanoparticulas foram dispersas adicionando 1mL
de &gua destilada em cada tubo de reacdo. Por fim os tubos com as nanoparticulas foram
armazenados a temperatura de 4°C para posterior analise microscopica de fluorescéncia da

enzima imobilizada.
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2.2.3.1. Antibody staining e microscopia de fluorescéncia

Para efetuar o antibody staining, 100uL duma suspensdo de nanoparticulas com a enzima
imobilizada foram pipetadas para um tubo de reacdo. Paralelamente, como controlo foi utilizado
um tubo contendo nanoparticulas sem a enzima imobilizada. Os tubos foram colocados no rack
magnético, o sobrenadante foi removido e adicionou-se 1mL de solugdo de bloqueio. Os tubos
foram postos em agitacdo suave durante 2 horas, ap6s este periodo adicionou-se 1uL do 1°
anticorpo (anti-His/C-terminal), os tubos foram protegidos para evitar qualquer contato com
luz e voltaram a ser postos em agitacdo durante 14 horas a temperatura de 4°C. Apds este
periodo o sobrenadante foi separado e removido com auxilio do rack magnético e as amostras
foram lavadas 3 vezes com tampdo Tris. Adicionou-se 1mL de solucdo de bloqueio e em
seguida foi adicionado 1uL do 2° anti corpo (anti-rato cy2), as amostras foram protegidas para
evitar contato com a luz e postos em agitacdo suave por 2 horas. Apds este periodo, 0
sobrenadante foi removido e o pellet foi lavado 3 vezes com tampdo Tris. Por fim, foram
pipetadas 50uL das amostras em laminas de vidro para microscopia, a amostra foi coberta por
uma lamela de vidro e estas foram analisadas com um microscépio digital invertido de
fluorescéncia EVOS XL (AMG, Alemanha) por emisséo de fluorescéncia do 2° anticorpo a um

comprimento de onda de 540nm.

2.2.4. Renaturacdo da Glu-tag silicateina-a imobilizada

Para promover a renaturacdo da enzima imobilizada na superficie das nanoparticulas, os
tubos contendo a enzima imobilizada dispersas em agua destilada foram colocados no rack
magnético para remoc¢ado do sobrenadante. Adicionou-se 2 mL de tampé&o de renaturacdo (pH8)
(0,7M L-arginina, 0,1% (v/v) CHAPS, 10 mM GSHyed, 1ImM GSSGoxid), € 0S tubos foram postos
em agitacdo por 24 horas a 4°C. Ap0s este periodo as amostras foram novamente separadas do
sobrenadante, adicionou-se 2mL de tampdo de renaturacdo e foram colocados em agitacdo por
mais 3 horas a 4°C. Apds a fase de renaturacao as amostras foram separadas do sobrenadante e
lavadas 2 vezes com agua destilada. Por fim, as nanoparticulas com a enzima imobilizada foram

dispersas em agua destilada e armazenadas a 4°C.

2.2.5. Sintese das camadas de biosilica e dioxido de titanio (TiO2)

Para a sintese das camadas de biosilica e TiO, pela Glu-tag silicateina-a imobilizada na

superficie das nanoparticulas, as amostras distintas foram incubadas respetivamente com o0s
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substratos tetraetilortossilicato (TEQS) (Sigma-Aldrich, Alemanha) e
dihidroxidodilactatotitanato(lV) de amoénio (Ti-BALDH) (Sigma-Aldrich, Alemanha).

2.2.5.1. Sintese da camada de biosilica
l. Pré-hidroélise do TEOS

Antes de utilizar o substrato TEOS foi necessario proceder a pré-hidrélise deste substrato
devido as caracteristicas hidrofobicas que o mesmo apresenta.
Para a pré-hidrolise do TEOS, 5mL de &4gua destilada, 25uL de 2M HCl e 12uL de 4,48M TEOS
foram colocados num tubo Falcon e postos numa agitadora orbital a 250rpm durante 30
minutos. Para neutralizar a solu¢do (pH=7,0) adicionou-se 25uL de 2M NaOH. Apoés 15
minutos de agitacdo verificou-se o pH e a solucdo foi armazenada a 4°C.

1. Incubacédo com TEOS

A um tubo contendo a enzima imobilizada na superficie das nanoparticulas dispersas em
500uL de &gua destilada adicionou-se 12,5uL. 10mM de TEOS (concentracdo final de 250uM).
Apos adicdo do substrato, o tubo foi colocado em agitacdo suave a 4°C durante 24h. Apos este
periodo, utilizando o rack magnético, procedeu-se a remocdo do sobrenadante e a sua
substituicdo por nova solucdo de TEOS e o tubo colocado novamente a agitar a 4°C durante
24h. Procedeu-se a nova substituicdo da solucdo de TEOS nos trés dias subsequentes. Como

controlo, submeteu-se ao mesmo procedimento nanoparticulas com a camada de cido oleico.

2.2.5.2. Sintese da camada de TiO2
l. Incubacdo com Ti-BALDH

O procedimento para formacdo da camada de TiO: foi idéntico ao utilizado para a formacéo
da camada de biosilica. Durante 5 dias foram adicionados solugdes renovadas de 250uM Ti-
BALDH. Como controlo foram também utilizadas nanoparticulas com uma camada de acido

oleico.

2.2.6. Caracterizacao da sintese de camadas de biosilica e TiO2

No sentido de analisar a morfologia das camadas de biosilica e TiO2, foram efetuadas
analises por TEM e caracterizagdo quimica por espectroscopia de raios-X por dispersao em

20



Materiais e Métodos

energia (EDX). Amostras tratadas com TEOS e Ti-BALDH foram analisadas de forma a
confirmar a formagdo das camadas ao redor da enzima imobilizada na superficie das

nanoparticulas.

I Andlise por MET

Para anélise das amostras individuais de nanoparticulas com uma camada de biosilica e de
TiO2, as amostras foram separadas magneticamente do sobrenadante para remocéo de qualquer
residuo de substrato, sendo novamente ressuspendidas em agua destilada. Entdo foram
pipetados 15uL de cada amostra em grids de cobre de 3,05mm de didmetro com uma camada
de carbono e com 200 poros. Os grids com as amostras foram incubados a 37°C durante 24

horas para evaporacao da agua e fixagdo das nanoparticulas nos grids. O equipamento utilizado

foi um microscapio eletronico de transmissao Philips EM420 com uma operacao de aceleragdo
de voltagem de 120 kV.

Figura 2.1. Imagem ilustrativa de um grid cobre de 3,05mm de didmetro com uma camada de carbono e 200 poros
para analise por MET (A). Aplicacdo da amostra (imagem B) no grid para analise por MET.

1. Caracterizacédo por EDX

Para caracterizacdo quimica das amostras contendo a camada de biosilica e TiO2 ao redor
das nanoparticulas, foi realizada uma anélise por EDX. Inicialmente, as amostras foram
separadas do sobrenadante para remogdo de qualquer residuo do substrato e ressuspendidas em
agua destilada. Apds este passo, foram pipetados 15uL das amostras em pins de aluminio de
12mm de didmetro cobertas com um disco de carbono de 40um (PLANO GmbH), adequados
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para andlise por EDX. As amostras foram incubadas numa hotte durante 48 horas para
evaporacao da agua da amostra e fixacdo das mesmas na camada de carbono. As anélises foram
realizadas com o microscopio eletronico de transmissdo TECNAI F30 com uma operacao de

aceleracdo de voltagem de 20 keV.

Figura 2.2. Imagem ilustrativa de um Pin de aluminio com 12mm de didmetro coberto com camada de carbono
de 40pm para analise por EDX. A imagem B apresenta a amostra aplicada sobre a camada de carbono.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Expressdo e Purifica¢do da Glu-tag silicateina-a

A enzima utilizada para ser imobilizada na superficie das nanoparticulas de Fe3O4 foi
expressa atraves de processos fermentativos utilizando células de E. coli. Quando a confluéncia
celular das culturas em crescimento atingiu uma D.O. soonm) entre 0,4 - 0,6 foi adicionado o
indutor de expressao proteica L-arabinose que promove um aumento da expressao dos genes
regulados por promotores Pgap.

A purificacdo da enzima foi feita por cromatografia de afinidade por metal imobilizado
(IMAC) de acordo com o manual da QIAGEN® e o processo de purificagio sob condicdes de

desnaturacdo.
Apos ser purificada a enzima Glu-tag silicateina-o. foi quantificada pelo método de

Bradford, apresentando uma concentracdo de 203pg/mL.

3.1.1. Gel de Purificagéo

O processo de purificacdo da enzima Glu-tag silicateina-a, descrito no capitulo de
Materiais e Métodos, foi avaliado através de géis SDS-PAGE de amostras recolhidas durante o

processo cromatogréafico (figura 3.1).
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Figura 3.1. Gel de 12% de acrilamida relativo a purificagdo da enzima Glu-tag silicateina-a por cromatografia de
afinidade por metal imobilizado. No gel, (1) o flow-through. (2) e (3) Fracdo de eluicdo 2; (4) e (5) Fragéo de
eluicdo 1. (M) Marcador de peso molecular em kDa.
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Por andlise do gel representado na figura 3.1, permite-nos verificar a eficacia da técnica
cromatografica utilizada na purificacdo da Glu-tag silicateina-o. a0 comparar o pogo 1, referente
ao flow-through com os pocos 2 e 3 referentes a fracdo de eluigéo 2.

Utilizando como referéncia a banda de 30 kDa do marcador, é possivel notar uma banda
nos pogos 2 e 3 com um peso molecular aproximado de 29 kDa [42], referente & enzima de
interesse.

Ao analisar as bandas referentes aos po¢os 4 e 5, é possivel visualizar uma banda intensa
nos 30 kDa que corresponde a enzima de interesse, porém abaixo desta observa-se outras
bandas, possivelmente referentes a residuos da enzima. Estes residuos podem estar relacionados
com os inimeros passos de lise do processo de extracdo da enzima ou ainda a agdo proteésica
proveniente da propria célula como mecanismo de defesa. Também se verificou uma banda
imediatamente abaixo dos 60 kDa que pode estar relacionada a presenca de dimeros da enzima
de interesse, visto terem aproximadamente o dobro do peso molecular da enzima em quest&o.
Embora o loading buffer utilizado apresente B-mercaptoetanol na sua composicdo, estes
dimeros podem ter ocorrido devido ndo ter sido efetuado um processo de aquecimento das

enzimas antes de ter-se corrido o gel.

3.1.2. Caracterizacdo da Glu-tag silicateina-a

Para a caracterizacdo da Glu-tag silicateina-o referente as fragdes do eluato resultante do

processo de purificacdo, ensaios de reconhecimento por Western blot foram efetuados.
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Figura 3.2. Reconhecimento da enzima Glu-tag silicateina-a por analise Western blot. Linha 1 representa uma
amostra contendo a fracdo de eluato do processo de purificacdo. (M) representa 0 marcador de peso molecular em
kDa.
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Para realizar o reconhecimento da Glu-tag silicateina-a através da sua cauda de histidinas
foi utilizado o anticorpo Anti-His (C-terminal) conjugada com fosfatase alcalina.
Por analise da figura 3.2 é possivel avaliar a especificidade de reconhecimento das enzimas

expressas. Usando como referéncia a banda de 30 kDa é possivel visualizar uma banda intensa,
referente a enzima produzida para com o anticorpo de reconhecimento Anti-His (C-terminal)
[fosfatase alcalina conjugada. No topo da membrana nota-se uma banda proxima dos 60 kDa,
provavelmente referente a dimeros da enzima de interesse. Também € possivel notar outras
bandas significativas abaixo da banda de 30 kDa. Estas bandas podem ser residuos da Glu-tag
silicateina-a. que ndo apresentam a sua estrutura completa devido acdo protedsica como
mecanismo de defesa celular ou aos inimeros processos de lise, porém mantiveram a cauda C-

terminal com as histidinas e assim foram imobilizadas no processo de purificacéo.

3.2. Sintese das nanoparticulas de FesO4 com camada de acido oleico

O processo de sintese das nanoparticulas de FesOg utilizado foi 0 de decomposicéo térmica.
Este método proporciona nanoparticulas com uma variacdo pequena de diametros e nédo
apresenta a necessidade de ajustes de pH nas fases de formacéo e estabilizacdo além de ndo
serem necessarios procedimentos adicionais para a selecéo e controlo de tamanho [7]. Além de
produzir nanoparticulas dentro duma gama de didmetros onde as caracteristicas
superparamagnéticas em temperatura ambiente sdo mantidas [7][15].

A sintese das nanoparticulas foi realizada com uma modificacdo, no que diz respeito ao
fluxo de gas em que ocorreu a reacdo. No processo de sintese, 0s autores realizaram a reacao
sob fluxo de azoto enquanto para a sintese efetuada neste estudo, foi utilizado o gas argon por
se tratar também de um gas inerte.

Amostras foram analisadas por MET, onde foi possivel avaliar a morfologia e
dispersibilidade das nanoparticulas. Com base nas imagens da figura 3.3 é possivel constatar a
formacdo de nanoparticulas de FesO4 dispersas e com morfologia esférica regulares.
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Figura 3.3. Imagem por MET onde é possivel visualizar a morfologia e dispersibilidade das nanoparticulas de
Fes04 com uma camada de 4cido oleico, sintetizadas pelo método de decomposicéao térmica.

Para andlise da distribuicdo de tamanho das nanoparticulas foi utilizado o software de
imagem do MET. Com os dados de 160 nanoparticulas, foi criado um histograma e respetiva
curva normal utilizando o software SPSS (grafico 3.1), de forma a avaliar a distribuicdo de
tamanhos das nanoparticulas e o respetivo desvio padrdo. Estes valores sdo importantes pois

definem se 0 método de sintese pode ou ndo ser utilizado em aplicagdes biomédicas [7].

Gréfico 3.1. Histograma com a distribuicdo de didmetros e curva normal, construido através do software estatistico
SPSS com valores referentes ao diametro das nanoparticulas de Fe;O4 coletados através do software de imagem
do MET.
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Com 95% de confianga, obteve-se o intervalo de valores com uma media de didmetro de
6,4nm e um desvio padrdo de 0,761, sendo 0 menor valor 6,28nm e o maior valor 6,52nm. Os

valores obtidos neste trabalho estdo de acordo com outras publicacdes [1][5][62].

3.2.1. Caracterizacdo da camada de acido oleico por FTIR

Para caracterizacdo da camada de acido oleico das nanoparticulas foi efetuada uma analise
por FTIR. O espectro resultante da anélise duma amostra (Figura 3.4) apresenta fortes bandas
em 2923cm™ e 1462cm™ (alongamento assimétrico) e 2859cm™ (alongamento simétrico) das
ligagbes C-H dos grupos CH2 que séo presentes no acido oleico [15][63]. A banda em 2957cm”
! refere-se ao alongamento assimétrico das ligagdes C-H do grupo CHs [15][63]. Outra
informacdo importante que caracteriza o acido oleico € revelada pela presenca da banda em
1378cm™ que € atribuido a vibracéo da ligagdo C=0 do grupo carboxilato (COO") [62]. A banda
de absorcdo em 704cm™ é atribuida a0 movimento de balango C-H do grupo (-CH=) [64][65]
enquanto a banda de absorcao de 627cm™ é atribuido as ligagdes entre o grupo carboxilato e a
nanoparticula de FesO4 [15]. Por ultimo, a banda de absor¢do em 533cm™ corresponde a
vibracdo de ligacdo Fe-O relacionado a fase magnética [62].

Com base nos resultados obtidos por MET e FTIR pode-se concluir que o processo de

sintese das nanoparticulas de FesOs com uma camada de &cido oleico foi bem-sucedido.
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Figura 3.4. Espectro resultante da analise por FTIR para caracterizacdo da camada de &cido oleico das

nanoparticulas de FesO..
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3.3. Funcionalizacédo das nanoparticulas de FesOas

A substituicdo da camada protetora de acido oleico que proporciona o carater hidrofobico
das nanoparticulas, pela enzima Glu-tag silicateina-a na superficie da nanoparticula, permite a
solubilidade do complexo nanoparticula-enzima em meios aquosos.

Sendo previamente demonstrado [30] que a silicateina-a recombinante retém a sua
atividade biocatalitica apos imobilizacdo em superficies de metais 6xidos, foi delineado um
procedimento de imobilizacdo da enzima na superficie das nanoparticulas de FesOs pela
imobilizacdo dos aminoacidos glutamatos presente na cauda N-terminal da enzima de interesse.
Através do grupo carboxilato destes aminoacidos, substituir as moléculas de acido oleico
presente na superficie das nanoparticulas.

Apesar de existir uma diversidade de metodologias que possibilitam a dispersdo de
nanoparticulas, antes hidrofdbicas, em meios aquosos utilizando tensioativos, foi delineado um
procedimento simples que se baseia na substituicdo direta da camada de &cido oleico da
superficie das nanoparticulas de FesOs pela enzima de interesse sem o auxilio de moléculas
intermediarias.

Este procedimento possibilita a dispersdo destas nanoparticulas em meio aquoso para
posterior formacao de camadas de biosilica ou TiO> através do uso de substratos especificos e
estaveis em dgua. Uma vez que para a sintese destes materiais por vias sintéticas sao necessarias
elevadas temperaturas e pH &cido, este procedimento reduz o nimero de rea¢Ges consideradas

pouco biocompativeis [50].
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Figura 3.5. Representagdo esquematica da Glu-tag Silicateina-a com destaque da cauda N-terminal com os 8 tags
glutamato (esquema ndo representa a escala real) (adaptado [48]).
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Para que houvesse a substituicdo da camada de &cido oleico pela enzima, foi utilizado &cido
acetico como catalisador da reacdo [15]. De forma a reduzir a formacao de agregados e evitar

a oxidacéo das nanoparticulas devido estas ndo apresentarem a camada de acido oleico durantes
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a troca do revestimento [3], a adicdo do acido acético procedeu-se seguida da adi¢cdo da enzima
em tampéo de eluicéo.

Devido as suas caracteristicas hidrofilicas e hidrofobicas, a enzima e as nanoparticulas
respetivamente, formaram uma mistura heterogénea. Porém na interface hidrofobica-hidrofilica
da mistura existe o contacto entre as nanoparticulas com as enzimas permitindo assim a sua
imobilizacéo na superficie das nanoparticulas.

O processo de agitacdo foi importante pois promoveu a circulacdo das nanoparticulas e
enzimas nas suas respetivas fases, possibilitando um maior contacto entre estas na interface da
mistura e assim a passagem das nanoparticulas funcionalizadas para a fase aquosa.

Na imagem (3.6A) é possivel observar que no frasco da direita, contendo a enzima
imobilizada na superficie das nanoparticulas, existem aglomerac@es. Ao efetuar a centrifugacédo
apos a reacao de imobilizacdo da enzima, estas foram compactadas formando um pellet denso

dificultando a sua disperséo, podendo estar relacionado com a agregagéo das enzimas.

Figura 3.6. Imagem (A): frascos contendo as nanoparticulas antes e depois da reagdo de imobilizacdo da Glu-tag
silicateina-a. O frasco da esquerda contém na parte superior as nanoparticulas dispersas em hexano enquanto a
enzima de interesse encontra-se em tampdo de elui¢do na parte inferior. O frasco da direita (imagem A) contém a
amostra apos a reagdo de imobilizacdo da enzima na superficie das nanoparticulas. A parte superior da mistura
contém hexano. Na imagem (B), uma seta indica a interface entre as duas misturas onde ocorre a reagdo de troca
do &cido oleico pelas enzimas nas nanoparticulas.

Efetuou-se uma agitacdo rigorosa da suspensdo seguido de sonicacdo com baixa
intensidade apenas por alguns segundos para dispersar as enzimas de modo que ndo ocorressem
possiveis desprendimentos da enzima imobilizada na superficie da nanoparticula. Na figura
3.7A é possivel verificar o resultado deste procedimento, a solucdo apresenta uma dispersao
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visivelmente superior apesar de ainda haver algumas aglomeracdes. Na figura 3.7B € realizado
um teste para verificar as propriedades magnéticas das nanoparticulas ap6s o processo.

Figura 3.7. Nanoparticulas de Fes04 com a enzima Glu-tag silicateina-a imobilizada na sua superficie dispersas
em agua destilada (A). Na imagem (B) é efetuado um teste para verificar as propriedades magnéticas das
nanoparticulas. Utilizou-se um iman de neodimio para efetuar o teste.

3.3.1. Antibody staining e microscopia de fluorescéncia

De modo a determinar a eficiéncia de imobilizacdo da Glu-tag silicateina-o na superficie
das nanoparticulas foi realizado um ensaio de antibody staining e visualizacdo por microscopia
de fluorescéncia. As amostras foram incubadas com os anticorpos Anti-His (C-terminal) para
efetuar a ligacdo especifica na enzima de interesse seguindo da incubagdo com anticorpos Anti-
rato Cy2 com fluoréforo conjugado. As imagens (figura 3.8A e 3.8B) representam as enzimas
imobilizadas. A visualizag&o na figura 3.8B é possivel devido a emisséo de fluorescéncia verde
emitida a um comprimento de onda a 540nm pelo fluoréforo conjugado com o segundo
anticorpo quando excitado a um comprimento de onda de 492nm. Como controlo (figura 3.8C

e 3.8D), apenas nanoparticulas sem a enzima imobilizada foram incubadas com os anticorpos.
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Figura 3.8. Imagens de microscopia para verificar a imobilizagdo da Glu-tag silicateina-o nas nanoparticulas de
Fe30. por fluorescéncia do 2° anticorpo com o fluor6foro conjugado. As imagens (A) e (B) representam a amostra
tratada com os anticorpos. Na imagem (B) é possivel observar a emissdo de fluorescéncia do 2° anticorpo na
amostra quando excitado com um comprimento de onda de 492nm. As imagens (C) e (D) representam o controlo
onde ¢ possivel verificar a auséncia de fluorescéncia na imagem (D). As escalas das imagens sdo 200um.

Na imagem 3.8B é possivel verificar aglomeracdes, representado pelos grandes pontos
fluorescentes, possivelmente relacionado com a formacéo de agregados de enzimas [49]. E
possivel verificar também que o processo de imobilizacdo foi bem-sucedido devido aos
inimeros pontos fluorescentes das imagens. Uma possivel via para contornar este obstaculo
seria 0 uso de concentracOes menores da enzima e evitar o uso de centrifugacdes antes do

processo de incubagdo com os substratos.

3.4. Formacao de camadas de biosilica e de TiO2

Apbs o processo de renaturacao das enzimas imobilizadas na superficie das nanoparticulas
de Fe304 referido no capitulo do Materiais e Métodos, iniciou-se o processo de incubagdo com

0s substratos especificos tendo como objetivo a formacéo das camadas de biosilica e TiO2 e
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assim confirmar se as proteinas mantiveram a capacidade catalitica apds imobilizacdo e
renaturacéo.

As amostras incubadas com os substratos TEOS e Ti-BALDH foram analisadas por MET
e caracterizadas quimicamente por EDX, a fim de verificar a composicdo da camada ao redor

das nanoparticulas.

3.4.1. Sintese da camada de biosilica

Ap0s o periodo de incubagdo com o substrato TEOS, para confirmar se houve a formacao

da camada de biosilica a volta das nanoparticulas de FesO4, foi realizada uma analise por MET.

Figura 3.9. Imagens por MET das amostras incubadas com o substrato TEOS por 5 dias. Imagem (A) representa
o controlo (nanoparticulas sem a enzima imobilizada na sua superficie). (B) Formacdo de biosilica a volta das
nanoparticulas.

Através da analise das imagens (3.9A) e (3.9B), € possivel observar a formacdo de uma
camada a volta das nanoparticulas na imagem (3.9B) enquanto na imagem (3.9A), referente ao
controlo, é possivel observar apenas as nanoparticulas com morfologia esférica e tamanhos
regulares sem qualquer tipo de camada. Na imagem (3.9B) observa-se que houve formacéo de
uma camada irregular e que as nanoparticulas apresentam tamanhos diferentes, devido
provavelmente, ao processo de substituicdo da camada de acido oleico pela enzima de interesse
e por esta razdo ter ocorrido a agregacao das nanoparticulas. Também é possivel observar que
a camada das nanoparticulas é irregular, talvez devido ao procedimento de substitui¢cdo da
camada de é&cido oleico pela enzima, algumas moléculas de &cido oleico ndo foram
completamente substituidas, impossibilitando a imobilizacdo das enzimas naquela parte da
particula, e por conseguinte, a formacdo de biosilica naquela area. Também pode estar
relacionado com o facto de a enzima servir como molde para a formagédo de biosilica [22]
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fazendo com que a camada ndo seja regular. Algumas nanoparticulas ndo apresentam uma
camada visivel ao seu redor, talvez pelas enzimas ndo terem tido acesso ao substrato ou por
apresentarem enzimas nao funcionais imobilizadas em sua superficie.

Apds a analise da amostra por MET, efetuou-se uma analise por EDX a fim de caracterizar

quimicamente as nanoparticulas e confirmar o processo de formacéo de biosilica.

Si Fe
A Fe
2.00 4.00 6.00 8.00
energy keV

Figura 3.10. Imagem feita por MET (A) e caracterizagdo da mesma amostra por EDX (B), onde é possivel verificar
o pico referente a silicio (Si), confirmando a formacéo de biosilica ao redor das nanoparticulas.

A amostra utilizada para analise por MET (imagem 3.10A) foi também utilizada para
analise por EDX (imagem 3.10B). O pico de silicio (Si) proximo de 2keV da imagem 3.10B
confirma a formacgédo de biosilica a volta das nanoparticulas. Também s&o notdrios os picos

referentes aos compostos oxigénio e ferro, que representam as nanoparticulas de Fe3Oa.

3.4.2. Sintese da camada de TiO2

Apo0s o periodo de incubagdo com o substrato Ti-BALDH, foi realizada uma analise por

MET para avaliar a formagdo da camada de TiO> a volta das nanoparticulas de Fe3Oa.
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Figura 3.11. Imagens por MET das amostras incubadas com o substrato Ti-BALDH durante 5 dias. Imagem (A)
representa o controlo (nanoparticulas sem a enzima imobilizada na sua superficie). (B) Formacéo de TiO; a volta
das nanoparticulas.

Na figura (3.11), (A) representa o controlo e (B) a amostra com a enzima imobilizada nas
nanoparticulas. E possivel verificar a morfologia irregular das nanoparticulas da imagem
(3.11B) comparativamente com a imagem (3.11A). A morfologia irregular das nanoparticulas
modificadas esta relacionada com a formacdo da camada de TiO,. Devido ao titanio ser um
elemento com massa atdmica préxima ao do elemento ferro, a visualizacdo da camada nao é
tdo evidente como na camada de biosilica devido ao contraste entre a camada de TiOz e a
nanoparticula serem menores.

Efetuou-se uma analise por EDX de modo a caracterizar quimicamente a camada a volta

das nanoparticulas tratadas com o substrato Ti-BALDH.

3.60 4.50 5.40 6.30 7.20

energy keV

Figura 3.12. Imagem obtida por MET (A) e caracterizacdo da mesma amostra por EDX (B), onde é possivel
verificar o pico referente ao titanio (Ti), confirmando a formag&o de TiO> ao redor das nanoparticulas.
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A figura 3.12 apresenta uma imagem de MET (3.12A) e o espectro de EDX (3.12B) da
mesma amostra. Por analise do espectro de EDX é possivel confirmar a formagéo de TiO- a

volta das nanoparticulas pela observacao de um pico préximo de 0,90keV e dois picos entre 4,0
e 5,40keV.
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4. CONCLUSOES

O objetivo do presente trabalho foi desenvolver uma via simples de imobilizag&o da enzima
Glu-tag silicateina-o. na superficie de nanoparticulas magnéticas de FesOs4, efetuando um
procedimento de substituicdo direta do tensioativo pela enzima em questdo. Foi utilizado os
principios de funcionalizagdo de superficies, self-assembly e catélise enzimética de forma a
obter-se nanoparticulas de FesOs com revestimentos de biosilica (FesOs @SiO>) e dioxido de
titanio (FesOs @TiOy).

Neste trabalho demonstrou-se que a imobilizacdo direta da enzima Glu-tag silicateina-a
utilizando tags especificos incorporados por meio de engenharia genética € um simples e
eficiente método de funcionalizacdo one-step sob condicdes fisioldgicas suaves (solugdo
tampdo a pH neutro e temperatura ambiente).

Com os processos utilizados para a expressao e purificacdo da enzima Glu-tag silicateina-
a, obteve-se a concentracdo de 203ug/mL. Algumas melhorias no processo poderiam ter sido
efetuadas como o pré-aquecimento das enzimas antes de correr o gel e a utilizacdo de agentes
inibidores de proteases no processo de expressdo. Estes simples procedimentos aumentariam o
grau de purificacdo melhorando a qualidade da enzima.

Os resultados obtidos por TEM e por FTIR juntamente com o tratamento estatistico
demonstraram que o método de sintese das nanoparticulas de FezO4 através da decomposicao
térmica constitui um método eficiente. Com um didmetro médio de particula de 6,4nm e um
desvio padrdo de 0,761 ndo sdo necessarios procedimentos extras de selecdo de tamanhos. Além
de obter uma boa dispersdo, é um método de sintese relativamente simples quando comparado
COM 0utros processos.

A imobilizacdo da enzima foi confirmada por técnicas de Antibody staining e microscopia
de fluorescéncia, onde verificou-se que o procedimento foi bem-sucedido devido aos inmeros
pontos fluorescentes da imagem de microscopia. Apesar da formacdo de agregados, pode-se
concluir que o processo de imobilizacdo foi satisfatério.

Os resultados obtidos por TEM e EDX da analise das amostras tratadas com os substratos
especificos confirmaram a formacdo de camadas de biosilica e didxido de titanio,
caracterizando a formacdo de nanoparticulas magnéticos encapsuladas com compostos 0xidos

que normalmente s6 séo obtidos por vias quimicas.
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5. PERSPETIVAS FUTURAS

O procedimento de imobilizacdo da enzima Glu-tag silicateina-a. em nanoparticulas de
Fes04 constitui um ponto de partida para a formagcdo de novos materiais nanoestruturados

magnéticos com caracteristicas impares.

Devido a impossibilidade de tempo e acesso a equipamentos para efetuar importantes testes
e de forma a completar e clarificar alguns pontos deste trabalho, seria importante:

-Efetuar andlises de espectroscopia de Mdssbauer as nanoparticulas de FeszOs, antes do
processo de substituicdo da camada de acido oleico, de modo a complementar as analises de
MET para confirmar a distribuicdo de tamanhos das nanoparticulas;

-Determinar a estrutura cristalina das nanoparticulas através de analises de microscopia
eletronica de transmissao de alta resolucdo (HRTEM) e por difracdo de Raios-X antes e depois
do processo de formacdo das camadas de biosilica e TiO, de modo a confirmar se houve
oxidacdo das nanoparticulas;

-Efetuar anélises de comportamento magnético de forma a verificar os valores de Ms,
temperatura de bloqueio (Tg) e o ciclo de histerese;

-Estudar as caracteristicas fotocataliticas das nanoparticulas encapsuladas com TiO:
efetuando a calcinacdo das nanoparticulas, e entdo proceder a caracterizacdo por

espectrofotometria via degradacao do azul-de-metileno.
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