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RESUMO

Dado o desenvolvimento populacional nas Gltimas décadas e as necessidades de aumento na
produtividade agricola, o uso de herbicidas para o controle de pragas nas grandes areas culturas
agricolas, tem elevado os niveis de contaminagdo com residuos de defensivos agricolas no meio
ambiente. Dentre os defensivos agricolas mais utilizados para este controle agricola, temos a
atrazina (2-cloro-4-(etilamino)-6-(isopropilamino)-s-triazina)), um sintético que esta
disponivel no mercado ha mais de 50 anos e é muito utilizada para controlar plantas daninhas
nas culturas do milho, cana de aglcar e sorgo. E classificado como um herbicida do grupo das
triazinas, utilizado em pré e pds-emergente, apresenta fungdo sistémica e seletiva. As enzimas,
por outro lado, aparecem na atualidade como uma medida sustentavel e rentavel na
biotecnologia e uma 6tima opc¢do de pesquisa para degradacdo de moléculas. Assim, este
projeto visa avaliar a degradacéo enzimatica da atrazina empregando as enzimas oxirredutases
peroxidase (POD) e polifenoxidase (PFO) extraidas do fruto tamarindo (tamarindus indica) e

imobilizadas em matriz magnética de nanoparticulas (NMP’S).
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ABSTRACT

Given the population development in recent decades and the need for increased agricultural
productivity, the use of herbicides to control pests in large agricultural areas has raised the
levels of contamination with pesticide residues in the environment. Among the most widely
used pesticides for this agricultural control is atrazine (2-chloro-4-(ethylamino)-6-
(isopropylamino)-s-triazine), a synthetic that has been available on the market for more than 50
years and is widely used to control weeds in corn, sugarcane and sorghum crops. Classified as
a herbicide from the triazine group, used pre- and post-emergent, has systemic and selective
function. Enzymes, on the other hand, appear nowadays as a sustainable and profitable measure
in biotechnology and a great research option for molecule degradation. Thus, this project aims
to evaluate the enzymatic degradation of atrazine using the enzymes oxireductases peroxidase
(POD) and polyphenoxidase (PFO) extracted from the tamarind fruit (tamarindus indica) and

immobilized in magnetic nanoparticles matrix (NMP'S).

Keywords: Tamarind; Oxireductases; Enzymes; Magnetic Nanoparticles; Atrazine.
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1 INTRODUCAO

Os herbicidas, sdo defensivos agricolas com maior volume de aplicagdo nos sistemas
de producdo vegetal e considerados a principal ferramenta para suprimir o
desenvolvimento de espécies de plantas invasoras devido seu baixo custo, rendimento
operacional e alta seletividade (MANCUSO et al., 2011).

O desenvolvimento acelerado da agricultura, tem gerado aumento do uso de herbicidas.
Na tltima década, os herbicidas formulados a base de atrazina tém ganhado importancia,
em virtude do crescimento na area semeada com grandes culturas. Aspectos relacionados
a toxicologia, ecotoxicologia, facilidade de manuseio, eficacia de controle, ganhos de
produtividade, entre outros, tornaram a atrazina, um dos lideres vendas (HARTZLER,
2020).

A busca por tecnologias que reduzam poluicdo ambiental por defensivos agricolas,
motiva o desenvolvimento de pesquisas com enzimas livres ou imobilizadas, que promova
a capacidade de degradar com enfoque sustentavel. Dentre as principais vantagens do
tratamento enzimatico, a aplicacdo em materiais recalcitrantes, atuacdo em variadas
concentragdes de contaminantes, amplo espectro de pH, temperatura, salinidade,
necessidade de aclimatizagdo de biomassa e o facil controle (WILBERG, 2013).

Apesar das inUmeras vantagens, as enzimas oxirredutases tem elevado custo e, ainda,
limitada aplicacdo. Contudo, a imobilizacdo em suportes sélidos tem se mostrado uma
excelente alternativa, ja que apresentam estabilidade melhorada e podem ser reutilizadas
diminuindo o custo da enzima (LIU, 2013).

Dentre os diferentes suportes utilizados, as nanoparticulas magnéticas vém ganhando
grande destaque por apresentarem caracteristicas ideais para imobilizacdo de enzimas,
incluindo elevada area superficial, eficiente retencdo de atividade, além de permitir que
os biocatalisadores imobilizados sejam recuperados de forma répida e simples
(ALTUN et al., 2015).

Acelerar a degradacgéo do herbicida, torna o solo apto a receber culturas subsequentes
em menos tempo, otimiza a capacidade de produzir alimentos e fibras de forma mais
sustentavel e alinha o aumento da produtividade ao longo dos anos com enfoque
preservacionista (PROCOPIO et al., 2009).

Assim, o presente projeto visa avaliar a aplicacdo de enzimas oxirredase extraida do
fruto de tamarindo (Tamarindus indica) e imobilizadas em suporte magnético para

degradacéo da atrazina.



2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Herbicida

Dada a necessidade de uma maior produtividade em culturas agricolas, os defensivos
agricolas fazem parte da vida moderna desde 1940, quando inseticidas organoclorados foram
utilizados pela primeira vez para controlar pragas em lavouras. Atualmente, os defensivos
sdo utilizados para proteger culturas agricolas, o armazenamento de graos e a erradicagédo de
pragas (GILL; GARG, 2014).

O termo defensivo agricola é definido, de acordo com a Lei 7.802/1989, como “os
produtos e os agentes de processos fisicos, quimicos ou bioldgicos, destinados ao uso nos
setores de producdo, no armazenamento e beneficiamento de produtos agricolas, nas
pastagens, na protecdo de florestas, nativas ou implantadas, e de outros ecossistemas e
também de ambientes urbanos, hidricos e industriais cuja finalidade seja alterar a composi¢ao
daflora ou da fauna, a fim de preservéa-las da agdo danosa de seres vivos considerados nocivos
(BRASIL, 1989).

Os defensivos abrangem um grande nimero de moléculas quimicas, com diferentes
modos de agédo e toxidade, sendo dividido em trés grandes classes: inseticidas, fungicidas e
herbicidas. H& ainda os rodenticidas, moluscicidas e acaricidas. E podem ser divididos em
dois grupos principais: sistémicos e ndo-sisttmicos (SILVA; FAY, 2004).

Os herbicidas sdo substancias quimicas sintéticas que promovem o controle e a morte
de pragas indesejaveis, como as ervas daninhas. Esses compostos, atuam de maneiras
diferentes para atingir o objetivo de inibir a fotossintese e a sintese de pigmentos em pragas,
inibindo assim a formacdo de aminoécidos e a sintese de lipidios, bloqueando a divisdo
celular e inibindo o crescimento das plantas (HERRERA-HERRERA et al., 2016).

Séo classificados de diferentes maneiras, de acordo com suas proprias caracteristicas,
permitindo, assim, estabelecer grupos afins: com base na seletividade, época de aplicacéo,
translocacdo, estrutura quimica e mecanismo de agdo (WELLER , 2000) .

O uso intensivo e as vezes inadequados de herbicidas, fez com que as pragas
desenvolvessem resisténcia ao produto quimico; por este motivo, o desenvolvimento
e a aplicacio de novos herbicidas sdo  continuamente  necessarios
(MOSS et al., 2019; GHANIZADEH; HARRINGTON, 2017).
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Embora os herbicidas facilitem o manejo das plantas daninhas em culturas como soja,
milho e feijdo e contribuam de maneira substancial para a expansédo
e desenvolvimento da agricultura no Brasil, o efeito carryover e o surgimento de bidtipos
resistentes torna este controle quimico uma técnica cada vez mais complexa (ARTUZI;
CONTIERO, 2006).

Esse tipo de agrotdxico ndo afeta apenas 0s organismos-alvo, eles afetam todo o meio
ambiente, incluindo a atmosfera, o solo, as dguas subterraneas e as aguas superficiais por
fluxo, lixiviagdo e processos de pulverizagdo (MANDAL; SINGH; PURAKAYASTHA,
2017; NSIBANDE; FORBES, 2016).

No solo, uma das preocupagfes é devido a interferéncia de seus ingredientes ativos
nos processos bioldgicos responsaveis pela ciclagem de nutrientes. Visto que, a inativagédo e
morte de microrganismos e invertebrados que se desenvolvem no solo, inibem a ac¢do destes
seres e suas respectivas funcdes na ciclagem da matéria nos ecossistemas (CARLOS et al.,
2013). Os impactos ambientais causados pelo uso desses compostos, podem ocorrer em
decorréncia da permanéncia de seus residuos por mais tempo gue 0 necessario para exercer
sua atividade (PAPINI; ANDREA; LUCHINI, 2014).

Uma das principais davidas sobre a recomendacéo e aplicagdo de herbicidas, é sobre
a dindmica dos produtos no solo, e os fatores que afetam esta dindmica
(CHRISTOFFOLETI; LOPEZ-OVEJERO, 2005). O processo de dissipacao de herbicidas no
ambiente, esta relacionado com as propriedades fisico-quimicas do herbicida e do solo, com
as condi¢des climaticas, com o0 manejo e com o sistema de cultivo utilizado
(NIEKAMP; JOHNSON, 2001). E para escolher uma técnica de tratamento adequada, é
necessario compreender as caracteristicas e aspectos do contaminante a ser removido
(RODRIGUEZ-NARVAEZ et al., 2017).

A persisténcia de um herbicida no solo, é dependente de caracteristicas fisico-
quimicas da molécula, como a constante de equilibrio de ionizacdo do &cido (pKa), o
coeficiente de particdo octanol-agua (Kow), a solubilidade em agua (Sw), a pressao de vapor
(PV). Além disso, caracteristicas inerentes ao solo, como a granulometria, o pH, a capacidade
tampdo, a mineralogia, o teor de matéria organica, a atividade microbiana, e condi¢cfes

climaticas também interferem nesta persisténcia (MANCUSO et al., 2011).
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Apesar da importancia do uso de herbicidas no aumento da produtividade agricola, os
efeitos negativos em organismos nédo alvos, incluindo micro-organismos, precisam ser
considerados. Esses efeitos podem ser diretos ou indiretos, como reducdo da abundéncia de
plantas e a diminuicdo na abundancia de organismos em resposta a degradacdo do habitat,
respectivamente (PROSSER et al., 2016).

O herbicida ideal, seria aquele que efetuasse o controle de plantas daninhas com a
maior eficiéncia possivel e logo depois se dissipasse sem deixar vestigios e sem ocasionar
nenhum dano ao ambiente, cumprindo assim também o seu segundo objetivo (OLIVEIRA
JR., 2002).

2.2 Atrazina
A atrazina (2-cloro-4-(etilamino)-6-(isopropilamino)-s-triazina), é classificada como
um herbicida do grupo das triazinas, pré e pos-emergente, sistémico e seletivo, pois atua
apenas no controle das ervas de folhas largas com pouco ou nenhum dano a cultura (Figura
01). O mecanismo de acdo deste defensivo, é bloguear a fotossintese pela interrupcdo da
reacdo de Hill da planta no estadgio fotoquimico, causando clorose e necrose foliar
(MARCHESAN, 2016; DUTTA,; SINGH, 2013).

Figura 01 - Estrutura quimica da atrazina.

Fonte: (MERCK 2021)

Apresenta carater basico (pKa = 1,7), solubilidade em agua de 0,033 g L*a 25 °C e log
Kow igual a 2,34. Ambas as moléculas apresentam baixo potencial de sor¢do e, portanto,
elevado risco de contaminagdo dos recursos hidricos (CARVALHO et al., 2013). As
propriedades da atrazina resultam em moderada mobilidade e persisténcia mediana (meia-vida
de 60 dias), contribuindo para o acumulo de contaminantes tanto na superficie como em

profundidade nos solos aguas superficiais e subterraneas (PROSEN, 2012).
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Os riscos causados pela atrazina a vida aquatica, sao acentuados devido a persisténcia
deste contaminante e seus efeitos nas geracdes subsequentes de animais ao longo do tempo
(CLEARY et al., 2019). Portanto, devido ao potencial toxico da atrazina, seu uso é proibido na
Unido Europeia desde 2003 (MONTIEL-LEON et al., 2019). Segundo Glinski et al. (2018) e
Velisek et al. (2018), os metabolitos da atrazina podem ser mais toxicos do que o composto
original e costumam ser detectados em aguas contaminadas.

A biodegradacdo da atrazina, pode variar de acordo com o tipo de solo, microbiota
presente e  disponibilidade  de nutrientes como carbono e  nitrogénio
(HUNTER; SHANER, 2010). Uma das dificuldades para a remogao de residuos, € o fato de
que a persisténcia do pesticida no solo dependente das caracteristicas do solo, como: umidade,
temperatura, aeracdo, pH e quantidade de matéria organica, que afetam o grau da degradacéo,
e dos fatores climaticos tais como radiacdo, temperatura, umidade e oxigenagdo, em virtude da
direta influéncia desses fatores sobre o crescimento e atividade microbianos (CARMO et al.,
2013).

A biodegradacdo da atrazina (Figura 02), leva a formacdo de diéxido de carbono e
amOnia & composta por seis hidrélises sucessivas, iniciando pela descloracdo, duas
desalquilagbes, uma clivagem do anel, uma desaminagcdo do biureto e uma hidrélise do
alofanato (UDIKOVICKOLIC; SCOTT; MARTIN-LAURENT, 2012).

Figura 02 - Principal via de biodegradacao da atrazina.

A\ HN P

Fonte: Javaroni, Landgraf e Rezende (1999); Sene et al. (2010).

Atualmente, esforgos estdo sendo envidados no desenvolvimento de novas alternativas

de remediacdo de ambientes contaminados por defensivos agricolas. Isto se deve, ao fato das
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tecnologias de remediacdo aplicadas ao tratamento de solos contaminados encontrarem na
heterogeneidade desse material um grande desafio, principalmente comparado com a menor
complexidade no tratamento de efluentes liquidos industriais. Diante disso, no tratamento
contaminados por compostos organicos, como agroguimicos, pode ser exigida a utilizagédo de
uma combinacdo de tecnologias bioldgicas, fisicas e quimicas para reduzir a contaminacao
a um nivel seguro e aceitavel (KHAN; HUSAIN; HEJAZI, 2004).

Diversos sdo o0s processos de tratamento desenvolvidos para reduzir a concentracao de
herbicidas no ambiente. As técnicas tradicionais como coagulagédo, absor¢do em carvao ativado,
osmose reserva e outras podem ser utilizadas para remover esses contaminantes,
porém esses métodos possuem um custo elevado para retirar contaminantes no pds-tratamento
(ARANHA; RIBEIRO, 2016).

O tratamento enzimatico, tem mostrado reducdo de compostos organicos em testes de
laboratdrio e tentativas em escala piloto, e nos ultimos anos, tem crescido o interesse no estudo
de enzimas aplicadas ao tratamento de agroquimicos (PARMAR; SINGH; WARD, 2011).

2.3 Enzimas

As enzimas sdo proteinas especializadas em catalisar reacGes bioldgicas, ou seja,
aumentam a velocidade de uma reacdo quimica sem interferir no processo,
devido as suas especificidade e poder catalitico (TALENS-PERALES; MARIN-NAVARRO:;
POLAINA, 2016).

Sao catalizadores eficientes, e desde a sua descoberta vém sendo aplicadas na medicina,
quimica e agricultura, além de ser bastante empregadas em areas como a biocatalise industrial,
na sintese de aminoacidos, peptideos, nucleotideos e antibioticos, na tecnologia farmacéutica e
de alimentos, estética e em aplicagdes em diagnosticos clinicos, devido sua especificidade
analitica (TIBOLLA, PELISSARI e MENEGALLI, 2014).

A peroxidase (POD) e a polifenoxidase (PPO), tém sido consideradas as principais enzimas
responsaveis pela deterioracdo da qualidade em muitos frutos. Estas enzimas podem participar
de um grande numero de reacOes oxidativas e de biodegradacdo (VALDERAMA et al., 2001).

A polifenoxidase (PPO), também chamada de tirosinase, catecolase ou catecol oxidase,
pertence a classe das oxidorredutases, tem o fon Cu*? como cofator e é responsavel pela
melanizagdo em animais e escurecimento das plantas (GAWLIK-DZIKI et al., 2008).
As diferencas entre PPOs podem ser identificadas por suas propriedades fisicas, quimicas ou
enzimaticas, como mobilidade eletroforética, temperatura e pH ideais, especificidade de
substrato e pl (LU et al., 2006; WANG et al., 2007; YORUK; MARSHALL, 2003).
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Na presenca de oxigénio molecular e varios substratos fenolicos, o PPO catalisa duas
reacOes diferentes, a oidroxilacdo de monofendis em o-difendis (ou seja, atividade de
monofenolase ou cresolase) e a oxidagdo subsequente dos o-difendis em o-quinonas (ou seja,
difenolase ou atividade de catecolase) (FALGUERA et al., 2012).

Essas quinonas, sdo moléculas eletrofilicas altamente reativas que podem polimerizar e/ou
reagir com aminoéacidos e proteinas endégenos para formar pigmentos marrons complexos, que
produzem escurecimento enzimatico altamente indesejavel durante a fisiologia pos-colheita,
armazenamento e processamento de frutas e vegetais (JIANG et al., 2004).

A peroxidase catalisa quatro tipos de reacdes: peroxidagdo, oxidagdo, catalatica
e hidroxilagdo. Para substratos fendlicos, somente as reacdes de peroxidagdo sdo importantes
(RANIERI etal., 2001). Além disso, a acdo da enzima objetiva principalmente controlar o nivel
de peroxidos gerados em quase todos os compartimentos celulares e na auséncia de um doador
de hidrogénio, a peroxidase converte peroxido de hidrogénio em HO e O3
(TIJSKENS et al., 1997).

Técnicas de imobilizacdo melhoram as propriedades do biocatalisador por aumentar
a estabilidade e a rigidez da estrutura, causando a modificacdo quimica, gerando
microambientes hidrofilicos, que podem proteger o biocatalizador, e consequentemente reduzir
as inibi¢des causadas por inibidores (GUZIK et al., 2014). As enzimas quando imobilizadas
possuem uma maior estabilidade em faixas mais amplas de pH e temperatura além de poderem
ser reutilizadas (DANTAS, 2017).

2.4 Imobilizacao enzimética
A imobilizacdo enzimética é definida como um conjunto de métodos que permitem
a melhoria do aumento da estabilidade e da possibilidade de reutilizagdo da enzima de interesse
durante o processo (BORDINHAO et al., 2015). Durante a imobilizacdo é indispensavel
averiguar as diferentes condi¢cdes necessarias para 0 bom desempenho da enzima, levando em
consideracdo as propriedades do processo, a extensdo da reutilizacdo da enzima, a escolha da
enzima e do suporte ou matriz a serem utilizados (KHOSHNEVISAN et al., 2017).
As formas de imobilizacdo incluem floculacgdo, adsorcao a superficies, ligacdo covalente
a carreadores, ligacdo cruzada entre células, encapsulamento e aprisionamento em matrizes.
Dentre os métodos sugeridos, o encapsulamento tem emergido com sucesso, por garantir maior
protecdo as variagdes ambientais e viabilidade enzimatica. Neste processo, as enzimas ficam

aprisionadas no interior de uma matriz polimérica, a qual possui poros de tamanho suficiente
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para permitir a difusdo do substrato em direcdo as células, assim como dos produtos gerados
para fora da matriz (ZANIN; MORAES, 2014).

Muitos compostos magnéticos tém sido utilizados como suporte para imobilizacdo de
enzimas. A magnetiza¢do ¢ uma possivel solu¢do para materiais que sdo de dificil remogéo do
meio de reacdo (BARBOSA et al. 2012). O uso de suportes magnéticos para imobilizacdo de
enzimas ¢ principalmente baseado na propriedade magnética da fase solida que possibilita
atingir uma rapida separacdo por campo magnético, bem como a diminuicdo do custo
operacional. As separagdes magnéticas sao relativamente rapidas, faceis e requerem
aparelhagem simples. Portanto, técnicas de separagdo magnética tém atualmente encontrado
muitas aplicacdes em areas diferentes das ciéncias bioldgicas, especialmente em escala de
laboratorio.

A imobilizagdo de enzimas ou biomoléculas em microparticulas magnéticas
normalmente ¢ alcancada através dos grupos reativos existentes na sua superficie. Esses
compostos funcionais podem ser produzidos de diversas formas, porém normalmente envolve
um revestimento da particula suscetivel magneticamente com um polimero ou

biomacromoléculas (TUZMEN et al. 2012).

2.5 Nanoparticulas magnéticas

As particulas magnéticas, em escala nano vem recebendo atencdo aumentada em varios
campos da biologia, incluindo aplicac6es biomédicas e ambientais, devido ao seu tamanho
reduzido, maior area superficial e baixa toxicidade, além de diminuir
a barreira de transferéncia, e entdo melhorar a eficiéncia catalitica. Dentre os materiais
magnéticos estudados, a magnetita (Fes04) é 0 que tem atraido maior interesse tecnolégico,
especialmente sob a forma de ferrofluido, devido as excelentes propriedades magnéticas,
facilidade de sintese e biodegradabilidade. (FENG et al., 2018; KIM et al., 2016).

Magnetita, é um 6xido de ferro e sua estrutura cristalina consiste de uma rede de ions
de oxigénio coordenados tanto a ions ferrosos (Fe?*) e ions férricos (Fe®*), nos intersticios
octaédricos, quanto a fons Fe3*, em intersticios tetraédricos (TEJA; KOH, 2009). Como os ions
Fe3* estdo divididos igualmente entre as posicdes tetraédricas e octaédricas, ndo existe
momento magnético resultante da presenca dos mesmos. Assim, 0 comportamento magnético
do material é proveniente apenas dos fons Fe?*, que estdo localizados apenas nos intersticios
octaédricos (OLIVEIRA et al., 2013).

Apresentam excelentes caracteristicas, como grande area superficial, mobilidade e alta

transferéncia de massa, que favorecem a imobilizacdo de aminopeptase, lipase, lisozima,
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pectinase, fosfatase, glicose, oxidase, glicosidade, celulase, epdxido, hidrolase, esterase,
polimerase, entre outras enzimas de interesse biotecnolégico (GUON; SUN, 2004).

Para ampliar a utilizagdo em larga escala de enzimas imobilizadas é necessaria
a resolucdo de desafios tecnoldgicos, incluindo a constante busca por novos suportes
e protocolos de imobilizacdo que mantenham a atividade catalitica da enzima apdés
o0 processo de imobilizacdo, suprimam interacdes deletérias entre as enzimas, oferecam uma
transferéncia de massa facilitada, apresentem baixo custo de aquisicdo e potencial para

aplicacbes comerciais diretas.



3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
Avaliar a possibilidade de aplicacdo das enzimas peroxidase e polifenoloxidase
extraida do fruto de Tamarindus indica (tamarindo), imobilizadas em suporte magnético de

Fe304 na degradacdo enzimética de atrazina.

3.2 Objetivos especificos

e  Extrair, quantificar e caracterizar a enzima peroxidase e polifenoloxidase, a partir de
frutos de tamarindo;

e  Sintetizar e caracterizar as nanoparticulas magnéticas de FezOy;

° Avaliar os efeitos da imobilizacdo nas caracteristicas da peroxidase e
polifenoloxidase,
em relagdo ao pH, temperatura, estabilidade térmica e agente ativador;

e  Analisar o potencial de aplicagdo da enzima peroxidase e polifenoloxidase

imobilizadas na degradacdo enzimatica da atrazina;
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4 METODOLOGIA

4.1 Coletas de amostras de tamarindo

As amostras dos frutos de tamarindo (Tamarindus indica) serdo coletadas em sitios
localizados no Cerrado Maranhense em diferentes fases de maturacdo e transportadas em
caixas térmicas para o Laboratorio de Biotecnologia Ambiental (LABITEC). Apds a coleta,
os melhores frutos serdo separados, lavadas em &gua corrente, em seguida, lavadas
novamente com agua destilada.

Em seguida, sera retirado o excesso de agua, com separagdo da polpa, casca e
sementes para posterior analise. A polpa e as cascas serdo homogeneizadas e depois
armazenado em frascos de vidro envolvidos com papel-aluminio, sendo, assim, protegidos

da luz direta e mantidos a temperatura de 4 °C.

4.2 Extracao das enzimas peroxidase e polifenoloxidase
As extracOes enzimaticas das frutas serdo obtidas a partir de uma massa de 259 da
amostra de fruta em pequenas fatias e homogeneizadas em um liquidificador com
100mL de tampéo fosfato 0,1 mol L (pH 5,0). Em seguida, esse material sera filtrado,
centrifugado (18000 g) a 4 °C durante 5 minutos e o sobrenadante (fonte enzimatica) sera

armazenada em refrigerador a 4 °C para posterior analise.

4.3 Caracterizacdo enzimatica do extrato bruto e purificado

A atividade de peroxidase, serd determinada usando-se o substrato guaiacol e
perdxido de hidrogénio, como descrito por Khan e Robinson (1994) com modificacfes. A
mistura de 1,5mL de solucdo 1% de guaiacol em tampdo citrato-fosfato 0,05 M (pH 5,5) e
1,2mL de tampao citrato-fosfato 0,05 M (pH 5,5), serd previamente incubado em cubeta a
temperatura ambiente durante 10 minutos em espectrofotémetro Femto 800 XI. Em seguida
sera adicionada 0,4mL de solugdo 0,33% de H20, em tamp&o citrato fosfato 0,05 M (pH
5,5) e 0,1mL da enzima bruta. A reacdo sera acompanhada registrando-se 0 aumento na
absorbancia a 470nm durante 5 minutos a 35 °C contra o branco. Uma unidade de atividade
de peroxidase sera definida como a quantidade de enzima que causa um aumento de 0,001
unidades de absorbancia por minuto.

A atividade da polifenoloxidase, sera determinada usando-se o substrato catecol,

como descrito por Khan e Robinson (1994) com modificagdes. A mistura de 2,8mL de
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solucdo catecol 0,05moL Lt em tampao citrato-fosfato 0,05 M (pH 5,5) e 1,2mL de tampéo
citrato-fosfato 0,05 M (pH 5,5), sera previamente incubado em cubeta a temperatura
ambiente durante 10 minutos em espectrofotdbmetro Femto 800 XI. Em seguida sera
adicionada 0,2mL da enzima bruta. A reacdo sera acompanhada registrando-se 0 aumento
na absorbancia a 410nm durante 5 minutos a 35 °C contra o branco. Uma unidade de
atividade de polifenoloxidase sera definida como a quantidade de enzima que causa um
aumento de 0,001 unidades de absorbancia por minuto.

O efeito do pH na atividade das enzimas peroxidase e polifenoloxidase no extrato
bruto serdo determinados de acordo com Khan e Robinson (1994) com modificagdes,
variando a faixa de na pH de 2,6 a 10 usando os sistemas tampao acetato (pH 3,6 a 5,5),
tampao fosfato (pH 6,0 a 8,0), tampéo citrato-fosfato (pH 2,6 a 7,0) e tamp&o borato (pH 8,0
a 10,0). A peroxidase e a polifenoloxidase serdo analisadas conforme Khan e Robinson
(1994) com modificacdes.

A influéncia da temperatura na atividade enzimatica, sera determinado de acordo
com Khan e Robinson (1994) com modificagdes, variando a faixa de 10 a 100 °C. Em tubos
de ensaios contendo 0,5mL de solucdo enzimaticas serdo incubadas na faixa de temperatura
de 10 a 100 °C durante 1 hora em banhos de agua termostatizados. Apo6s o tratamento
térmico, as amostras serdo resfriadas em banho de gelo e a atividade residual das enzimas
serdo determinadas como descrito nos itens anteriores. A atividade das enzimas sem
tratamento térmico sera utilizada como controle (100 % de atividade).

As enzimas peroxidase e polifenoloxidase do extrato bruto serdo precipitadas
utilizando acetona resfriada a 4 °C, na proporcao de 2:1 (acetona:extrato) em banho de gelo
por aproximadamente 3 minutos, e em seguida centrifugada a 11.00 xg por 15 minutos a 5
°C. O precipitado contendo as enzimas, sera submetido a secagem em placas de vidros ao
ar livre em ambiente refrigerado, pulverizado e estocado a 5 °C.

A concentracdo de proteina total sera determinada pelo método de Lowry modificado
por Hartree (1972), pelo método do biureto empregando albumina de soro bovino como

padrédo de proteina.

4.4 Sintese e imobilizacdo das enzimas oxirredutases em nanoparticulas magnéticas

A sintese das nanoparticulas magnéticas sera baseada no método de coprecipitacao
proposta por Feuser et al. (2015). FeClz-6H20 (5 g) e FeSO4-7H20 (6g) serdo dissolvidos
em &gua deionizada (240mL) utilizando agitador mecéanico (800G) e, em seguida,

sera adicionado NH4OH (11mL) rapidamente. Ap6s uma hora, adicionar &cido oleico (20
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mL) e a agitacdo serd mantida por trinta minutos. O &cido oleico € utilizado para prevenir a
agregacdo das nanoparticulas e modificar a superficie das mesmas para posterior
encapsulacdo. As nanoparticulas magneéticas serdo separadas através de um campo
magnético e lavadas com etanol para remocao do excesso de acido oleico.

Para encapsular, as nanoparticulas magnéticas em poli(metacrilato de metila) sera
utilizada a técnica de polimerizacdo em miniemulsdo via radicais livres, de acordo com a
metodologia empregada por Feuser et al. (2015), com modificagbes. A reacdo de
polimerizacdo sera preparada de acordo com a seguinte formulacdo: H.O (20 mL);
persulfato de potassio 1%; alcool polivinilico 10%; metacrilato de metila 2 g; crodamol
GTCC 5% e nanoparticulas magnéticas revestidas com &cido oleico (30%).

As nanoparticulas magnéticas revestidas serdo dispersas na fase organica através de
ultrassom por cinco minutos. A fase aquosa (agua, persulfato de potéssio e éalcool
polivinilico), previamente preparada, serdo adicionadas a fase orgéanica formando uma
dispersdo, que sera sonicada em dispersor ultrassonico (Fisher Scientific, Sonic
Dismembrator Model 500) por trés minutos em amplitude de 70%. Para evitar a perda de
mono6mero devido ao aumento de temperatura durante a sonicacao a dispersdo serd mantida
sob banho de gelo. As nanoparticulas magneticas revestidas com acido oleico encapsuladas
em poli(metacrilato de metila) serdo separadas através de um campo magneético e ativadas
com glutaraldeido a 25 °C, sob agitacdo branda e teor de sélidos de 5%.

Apds doze horas, as nanoparticulas sedo lavadas com agua destilada para remover o
glutaraldeido em excesso e serdo armazenadas a 4 °C.

A imobilizacdo das enzimas, sera realizada empregando solucdo enzimatica em
tampéo fosfato 0,05moL L e as nanoparticulas magnéticas ativadas com glutaraldeido em
agitacdo constante a 25 °C. Ap6s 24 horas, serdo recuperadas com um iméa, lavadas
exaustivamente para remocao de enzima residual, suspensas em tampéo e armazenadas a 4
°C.

y =2Ex 100

A eficiéncia de imobilizacdo sera definida de acordo com a Equagéo: AE,

Em que: Y corresponde a eficiéncia de imobilizacdo (%); AEr corresponde a atividade
enzimatica retida no suporte (U mL™1); AE, corresponde a atividade enzimatica antes do
processo de imobilizacdo (U mL™).

A caracterizacao das nanoparticulas magnéticas sera realizada por meio das técnicas
de termogravimetria (TGA) e espectroscopia de absorcdo no infravermelho com

transformada de Fourier (FTIR), em parceria com os Laboratorios de Pesquisa do Centro de
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Ciéncias Sociais, Saude e Tecnologia da Universidade Federal do Maranhdo, Campus de

Imperatriz.

4.5 Estudo da degradacdo enzimatica da atrazina em meio aquoso

Serdo realizadas uma série de experimentos, variando o pH (2 a 9), concentracdo de
herbicida (0 a 100 mg L), quantidade de enzima livre ou imobilizada (2,985 a 29,85 U mL-
1) e temperatura (20 a 70 °C) em triplicata. Para a correcdo do pH, sera utilizado acido
citrico, 0 mesmo empregado para a preparacdo do tampao citrato—fosfato.

A avaliacdo da remocao do atrazina em meio aquoso, serd empregado um erlenmeyer
contendo 100 mL de solucdo de composto orgéanico, a pH 4,0, com adicdo de 0,5mL de
enzimae 2 x 10 mmol L de peréxido de hidrogénio (100 pL). A degradacdo sera avaliada
em temperaturas de 20, 30 e 40 °C. A cada 10 minutos, uma aliquota sera retirada para
analise dos residuos de atrazina por espectrofotometria.

Os resultados serdo expressos com a média e os respectivos valores de desvio-padrao
obtidos. A significancia estatistica sera avaliada usando a analise de variancia e o teste t,

sendo tomado como significativamente diferente p < 0,05.

4.6 Analises estatisticas

21

Os dados serdo submetidos a analise de variancia, teste de Tukey e teste de Fisher, com

p<0,05% para comparacdo das médias, com o auxilio do programa estatistico Sisvar

(FERREIRA, 2014).
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