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Objetivos

Compreender os efeitos na atividade e
estrutura enzimética a partir da imobilizacdo
com o ionébmero Nafion®, pela combinagéo de
ensaios eletroquimicos e espectroscopicos.

Métodos e Procedimentos

Considerando seu comportamento  bem
definido na literatura, escolheu-se a enzima
alcool desidrogenase (ADH) como proteina
modelo, imobilizando-a em quatro condicdes de
Nafion®: i) 5% ndo neutralizado (Sigma-
Aldrich); ii) 5% neutralizado com NaOH; iii)
2,5% nao neutralizado (1:1 Nafion® 5% e agua)
e iv) 2,5% neutralizado (1:1 Nafion® 5% e
tampao fosfato); com o pH igual a 7 e 2 para as
condi¢des neutralizadas e ndo neutralizadas.
Nos ensaios eletroquimicos, foram utilizados
eletrodos de fibra flexivel de carbono, tratados
por oxidacdo quimica.® A enzima foi imobilizada
por adsorcdo em 100 pL de solucdo 8 mg mL?
por 24 horas, seguido da adicdo de 10 pL de
Nafion® e secagem a vacuo.

A atividade catalitica foi avaliada por
cronoamperometria, em +0,6V em tampéao
fosfato pH 9 com 6 mM de NAD*, sob adi¢céo
de etanol P.A. (substrato), com eletrodo de Pt
como auxiliar e Ag/AgCI/Cl-sar como referéncia.
Ja para determinacdo estrutural,? foram
realizadas analises de UFTIR (Bruker Vertex

70v FTIR, com detector MCT). As amostras
foram preparadas pela adicdo de 2 pL da
solugédo de ADH (8 mg mL?) sobre uma placa
recoberta com Au, secando a vacuo por 25
minutos antes da deposicdo de 2 pL de
Nafion®, seco nas mesmas condi¢cdes. Os
espectros foram coletados de 4000 a 500 cm™,
obtendo a composicdo estrutural a partir da
deconvolucdo da banda de Amida | (1700 a
1600 cm™),

Resultados

Segundo o modelo cinético de Michaelis-
Menten, pelas correlacdes entre a
concentracdo de etanol e os valores de
corrente  obtidos, foram calculadas as
constantes Ku e keat (Fig. 1.A e 1.B). Seus
valores mostram que as  condicdes
neutralizadas (pH 7) sdo mais sensiveis a
adicédo de etanol, com menores valores de Ku e
maiores de Kkeat, indicando um favorecimento do
mecanismo reacional para a formacdo de
produto. Além disso, foi observado que nas
condicdes mais concentradas (5%) ocorreu
uma perda de eficiéncia catalitica, sendo esse
processo intensificado na condi¢cdo &cida (pH
2). lIsto indica que ambos os parametros
propostos (pH e concentracdo) interferem na
atividade enziméatica, sendo a condigdo mais
branda (pH 7 e diluido) a mais adequada para
imobilizagcdo proteica visando sua boa
performance catalitica.
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Figura 1. Valores das constantes (A) Ku e (B) keat para diferentes condi¢cdes de imobilizacdo. (C) Composigdo
de estrutura secundaria calculada para cada condicéo de Nafion® proposta.

Estes resultados s&o condizentes com as
determinagbes de estrutura secundaria obtidas
(Fig. 1.C), na qual se observa uma
predominancia de estruturas a-hélice nas
condicbes neutralizadas, o0 que poderia
justificar uma maior mobilidade estrutural,
assim possibilitando uma interacdo favorecida

entre a enzima e substrato e,
consequentemente, melhores parametros
cataliticos.

Conclusodes

Os estudos mostraram que tanto a
concentracdo de Nafion® quanto o pH das
solucbes utilizadas afetam a estrutura
enzimética, por conseguinte afetando a
atividade catalitica da enzima. Neste caso, as
condi¢cbes neutras apresentam predominancia
de estruturas a-hélice, possibilitando maior
mobilidade estrutural e melhores parametros de
atividade catalitica, enquanto as condi¢des ndo
neutralizadas induziram maior porcentagem de
estruturas indefinidas e de folhas-B, indicando
desnaturacdo parcial, o que é reforcado nos
valores de Kw e Kkecat. Essas observacdes
destacam a importancia de um bom

planejamento experimental para garantir a
manutencdo da  estrutura proteica e,
consequentemente, as condi¢cdes Otimas de
sua atividade biocatalitica, destacando a
sutiliza no manuseio destes sistemas.
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