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RESUMO - As enzimas sdo amplamente aplicadas em diversos setores industriais, entretanto
apresenta como desafios a baixa estabilidade e reutilizacdo, o que torna 0s processos mais
onerosos. Com isso, estratégias sdo empregadas, como a tecnologia de imobilizacdo que visa
amenizar esses entraves. O estudo teve como objetivo produzir microesferas magnéticas de
quitosana para imobilizacédo enzimatica. Os Beads magnéticos de quitosana foram sintetizados
por co-precipitacdo de ions de ferro. Utilizou-se a Lisozima como enzima modelo. Para
imobilizacdo as microesferas magnéticas foram mantidas em contato com uma solucdo de
Lisozima a 1mg/ml por um periodo de 12 h para a retencdo. Foram avaliados a capacidade
adsortiva, eficiéncia de imobilizacéo e analise de FTIR verificar os grupos funcionais presentes
no suporte que caracterizam a imobilizacdo enziméatica. Os espectros de FTIR indicaram
eficiéncia na producdo dos suportes magnéticos pelo aparecimento de modos vibracionais
caracteristicos, bem como a adsorc¢ao da lisozima. Os suportes apresentaram uma capacidade
adsortiva de cerca de 17mg/g e aproximadamente 50% de eficiéncia. Os resultados indicam
que mais estudos sdo necessarios para avaliar a estabilidade e o potencial de reutilizacao da
enzima, entretanto demonstram o potencial do suporte para testes em outros tipos e classes
enziméticas, com potencial aplicagcdo em processos adsortivos.

Palavras-chave: Adsorc¢ao; lisozima; esferas magnéticas; oxido de ferro.

INVESTIGATION OF CHITOSAN MAGNETIC BEADS AS SUPPORT
FOR ENZYMATIC IMMOBILIZATION

ABSTRACT — Enzymes are widely applied in several industrial sectors, however, one of the
challenges is low stability and reusability, which makes the processes more expensive.
Therefore, strategies are employed, such as immobilization technology, which aims to alleviate
these obstacles. Therefore, the study aimed to produce magnetic chitosan microspheres for
enzyme immobilization. The magnetic chitosan beads were synthesized by co-precipitation of
iron ions. Lysozyme was used as a model enzyme. For immobilization, the magnetic
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microspheres were kept in contact with a 1 mg/ml Lysozyme solution for a period of 12 h for
retention. The adsorptive capacity, immobilization efficiency and FTIR analysis were evaluated
to verify the functional groups present in the support that characterize enzyme immobilization.
The FTIR spectra indicated efficiency in the production of magnetic supports due to the
appearance of characteristic vibrational modes, as well as the adsorption of lysozyme. The
supports showed an adsorptive capacity of approximately 17 mg/g and approximately 50%
efficiency. The results indicate that further studies are needed to evaluate the stability and reuse
potential of the enzyme; however, they demonstrate the potential of the support for testing other
enzyme types and classes, with potential application in adsorptive processes.

Keywords: Adsorption; lysozyme; magnetic beads; iron oxide.

1. INTRODUCAO

As enzimas, sdo reconhecidas por sua especificidade precisa ao substrato, seletividade e
capacidade de funcionar em condi¢des amenas, e desempenham um papel crucial em inddstrias
quimicas, alimenticias e cosméticas (Porfirio et al., 2024; Shomal et al., 2024). No entanto,
desafios, como baixa estabilidade e recuperacéo, resultam em aumento de custos e diminuigédo
da eficiéncia da producdo, dificultando a utilizacdo a nivel industrial (Abellanas-Perez et al,
2023).

Dessa forma, o desenvolvimento de estratégias que possam aumentar a estabilidade
enzimatica apresenta um grande interesse. A tecnologia de imobilizacdo tem se apresentado
como uma alternativa, aumentando a estabilidade enzimatica, evitando a dissociacdo de
subunidades, reduzindo a agregacdo, autélise ou protedlise e criando microambientes
favoraveis, além de aumentar a especificidade enzimatica alterando a estrutura do centro ativo
(Shomal et al., 2024).

Os métodos convencionais de imobilizacdo enzimatica incluem adsorcdo ndo covalente,
incorporacdo e ligacdo covalente. As ligacOes covalentes estaveis evitam o vazamento da
enzima do transportador e, assim, melhoram muito a estabilidade e a reutilizacdo das enzimas
(Zhang et al., 2024). As enzimas imobilizadas podem ser recuperadas e reutilizadas com
eficiéncia, utilizando uma variedade de materiais como transportadores, incluindo polimeros,
silica, estrutura metal-organicas, nanotubos de carbono, nanoparticulas magnéticas, e
nanoparticulas de ouro (Niu et al., 2023).

As nanoparticulas magnéticas tém atraido mais atencdo dos pesquisadores da area de
imobilizacdo enzimética em virtude de suas propriedades unicas como a facil separacdo
magnética do substrato, grandes areas de superficie especificas e boa biocompatibilidade
(Zhang et al., 2024). Esses materiais apresentam como potencial melhores desempenhos que 0s
suportes convencionais, além de possibilitar uma separacdo mais rapida por campo magnético
externo, reduzindo o tempo e custos (Niu et al., 2023).

A quitosana é um produto natural, renovavel e biodegradavel, possuindo um grande
namero de grupos hidroxila e amina que podem quelar com metais para formar adsorventes de
esferas de metal-quitosana (micro e nanoparticulas). A quitosana possui excelentes
propriedades quimicas, como estabilidade quimica e compatibilidade com compostos bioativos.
Os grupos hidroxila ativos e aminoacidos presentes nas moléculas de quitosana podem ser
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modificados com varios grupos funcionais por meio de modificacdo molecular ou quimica,
ampliando sua gama de aplicacdes (Cerdn et al., 2023).

A lisozima é uma enzima com grande aplicacdo nas industrias farmacéuticas, no
diagnostico clinico de doengas, e nas indUstrias alimenticias como conservantes, principalmente
de produtos lacteos e carneos, devido ao seu potencial antimicrobiano (Santos et al., 2024;
Ceron et al., 2023). O uso de lisozima livre em aplicacOes préaticas é limitado pela instabilidade
em temperaturas elevadas e cargas proteoliticas (Ceron et al., 2023). Portanto, protocolos para
imobilizacéo lisozima que visem o aumento da estabilidade séo necessarios.

Diante do exposto, o objetivo do estudo foi sintetizar microesferas magnéticas de FesO4
a base de quitosana, voltadas para imobilizacdo de enzimas.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Materiais

Para execucdo desse trabalho foram utilizados reagentes que possuiam no minimo grau
analitico PA-ACS. Cloreto de ferro anidro (FeCls), sulfato de ferro heptahidratado
(FeS04.7H20), hidroxido de sédio (NaOH), Quitosana (95 % de desacetilagdo) e a Lisozima
Lysozyme from Chicken egg White (CAS: 12650-88-3). Os demais reagentes utilizados estdo
descritos ao decorrer do trabalho.

2.2. Sintese das Beads magneéticas

As beads magnéticas foram preparados por Co-precipitacio dos ions Fe** e Fe?* de acordo
metodologia descrita por (Kumar et al., 2013), com modificacdes. Preparou-se 100 mL de
solucdo contendo 1,5 % de &cido acético e 1,5% de quitosana, sendo mantida sob agitacdo
magnética até total dissolucdo. Posteriormente adicionou-se 100 pL de glutaraldeido (25 %)
seguido dos sais de ferro. 1 M de FeClz e 0,5 M de FeSO4. Apos isso, a solugdo foi gotejada
lentamente com auxilio de seringa em uma solucdo de 4 M de NaOH. As beads magnéticas
foram deixadas em solucdo por 24 h. Posteriormente, foram lavados até atingir o pH 7 e secos
em estufa a 60 °C.

2.3. Imobilizagéo da Lisozima

Para o processo de imobilizacdo 50 mg beads foram mantidos em contado com 5 mL de
glutaraldeido 5% por 4 h. a 37 °C. Posteriormente as particulas foram lavadas com tampéo
fosfato de s6dio (0,02 Mol e pH 6) por 30 min. Em seguida, foram mantidos em contado com
5 mL da solugdo de Lisozima 1 mg/mL de Lisozima por 12 h a temperatura ambiente. Decorrido
esse tempo, os sobrenadantes foram recolhidos para quantificacdo do teor de proteinas pelo
método de Bradford (1975) a 595 nm. Para isso foi construido uma curva de calibracdo analitica
utilizando uma solucdo de lisozima padréo, nas concentracdes de 0,1 a 1 mg.mL™. Os ensaios
foram realizados em triplicata.

A capacidade de adsorcéo foi calculada por meio da equagéo 1:

_ (co—C)xV (1)
M
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Em que q se refere a concentragéo de lisozima imobilizada ao criogel (mg.g de criogel
Seco); Co € ¢ sdo as concentragdes iniciais e finais de lisozima (mg.mL™) respectivamente; M é
a massa de criogel seco; e V é o volume de solucéo de lisozima (mL).

Também foi calculada a eficiéncia de imobilizagcdo de acordo com a equagéo 2.

Massa de enzima Inicial

Eficiéncia de Imobilizagio (%) = x 100 )

Massa de enzima Retida

2.4. Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

Os grupos funcionais presentes nos suportes secos foram avaliados qualitativamente por
FTIR utilizando a técnica da reflectancia total atenuada (ATR) na regido infravermelha de
4000-500 cm™ em espectrometro (Cary 630 FTIR, Agilent Technologies Inc., Santa Clara, CA,
USA).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 1, apresenta os espectros de FTIR realizado para identificacdo de grupos
funcionais presentes nos materiais produzidos.
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Figura 1. Espectro FTIR das beads magnéticas produzidas
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As andlises de FTIR realizadas nas beads magnéticas de quitosana, demonstraram sutis
mudangas nos espectros, como o alargamento ou diminui¢do em algumas bandas de absorcao.
Isso ocorre, pois, a insercdo da enzima ao suporte nao trds mudancas significativas ao espectro,
uma vez que a quitosana, composto organico, possui grupos quimicos semelhantes ao da enzima
imobilizada. O modo vibracional identificado na regido de 650 cm™ tem relacio as vibragdes
de tracdo intrinsecas de Fe-O presentes na estrutura do FesOa4, em trabalhos realizados por Nouri
& Khodaiyan, (2020) esse padrdo também foi observado, quando produziram o mesmo material
para imobilizacdo de pectinase. Outro comprimento observado foi de 1030 cm™, segundo
Hamza et al. (2022) indica vibragdes de alongamento de C-O-C e vibracgdes de estiramento de
C-O presente na estrutura glicosidica quitosana. Vale ressaltar que houve uma redugdo na
absorcéo desse modo vibracional apds o processo de adsorcédo da lisozima, esse comportamento
pode ter relacdo a substituicdo desses grupos por ligacBes entre o suporte e a enzima.

Um modo vibracional foi encontrado no comprimento de onda de 1630 cm™ para amostra
beads com enzima, segundo Hamza et al. (2022) o aparecimento desse modo na amostra esta
relacionado a formacdo de grupos amida, entre o aldeido do glutaraldeido e a amina terminal
presentes na enzima, reafirmando a eficacia no processo de adsorcdo. Finalmente, pode ser
verificado um comprimento de onda em 2847 cm™, que indica a presenca de vibracGes de
alongamento C-H em ambas as amostras, como esperado em materiais organicos, 0 mesmo
comportamento foi observado em trabalhos realizados por Cigeroglu et al. (2021) e Apriceno
et al. (2021).

Os resultados referentes a capacidade de imobilizacéo e eficiéncia estdo apresentados na
Tabela 1.

Tabela 1. Parametros da eficiéncia dos Beads produzidos.

Parametros  Massa Inicial Massa Retida Capacidade Eficiéncia de

de (mg) (mg) Adsortiva imobilizacao
imobilizagéo (mg/g) (%)
1,84+0,12 0,91+0,02 17,1940,09 49,72+1,23

Os dados indicaram uma eficiéncia de imobilizacdo proximo a 50%. Ceron et al., 2023
obtiveram um valor inferior de 20% ao imobilizarem lisozima em microesferas de quitosana.
De acordo com esses autores, limitacGes difusionais podem causar uma diminui¢do na
atividade. Segundo Saranya et al. (2015) a ligacdo da lisozima a magnetita ocorre por meio da
coordenacdo entre ions metalicos com cadeia lateral doadora de elétrons de residuos como
histidina e cisteina. A lisozima sé possui um residuo de histidina que deve ser o sitio de ligacao
de afinidade dominante na imobiliza¢io da lisozima como Fe®*" imobilizado ao suporte. Essas
limitacOes afetam a flexibilidade molecular da enzima no processo de imobilizagéo, o que pode
dificultar o acesso aos locais ativos e tornar inacessivel, 0 que reduz a area de superficie
disponivel para imobilizacéo.

Quanto a capacidade adsortiva, Bayramoglu et al. (2022) utilizando um adsorvente
magnético atingiu 30,8 mg/g, superior aos valores obtidos neste estudo. Enquanto, Yin et al.,
2024 verificaram valores que variaram entre 27,42 e 49,80 mg/g para adsorcéo de arsénio em
esferas de quitosana com oOxido de ferro, essas variagdes podem estar relacionadas ao tamanho
das particulas, tipo de funcionalizagdo bem como com a molécula alvo. Além disso, a lisozima
apresenta um alto ponto isoelétrico, ou seja, uma elevada densidade de cargas positivas, assim
a adsorcéo seria favorecida se o suporte estivesse carregado negativamente (Santos et al., 2024),
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0 que pode justificar os resultados verificados neste estudo. Os resultados obtidos indicam que
é necessaria uma continuidade no estudo, a fim de avaliar a atividade enzimatica, estabilidade
da enzima e o potencial de reutilizagéo.

4. CONCLUSAO

Os modos vibracionais encontrados na andlise de FTIR revelaram a eficiéncia no
desenvolvimento das beads magnéticas revestidas com quitosana, bem como na adsorcdo da
lisozima ao suporte magnético. Foi possivel desenvolver Beads magnéticos com potencial de
utilizacdo como suportes para imobilizacdo de enzimas, com uma eficiéncia de imobilizacdo
préximo a 50%. Os resultados obtidos sdo promissores e podem ser utilizados como base para
outros estudos na area. Ademais, um estudo mais aprofundado deve ser conduzido a fim de
otimizar a imobilizagdo da enzima, verificar sua estabilidade e a reutilizacdo, além da possivel
investigacdo desse suporte na imobilizacdo de outros tipos de enzimas, visando a sua utiliza¢éo
como uma alternativa de métodos para reduzir os dos processos industriais.
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