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Introducio

A demanda, em especial das industrias farmacéuticas, quimicas e de alimentos por
biocompostos ativos ¢ continua. As enzimas sao amplamente aplicadas em diversos setores
industriais devido a sua seletividade, especificidade e capacidade de atuacdo em condicdes
amenas (Porfirio et al., 2024). Entretanto, alguns desafios sdo enfrentados para a aplicacdo em
escala industrial, como a producdo de produtos com elevado grau de pureza, baixa
estabilidade e recuperacao, que implicam no aumento dos custos e redugdo da eficiéncia de
produgdo (Abellanas-Perez et al, 2023).

Dessa forma, o desenvolvimento de estratégias que possam minimizar esses fatores ¢ de
grande interesse. As técnicas de adsor¢do tém se tornado uma das alternativas para alavancar
esses processos e produtos (Pérez-Botella et al., 2022). Sdo técnicas estabelecidas e muito
utilizadas para imobilizagdo, separacdo e purificacdo de diferentes compostos. Entretanto, ¢
uma tecnologia em constante evolugdo, devido a vasta gama de adsorventes e processos
disponiveis. Com isso, estudos voltados para a prepara¢do e tipos suportes sdo importantes
para alcancar a eficiéncia de aplicagdo industrial desses biocompostos, principalmente das
enzimas (Pour et al., 2025).

Segundo Tao et al., (2023) diversos fatores podem determinar o processo de adsorcao,
como a natureza do adsorvente (area superficial, tamanho dos poros, densidade, os grupos
funcionais na superficie), as condigdes operacionais (temperatura, pH e a natureza do
solvente). Os nanomateriais magnéticos tem atraido muita aten¢do, devido a sua elevada area
superficial, excelente responsabilidade magnética, boa biocompatibilidade, superficie
quimicamente modificavel e boa reutilizagcdo (Sheng et al., 2018). Eles sdo extremamente
versateis e tém aplicagdes em diversas dreas, como a retengdo de metais pesados, antibioticos
e contaminantes, a purificacdo de aguas, a liberacdo controlada de farmacos, a remediacao de
solos, a oxidagdo fotocatalitica, a fabricacdo de sensores € o uso como biorreatores
enzimaticos (Umesh et al., 2024; Pour et al., 2025).

Particulas de o6xidos de ferro, como magnetita (Fe:O.) e maghemita (y-Fe:0s:), sdao
amplamente utilizadas como nucleos magnéticos devido a sua estabilidade quimica
relativamente alta, baixa ou nenhuma toxicidade, facilidade de sintese e potencial para
funcionalizacdo. Esses materiais apresentam como potencial melhores desempenhos que os
suportes convencionais, além de possibilitar uma separacdo mais rapida por campo magnético
externo, reduzindo o tempo e custos (Niu et al., 2023).

Os materiais magnéticos t€ém se mostrado muito eficazes na adsor¢ao de enzimas devido
as suas propriedades, que podem aumentar tanto a eficiéncia quanto a estabilidade das reagdes
cataliticas. Além disso, o uso de um campo magnético facilita a recuperagdo rapida e simples
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do material adsorvente, o que ¢ particularmente vantajoso para processos que requerem
multiplas operacdes (Feng et al., 2016).

Um dos grupos enzimdticos mais conhecido e com maior aplicacdo comercial, sdo as
proteases. Conhecidas como peptidases ou proteinases se referem a um grupo de enzimas que
atuam na degradacao de proteinas, clivando ligagdes peptidicas especificas. Comercialmente
sdo aplicadas em diversos segmentos industriais, e representam cerca de 60% da produgado
mundial de enzimas (Banerjee et al., 2020).

Dentre as diversas proteases obtidas de fontes naturais ja identificadas, estdo a papaina,
obtida do mamao e pertencente a classe das cisteino-proteases. A papaina (EC 3.4.22.2) ¢ uma
enzima amplamente utilizada nas industrias de alimentos, farmacéuticas, cosméticos, téxteis,
além de apresentar propriedades anti-inflamatdrias, antibacterianas e antioxidantes (Alpay et
al., 2015). Suas aplicagdes farmacéuticas incluem a promoc¢do da cicatrizacdo de feridas,
ajudando a remover tecidos necroticos, no setor alimenticio, ¢ geralmente utilizada no
amaciamento de carne, panificacdo, clarificacdo de cerveja. No entanto, a papaina soluvel ¢
facil de desnaturar ou desativar uma vez exposta as condi¢des extremas dos processos
industriais. Além disso, a papaina livre ¢ dificil de ser separada dos reagentes, resultando em
uma dificil recuperagdo e reciclagem. Para superar essas desvantagens, a imobilizagdo
de enzimas livres no suporte ¢ uma forma eficaz de aplicag@o industrial (Sheng et al., 2018).

Diante disso, o objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial adsortivo de nanomateriais
de ferro magnético, através da adsor¢do de papaina, buscando mostrar a potencialidade de
utilizacao dos materiais magnéticos.

Material e Métodos

Materiais

Os reagentes utilizados no trabalho possuiam no grau analitico PA-ACS. Cloreto de
ferro anidro (FeCl;), Sulfato de ferro heptahidratado (FeSO, .7H,0), Acido cloridrico (HCI),
Hidréxido de sédio (NaOH), Quitosana (95 % de desacetilagdo), e a Papaina. Os demais
reagentes utilizados estdo descritos ao decorrer do trabalho.

Sinteses das esferas magnéticas revestidas com quitosana

As esferas magnéticas revestidas com quitosana e foram obtidas pela técnica de
Co-precipitagdo dos ions Fe*" e Fe*” em uma concentragdo molar de 2:1 sob condigdes
basicas, de acordo a metodologia descrita por (Kumar et al., 2013). Para isso, uma solugao de
100 mL (1,5 % de acido acético) foi preparada e adicionada de 1,5 % de quitosana, essa
solucdo foi mantida sob agitacdo magnética até dissolucdo total dos reagentes.
Posteriormente, foi adicionado a solugdo, 1 M de FeCl;, 0,5 M de FeSO,. e 100 pL de
glutaraldeido 25 % e mantido sob agitagdo. Apds isso, a solugao foi gotejada lentamente sobre
NaOH (4 mol/L) e mantida por 24 h. Logo ap0s, as esferas foram lavadas até a verifica¢do do
pH 7 e secas em estufa a 60 °C e armazenadas sob condi¢des ndo oxidantes até o uso.

Sintese das Particulas Magnéticas

As nanoparticulas magnéticas também foram preparadas pela Co-precipitacdo dos ions
Fe’" e Fe*" com algumas modifica¢des. Para isso, uma solug¢do de 0,5 M (500 mL) de NaOH
foi mantida sob aquecimento a 80 °C sob agitacdo e atmosfera de Nitrogénio. Posteriormente
foi preparada uma solugdo de 1 M de FeCl; e 0,5 FeSO, em 0,4 M de HCI (50 mL) e gotejada
lentamente sobre solugdo de NaOH. Apds isso, as particulas foram separadas por campo
magnético, lavadas com dagua até a verificagdo do neutro, secas em estufa a 60 °C. e
armazenadas sob condigdes nao oxidantes.

Adsor¢iao da papaina
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O processo adsortivo foi realizado utilizando a Papaina comercial, nesse caso 50 mg de
cada suporte foram colocados em tubos de 15 mL e adicionado 5 mL de uma solugdo de
Papaina 4 mg/mL preparada em tampao fosfato de sodio pH 6 (50 mmol), o processo foi
realizado realizada em BOD a 4 °C por 12 h. Posteriormente o sobrenadante foi lido a 595
nm pelo método de Bradford (1976), para quantificagcdo da capacidade adsortiva. Para
verificagdo da eficiéncia do processo foi construida uma curva de calibragdo analitica
utilizando Albumina do Soro Bovino (BSA) como proteina padrdo, nas concentracoes de 0,1
a 1 mg/mL, assim a capacidade adsortiva foi calculada segundo a equagdo (1).

C—C)xV
q= % (1)

Na qual ¢ ¢ a concentragdo de enzima retida ao suporte (mg/g de suporte); C, e C sdo as
concentragdes iniciais e finais de enzima (mg/mL) respectivamente; M ¢ a massa de suporte
seco; e V' € o volume de solugdo de enzima utilizada (mL). Também foi calculada a eficiéncia
da adsorg¢ao para verificagao da eficacia do processo.

. en . ~ Massa de enzima inicial
0, j—
Eficiéncia de adsorgao (%) = ( Massa do onima retida ) x 100 (2)

Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

Os grupos funcionais presentes nos suportes foram avaliados pela técnica de FTIR. Para
isso, os materiais foram secos avaliados em equipamento (Cary 630 FTIR, Agilent
Techologies Icn., Santa Clara, CA, USA) pela técnica da refletancia total atenuada na regiao
infravermelho médio de 4000 — 650 cm™.

Delineamento experimental

Foi realizado um delineamento inteiramente casualizado (DIC) com trés repeticdes para
avaliacdo do efeito dos diferentes suportes na capacidade adsortiva da Papaina. A analise de
variancia foi realizada (ANOVA), tendo suas médias comparadas pelo teste pelo Teste F (p <
0,05). O pacote estatistico SAS University Edition (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA) foi
utilizado para a analise.

Resultados e Discussao
A Figura 1 apresenta as esferas magnéticas produzidas por método de Co-precipitagao.

Figura 1. Esferas magnéticas revestidas com quitosana obtidas por método de
Co-precipita¢do de Fe*" e Fe’*

Pode ser observado que estas apresentam coloragdo escura € um aspecto granulado com
didmetro médio de 0,826+0,012 mm. Em trabalhos realizados por Yin et al. (2024) foi
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observado tamanhos na faixa de 1,86 mm em materiais semelhantes, a diferenca pode ter
relacdo a incorporagdo de ions manganés a estrutura.

Como pode ser observado (Figura 2) as nanoparticulas produzidas também apresentam
uma coloragdo escura e um aspecto de pod fino. Ambos os suportes apresentaram alta
magnetizacdo quando submetidas foram submetidos a campo magnético, , indicando que
houve éxito na sua producao.

‘;.___ S

Figura 2. Nanoparticulas magnéticas (Fe;0,) obtidas por método de Co-precipitagdo de Fe**
e Fe¥*

A anélise de espectroscopia FTIR (Figura 3) foi realizada para identificacdo de grupos
quimicos presentes nos materiais produzidos.
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Figura 3- Espectros de FTIR dos suportes produzidos
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Os espectros de FTIR indicaram diferencas entre os suportes magnéticos produzidos,
relativos aos compostos presentes nas estruturas. Foi observado um modo vibracional na
regido de 2100 cm™ para ambas as amostras, que pode estar associada a deformacdo de O-H
(Huang et al., 2020), sendo mais acentuado para as particulas. Isso ocorre, pois no momento
de revestimento utilizando a quitosana, ha uma diminuigdo significativa nos grupos hidroxila.
Outra banda identificada foi na regido de 1645 cm™, relacionada as vibragdes da ligagdo Fe-O,
com uma menor intensidade para as esferas com quitosana quando comparadas com as
particulas magnéticas, pois durante o revestimento com quitosana, tanto o ferro quanto o
oxigénio interagem com a molécula de quitosana, formando ligacdes Fe-O-OH e Fe-O-NH, o
que pode justificar essa diminui¢do (Kumar et al., 2013). Um modo vibracional adicional
proximo a 1025 c¢cm™ foi verificado, indicando o alongamento do grupo -O-C presente na
estrutura do 6xido de ferro (Fe;O,) (Atacan et al., 2017), o0 mesmo autor também identificou
comprimentos de onda na regido de 650 cm™’ que correspondem as ligagdes de materiais
magnéticos a base de 0xidos Fe-O.

A Tabela 1 apresenta os resultados acerca do processo adsortivo.

Suportes Capacidade adsortiva (mg/g) Eficiéncia de adsorc¢ao
PM 31,72+4,05* 54,1246,98*
PMRQ 1,54+0,01° 2,61+0,01°

PM (Particulas Magnéticas); e PMRQ (Particulas Magnéticas Revestidas com
Quitosana). Médias seguidas por letras diferentes na mesma coluna para PM e PMRQ diferem
estatisticamente entre pelo teste F (p > 0,05).

De acordo aos resultados obtidos, foi possivel verificar que as particulas magnéticas
obtiveram resultados superiores nos parametros analisados segundo o teste F. A menor
capacidade adsortiva das esferas revestidas com quitosana pode ter relagdo a sua menor
superficie de contato, quando comparadas as particulas. Isso ocorre pois o revestimento, eleva
0 peso e assim o tamanho das particulas, levando a uma menor area de contato entre suporte e
soluto.

Outro fator determinante para o melhor desempenho das particulas pode ter relagdo ao
pH do meio reacional e assim as cargas dos suportes e enzima. Segundo Losito et al. (2021) o
ponto isoelétrico da papaina €, ou seja, abaixo desse valor ha um excesso de cargas positivas
(grupos protonados) que podem ter sofrido repulsdo pelas cargas positivas das aminas
presentes na estrutura das esferas. Segundo Ajinkya et al. (2020) as particulas magnéticas
(6xido de ferro) possuem hidroxilas em sua estrutura, que quando desprotonadas adquirem
cargas negativas. Nesse caso, a diferenca de cargas entre o suporte e a enzima podem ter sido
fundamentais para o processo adsortivo, por meio da interacdo idnica. Santos et al. (2024),
observaram esse mesmo comportamento, quando investigaram o potencial de interagdo
catiOnica entre enzima e suporte.

Conclusao

Novos materiais magnéticos foram produzidos para processos de adsor¢dao. Os modos
vibracionais encontrados na analise de FTIR indicaram a eficiéncia no desenvolvimento dos
nanomateriais por Co-precipitacdo de Fe* e Fe’" por meio do aparecimento de vibragdes
caracteristicas desses materiais. As particulas magnéticas se destacaram quanto a adsorcao de
papaina, com uma eficiéncia de cerca de 50%. A menor capacidade adsortiva das esferas
magnéticas revestidas com quitosana se deve a diminui¢do da superficie de contato entre o
suporte € o soluto, pois o revestimento eleva o peso e o tamanho do material magnético. Os
resultados obtidos sdo promissores € podem ser utilizados como base para outros estudos na
area. Além disso, estudos mais aprofundados devem ser conduzidos a fim de investigar o
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potencial de adsor¢do desses suportes em outros tipos de enzimas e aplicagdes, verificar sua
estabilidade e a reutilizagdo, visando a sua utilizagdo como uma alternativa de métodos para
reduzir os custos e aumentar a eficiéncia dos processos industriais.

Agradecimentos

A Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia e o Laboratério de Engenharia de
Processos pela oportunidade e condi¢des de realizacdo do trabalho ao CNPq e a FAPESB pelo
apoio financeiro.

Referéncias

ABELLANAS-PEREZ, P; CARBALLARES, D,; FERNANDEZ-LAFUENTE, R
ROCHA-MARTIN, J. Glutaraldehyde modification of lipases immobilized on octyl agarose beads:
Roles of the support enzyme loading and chemical amination of the enzyme on the final enzyme
features. International Journal of Biological Macromolecules, v. 248, p. 125853, 2023.

AJINKYA, N.; YU, X; KAITHAL P.; LUO, H.; SOMANI, P.; RAMAKRISHNA S. Magnetic Iron
Oixe Nanoparticle (IONP) synthesis to application: Present and Future, 13, 4644, 2020.

ALPAY P.; UYGUN D.A. Usage of immobilized papain for enzymatic hydrolysis of proteins. Journal
of Molecular Catalysis B: Enzymatic, v. 111, p. 56-63, 2015.

BANERJEE S.; ARORA A.; VIJAYARAGHAVAN R.; PATTI A.F. Extraction and crosslinking of
bromelain aggregates for improved stability and reusability from pineapple processing waste.
International Journal of Biological Macromelecules, v. 158, p. 318-326, 2020.

LOSITO, D. W.; LOPES, P. S.; UEOKA, A. R.; FANTINI, M. C. A.; FILHO, P. L. O
FILHO-ANDREO, V.; MARTINS, T. S. Biocomposites based on SBA-15 and papain:
characterization. Enzymatic activity and cytotoxicity evaluation, 325, 111316, 2021.

NIU, Y.; WU, J.; KANG, Y.; SUN, P.; XIAO, Z.; ZHAO, D. Recent advances of magnetic chitosan
hydrogel: Preparation, properties and applications. International Journal of Biological
Macromolecules, v.247, p. 125722, 2013.

PEREZ-BOTELLA, E.; VALENCIA, S.: REY, F. Zeolites in adsorption Process: state of the art and
future prospects. Chemical Reviews, v. 122, n. 24, p. 17647-17695, 2022.

PORFIRIO, M. C. P; SANTOS, J. B.; ALVES, A. N.; SANTOS, L. S.; BONOMO, R. C. E;
FONTAN, R. C. 1. Purification of pineapple bromelain by IMAC chromatography using
chlorophyll-activated macroporous matrices. Journal of Chromatography B, v. 1234, p. 124027, 2024.

POUR, S. E.; MAMAGHANI, A. H.; HASHISHO, A. Modeling of adsorption process on monolith
adsorbents: a mini-review. Separation and Purification Technology, v. 354, p. 128846, 2025.

SANTOS, J. B.; PORFIRIO, M. C. P.;; SANTOS, M. P. F; SOUZA, Y. G.; BONOMO, R. C. F;
FONTAN, R. C. I. Development of a glutamate-functionalized macroporous exchange matrix for
partial purification of lysozyme from chicken egg white. Colloids and Surfaces A: Physicochemical
and Engineering Aspects, v. 694, p. 134224, 2024

SHENG, W.; XI, Y.; ZHANG, L.; YE, T.; ZHAO, X. Enhanced activity and stability of papain by
covalent immobilization on porous magnetic nanoparticles. International of Biological
Macromolecules, v. 114, p. 143-148, 2018.

TAO, Z.; ZHOU, Q.; ZHENG, T.; MO, F.; OUYANG, S. Iron oxide nanoparticles in the soil
environment: adsorption, transformation, and environmental risk. Journal of Hazardous Materials, v.
459, p. 132107, 2023.

UMESH, A. S.; PUTTAIAHGOWDA, Y. M.; THOTTATHIL, S. Enhanced adsorption: reviewing the



N 632 Congresso Brasileiro de Quimica
. v Bo 05 a 08 de novembro de 2024

Salvador - BA

potential of reinforcing polymers and hydrogels with nanomaterials for methylene blue dye removal.
Surfaces and Interfaces, v. 51, p. 104670, 2024.



