XXIX Seminario de Iniciacdo Cientifica e Tecnoldgica 2025

POTENCIAL DE USO DE MATRIZES MONOLITICAS POLIMERICAS
MODIFICADAS NA AREA DE ALIMENTOS: PRODUCAO DE
BIOSSENSORES, IMOBILIZACAO DE ENZIMAS E PURIFICACAO DE
COMPOSTOS DE INTERESSE.

DESENVOLVIMENTO DE MATRIZES POLIMERICAS MACROPOROSAS PARA APLICACAO
EM CROMATOGRAFIA DE TROCA CATIONICA

Ester Rocha Santos?; Jonathan Barbosa Santos?; Marjorie Castro Pinto Porfirio?; Rafael da
Costa llhéu Fontan3.

RESUMO

Os processos cromatograficos sdo frequentemente utilizados para separacdo e
purificagdo de biomoléculas de interesses industrial. Entre as proteinas de interesse, a
lisozima é uma enzima que se destaca pela sua atividade antimicrobiana, sendo usada
como conservante na indastria de alimentos. Este trabalho teve como avaliar a
adsorcao dalisozima em trocadores catidnicos de quitosana funcionalizados com lisina
. Para melhor compreensdo do comportamento dos suportes, foi determinado o ponto
de carga zero das matrizes, permitindo avaliar a influéncia das condi¢cdes de pH na
interagdo enzima-suporte. A eficiéncia de adsorgdo da lisozima foi comparada entre os
diferentes criogéis produzidos, possibilitando identificar as condigbes mais favoraveis
para purificagéo . Os resultados obtidos indicam que a funcionalizagéo e o controle do
pH exercem papel fundamental no desempenho dos criogéis como suportes,
evidenciando o potencial de aplicacdo desses materiais em processos de purificacdo e
reutilizagdo de enzimas em escala industrial.

PALAVRAS-CHAVE: Cromatografia; Funcionalizacdo polimérica; Proteinas catibnicas;
Separacéo.

POTENTIAL USE OF MODIFIED POLYMERIC MONOLITHIC MATRICES IN THE
FOOD FIELD: BIOSENSOR PRODUCTION, ENZYME IMMOBILIZATION, AND
PURIFICATION OF COMPOUNDS OF INTEREST.

ABSTRACT

CHROMATOGRAPHIC PROCESSES ARE FREQUENTLY EMPLOYED FOR THE
SEPARATION AND PURIFICATION OF BIOMOLECULES OF INDUSTRIAL
INTEREST. AMONG THESE PROTEINS, LYSOZYME STANDS OUT DUE TO ITS
ANTIMICROBIAL ACTIVITY, BEING USED AS A PRESERVATIVE IN THE FOOD
INDUSTRY. THIS WORK AIMED TO EVALUATE THE ADSORPTION OF LYSOZYME
ONTO CATION-EXCHANGE CHITOSAN CRYOGELS FUNCTIONALIZED WITH
LYSINE. TO BETTER UNDERSTAND THE BEHAVIOR OF THE SUPPORTS, THE
POINT OF ZERO CHARGE OF THE MATRICES WAS DETERMINED, ALLOWING THE
ASSESSMENT OF THE INFLUENCE OF PH CONDITIONS ON THE ENZYME-
SUPPORT INTERACTION. THE ADSORPTION EFFICIENCY OF LYSOZYME WAS
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COMPARED AMONG THE DIFFERENT CRYOGELS PRODUCED, MAKING IT
POSSIBLE TO [IDENTIFY THE MOST FAVORABLE CONDITIONS FOR
PURIFICATION. THE RESULTS OBTAINED INDICATE THAT FUNCTIONALIZATION
AND PH CONTROL PLAY A FUNDAMENTAL ROLE IN THE PERFORMANCE OF THE
CRYOGELS AS SUPPORTS, HIGHLIGHTING THE POTENTIAL APPLICATION OF
THESE MATERIALS IN PURIFICATION PROCESSES AND ENZYME REUSE ON AN
INDUSTRIAL SCALE.

KEYWORDS: Chromatography; Polymeric functionalization; Cationic proteins;
Separation.

INTRODUCAO

A tecnologia de bioprocessos abrange diferentes segmentos industriais,
destacando-se a aplicacdo de enzimas devido a sua eficiéncia, seletividade e
capacidade de transformar biomoléculas em produtos de alto valor agregado. No
entanto, desafios como baixa estabilidade, recuperacdo e uso em escala industrial
exigem o desenvolvimento de novas estratégias (Porfirio et al., 2024). Nesse contexto,
técnicas de adsorcédo tém se destacado por melhorar a estabilidade e a reutilizagao das
enzimas, sendo amplamente empregadas em imobilizacdo, separacdo e purificacéo,
com avancos voltados para o desenvolvimento de novos suportes (Pérez-Botella et al.,
2022; Pour et al., 2025).

O uso de biorreatores com enzimas imobilizadas é uma alternativa promissora
para otimizar processos industriais e reduzir impactos ambientais. Esse tipo de
abordagem possibilita reutilizagdo e maior estabilidade frente a variagbes de pH,
temperatura e solventes (Shomal et al., 2024). Nesse cenario, matrizes monoliticas
poliméricas, estruturas tridimensionais altamente porosas, apresentam ampla aplicagcéo
em processos de purificacdo, separacdo e deteccdo de compostos, além de
possibilitarem a interacdo de enzimas com os suportes por meio de adsorcéao (Norberto
et al., 2017).

Entre essas matrizes, 0s criogéis se destacam por sua rede macroporosa
interconectada, obtida por polimerizagcdo sob congelamento, que garante flexibilidade,
seletividade e reutilizagdo (Oztlrk, Saylan e Denizli, 2021). A modificagdo quimica
amplia ainda mais suas aplicac6es. Dentre 0os materiais empregados, a quitosana é
relevante por ser biocompativel, biodegradavel e formar géis estaveis, tornando-se
alternativa sustentavel e economicamente viavel, com aplicacées farmacéuticas e
biomédicas (Vazquez e Paull, 2010).

O estudo tem como objetivo desenvolver suportes poliméricos funcionalizados
para purificagdo de enzimas, avaliando o potencial de utilizacdo em processos

industriais.
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MATERIAIS E METODOS

Foram utilizados acrilamida (AAm), N,N’-metileno-bis(acrilamida) (MBAAm),
quitosana (95% de desacetilacdo), persulfato de amdbnio (APS), N,N,N’,N'-
tetrametiletilenodiamina (TEMED), lisina, tamp®es fosfato (pH 6 e 8,5) e carbonato (pH
10), além de lisozima comercial e demais reagentes de grau analitico.

Sintese do criogel com gquitosana

AAm (1,0 g) e MBAAm (0,3 g) foram dissolvidos em 20 mL de agua destilada,
resfriados a 4 °C e misturados a 2,5 mL de quitosana 1% (p/v). A polimerizacao foi
iniciada com APS (30 mg) e TEMED (30 uL). As solugdes foram transferidas para
seringas de 5 mL, congeladas a —12 °C por 24 h e descongeladas a 4 °C. Os criogéis
obtidos foram secos em estufa a 60 °C.

Funcionalizacdo dos criogeis em diferentes pH.

Os criogéis foram lavados em etanol (2 h) e 4gua (1 h) e incubados em solucdo
de lisina (10 mg/mL) preparada em tampdo fosfato de sddio (pH 6) ou tampao carbonato
de sodio (pH 10) por 14 h. Apés lavagem com agua destilada, foram secos a 60 °C.

Adsorcéo dalisozima

Foram utilizados 30 mg de cada suporte, em contato com 4 mL de solugéo de
lisozima (4 mg/mL, tampédo fosfato pH 8,5) por 12 h a temperatura ambiente. A
concentracdo final foi determinada a 595 nm pelo método de Bradford (1976), com curva
de calibracdo utilizando BSA como padrdo (0,1-1 mg/mL). A capacidade adsortiva foi

calculada de acordo com a equacgéo (1).

e —clzw

g = ——— i1}

Na qual g é a concentracdo de enzima retida ao suporte (mg/g de suporte);
Coe C séo as concentracdes iniciais e finais de enzima (mg/mL) respectivamente;

M ¢é a massa de suporte seco; e V é o volume de solugéo de enzima utilizada (mL).
Analise de ponto de carga zero (PC2)

Determinado pelo “Experimento dos 11 Pontos” (Mdl et al., 2019), em que 50 mg
de criogel foram condicionados em NaCl 0,1 mol/L (pH 1-11), sob agita¢éo por 24 h. O
pHpzc foi definido como a faixa em que o pH final permaneceu constante, indicando

carga superficial nula.

RESULTADOS E DISCUSSAO



XXIX Seminério de Iniciagédo Cientifica e Tecnoldgica 2025

Criogeis de quitosana funcionalizados com Lisina

Os criogéis sintetizados apresentaram coloracdo branca e estrutura cilindrica,
rigida quando desidratados. A literatura descreve que criogéis de quitosana e acrilamida
possuem poros interconectados, alta area superficial e boa estabilidade mecénica,
caracteristicas promissoras para adsor¢édo enzimatica (Oliveira et al., 2019). A presenca
da quitosana contribui para a estabilidade estrutural e funcionalizacdo da superficie,
devido aos grupos amina.

Ponto de carga zero do criogéis ibnicos

A andlise do ponto de carga zero (pHpzc) mostrou valores em torno de 5,8-5,9
para pH 6 e 6,0-6,1 para pH 10, evidenciando a modificacdo pela lisina (Figura 1).
Diferente da quitosana pura (pHpzc 6,2-6,5). O deslocamento € atribuido a
contribuicdo das unidades poliméricas e do carater acido-base da lisina (Munim et al.,
2020). Assim, acima do pHpzc, a superficie torna-se negativa, favorecendo a adsorgéo
da lisozima, proteina de pl = 11 que permanece positiva em pH fisiol6gico. Além das
forcas eletrostaticas, contra-ions e interagdes hidrofébicas também estabilizam o

processo.

Figura 1. Grafico do ponto de carga zero dos criogeis produzidos (A) criogel funcionalizado pH
6. (B) criogel funcionalizado pH 10.

(A) (B)

Fonte: Autor

Capacidade adsortiva

BN

Quanto a capacidade adsortiva, os criogéis funcionalizados em pH 10
apresentaram melhor desempenho em relagdo aos de pH 6 (Tabela 1). . A
funcionalizagdo com lisina conferiu carater de troca ibnica a matriz, permitindo
interacdes eletrostaticas com a lisozima, proteina catidnica em pH fisiolégico (Liu et al.,
2020)

Esse comportamento pode ser explicado pela maior densidade de cargas
negativas efetivamente disponiveis, favorecendo interacées com grupos catiénicos da

enzima, conforme descrito por Baimenov et al. (2020). Os resultados demonstram que
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a modificacdo em meio basico torna o suporte mais eficiente para aplicacdes em

bioprocessos.

Tabela 1. CQ.pH 6: Criogeis de quitosana funcionalizados com lisina a uma solucéo de pH 6
;CQ.pH 10: Criogeis de quitosana funcionalizados com lisina a uma solucdo de pH 10.

Suportes Capacidade adsortiva (mg/g)
CQpH 6 19,05+ 0,35
CQ.pH 10 24.38+0.44

Fonte: Autor

CONCLUSOES/CONSIDERACOES

Os resultados obtidos demonstram que foi possivel produzir os criogéis de
guitosana-poliacrilamida e realizar sua funcionalizacdo com lisina, possibilitando sua
aplicacdo em processos de adsorcdo e purificacdo de enzimas.. A determinacdo do
ponto de carga zero evidenciou que ambos 0s suportes se encontravam carregados
negativamente nas condi¢cdes experimentais, favorecendo a interagéo eletrostatica com
a lisozima. No entanto, a maior capacidade adsortiva observada para os criogéis basicos
(pH 10) em relacdo aos criogeis tendendo a neutralidade (pH 6,0) indica que a
funcionalizagdo em pH mais elevado confere uma superficie mais estavel e com maior
densidade de cargas anibnicas disponiveis, 0 que potencializa a eficiéncia do processo
adsortivo. Esses estudos demonstram que 0s suportes sao promissores para aplicagdes
biotecnoldgicas e industriais, com destaque para aquele em pH basico sugerindo maior
eficiéncia em processos de purificacdo. Estudos futuros deverdo avaliar a estabilidade
operacional, a reutilizacdo e a performance desses materiais em diferentes condicoes e

com outras biomoléculas de interesse.
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