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APRESENTACAO

A Colecdo “A Quimica nas Areas Natural, Tecnolégica e Sustentavel’
apresenta artigos de pesquisa na area de quimica e que envolvem conceitos de
sustentabilidade, tecnologia, ensino e ciéncias naturais. A obra contem 69 artigos,
que estao distribuidos em 3 volumes. No volume 1 sdo apresentados 29 capitulos
sobre aplicacbes e desenvolvimentos de materiais adsorventes sustentaveis e
polimeros biodegradaveis; o volume 2 retine 20 capitulos sobre o desenvolvimento
de materiais alternativos para tratamento de agua e efluentes e propostas didaticas
para ensino das tematicas em questao. No volume 3 estdo compilados 20 capitulos
que incluem artigos sobre 6leos essenciais, produtos naturais e diferentes tipos de
combustiveis.

Os objetivos principais da presente cole¢cdo s@o apresentar aos leitores
diferentes aspectos das aplicagcbes e pesquisas de quimica e de suas areas correlatas
no desenvolvimento de tecnologias e materiais que promovam a sustentabilidade e
0 ensino de quimica de forma transversal e ludica.

Os artigos constituintes da colecdo podem ser utilizados para o
desenvolvimento de projetos de pesquisa, para o ensino dos temas abordados e até
mesmo para a atualizagcdo do estado da arte nas areas de adsorventes, polimeros,
andlise e tratamento de agua e efluentes, propostas didaticas para ensino de
quimica, 6leos essenciais, produtos naturais e combustiveis.

Apés esta apresentagéo, convido os leitores a apreciarem e consultarem,
sempre que necessario, a colegdo “A Quimica nas areas natural, tecnologica e
Sustentavel”. Desejo uma excelente leitura!

Erica de Melo Azevedo
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A Quimica nas Areas Natural, Tecnolégica e Sustentavel

RESUMO: Neste trabalho a papaina foi
covalentemente  imobilizada no  suporte
hibrido contendo nanoparticulas de magnetita
modificadas quitosana (Fe,O /quitosana). A
Cristalinidade, organizacdo e estrutura foram
investigadas por difracdo de raios-X (DRX),
Microscopia Eletrénica de Transmissdao (MET),
Espectroscopia nas regides do UV-Vis e
infravermelho (FTIR). Os planos cristalograficos
confirmaram a obtengéo das Fe, O, NPs de
morfologia quase esférica, observado por MET.
A funcionalizag&o das Fe,O, com quitosana foi
evidenciada pela reagdo com ninidrina, através
da formagéo do complexo Roxo de Ruhemman.
A incorporacdo da papaina as NPs se deu via
formag&o de ligagdo imida com o suporte Fe O,/
quitosana ativado com glutaraldeido, confirmada
por FTIR. Os ensaios de atividade proteolitica
frente ao colageno e caseina confirmam que
a papaina ndo perdeu sua atividade apds
imobilizacdo nas NPs. Dessa forma, material
sintetizado no presente trabalho apresenta
potencial para aplicagbes que requerem a
atividade proteolitica da papaina associada
ao carater magneético das Fe,O, NPs como
aplicacdes que necessitem a separagéo e
reutilizagcdo do biocatalisador.
PALAVRAS-CHAVE: Fe304 NPs, Quitosana,
Papaina, Imobilizacdo Enzimatica.

HYBRID SUPPORT COTAIN Fe,O,
AND CHITOSAN FOR PAPAIN
IMMOBILIZATION

ABSTRACT: In this work, papain was covalently
immobilized on the hybrid support containing
magnetite nanoparticles modified by chitosan
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(Fe304 / chitosan). Crystallinity, organization and structure were investigated by
X-ray diffraction (XRD), Transmission Electron Microscopy (TEM), and spectroscopy
in the UV-Vis and infrared (FTIR) regions. The crystallographic planes confirmed the
achievement of Fe304 NPs of almost spherical morphology, observed by MET. The
functionalization of Fe304 with chitosan was evidenced by the reaction with ninhydrin,
through the formation of the Ruhemman Purple complex. The papain incorporation
to the NPs occurred via the formation of an imide bond with the Fe304 / chitosan
support activated with glutaraldehyde, confirmed by FTIR. The tests of proteolytic
activity against collagen and casein confirm that papain did not lose its activity after
immobilization in NPs. Thus, material synthesized in the present work has potential
for applications that require the papain proteolytic activity associated with the magnetic
character of Fe304 NPs as applications that require the separation and reuse of the
biocatalyst.

KEYWORDS: Fe304 NPs, Chitosan, Papain, Enzymatic Immobilization.

11 INTRODUGAO

A papaina € enzima proteolitica de origem vegetal presente nas folhas e nos
frutos do maméao que possui atividade associada a clivagem de ligagbes peptidicas
(LEITE et al, 2012). Com acgédo anti-inflamatoria, bactericida, bacteriostatica,
desbridante, aceleradora e modeladora do tecido de granulacdo e dos processos de
cicatrizacao tecidual, a papaina possui uma ampla faixa de aplicagbes na industria
alimentar, como amaciante de carnes, fabricacdo de cervejas, na industria de
lacticinios e panificacdo, remogéo de carie dentaria, constituinte de cosméticos e
detergentes e tratamento de feridas (PERES et al., 2015; RASKOVIC et al., 2015).

Contudo, uma das limitagcbes da aplicacdo de enzimas em processos
industriais consiste na sua utilizacdo na forma sollvel, apresentando dificuldade de
remoc¢ao do meio reacional ap06s aplicacéo, promovendo a contaminac¢ao do produto
obtido e impedindo reutilizagéo do biocatalisador (LOU et al., 2016; MENDES et al.,
2011; WAHBA, 2017).

A estratégia de imobilizagdo de enzimas em substratos sélidos por interagbes
fisicas ou quimicas é vista como vantajosa para o setor industrial, visto que pode
garantir uma maior estabilidade a enzima, reduzindo a sua inativagéo por influéncia
de mudancas de pH, temperatura e natureza do solvente utilizado (WAHBA, 2017).

Nanoparticulas de magnetita (Fe,O, NPs) sdo amplamente empregadas para
imobilizacdo de diversostipos de enzimas, devido ao seu carater superparamagnético,
o que facilita a separagédo do meio reacional e garante a reutilizagao do biocatalizador.
Bordbar e colaboradores (2017) estudaram as aplicagcbes e avan¢os da imobilizagao
da enzima celulase em nanoparticulas magnéticas. Sarno et al (2017) investigaram
a atividade da lipase na produg¢édo de aromatizantes artificiais, observando uma alta
atividade e estabilidade da enzima imobilizada.
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As Fe,O, NPs vém despertando grande ateng&o da comunidade cientifica
devido suas diversas propriedades, tais como grande comportamento magnético,
biocompatibilidade, rota sintética simples, baixa toxicidade, facilidade de obtencéo,
superficie diversificadamente funcionalizavel, dentre outros (CHEN et al., 2016;
DING et al., 2014; FARAJI; YAMINI; REZAEE, 2010; NAZIFI; NAEIMI, 2013).

Ao longo do tempo, métodos de preparacdo da magnetita vem sendo
desenvolvidos, de acordo com sua aplicacéo, de modo que se pode produzi-las com
um numero distinto de componentes e fases (FARAJI; YAMINI; REZAEE, 2010; LU
et al., 2011). Dentre os métodos de preparagéo, destaca-se a coprecipitacédo ja que
promove uma sintese rapida, com agua como solvente, baixos custo e temperatura
de reacgéao, além de permitir bom controle de tamanho e forma de particula. O método
de coprecipitagdo consiste na adicdo de uma base sobre uma mistura de ions Fe?*
e Fe® na proporgédo molar de 1:2, respectivamente (Equacéo 1).

2Fe®* , + Fe* , +80H - FeO, +4H,0O, (1)

Para imobilizagdo de enzimas nas Fe,O, NPs, faz-se necessario o processo
de funcionalizag¢do das nanoparticulas com agentes que possuam grupos funcionais
aptos a interagir com grupos especificos das enzimas. A quitosana, biopolimero
obtido a partir da rea¢do de desacetilagdo da quitina, possui a fungéo de agente
estabilizante, evitando a agregacdo das nanoparticulas a partir de impedimento
estérico bem como a funcionalizagdo de suportes nanoestruturados para interagao
com outros materiais como, por exemplo, enzimas a partir da formagéo de ligacoes
amidicas (BORDBAR et al., 2017; RINAUDO, 2006; TAVARES et al., 2017; ZANG
et al., 2014).

Nesse contexto, este trabalho consiste na imobilizacdo da enzima papaina
em nanoparticulas de Fe,O, funcionalizadas com quitosana, caracterizagdo do
suporte nanoestruturado e avaliagcdo da atividade proteolitica frente a degradacéo
da caseina.

21 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

2.1 Materiais e Reagentes

Cloreto de ferro (lll) hexahidratado (FeCl,.6H,0, Sigma Aldrich), cloreto de
ferro (Il) tetrahidratado (FeCl,4H,O, Sigma Aldrich) e hidroxido de aménio 30 %
(NH,OH, Dinamica), acido acético glacial P.A. (CH,COOH, Netec), hidroxido de
sodio 99 % (NaOH, Impex), biopolimero quitosana (Polymar Ciéncia e Nutricdo
S/A, Glutaraldeido 25 % (C,H,0,, Sigma Aldrich) e a enzima papaina (farmacia
de manipulagédo Galeno) foram os materiais utilizados nesta pesquisa. Todos os
reagentes utilizados no desenvolvimento deste trabalho foram de grau analitico sem

a necessidade de purificacao adicional.
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2.2 Sintese das nanoparticulas de Fe,O,

As nanoparticulas de magnetita foram sintetizadas pelo método de
coprecipitacdo (ZANG et al., 2014). Inicialmente, 50,00 mL de uma solugéo constituida
de FeCl,.4H,0 (0,01 mol; 1,99 g) e FeCl,.6H,0O (0,02 mol; 5,40 g) foi mantida sob
condi¢des de agitagcdo magnética vigorosa, atmosfera de N, e aquecimento a 80 °C
por 30 min. Logo apoés, adicionaram-se gota a gota 10,00 mL de 7,20 mol L' NH,OH
(0,07 mol) para obtengédo de um precipitado de coloragéo preta, caracteristico das
Fe,O, NPs, que foi mantido nas condigGes reacionais por 2 h. Por fim, o precipitado
foi lavado com agua ultrapura até obtencéo do pH = 7 e seco em estufa a 90 °C por
3 h.

2.3 Sintese do suporte Fe,O /quitosana

A preparagdo do suporte Fe,O,/quitosana foi realizada sob adaptagéo do
método descrito por Zang e colaboradores (2014). Inicialmente, dissolveram-se 125
mg de quitosana em 25,00 mL de acido acético 1% (v/v). Em seguida, adicionou-se
1 g de Fe,O, NPs e a mistura foi mantida por 30 minutos sob agitagdo magnética.
Posteriormente, adicionaram-se 25,00 mL de NaOH (1,0 mol L") sobre a mistura
para precipitagéo da quitosana sobre as Fe,O, NPs. O precipitado obtido foi lavado
com agua ultrapura até obtencao do pH 7,0 e reservado para a imobilizacéo.

2.4 Imobilizacao da Papaina

Sob 330,0 mg do suporte Fe,O, /quitosana, adicionaram-se 10,00 mL de
uma solugdo de glutaraldeido a 2,5 % (v/v), que permaneceu sob agitacdo por 2
h a temperatura ambiente. Em seguida, o precipitado foi lavado trés vezes com
agua ultrapura para remocao do excesso de glutaraldeido. Sob as NPs obtidas,
adicionaram-se 16,50 mL de solugcdo de papaina a 6,0 mg mL" e o sistema foi
mantido sob agitacdo magnética suave por 2 h a temperatura ambiente. As NPs
obtidas foram lavadas trés vezes com &gua ultrapura para remover a papaina que

néo reagiu e seco em estufa a 40 °C por 1 h.

2.5 Caracterizacdes dos nanomateriais sintetizados

A cristalinidade e organizagcédo dos materiais sintetizados foram investigadas
por difracdo de raios X (DRX) utilizando um difratdmetro de raios X Empyrean
Instrument (PANanalitical) com radiacdo Co-Ka e velocidade de varredura de
0,026 °/min num intervalo de 10 a 90°. A organizacao estrutural e morfologia dos
materiais foram investigados por microscopia eletronica de transmissédo (MET)
obtidas em um microscopio TECNAI 20 utilizando uma voltagem de aceleragéo de
200 KV, respectivamente. As medidas de Espectroscopia de Eletronica na regido
do Ultravioleta-Visivel (UV-Vis) foram realizadas utilizando um espectrofotémetro
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UV-6100S da Allcrom (Mapada Instruments) de feixe duplo utilizando cubetas de
quartzo com 1 cm de caminho 6tico. Os espectros na regido do infravermelho (FTIR)
foram obtidos utilizando um espectrometro da Perkin EImer Spectrum 100 na faixa
de 4000 a 400 cm™ e as amostras foram preparadas em pastilha de KBr.
2.6 Teste de atividade da enzima imobilizada a partir da hidrélise do
colageno

A capacidade proteolitica da enzima imobilizada foi avaliada utilizando teste
com gelatina, conforme descrito por Lima e colaboradores (2008). Para isso, 10,00
mL de gelatina foram adicionadas a trés tubos de ensaio denominados como A, B e
C. Em seguida, adicionaram-se 3,00 mL de agua no tubo A para o controle negativo,
3,00 mL de 1 mg mL" de papaina livre no tubo B para o controle positivo e 3,00
mL de 10 mg mL" de papaina imobilizada no tubo C, deixando-os sob agitacao até
homogeneizacao, seguida de resfriamento por 4 h. A capacidade de protedlise da
enzima imobilizada foi avaliada mediante a observag¢ao de formagéo do gel.

2.7 Teste de degradacao da caseina pela papaina imobilizada

Em uma dispersdo de 6,0 mg mL"' de papaina imobilizada, adicionaram-
se 10,00 mL de leite, e manteve-se o sistema sob agitacdo constante por 300
min a temperatura ambiente. A degradacdo da caseina foi acompanhada por
espectroscopia na regido do UV-Vis, onde se obteve espectros a partir de uma
dispersado contento 20 uL do meio reacional e 6,00 mL de agua nos intervalos de
tempo correspondentes a 10, 15, 30, 45, 60, 90, 120, 180, 240, 300 min (CARREIRA
et al, 2003).

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Sintese, estrutura molecular e cristalinidade

A modificagédo das Fe,O, com quitosana ocorreu a partir de interagGes
eletrostéaticas e formacgéo de ligagées de hidrogénio entre grupos —OH, presentes
nas NPs e grupos —NH, da quitosana. Apés aminofuncionalizagéo, a superficie das
NPs foi modificada com grupos aldeidos via ativagdo com glutaraldeido, agente
bifuncional que reage com grupos —NH, para formag&o de ligagGes iminas, e a
papaina foi entdo ligada covalentemente ao suporte (FAHAMI; BEALL, 2015; Ql;
XU, 2004).

A organizagcéo e estrutura molecular dos materiais sintetizados e de seus
percursores foram investigados por Difragéo de Raios X (DRX). Para a quitosana (Fig.
1a) os picos em 26 = 12° e 23° s&o atribuidos a rede cristalina a desse biopolimero,
uma vez que as fortes interacdes intermoleculares e intramoleculares provenientes

das ligagdes de hidrogénio existentes nos grupamentos hidroxila, amina e outros
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grupos funcionais presentes na molécula conferem um perfil semicristalino a esse
polimero (KUMAR, 2004; URAGAMI; TOKURA, 2006). Para a papaina livre na Fig.
1b, o pico de difracdo em 26 = 23° esta associado a larga extenséo dos sitios ativos
da enzima que podem ser divididos em 7 dominios, no qual cada um deles acomoda
um residuo de aminoacido do substrato peptidico. Nesses dominios ha presenca
de fendas em que ocorre 0 encaixe do substrato, o que acaba por conferir um perfil
semicristalino a papaina (SCHECHTER, 1967; SCHRBDER et al., 1993).

(@) —— Quitosana (b) —— Papaina Livre

Intensidade
Intensidade

10 20 30 40 5 60 70 8 9 10 20 30 40 50 60 70 8 90
2[1(Graus) 2MN(Graus)

Figura 1. Difratogramas para: (a) Quitosana e (b) Papaina Livre.

As Fe,0, NPs que apresentaram nove planos cristalograficos (Fig. 2) em
20 = 21°; 35°; 41°; 50°; 63°; 67°; 74°; 85° e 89° referentes aos planos (111), (220),
(311), (400), (422), (511), (440), (620) e (533), respectivamente, que correspondem
a estrutura cristalina cubica de espinélio invertido da magnetita, de acordo com o
padréo JCPDS 01-088-0315 (ZHANG et al., 2010).

Intensidade

10 20 30 40 50 60 70 8 90
2MN(Graus)

Figura 2. Difratograma para as Fe,O, NPs.
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Nos padrGes cristalograficos do suporte Fe,O,/quitosana e da Papaina
Imobilizada, Fig. 3a e 3b, respectivamente, estdo presentes todos os picos
cristalograficos referentes a estrutura cubica de espinélio invertido das Fe,O, NPs.
Nao foi possivel observar o plano caracteristico da quitosana ou da papaina nos
difratogramas dos nanomateriais Fe,O,/quitosana e papaina imobilizada, entretanto
a mudanga da linha de base na faixa de 10° a 20° sugere a incorporagdo desses

materiais na estrutura da magnetita.

(a) — Fe;0,/Quitosana (b) — Papaina Imobilizada

Intensidade
Intensidade

10 20 30 40 50 60 70 8 9 100 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
2[](Graus) 2[](Graus)

Figura 3. Difratogramas para: (a) Fe,O,/quitosana e (b) Papaina Imobilizada.

3.2 Investigacao espectroscopica e reatividade

A fim de investigar a formacdo dos materiais em suspensdo coloidal,
realizaram-se medidas de Espectroscopia Eletrobnica na regido do UV-Vis.
Observou-se para as Fe,0, NPs (Fig. 4) um aumento da linha de base do espectro
que é provocado pelo efeito de disperséo da luz, fenémeno associado ao tamanho
nanométrico do material obtido, com aumento na absor¢cdo em torno de 350 nm
(SANTOS; MELO; CRESPILHO, 2014; SILVA, 2015; MELO et al., 2013). A papaina
livre apresentou uma absor¢do em 192 nm, atribuida a transicao eletrénica do orbital
nao ligante n para o orbital antiligante o desocupado (n-0*), sendo possivel devido a
presenca do grupo amina e amida presentes na estrutura da enzima (PAVIA, 2010).
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Figura 4. Espectros eletronicos na regido do UV-Vis para papaina livre e Fe,O, NPs.

Nos espectros de UV-Vis para o suporte Fe,O,/quitosana (Fig. 5a), observou-
se uma absorg¢éo em torno de 356 nm que ocorre devido a presenca das Fe,O, NPs,
bem como o aumento da linha de base caracteristico das NPs (MELO et al., 2013). A
presenca de quitosana no suporte foi evidenciada através da reagdo com ninidrina,
teste especifico para determinagéo de grupos NH2 uma vez que, em condi¢coes de
pH &cido e elevada temperatura, a ninidrina reage com grupos NH, livres formando
um composto de coloracdo purpura, conhecido como Roxo de Ruhemann que
possui absor¢éo caracteristica em 568 nm (Fig. 5b) (LU, 2013).
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Figura 5. Espectros eletrénicos na regido do UV-Vis para: a) Fe,O,/quitosana e b)
reagéo da ninidrina com Fe,O,/quitosana (I: Antes e II: Depois da reag&o com ninidrina).

No espectro da papaina imobilizada (Fig. 6), observou-se que a absorgcéo

caracteristica das Fe,O, NPs sofreu deslocamento batocromico para 381 nm,

podendo este ser indicativo de interacdo com a enzima.
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Figura 6. Espectros eletrdnicos na regiao do UV-Vis para Papaina imobilizada.

Na Fig. 7 estao dispostos os espectros de FTIR para a quitosana e papaina
livre. A quitosana apresenta a absor¢do em torno de 3350 cm, atribuido aos
estiramentos O-H e N-H e as ligagbes de hidrogénio intra e intermoleculares das
moléculas de quitosana. As absor¢des em 2931 e 2875 cm™ s&o tipicas de vC-H,
enquanto as absor¢des em 1658, 1583, 1418, 1315 cm™ foram atribuidas a amida
I, deformagédo vN-H presente no grupo NH,, deformagéo axial vC-N e da amida
lll, respectivamente. As vibragbes em 1074 e 1034 cm™ foram atribuidas aos
estiramentos C-O de C3-OH e C6-OH (DEHAGHI et al, 2014; CAl et al 2015). Para
a papaina livre, a banda larga entre 3594 e 3033 cm™ 2931 cm™ foi atribuida aos
vOH, vN-H da amina secundaria e v, C-H sp® O espectro de FTIR da papaina
também apresentou absor¢des em 1638 e 1532 cm, correspondentes a vibracdes
de estiramento vC=0 de amida | e ll, respectivamente (MAHMOUD et al., 2013).
Na regido entre 1074 e 928 cm™ notou-se uma sobreposicdo de diversas bandas,
nas quais, encontram-se presentes as deformagées em 1050 cm™, 1076 cm™" e 844
cm provenientes dos estiramentos C-S de sulfeto e dissulfeto (PERES et al., 2015;
SHARMA et al., 2011).
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Figura 7. Espectros de FTIR para quitosana e papaina.
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A formagéo da funcionalizagéo das Fe,O, NPs também foi investigada por
FTIR. Para a magnetita (Fig. 8a) nota-se a presenca de absorcdo em 3401 e 1625
cm”, atribuidos aos estiramentos da ligagdo O-H de moléculas OH- adsorvidas
na superficie das NPs, além da absorgdo em 588 cm, associada ao estiramento
da ligacdo Fe-O (WANG et al., 2012; SHARAFI; SEYEDSADJADI, 2013). Para o
nanomaterial Fe,O,/quitosana (Fig. 8b) percebeu-se a presenga de todos as as
absorgbes caracteristicas da quitosana, bem como das Fe,O,NPs que interagem
entre si por meio de interacdes eletrostéaticas e ligacdo de hidrogénio (ZANG et al.,

2014).
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Figura 8. Espectros de FTIR para: a) Fe,O, NPs b) suporte Fe,O,/quitosana.

Aimobilizagéo da papaina no suporte proposto, Fe, O, /quitosanafoi confirmada
por FTIR, Fig. 9, visto que o aumento na absor¢gdo em 1640 cm™ para Fe,O,/
quitosana-glutaraldeido e papaina imobilizada confirmaram a formacéo da ligagédo
C=N entre o suporte e a enzima. A formacao da ligagcdo C=N é possivel devido a
presenca dos grupos NH, no suporte Fe O, /quitosana e na enzima, pois estes agem
como nucledfilos e atacam os grupos aldeidos presentes no glutaraldeido formando
a ligagdo imina, facilmente observada por FTIR (KRAJEWESKA, 2004; HANEFELD;
GARDOSSI; MAGNER, 2009).
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Figura 9. Espectros de FTIR para Fe,O,/quitosana-Glutaraldeido e Papaina
imobilizada.

3.3 Arranjo supramolecular e tamanho

A microscopia eletrénica de transmissdo (MET) foi utilizada com o intuito
de analisar a organizacdo supramolecular, a morfologia e o tamanho dos materiais
obtidos. A Fig. 10a mostra a formacé&o das Fe,O, NPs com morfologia quase esférica
com tamanho de aproximadamente 16 nm. Além disso, as Fe,O, NPs se mostraram
polidispersas com formacdo de agregados em virtude de sua natureza magnética
(ZANG et al.,, 2014). O mesmo comportamento é observado para a enzima
imobilizada, Fig. 10b, entretanto, a formagéo de agregados maiores ocorreu devido
da condensacao das moléculas de quitosana quando estas foram submetidas a
reacao com glutaraldeido (ZANG et al., 2014).

Figura 10. Imagens de microscopia eletrénica de transmisséo para (a) Fe,O, NPs e (b)
papaina imobilizada.

3.4 Ensaio de Atividade Proteolitica

A avaliacdo da capacidade proteolitica da papaina imobilizada se torna
necessario uma vez que a imobilizagdo de enzimas via ligagdo covalente pode

A Quimica nas Areas Natural, Tecnolégica e Sustentavel Capitulo 15




interferir na sua estabilidade e desempenho catalitico (KRAJEWSKA, 2004). A Fig.
11 mostra o resultado do teste qualitativo realizado utilizando gelatina comercial para
avaliacé@o da atividade proteolitica da papaina imobilizada. Neste ensaio observou-
se que para o controle negativo, Fig.11a, houve total gelifica¢do, ja que ndo houve
hidrolise da proteina presente na gelatina, uma vez que no meio nao ha a presencga
de enzima proteolitica (LIMA, 2008). Por outro lado, para a papaina livre (controle
positivo) e papaina imobilizada (Fig. 11b e 11c¢), a presenca de proteoélise acarretou
na ndo formagéo de gel, devido a presenca da enzima no meio causando hidrélise
das moléculas de proteinas presentes na gelatina, interrompendo o processo de
gelificacao (LIMA, 2008). Isso indica que o processo de imobilizagdo da papaina no
suporte Fe,O,/quitosana né&o promoveu a perda da atividade enzimatica da papaina.

Figura 11. Teste da atividade proteolitica sob a formagéo da gelatina para: a) controle
negativo b) controle positivo (Papaina livre) e c) papaina imobilizada

Outra maneira utilizada para avaliar a atividade proteolitica da enzima
imobilizada foi através da reacéao de hidrélise da caseina. Sabe-se que o leite bovino
possui alto teor de caseina, sendo, portanto, um material acessivel para encontrar
essa proteina (CARREIRA, et al., 2003). A Fig. 12a mostra o espectro de absor¢céo
na regido do UV-Vis para uma amostra de leite diluida em agua. Observou-se a
presenca de uma absor¢cao em 235 nm que foi atribuida as moléculas de caseina e
aminoé&cidos aromaticos presentes no leite (CARREIRA, et al., 2003).

A reacéo de hidrélise da caseina pela papaina imobilizada foi acompanhada
por espectrofotometria na regido do UV-Vis. E valido destacar que a papaina pode
hidrolisar a caseina presente no leite em peptideos menores (CARREIRA et al.,
2003), tonando possivel a avaliagcdo de sua atividade proteolitica por este método.
Pode-se observar na Fig. 12b que a papaina imobilizada n&o perdeu atividade visto
que promove a degradagdo da caseina, observada pela diminuicdo significativa da
absorcgéo caracteristica da caseina com o tempo.
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Figura 12. Espectros eletrénicos na regido do UV-Vis para: (a) leite puro e teste de
atividade proteolitica para papaina imobilizada por 300 min.

41 CONCLUSAO

Apapaina foiimobilizada no suporte hibrido contendo nanoparticulas esféricas
de Fe,O, modificadas com quitosana. A imobilizagéo da papaina as NPs ocorreu
via adsor¢ao quimica com formacgéo de ligacdo imina entre a enzima e o suporte
ativado com glutaraldeido. Os testes de formagéo do colageno e degradacao da
caseina indicam que a enzima imobilizada néo perdeu sua capacidade proteolitica,
mostrando assim que o nanomaterial obtido tem potencialidade para ser empregado
em aplicagbes que necessitem da atividade proteolitica da papaina e magnética das
Fe,O, para recuperagéo do biocatalisador.
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