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APRESENTAÇÃO 

A Coleção “A Química nas Áreas Natural, Tecnológica e Sustentável” 
apresenta artigos de pesquisa na área de química e que envolvem conceitos de 
sustentabilidade, tecnologia, ensino e ciências naturais. A obra contem 69 artigos, 
que estão distribuídos em 3 volumes. No volume 1 são apresentados 29 capítulos 
sobre aplicações e desenvolvimentos de materiais adsorventes sustentáveis e 
polímeros biodegradáveis; o volume 2 reúne 20 capítulos sobre o desenvolvimento 
de materiais alternativos para tratamento de água e efluentes e propostas didáticas 
para ensino das temáticas em questão. No volume 3 estão compilados 20 capítulos 
que incluem artigos sobre óleos essenciais, produtos naturais e diferentes tipos de 
combustíveis. 

Os objetivos principais da presente coleção são apresentar aos leitores 
diferentes aspectos das aplicações e pesquisas de química e de suas áreas correlatas 
no desenvolvimento de tecnologias e materiais que promovam a sustentabilidade e 
o ensino de química de forma transversal e lúdica.

Os artigos constituintes da coleção podem ser utilizados para o 
desenvolvimento de projetos de pesquisa, para o ensino dos temas abordados e até 
mesmo para a atualização do estado da arte nas áreas de adsorventes, polímeros, 
análise e tratamento de água e efluentes, propostas didáticas para ensino de 
química, óleos essenciais, produtos naturais e combustíveis.

Após esta apresentação, convido os leitores a apreciarem e consultarem, 
sempre que necessário, a coleção “A Química nas áreas natural, tecnológica e 
Sustentável”. Desejo uma excelente leitura!

Érica de Melo Azevedo
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RESUMO: Neste trabalho a papaína foi 
covalentemente imobilizada no suporte 
híbrido contendo nanopartículas de magnetita 
modificadas quitosana (Fe3O4/quitosana). A 
Cristalinidade, organização e estrutura foram 
investigadas por difração de raios-X (DRX), 
Microscopia Eletrônica de Transmissão (MET), 
Espectroscopia nas regiões do UV-Vis e 
infravermelho (FTIR). Os planos cristalográficos 
confirmaram a obtenção das Fe3O4 NPs de 
morfologia quase esférica, observado por MET. 
A funcionalização das Fe3O4 com quitosana foi 
evidenciada pela reação com ninidrina, através 
da formação do complexo Roxo de Ruhemman. 
A incorporação da papaína às NPs se deu via 
formação de ligação imida com o suporte Fe3O4/
quitosana ativado com glutaraldeído, confirmada 
por FTIR. Os ensaios de atividade proteolítica 
frente ao colágeno e caseína confirmam que 
a papaína não perdeu sua atividade após 
imobilização nas NPs. Dessa forma, material 
sintetizado no presente trabalho apresenta 
potencial para aplicações que requerem a 
atividade proteolítica da papaína associada 
ao caráter magnético das Fe3O4 NPs como 
aplicações que necessitem a separação e 
reutilização do biocatalisador.
PALAVRAS-CHAVE: Fe3O4 NPs, Quitosana, 
Papaína, Imobilização Enzimática.

HYBRID SUPPORT COTAIN Fe3O4 
AND CHITOSAN FOR PAPAIN 

IMMOBILIZATION
ABSTRACT: In this work, papain was covalently 
immobilized on the hybrid support containing 
magnetite nanoparticles modified by chitosan 



 
A Química nas Áreas Natural, Tecnológica e Sustentável Capítulo 15 163

(Fe3O4 / 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 Fe3O4 NPs of almost spherical morphology, observed by MET.  The 
functionalization of Fe3O4 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 Fe3O4 / 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 Fe3O4 NPs as applications that require the separation and reuse of the 
biocatalyst.
KEYWORDS: Fe3O4 NPs, Chitosan, Papain, Enzymatic Immobilization.

1 |  INTRODUÇÃO
A papaína é enzima proteolítica de origem vegetal presente nas folhas e nos 

frutos do mamão que possui atividade associada à clivagem de ligações peptídicas 
(LEITE et al., 2012). Com ação anti-inflamatoria, bactericida, bacteriostática, 
desbridante, aceleradora e modeladora do tecido de granulação e dos processos de 
cicatrização tecidual, a papaína possui uma ampla faixa de aplicações na indústria 
alimentar, como amaciante de carnes, fabricação de cervejas, na indústria de 
lacticínios e panificação, remoção de cárie dentária, constituinte de cosméticos e 
detergentes e tratamento de feridas (PERES et al., 2015; RAŠKOVIC et al., 2015).

Contudo, uma das limitações da aplicação de enzimas em processos 
industriais consiste na sua utilização na forma solúvel, apresentando dificuldade de 
remoção do meio reacional após aplicação, promovendo a contaminação do produto 
obtido e impedindo reutilização do biocatalisador (LOU et al., 2016; MENDES et al., 
2011; WAHBA, 2017). 

A estratégia de imobilização de enzimas em substratos sólidos por interações 
físicas ou químicas é vista como vantajosa para o setor industrial, visto que pode 
garantir uma maior estabilidade à enzima, reduzindo a sua inativação por influência 
de mudanças de pH, temperatura e natureza do solvente utilizado (WAHBA, 2017).

Nanopartículas de magnetita (Fe3O4 NPs) são amplamente empregadas para 
imobilização de diversos tipos de enzimas, devido ao seu caráter superparamagnético, 
o que facilita a separação do meio reacional e garante a reutilização do biocatalizador. 
Bordbar e colaboradores (2017) estudaram as aplicações e avanços da imobilização 
da enzima celulase em nanopartículas magnéticas. Sarno et al (2017) investigaram 
a atividade da lipase na produção de aromatizantes artificiais, observando uma alta 
atividade e estabilidade da enzima imobilizada.
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As Fe3O4 NPs vêm despertando grande atenção da comunidade científica 
devido suas diversas propriedades, tais como grande comportamento magnético, 
biocompatibilidade, rota sintética simples, baixa toxicidade, facilidade de obtenção, 
superfície diversificadamente funcionalizável, dentre outros (CHEN et al., 2016; 
DING et al., 2014; FARAJI; YAMINI; REZAEE, 2010; NAZIFI; NAEIMI, 2013). 

 Ao longo do tempo, métodos de preparação da magnetita vem sendo 
desenvolvidos, de acordo com sua aplicação, de modo que se pode produzi-las com 
um número distinto de componentes e fases (FARAJI; YAMINI; REZAEE, 2010; LU 
et al., 2011). Dentre os métodos de preparação, destaca-se a coprecipitação já que 
promove uma síntese rápida, com água como solvente, baixos custo e temperatura 
de reação, além de permitir bom controle de tamanho e forma de partícula. O método 
de coprecipitação consiste na adição de uma base sobre uma mistura de íons Fe2+ 
e Fe3+ na proporção molar de 1:2, respectivamente (Equação 1). 

2Fe3+
(aq) + Fe2+

(aq) + 8OH-
(aq) → Fe3O4(s) + 4H2O(l)                                            (1)

Para imobilização de enzimas nas Fe3O4 NPs, faz-se necessário o processo 
de funcionalização das nanopartículas com agentes que possuam grupos funcionais 
aptos a interagir com grupos específicos das enzimas. A quitosana, biopolímero 
obtido a partir da reação de desacetilação da quitina, possui a função de agente 
estabilizante, evitando a agregação das nanopartículas a partir de impedimento 
estérico bem como a funcionalização de suportes nanoestruturados para interação 
com outros materiais como, por exemplo, enzimas a partir da formação de ligações 
amídicas (BORDBAR et al., 2017; RINAUDO, 2006; TAVARES et al., 2017; ZANG 
et al., 2014).

Nesse contexto, este trabalho consiste na imobilização da enzima papaína 
em nanopartículas de Fe3O4 funcionalizadas com quitosana, caracterização do 
suporte nanoestruturado e avaliação da atividade proteolítica frente a degradação 
da caseína.  

2 |  PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

2.1 Materiais e Reagentes
Cloreto de ferro (III) hexahidratado (FeCl3.6H2O, Sigma Aldrich), cloreto de 

ferro (II) tetrahidratado (FeCl2.4H2O, Sigma Aldrich) e hidróxido de amônio 30 % 
(NH4OH, Dinâmica), ácido acético glacial P.A. (CH3COOH, Netec), hidróxido de 
sódio 99 % (NaOH, Impex), biopolímero quitosana (Polymar Ciência e Nutrição 
S/A, Glutaraldeído 25 % (C5H8O2, Sigma Aldrich) e a enzima papaína (farmácia 
de manipulação Galeno) foram os materiais utilizados nesta pesquisa. Todos os 
reagentes utilizados no desenvolvimento deste trabalho foram de grau analítico sem 
a necessidade de purificação adicional. 
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2.2 Síntese das nanopartículas de Fe3O4

As nanopartículas de magnetita foram sintetizadas pelo método de 
coprecipitação (ZANG et al., 2014). Inicialmente, 50,00 mL de uma solução constituída 
de FeCl2.4H2O (0,01 mol; 1,99 g) e FeCl3.6H2O (0,02 mol; 5,40 g) foi mantida sob 
condições de agitação magnética vigorosa, atmosfera de N2 e aquecimento a 80 °C 
por 30 min. Logo após, adicionaram-se gota a gota 10,00 mL de 7,20 mol L-1 NH4OH 
(0,07 mol) para obtenção de um precipitado de coloração preta, característico das 
Fe3O4 NPs, que foi mantido nas condições reacionais por 2 h. Por fim, o precipitado 
foi lavado com água ultrapura até obtenção do pH = 7 e seco em estufa a 90 °C por 
3 h. 

2.3 Síntese do suporte Fe3O4/quitosana
A preparação do suporte Fe3O4/quitosana foi realizada sob adaptação do 

método descrito por Zang e colaboradores (2014). Inicialmente, dissolveram-se 125 
mg de quitosana em 25,00 mL de ácido acético 1% (v/v). Em seguida, adicionou-se 
1 g de Fe3O4 NPs e a mistura foi mantida por 30 minutos sob agitação magnética. 
Posteriormente, adicionaram-se 25,00 mL de NaOH (1,0 mol L-1) sobre à mistura 
para precipitação da quitosana sobre as Fe3O4 NPs. O precipitado obtido foi lavado 
com água ultrapura até obtenção do pH 7,0 e reservado para a imobilização. 

2.4 Imobilização da Papaína 
Sob 330,0 mg do suporte Fe3O4/quitosana, adicionaram-se 10,00 mL de 

uma solução de glutaraldeído a 2,5 % (v/v), que permaneceu sob agitação por 2 
h a temperatura ambiente. Em seguida, o precipitado foi lavado três vezes com 
água ultrapura para remoção do excesso de glutaraldeído. Sob as NPs obtidas, 
adicionaram-se 16,50 mL de solução de papaína a 6,0 mg mL-1 e o sistema foi 
mantido sob agitação magnética suave por 2 h a temperatura ambiente. As NPs 
obtidas foram lavadas três vezes com água ultrapura para remover a papaína que 
não reagiu e seco em estufa a 40 ºC por 1 h. 

2.5 Caracterizações dos nanomateriais sintetizados
A cristalinidade e organização dos materiais sintetizados foram investigadas 

por difração de raios X (DRX) utilizando um difratômetro de raios X Empyrean 
Instrument (PANanalitical) com radiação Co-Kα e velocidade de varredura de 
0,026 °/min num intervalo de 10 a 90°. A organização estrutural e morfologia dos 
materiais foram investigados por microscopia eletrônica de transmissão (MET) 
obtidas em um microscópio TECNAI 20 utilizando uma voltagem de aceleração de 
200 KV, respectivamente. As medidas de Espectroscopia de Eletrônica na região 
do Ultravioleta-Visível (UV-Vis) foram realizadas utilizando um espectrofotômetro 
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UV-6100S da Allcrom (Mapada Instruments) de feixe duplo utilizando cubetas de 
quartzo com 1 cm de caminho ótico. Os espectros na região do infravermelho (FTIR) 
foram obtidos utilizando um espectrômetro da Perkin Elmer Spectrum 100 na faixa 
de 4000 a 400 cm-1 e as amostras foram preparadas em pastilha de KBr.

2.6 Teste de atividade da enzima imobilizada a partir da hidrólise do 
colágeno 

A capacidade proteolítica 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 três tubos de ensaio denominados como A, B e 
C. Em seguida, adicionaram-se 3,00 mL de água no tubo A para o controle negativo, 
3,00 mL de 1 mg mL-1 de papaína livre no tubo B para o controle positivo e 3,00 
mL de 10 mg mL-1 de papaína imobilizada no tubo C, deixando-os sob agitação até 
homogeneização, seguida de resfriamento por 4 h. A capacidade de proteólise da 
enzima imobilizada foi avaliada mediante a observação de formação do gel.

2.7 Teste de degradação da caseína pela papaína imobilizada
Em uma dispersão de 6,0 mg mL-1 de papaína imobilizada, adicionaram-

se 10,00 mL de leite, e manteve-se o sistema sob agitação constante por 300 

min a temperatura ambiente. A degradação da caseína foi acompanhada por 

espectroscopia na região do UV-Vis, onde se obteve espectros a partir de uma 

dispersão contento 20 mL do meio reacional e 6,00 mL de água nos intervalos de 

tempo correspondentes a 10, 15, 30, 45, 60, 90, 120, 180, 240, 300 min (CARREIRA 

et al, 2003).

3 |  RESULTADOS E DISCUSSÃO 

3.1 Síntese, estrutura molecular e cristalinidade
A modificação das Fe3O4 com quitosana ocorreu a partir de interações 

eletrostáticas e formação de ligações de hidrogênio entre grupos –OH, presentes 
nas NPs e grupos –NH2 da quitosana. Após aminofuncionalização, a superfície das 
NPs foi modificada com grupos aldeídos via ativação com glutaraldeído, agente 
bifuncional que reage com grupos –NH2 para formação de ligações iminas, e a 
papaína foi então ligada covalentemente ao suporte (FAHAMI; BEALL, 2015; QI; 
XU, 2004).

A organização e estrutura molecular dos materiais sintetizados e de seus 
percursores foram investigados por Difração de Raios X (DRX). Para a quitosana (Fig. 
1a) os picos em 2θ = 12º e 23º são atribuídos a rede cristalina α desse biopolímero, 
uma vez que as fortes interações intermoleculares e intramoleculares provenientes 
das ligações de hidrogênio existentes nos grupamentos hidroxila, amina e outros 
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grupos funcionais presentes na molécula conferem um perfil semicristalino a esse 
polímero (KUMAR, 2004; URAGAMI; TOKURA, 2006). Para a papaína livre na Fig. 
1b, o pico de difração em 2θ = 23º está associado a larga extensão dos sítios ativos 
da enzima que podem ser divididos em 7 domínios, no qual cada um deles acomoda 
um resíduo de aminoácido do substrato peptídico. Nesses domínios há presença 
de fendas em que ocorre o encaixe do substrato, o que acaba por conferir um perfil 
semicristalino a papaína (SCHECHTER, 1967; SCHRBDER et al., 1993). 
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Figura 1. Difratogramas para: (a) Quitosana e (b) Papaína Livre.

As Fe3O4 NPs que apresentaram nove planos cristalográficos (Fig. 2) em 
2θ = 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 cúbica de espinélio invertido da magnetita, de acordo com o 
padrão JCPDS 01-088-0315 (ZHANG et al., 2010).
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Figura 2. Difratograma para as Fe3O4 NPs.
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Nos padrões cristalográficos do suporte Fe3O4/quitosana e da Papaína 
Imobilizada, Fig. 3a e 3b, respectivamente, estão presentes todos os picos 
cristalográficos referentes a estrutura cubica de espinélio invertido das Fe3O4 NPs. 
Não foi possível observar o plano característico da quitosana ou da papaína nos 
difratogramas dos nanomateriais Fe3O4/quitosana e papaína imobilizada, entretanto 
a mudança da linha de base na faixa de 10° a 20º sugere a incorporação desses 
materiais na estrutura da magnetita.
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Figura 3. Difratogramas para: (a) Fe3O4/quitosana e (b) Papaína Imobilizada.

3.2 Investigação espectroscópica e reatividade 
A fim de investigar a formação dos materiais em suspensão coloidal, 

realizaram-se medidas de Espectroscopia Eletrônica na região do UV-Vis. 
Observou-se para as Fe3O4 NPs (Fig. 4) um aumento da linha de base do espectro 
que é provocado pelo efeito de dispersão da luz, fenômeno associado ao tamanho 
nanométrico do material obtido, com aumento na absorção em torno de 350 nm 
(SANTOS; MELO; CRESPILHO, 2014; SILVA, 2015; MELO et al., 2013). A papaína 
livre apresentou uma absorção em 192 nm, atribuída a transição eletrônica do orbital 
não ligante n para o orbital antiligante σ desocupado (n→σ*), sendo possível devido a 
presença do grupo amina e amida presentes na estrutura da enzima (PAVIA, 2010).
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Figura 4. Espectros eletrônicos na região do UV-Vis para papaína livre e Fe3O4 NPs.

Nos espectros de UV-Vis para o suporte Fe3O4/quitosana (Fig. 5a), observou-
se uma absorção em torno de 356 nm que ocorre devido a presença das Fe3O4 NPs, 
bem como o aumento da linha de base característico das NPs (MELO et al., 2013). A 
presença de quitosana no suporte foi evidenciada através da reação com ninidrina, 
teste específico para determinação de grupos NH2 uma vez que, em condições de 
pH ácido e elevada temperatura, a ninidrina reage com grupos NH2 livres formando 
um composto de coloração púrpura, conhecido como Roxo de Ruhemann que 
possui absorção característica em 568 nm (Fig. 5b) (LU, 2013).
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Figura 5. Espectros eletrônicos na região do UV-Vis para: a) Fe3O4/quitosana e b) 
reação da ninidrina com Fe3O4/quitosana (I: Antes e II: Depois da reação com ninidrina).

No espectro da papaína imobilizada (Fig. 6), observou-se que a absorção 
característica das Fe3O4 NPs sofreu deslocamento batocrômico para 381 nm, 
podendo este ser indicativo de interação com a enzima.
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Figura 6. Espectros eletrônicos na região do UV-Vis para Papaína imobilizada.

Na Fig. 7 estão dispostos os espectros de FTIR para a quitosana e papaína 
livre. A quitosana apresenta a absorção em torno de 3350 cm-1, atribuído aos 
estiramentos O-H e N-H e as ligações de hidrogênio intra e intermoleculares das 
moléculas de quitosana. As absorções em 2931 e 2875 cm-1 são típicas de C-H, 
enquanto as absorções em 1658, 1583, 1418, 1315 cm-1 foram atribuídas à amida 
I, deformação N-H presente no grupo NH2, deformação axial C-N e da amida 
III, respectivamente. As vibrações em 1074 e 1034 cm-1 foram atribuídas aos 
estiramentos C-O de C3-OH e C6-OH (DEHAGHI et al, 2014; CAI et al 2015). Para 
a papaína livre, a banda larga entre 3594 e 3033 cm-1 2931 cm-1 foi atribuída aos  
OH, N-H da amina secundária e assC-H sp3. O espectro de FTIR da papaína 

também apresentou absorções em 1638 e 1532 cm-1, correspondentes a vibrações 
de estiramento C=O de amida I e II, respectivamente (MAHMOUD et al., 2013). 
Na região entre 1074 e 928 cm-1 notou-se uma sobreposição de diversas bandas, 
nas quais, encontram-se presentes as deformações em 1050 cm-1, 1076 cm-1 e 844 
cm-1 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 papaína.
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A formação da funcionalização das Fe3O4 NPs também foi investigada por 
FTIR. Para a magnetita (Fig. 8a) nota-se a presença de absorção em 3401 e 1625 
cm-1, atribuídos aos estiramentos da ligação O-H de moléculas OH- adsorvidas 
na superfície das NPs, além da absorção em 588 cm-1, associada ao estiramento 
da ligação Fe-O (WANG et al., 2012; SHARAFI; SEYEDSADJADI, 2013). Para o 
nanomaterial Fe3O4/quitosana (Fig. 8b) percebeu-se a presença de todos as as 
absorções características da quitosana, bem como das Fe3O4NPs que interagem 
entre si por meio de interações eletrostáticas e ligação de hidrogênio (ZANG et al., 
2014).
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Figura 8. Espectros de FTIR para: a) Fe3O4 NPs b) suporte Fe3O4/quitosana.

A imobilização da papaína no suporte proposto, Fe3O4/quitosana foi confirmada 
por FTIR, Fig. 9, visto que o aumento na absorção em 1640 cm-1 para Fe3O4/
quitosana-glutaraldeído e papaína imobilizada confirmaram a formação da ligação 
C=N entre o suporte e a enzima. A formação da ligação C=N é possível devido a 
presença dos grupos NH2 no suporte Fe3O4/quitosana e na enzima, pois estes agem 
como nucleófilos e atacam os grupos aldeídos presentes no glutaraldeído formando 
a ligação imina, facilmente observada por FTIR (KRAJEWESKA, 2004; HANEFELD; 
GARDOSSI; MAGNER, 2009). 
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imobilizada.

3.3 Arranjo supramolecular e tamanho
A microscopia eletrônica de transmissão (MET) foi utilizada com o intuito 

de analisar a organização supramolecular, a morfologia e o tamanho dos materiais 
obtidos. A Fig. 10a mostra a formação das Fe3O4 NPs com morfologia quase esférica 
com tamanho de aproximadamente 16 nm. Além disso, as Fe3O4 NPs se mostraram 
polidispersas com formação 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 formação de agregados maiores ocorreu devido 
da condensação das moléculas de quitosana quando estas foram submetidas a 
reação com glutaraldeído (ZANG et al., 2014).

   

Figura 10. Imagens de microscopia eletrônica de transmissão para (a) Fe3O4 NPs e (b) 
papaína imobilizada.

3.4 Ensaio de Atividade Proteolítica 
A avaliação da capacidade proteolítica da papaína imobilizada se torna 

necessário uma vez que a imobilização de enzimas via ligação covalente pode 
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interferir na sua estabilidade e desempenho catalítico (KRAJEWSKA, 2004). A Fig. 
11 mostra o resultado do teste qualitativo realizado utilizando gelatina comercial para 
avaliação da atividade proteolítica da papaína imobilizada. Neste ensaio observou-
se que para o controle negativo, Fig.11a, houve total gelificação, já que não houve 
hidrólise da proteína presente na gelatina, uma vez que no meio não há a presença 
de enzima proteolítica (LIMA, 2008). Por outro lado, para a papaína livre (controle 
positivo) e papaína imobilizada (Fig. 11b e 11c), a presença de proteólise acarretou 
na não formação de gel, devido a presença da enzima no meio causando hidrólise 
das moléculas de proteínas presentes na gelatina, interrompendo o processo de 
gelificação (LIMA, 2008). Isso indica que o processo de imobilização da papaína no 
suporte Fe3O4/quitosana não promoveu a perda da atividade enzimática da papaína.

Figura 11. Teste da atividade proteolítica sob a formação da gelatina para: a) controle 
negativo b) controle positivo (Papaína livre) e c) papaína imobilizada

Outra maneira utilizada para avaliar a atividade proteolítica da enzima 
imobilizada foi através da reação de hidrólise da caseína. Sabe-se que o leite bovino 
possui alto teor de caseína, sendo, portanto, um material acessível para encontrar 
essa proteína (CARREIRA, et al., 2003). A Fig. 12a mostra o espectro de absorção 
na região do UV-Vis para uma amostra de leite diluída em água. Observou-se a 
presença de uma absorção em 235 nm que foi atribuída as moléculas de caseína e 
aminoácidos aromáticos presentes no leite (CARREIRA, et al., 2003). 

A reação de hidrólise da caseína pela papaína imobilizada foi acompanhada 
por espectrofotometria na região do UV-Vis. É válido destacar que a papaína pode 
hidrolisar a caseína presente no leite em peptídeos menores (CARREIRA et al., 
2003), tonando possível a avaliação de sua atividade proteolítica por este método. 
Pode-se observar na Fig. 12b que a papaína imobilizada não perdeu atividade visto 
que promove a degradação da caseína, observada pela diminuição significativa da 
absorção característica da caseína com o tempo.
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Figura 12. Espectros eletrônicos na região do UV-Vis para: (a) leite puro e teste de 
atividade proteolítica para papaína imobilizada por 300 min.

4 |  CONCLUSÃO
A papaína foi imobilizada no suporte híbrido contendo nanopartículas esféricas 

de Fe3O4 modificadas com quitosana. A imobilização da papaína às NPs ocorreu 
via adsorção química com formação de ligação imina entre a enzima e o suporte 
ativado com glutaraldeído. Os testes de formação do colágeno e degradação da 
caseína indicam que a enzima imobilizada não perdeu sua capacidade proteolítica, 
mostrando assim que o nanomaterial obtido tem potencialidade para ser empregado 
em aplicações que necessitem da atividade proteolítica da papaína e magnética das 
Fe3O4 para recuperação do biocatalisador.
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