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RESUMO 

 

Neste estudo foi sintetizado e caracterizado óxido de grafeno (OG) para imobilização das 

proteases bromelina e papaína para aplicação como agente antimicrobiano e na 

biotransformação de tetraciclinas. A obtenção de OG foi realizada pelo método de Hummers 

modificando a etapa de filtração por liofilização. O OG foi caracterizado quimicamente pela 

determinação dos elementos químicos, das ligações e dos grupos funcionais, oxidação do grafite 

em OG, cristalinidade e estabilidade da suspensão. A caracterização microestrutural foi 

realizada por imagens de microscopia eletrônica de varredura e de transmissão. Os derivados 

enzimáticos foram obtidos imobilizando-se bromelina (B) e papaína (P) em óxido de grafeno 

(B-OG e P-OG) e em óxido de grafeno funcionalizado com glutaraldeído (B-OG-Glu e P-OG-

Glu) a 25 °C e pH 7. Foram estudadas 3 diferentes razões m/m (1:1; 2:1 e 3:1) de enzima 

mantendo-se constante a massa de OG e o volume da solução. Ambos os processos de 

imobilização atingiram o equilíbrio de imobilização em 30 min e, a razão 1:1 teve toda a massa 

de enzima inicial transferida para o OG independente da enzima. A caracterização das enzimas 

livres e seus derivados enzimáticos mostrou que a temperatura de 50 °C foi a melhor para a 

atividade enzimática, enquanto o pH variou entre 6 para B-OG e P-L, e 7 para bromelina livre, 

B-OG-Glu, P-OG e P- OG-Glu. Imagens de microscopia eletrônica de transmissão (MET) 

mostraram presença das enzimas nas nanofolhas de OG. As enzimas e seus derivados possuem 

estabilidade térmica a 50 °C por no mínimo 4 h e, melhor desempenho de estabilidade de 

estocagem a 4 °C, de 14 dias para a bromelina livre e 24 dias para P-OG-Glu mantendo 50% 

da atividade inicial. Quanto ao reúso, B-OG e B-OG-Glu mantiveram 50% de atividade por 5 

e 2 ciclos, e P-OG e P-OG-Glu por 4 ciclos, respectivamente. Parâmetros cinéticos segundo 

modelo de Michaelis-Menten indicam aumento da afinidade entre substrato e enzima quando 

imobilizadas com glutaraldeído. As enzimas livres e B-OG e P-OG obtiveram resultados 

promissores como agentes antimicrobianos contra Escherichia coli em ensaios realizados a 25 

°C em meio BHI em pH 7 e em suco comercial de maçã em pH 4. Em todas as análises em 

meio BHI e em suco utilizando os derivados foi observado Fenômeno Fênix e que o OG possui 

comportamento sinérgico com as enzimas, retardando o desenvolvimento das células 

bacterianas. As análises em suco mostraram menor ação antimicrobiana das enzimas quando 

comparadas ao meio BHI. Ambos os derivados enzimáticos apresentam resultados promissores 

como agente antimicrobiano. Ao serem aplicados como agentes biotransformadores de 

tetraciclinas, as enzimas livres e seus derivados não obtiveram desempenho satisfatório, 

obtendo no máximo 18% de biotransformação da tetraciclina após 10 h utilizando bromelina 

livre em pH 6 a 25 °C. O efeito da temperatura na biotransformação foi analisado com cinética 

a 40 °C. Os fármacos se mostraram susceptíveis a hidrólise térmica evidenciado pelo 

escurecimento da solução dos fármacos, principalmente da oxitetraciclina. Assim, o 

desenvolvimento dos derivados de bromelina e papaína é viável, sua aplicação como agente 

antimicrobiano é satisfatório. Quanto a biotransformação de tetraciclinas se faz necessária uma 

maior investigação. 

 

 

Palavras-chave: Óxido de Grafeno; Imobilização; Tetraciclinas; Escherichia coli; 

Biotransformação de Fármacos. 

 



ABSTRACT 

 

In this study, graphene oxide (GO) was synthesized and characterized for the immobilization 

of bromelain and papain proteases as an antimicrobial agent and in the biotransformation of 

tetracyclines. The GO was obtained by the modified Hummers method, with the filtration step 

being replaced by lyophilization. The GO was chemically characterized by determining the 

chemical elements, bonds, and functional groups, graphite oxidation to GO, crystallinity, and 

suspension stability. Microstructural characterization was performed using scanning and 

transmission electron microscopy images. The enzyme derivatives were obtained by 

immobilizing bromelain (B) and papain (P) on graphene oxide (B-OG and P-OG) and graphene 

oxide functionalized with glutaraldehyde (B-OG-Glu and P-OG-Glu) at 25°C and pH 7. Three 

different enzyme-to-OG mass ratios (1:1, 2:1, and 3:1) were studied, keeping the OG mass and 

solution volume constant. Both immobilization processes reached immobilization equilibrium 

within 30 min, and the 1:1 ratio resulted in all initial enzyme mass being transferred to the OG, 

regardless of the enzyme. Characterization of the free enzymes and their enzyme derivatives 

showed that the optimal temperature for enzymatic activity was 50°C, while the pH varied 

between 6 for B-OG and P-L, and 7 for free bromelain, B-OG-Glu, P-OG, and P-OG-Glu. 

Transmission electron microscopy (TEM) images showed the presence of enzymes on the 

nanosheets of OG. The enzymes and their derivatives had thermal stability at 50°C for at least 

4 h and better storage stability performance at 4°C, with free bromelain maintaining 50% of 

initial activity for 14 days, and P-OG-Glu for 24 days. Regarding reuse, B-OG and B-OG-Glu 

maintained 50% of activity for 5 and 2 cycles, respectively, while P-OG and P-OG-Glu 

maintained it for 4 cycles. Kinetic parameters, according to the Michaelis-Menten model, 

indicate an increase in substrate-enzyme affinity when immobilized with glutaraldehyde. Free 

enzymes and B-OG and P-OG showed promising results as antimicrobial agents against 

Escherichia coli in assays performed at 25°C in BHI medium at pH 7 and in commercial apple 

juice at pH 4. In all BHI and juice assays using the derivatives, the Phoenix Phenomenon was 

observed, and OG exhibited synergistic behavior with the enzymes, delaying the development 

of bacterial cells. The analyses in juice showed lower antimicrobial action of the enzymes 

compared to BHI broth. Both enzymatic derivatives show promising results as antimicrobial 

agents. However, when applied as biotransformation agents for tetracyclines, the free enzymes 

and their derivatives did not perform satisfactorily, achieving a maximum of 18% tetracycline 

biotransformation after 10 hours using free bromelain at pH 6 and 25 °C. The effect of 

temperature on biotransformation was analyzed with kinetics at 40 °C. The drugs proved 

susceptible to thermal hydrolysis, evidenced by the darkening of the drug solution, especially 

oxytetracycline. Thus, the development of bromelain and papain derivatives is viable, and their 

application as antimicrobial agents is satisfactory. Further investigation is needed regarding the 

biotransformation of tetracyclines. 

 

 

Keywords: Graphene oxide; Immobilization; Tetracyclines; Escherichia coli; Drug 

biotransformation. 
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 INTRODUÇÃO 

 

 

A utilização de processos verdes, seja na síntese e desenvolvimento de novos 

produtos ou na modificação de processos existentes, faz com que pesquisadores busquem 

alternativas de fácil aplicação e baixo custo de implementação. 

Nessa vertente, nas últimas décadas tem-se investigado as propriedades das 

enzimas, seja de origem animal, vegetal ou microbiana para aplicações diversas, desde 

tratamentos estéticos, fabricação de biossensores, como em indústrias de alimentos, 

farmacêuticas e em sistemas de tratamento de efluentes. As enzimas vegetais, em geral, 

são mais abundantes e de menor custo, sendo a papaína e a bromelina as enzimas mais 

utilizadas em processos industriais como amaciante de carnes, clarificante de bebidas 

como sucos, vinhos e cervejas, e em cosméticos como esfoliante. Ambas são obtidas em 

grande quantidade e com baixo custo devido a fonte de extração. 

Assim como esta pesquisa, estudos visam melhorar as características e 

estabilidade das enzimas livres (atividade, pH e temperatura de atuação) por meio da 

imobilização em suportes e para facilitar sua recuperação visando reduzir custos de 

processos industriais que fazem uso dessa tecnologia. A busca por novos suportes faz 

com que pesquisadores desenvolvam materiais ou realizem combinações de materiais 

conhecidos para obtenção de características mecânicas e de interação suporte-enzima 

diferenciadas. Dentre os novos materiais tem-se o óxido de grafeno que apresenta diversas 

características atrativas como alta flexibilidade, solubilidade em água, elevada área 

superficial e presença de grupos funcionais como epóxi, hidroxila e ácido carboxílico que 

facilitam o processo de imobilização. 

Existem diversas aplicações para um novo derivado suporte-enzima, incluindo 

seu uso como agente antimicrobiano e na biotransformação de fármacos. 

Diversas bactérias patogênicas ou com potencial de patogenicidade podem estar 

presentes em alimentos, o que torna essencial o cuidado em torno da higiene e segurança 

de alimentos para garantir ao consumidor alimentos seguros de qualidade. Devido à 

sensibilidade de muitas substâncias presentes nos alimentos, tais como compostos 

fenólicos e vitaminas, a tratamentos térmicos, têm-se buscado alternativas a esses 

tratamentos. O potencial das enzimas para emprego em processamentos a frio tem sido 

usado na eliminação de diversas bactérias como Listeria monocytogenes, Klebsiella 

pneumoniae, Acinetobacter sp., Staphylococcus aureus, Escherichia coli, entre outras. 
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Além disso, enzimas têm sido exploradas como agente biotransformador de 

contaminantes emergentes. Esses são substâncias geralmente não monitoradas e sem 

legislação regulatória, que mesmo em pequenas concentrações podem trazer risco à saúde 

humana, a fauna e a flora terrestre e aquática. Entre esses estão os componentes de 

cosméticos, os produtos de limpeza, os herbicidas e os fármacos de uso humano e 

veterinário. Os resíduos de compostos farmacêuticos, em geral, são resistentes à 

biotransformação, de modo a maximizar o período em que exercem efeito terapêutico. 

Essa resistência faz com que em processos de degradação desses compostos, no meio 

ambiente por microrganismos naturais ou em estações de tratamento com microrganismos 

mais adaptados, sejam considerados ambientalmente persistentes o que pode levar a 

geração cepas de bactérias mais resistentes. A geração de cepas de bactérias patogênicas 

resistentes a fármacos traz preocupação aos cientistas e as instituições governamentais de 

monitoramento e proteção a saúde da população devido aos riscos de epidemias, 

pandemias e alto custo aos programas de saúde pública do país. 

Diante dessa problemática, o objetivo desse estudo foi imobilizar as enzimas 

bromelina e papaína em óxido de grafeno. Essas enzimas foram selecionadas devido ao 

alto volume de produção e baixo custo quando comparadas a tantas outras e, o óxido de 

grafeno foi selecionado como suporte por possui grupos funcionais que facilitam a 

imobilização sem a obrigatoriedade do uso de substâncias ativadoras e/ou ligantes, além 

de dispersão em água e grande área superficial. O uso dos derivados suporte-enzima foi 

avaliado como agente antimicrobiano para aplicação em processamento de sucos e na 

biotransformação dos antibióticos tetraciclina e oxitetraciclina. 

 

 OBJETIVOS 

 

1.1.1 Objetivo Geral 

 

Objetivou-se com o desenvolvimento deste trabalho, investigar a imobilização 

das enzimas bromelina e papaína em nanofolhas de óxido de grafeno, com o propósito de 

avaliar o desempenho do derivado enzimático como agente antimicrobiano e na 

biotransformação dos antibióticos tetraciclina e oxitetraciclina. 
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1.1.2 Objetivos Específicos 

 

• Sintetizar e caracterizar nanofolhas de óxido de grafeno; 

• Imobilizar as enzimas bromelina e papaína, com e sem ligante glutaraldeído, em 

nanofolhas de óxido de grafeno; 

• Analisar a estabilidade das enzimas livres e imobilizadas frente ao pH, 

temperatura, reúso e tempo de estocagem; 

• Analisar a ação das enzimas livres e imobilizadas como agentes antimicrobianos 

contra a bactéria Escherichia coli em meio de cultura BHI e em suco de maçã 

industrializado; 

• Avaliar a biotransformação dos antibióticos tetraciclina e oxitetracicina em meio 

aquoso via enzimas livres; 

• Avaliar a biotransformação dos antibióticos via bromelina imobilizada em óxido 

de grafeno funcionalizado com glutaraldeído. 

 

 DIAGRAMA CONCEITUAL 

 

Imobilização de Bromelina e Papaína em Óxido de Grafeno: Avaliação do 

Derivado Enzimático como Agente Antimicrobiano e na Biotransfomação de 

Tetraciclinas 

 

Por que? Para que? 

 

A imobilização enzimática é uma ferramenta útil para a recuperação e reúso 

das enzimas em processos contínuos e descontínuos reduzindo o custo para aplicações 

industriais. Ao utilizar óxido de grafeno como suporte excluímos a obrigatoriedade do 

uso de agentes para promover ligação entre a enzima e o suporte em função dos grupos 

funcionais presentes em sua superfície, além da ampla área superficial. 

As enzimas papaína e bromelina encontram ampla aplicação em indústrias 

alimentícias, farmacêuticas e cosméticas. Assim, a proposta é utilizar estes derivados 

enzima-suporte como agente antimicrobiano em processamento de suco, visto que 

essas enzimas possuem outras aplicações em bebidas como espessantes e clarificantes 

e podem atuar de forma conjunta a esses processos e, avaliar os derivados quanto ao 
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tratamento de efluentes para degradação de contaminantes emergentes, em específico, 

antibióticos da família tetraciclina. 

 

Quem já fez? 

 

Não há relatos na literatura sobre imobilização de bromelina em óxido de 

grafeno (OG) até o presente momento e há apenas um trabalho de imobilização de 

papaína em OG. Esse trabalho é do ano de 2018, no qual foi estudado a imobilização 

da papaína em OG utilizando 3-aminopropiltrietoxissilano (APTES) para funcionalizar 

a superfície do OG. Gu et al. (2018), estudaram o efeito da temperatura e do pH na 

imobilização, porém não demonstraram para qual aplicação esse derivado poderia ser 

utilizado. 

Existem alguns estudos aplicando a enzima pura ou extratos obtidos das 

folhas do mamoeiro, das cascas de mamão e extratos das cascas de abacaxi como 

agentes antimicrobianos, porém em meio de cultura e em biofilmes de algumas 

bactérias patogênicas e/ou com potencial de patogenicidade. No entanto, não há relatos 

da aplicação dessas enzimas livre ou imobilizadas em OG como agente antimicrobiano 

diretamente em sucos. 

Também não há registros da aplicação de bromelina e papaína, livre ou 

imobilizada, no tratamento de efluentes como biotransformadores dos antibióticos 

tetraciclina e oxitetraciclina. 

 

Hipóteses 

 

A modificação da etapa de filtração e secagem por liofilização na síntese de 

OG a partir do método de Hummers não altera as características químicas do 

nanomaterial. 

É possível obter altas concentrações de enzimas no suporte ao imobilizar 

papaína e bromelina em OG para obter um derivado suporte-enzima que seja estável 

frente à temperatura, pH, reúso e tempo de estocagem. 

O derivado suporte-enzima pode apresentar ação antimicrobiana contra 

bactérias potencialmente patogênicas. 
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O derivado suporte-enzima pode atuar como agente biotransformador dos 

fármacos tetraciclina e oxitetraciclina em compostos de menor toxicidade por meio da 

atividade enzimática. 

 

Metodologia Científica 

 

Caracterização do suporte: a caracterização química foi realizada por meio da 

determinação dos elementos químicos, identificação das ligações, dos grupos 

funcionais, confirmação de oxidação do grafite em OG, cristalinidade e estabilidade da 

suspensão. A caracterização microestrutural foi realizada por meio de imagens obtidas 

por microscopia eletrônica de varredura e de transmissão. 

Caracterização da enzima livre e imobilizada: foram realizadas análises de 

atividade enzimática, imobilização enzimática com e sem a utilização de glutaraldeído, 

rendimento e eficiência de mobilização, estabilidade térmica e de estocagem e reúso. 

Atividade antimicrobiana das enzimas: foram preparados inóculos de E. coli 

e semeados em placas para acompanhamento de cinéticas de morte e/ou crescimento 

por meio de contagem em placas. 

Biotransformação dos fármacos via enzimática: a concentração de fármaco 

em solução foi quantificada ao longo do tempo por espectrofotometria UV-visível. 

 

Respostas 

 

Comprovar que a modificação do método de secagem do método de Hummers 

não altera as propriedades do OG obtido. 

Obter derivados suporte-enzima estáveis com alta carga de carregamento. 

Reduzir e/ou inibir o crescimento de bactérias patogênicas. 

Biotransformar os fármacos tetraciclina e oxitetraciclina em compostos de 

menor toxicidade. 
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 FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

 

 ENZIMAS 

 

Enzimas são proteínas formadas por aminoácidos que estão unidos por ligações 

peptídicas e estão agrupadas segundo a reação que catalisam, muitas receberam seus 

nomes pela adição do sufixo “ase” ao nome dos seus substratos ou a uma palavra que 

descreve sua atividade. Segundo o Comitê de Nomenclatura da União Internacional de 

Bioquímica (1984), as enzimas foram agrupadas em 6 classes distintas (Tabela 1) 

(NELSON; COX, 2014; YOO et al., 2017). 

 

Tabela 1 - Divisão das enzimas por ordem, classe, subclasses e tipos de reações 

catalisadas. 

Nº de Ordem Classe Subclasse Tipo de Reação 

1 Oxidorredutases 

Oxidases 

Oxigenases 

Peroxidases 

Catalisam reações de oxirredução 

(transferência de elétrons). 

2 Transferases 

Metiltransferases 

Transaminases 

Sulfotransferases 

Fosfotransferases 

Catalisam reações de transferência de 

grupos. 

3 Hidrolases 

Proteases 

Esterases 

Lipases 

 

Promove a hidrólise de ésteres, 

amidas, peptídeos e outros contendo 

função C-N, bem como hidratação das 

ligações C=C, e epóxidos. 

4 Liases 

Aldolases 

Ketolases 

Decarbosilases 

Hidratases 

Clivagem de C-C, C-O, C-H ou outras 

ligações por eliminação, rompimento 

de ligações duplas ou anéis, ou adição 

de grupos a ligações duplas 

5 Isomerases 

Racemaces 

Epimerases 

Isomerases 

Transferência de grupos dentre de uma 

mesma molécula produzindo formas 

isoméricas. 

6 Ligases 
Sintatases 

Carboxilases 

Formação de ligações C-C, C-O, C-N 

e C-S e ligações de éster fosfato. 

Fonte: adaptado de Lehninger; Nelson; Cox, 1995 e Yoo et al., 2017 
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Algumas enzimas tiveram nomeação que não denotam seus substratos, como a 

pepsina e a tripsina. Então, a União Internacional de Bioquímica e Biologia Molecular 

(International Union Of Biochemistry And Molecular Biology - IUMBM) atribuiu a cada 

enzima um nome e um número de quatro níveis, conhecidos como Enzyme Commission 

(EC). Em julho de 2022 o IUMBM foi atualizado e passou a incluir as translocases como 

a sétima classe de enzimas. Essas são responsáveis por reações de translocação de cátions, 

ânions inorgânicos, aminoácidos, peptídeos, carboidratos e derivados. 

Na nomenclatura pelo sistema EC o primeiro número refere-se à classe de 

enzima, o segundo indica a subclasse pelo tipo de substrato ou ligação clivada, o terceiro 

e quarto números, a subclasse pelo aceptor de elétrons do tipo de grupo removido e 

número de série da enzima ao ser identificada, respectivamente. A forma de classificação 

ocorre da maneira a seguir: 

 

EC x.y.z.w 

Em que x é o número de ordem, y é a subclasse, z é subclasse do aceptor e w número de 

série da enzima. 

 

O interesse em enzimas com uso industrial tem crescido devido ao tempo de 

processamento reduzido, baixo consumo de energia, custo-benefício, características não 

tóxicas e ecológicas, alta seletividade e especificidade o que reduzem formação de 

subprodutos indesejados podendo eliminar a etapa de purificação (COSTA-SILVA et al., 

2021; SINGH et al., 2016). 

As proteases são uma das maiores subclasses de enzimas comerciais que cobrem 

a maior parte do mercado de enzimas em todo o mundo. São identificadas como 

hidrolases, o que as coloca na classe 3, e podem ser localizadas mais especificamente na 

subclasse 3.4., ou seja, aquelas que hidrolisam ligações peptídicas (MCDONALD, 1985; 

TACIAS-PASCACIO et al., 2021b). 

Várias enzimas proteolíticas são utilizadas em aplicações terapêuticas, 

biotecnológicas e industriais. Essas enzimas são capazes de catalisar a hidrólise de 

ligações peptídicas em uma variedade de processos biológicos e podem ser classificadas 

como exopeptidases ou endopeptidases. As exopeptidases atuam nas extremidades das 

cadeias polipeptídicas enquanto as endopeptidases atuam aleatoriamente nas regiões 

internas das cadeias polipeptídicas e podem ser subdivididas em seis grupos, com base 
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no resíduo catalítico presente no sítio ativo: serina, aspártico, cisteína, metalo, ácido 

glutâmico e treonina protease (BRITO et al., 2021; LI et al., 2013; NAVEED et al., 2021; 

RAVEENDRAN et al., 2018). 

As proteases de cisteína ou proteases de tiol compartilham um mecanismo 

catalítico comum envolvendo uma cisteína nucleofílica na unidade catalítica, que é 

composta por uma tríade de aminoácidos. Essas enzimas possuem uma estrutura com dois 

domínios principais: um domínio helicoidal N-terminal e um domínio folha β C-terminal, 

contendo o sítio catalítico com os resíduos de aminoácidos característicos de cisteína, 

além de histidina e asparagina. Graças a essa cisteína em seu sítio ativo, essas proteases 

são classificadas na subclasse 3.4.22 (cisteína endopeptidases). Dentre as proteases de 

cisteína, a primeira isolada e caracterizada foi a papaína, obtida do látex de mamão 

(Carica papaya) (NAVEED et al., 2021; TACIAS-PASCACIO et al., 2021b; VERMA; 

DIXIT; PANDEY, 2016). 

A papaína (EC 3.4.22.2) é uma enzima vegetal isolada do látex de Carica papaya 

e uma das enzimas industriais mais importantes. Tem atraído atenção devido à sua 

excelente atividade enzimática, atividade antioxidante, estabilidade em alta temperatura, 

segurança, não toxicidade e baixo custo (ARSHAD et al., 2016; FERNÁNDEZ-LUCAS; 

CASTAÑEDA; HORMIGO, 2017; PANKOVA et al., 2022; TACIAS-PASCACIO et al., 

2021a). A papaína cliva preferencialmente as ligações peptídicas envolvendo 

aminoácidos básicos, em particular arginina e lisina. É uma proteína de cadeia simples 

com peso molecular de 23 kDa e consiste em 212 aminoácidos (AMRI; MAMBOYA, 

2012; HAFID et al., 2020; TACIAS-PASCACIO et al., 2021b). A molécula de papaína 

contém sete resíduos de cisteína, das quais uma está envolvida na catálise, enquanto as 6 

restantes formam três pontes dissulfeto. O pH ótimo para papaína varia na faixa de 6,0 a 

7,0, dependendo do substrato. O ponto isoelétrico está em pH 8,7 (TANTAMACHARIK 

et al., 2018). 

A papaína tem seu uso principal na indústria de alimentos, especialmente como 

amaciante de carne, na fabricação de cerveja, na panificação, porém suas aplicações são 

amplas e variadas, incluindo aplicações nas indústrias química, de couro, farmacêutica e 

cosmética e na produção de peptídeos bioativos, devido às características antifúngicas, 

antibacterianas e anti-inflamatórias (ARSHAD et al., 2016; BAREKAT; 

SOLTANIZADEH, 2017; ESTI et al., 2013; PANKOVA et al., 2022; TACIAS-

PASCACIO et al., 2021a), entre outras que serão explicadas na seção 2.4. 
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Outra importante protease cisteína vegetal é a bromelina, essa pode ser obtida a 

partir do caule, fruto, folhas, casca e raiz do abacaxi (Ananas comosus) (KETNAWA; 

CHAIWUT; RAWDKUEN, 2011b; PANKOVA et al., 2022), também conhecido como 

Ananassa sativa, A. sativus, Bromelia ananas ou B. comosa, cultivado em vários países 

tropicais e subtropicais como Brasil, Costa Rica, Filipinas, Tailândia, China, Indonésia, 

Índia , Malásia, Havaí e Quênia (DEVAKATE et al., 2009; JANČIČ; GORGIEVA, 2021; 

NWAGU; UGWUODO, 2019). Identificada pela primeira vez em 1891 por Vicente 

Marcano, um químico venezuelano, sua produção comercial só começou em 1957, sendo 

o caule a principal fonte de extração da bromelina devido sua maior concentração (DE 

LENCASTRE NOVAES et al., 2016; MAURER, 2001). 

A bromelina do caule (EC 3.4.22.32), anteriormente EC 3.4.22.4, são proteases 

cisteína de cadeia simples e peso molecular médio de 24,5 kDa, composta por 212 

resíduos de aminoácidos e inclui sete cisteínas, assim como a papaína, apenas uma está 

envolvida na catálise, enquanto as demais formam três pontes dissulfeto. A bromelina 

purificada é estável quando armazenada a -20 °C; possui atividade ótima no intervalo de 

temperatura entre 50 °C e 60 °C em pH 6,0 a 8,5 e tem ponto isoelétrico em pH 

9,5.(ERRASTI et al., 2018; GAGAOUA et al., 2021; TANTAMACHARIK et al., 2018). 

A bromelina apresenta diversas funções podendo ser utilizada na área médica e 

farmacêutica em aplicações terapêuticas como antiedematosas, fibrinolíticas, 

anticancerígenas, anti-inflamatórias, antibióticas, anticoagulantes e antitrombóticas, na 

indústria de alimentos e bebidas como amaciante de carnes e clarificante de bebidas, 

indústrias têxteis e cosméticas (AMINI et al., 2018; ATAIDE et al., 2017; DEBNATH et 

al., 2019; MA et al., 2022; MANZOOR et al., 2016; WANG et al., 2018), entre outras 

aplicações que serão explicadas na seção 2.4. 

Porém, existem vários problemas relacionados a utilização de enzimas como 

catalisadores. As enzimas podem ser inibidas por concentrações relativamente baixas de 

produtos finais, alta temperatura, condições extremas de pH, presença de sais, alguns íons 

metálicos e solventes, além de terem preço elevado para uso em larga escala (NELSON; 

COX, 2014). 

Para minimizar esses problemas foram desenvolvidas técnicas para imobilizar 

as enzimas em suportes sólidos não solúveis, que possibilita recuperação da enzima ao 

final do processo e confere maior estabilidade a variações bruscas de pH e temperatura 

por formar um microambiente que protege a enzima e possibilita a utilização de enzimas 
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em reações subsequentes (FERNANDEZ-LOPEZ et al., 2017; ZAHIRINEJAD et al., 

2021; ZHANG; YUWEN; PENG, 2013). 

A imobilização de enzimas é uma técnica que converte a enzima solúvel em água 

em uma forma insolúvel para facilitar a recuperação e reutilização. Ocorre por meio da 

fixação das enzimas sobre ou dentro dos matérias de suporte e quando realizada de forma 

adequada pode melhorar suas propriedades e aplicações da enzima (YOO et al., 2017). 

Existem diferentes métodos de imobilização, esses se dividem de forma geral 

entre físicos e químicos. Os métodos físicos incluem adsorção, aprisionamento e 

encapsulamento; métodos químicos incluem ligação cruzada e ligação covalente 

(ALVARADO-RAMÍREZ et al., 2021; SHELDON, 2007) exemplificados abaixo: 

 

• Adsorção: é um dos métodos de imobilização mais utilizados, por ser simples, barato, 

não necessitar reações químicas e nem ativação do suporte. Envolve a fixação física 

da enzima sobre material de suporte através de ligações fracas, como Van der Waals, 

interações hidrofóbicas ou forças de dispersão. Porém, depende de diversos fatores 

como tamanho da enzima, área superficial do suporte, tamanho de poro e taxa de 

porosidade, além de poder ocorrer dessorção, uma vez que a força de ligação enzima-

suporte é fraca, as enzimas podem ser facilmente lixiviadas e, assim, contaminar o 

produto (DALLA-VECCHIA; NASCIMENTO; SOLDI, 2004; YOO et al., 2017); 

• Aprisionamento ou confinamento: as enzimas são capturadas dentro das cavidades 

de uma matriz ou em microcápsulas poliméricas, mas que permitem a passagem do 

substrato e produto. Esse método geralmente reduz as chances de lixiviar as enzimas 

e melhora a estabilização, porém resulta em limitações de transferência de massa do 

substrato e do produto (ALVARADO-RAMÍREZ et al., 2021; VILLELA, 2006); 

• Encapsulação: a enzima fica protegida por um material que serve como uma capa e 

consegue manter a conformação natural e estabilidade por um longo período de 

tempo, porém a transferência de massa para o sítio ativo da enzima é limitado 

(ALVARADO-RAMÍREZ et al., 2021); 

• Cross-Linking: por meio de um agente reticulante é possível formar uma rede 

tridimensional de enzimas, que as tornam estáveis devido à forte interação enzima-

enzima, mas os reagentes de reticulação e as condições usadas podem danificar as 

enzimas. Uma desvantagem é a possibilidade de modificação estrutural da enzima 

devido a força da ligação (ALVARADO-RAMÍREZ et al., 2021; YOO et al., 2017); 
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• Ligação covalente: ligação covalente a uma matriz é amplamente utilizada e tem 

como vantagem interações fortes entre a enzima e o suporte, o que torna a enzima 

muito estável. Determinados grupos das enzimas se ligam aos agentes de reticulação, 

que estão ligados ao suporte. Normalmente, os grupos que realizam esse tipo de 

ligação são o grupo carboxila, grupo amina, grupo fenólico, grupo sulfídrico, entre 

outros (ALVARADO-RAMÍREZ et al., 2021; SIRISHA; JAIN; JAIN, 2016). 

 

Esses métodos podem ser combinados para melhorar as características do 

imobilizado, como por exemplo a co-imobilização (HENRIQUES et al., 2018). 

Após a imobilização, é necessário verificar pelo menos três pontos: se a atividade 

enzimática se manteve, se está ocorrendo impedimento estérico e se o suporte escolhido 

tem boas propriedades mecânicas, como, por exemplo, alta resistência mecânica. A 

imobilização geralmente afeta o microambiente entorno da enzima, isso quer dizer as 

condições ótimas de pH e de temperatura e as características de seletividade, estabilidade 

e atividade enzimática podem ter sido alteradas (FERNANDEZ-LOPEZ et al., 2017). 

Os suportes podem ser orgânicos e inorgânicos, logo a escolha do suporte 

também é muito importante, não só pelas propriedades mecânicas, mas também pelas 

interações que ocorrerão entre ele e a enzima. Li et al. (2017) afirmaram que a 

imobilização enzimática em suportes à base de carbono, como nanotubos de carbono, 

grafeno, óxido de grafeno, apresentam características desejáveis para imobilização e 

poderiam proporcionar vasta aplicações em áreas como na ciência energética e ambiental. 

Dentre os suportes existentes, os inorgânicos são amplamente utilizados para a 

imobilização enzimática devido suas características físico-químicas e mecânicas como 

resistência ao ataque químico, resistência mecânica e a possibilidade de regeneração 

(WANG et al., 2011). 

 

 ÓXIDO DE GRAFENO 

 

Com o avanço da nanotecnologia, o grafeno e seus alótropos como fulereno, 

nanotubos de carbono, grafite, óxido de grafite e óxido de grafeno, têm atraído interesse 

em diversos campos de pesquisa. Na Figura 1 é possível visualizar as estruturas do 

grafeno e seus alótropos, exceto óxido de grafeno que será mostrado adiante. 

O grafeno é um material formado por apenas uma camada plana de átomos de 

carbono, com hibridização em sp², formando uma rede bidimensional (2D) sendo uma 
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delas da espessura de um átomo (monoatômica) e sem grupos funcionais em sua 

superfície, o que o difere do óxido de grafeno. Seus átomos estão arranjados em uma 

estrutura cristalina hexagonal semelhante ao favo de mel (WANG et al., 2011; ZHOU et 

al., 2014). 

 

Figura 1 - Estrutura do grafeno e alguns alótropos: (a) Fulereno, (b) Nanotubos de 

carbono, (c) Grafeno e (d) Grafite 3D 

 

Fonte: Basu; Bhattacharyya, 2012. 

 

O óxido de grafeno (OG) é um dos alótropos mais importantes devido à alta área 

superficial, boa dispersibilidade apesar de não solubilizar em água, alta condutividade 

térmica, excelente flexibilidade mecânica, transporte rápido de elétrons e fácil 

funcionalização (GU et al., 2018; NOVOSELOV et al., 2004; RAZAQ et al., 2022; SU 

et al., 2011; WANG et al., 2011). 

O OG, também chamado de ácido grafítico, pode ser obtido a partir da oxidação 

do pó de grafite por permanganato (síntese de Hummers e Offeman) ou por clorato 

(métodos desenvolvidos por Brodie, Staudenmaier e Hofmann). A síntese mais utilizada 

é a de Hummers, por ser considerada segura, pois trabalha apenas com um ácido 

concentrado (ácido sulfúrico) e sais de nitrato de sódio e permanganato de potássio em 

temperaturas abaixo de 95 °C, sem geração de gases tóxicos. Contrário à primeira síntese 

de OG que foi realizada por Brodie em 1859, que utilizava clorato de potássio e ácido 

nítrico fumegante e, ainda, a síntese de Staudenmaier em 1898, que utilizava ácido 

sulfúrico e nítrico concentrados junto com clorato de potássio que geravam gases tóxicos 

(HUMMERS; OFFEMAN, 1958; WONG et al., 2014). 

A estrutura do OG é semelhante ao grafeno, também possui hibridização sp², 

porém tem em sua superfície grupo epóxi (–O–), hidroxila (–OH) e ácido carboxílico (–

COOH) obtidos a partir do tratamento de grafite com oxidantes fortes e por isso pode 

apresentar inúmeras estruturas (COMPTON; NGUYEN, 2010; JIŘÍČKOVÁ et al., 2022; 
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RAZAQ et al., 2022). Esses grupos funcionalizam o OG com grupos contendo oxigênio 

que permite caráter anfifílico, deixando o plano basal hidrofóbico e as extremidades 

predominantemente hidrofílica, dispersando-se em água (SHAH et al., 2015). Além 

disso, os grupos funcionais contendo oxigênio podem fornecer sítios reativos para 

modificação química ou funcionalização de OG, que por sua vez podem ser usados para 

desenvolver materiais à base de OG (RAZAQ et al., 2022). A estrutura do OG, com seus 

possíveis grupos na superfície, está representada na Figura 2Figura 2. 

Devido à sua estrutura e grupos na superfície, o OG possui propriedades que 

proporcionam elevada interação com moléculas orgânicas por meio de forças não 

covalentes, como força de Van der Walls, ligações de hidrogênio, empilhamento π-π, 

forças eletrostáticas e interações hidrofóbicas, além de alta capacidade de adsorção 

(MAUTER; ELIMELECH, 2008; PYRZYNSKA, 2011). A introdução desses grupos na 

superfície do OG, principalmente hidroxila e epóxi, conferem aumento do espaçamento 

entre suas “folhas” (interlamelar), assim como modifica parte da hibridização dos 

carbonos oxidados, passando de sp² (planar) para sp³ (tetraédrica) (CISZEWSKI; 

MIANOWSKI, 2014; SHAH et al., 2015). 

Em razão às suas características, é um material que pode ser empregado em 

biossensores, supercapacitores na produção e armazenamento de energia, células solares, 

nanocompósitos, chips microfluídicos, optoeletrônica, eletrônica flexível, sensoriamento 

eletroquímico, robótica, indústria têxtil, membranas para tratamento de água e separação 

de gás (BAO et al., 2011; JIA et al., 2022; RAZAQ et al., 2022). 

 

Figura 2 - Estrutura molecular do óxido de grafeno 

 

Fonte: Wang et al., 2011 
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 APLICAÇÕES PROPOSTAS 

 

2.3.1 Ação Antimicrobiana da Bromelina e Papaína 

 

É crescente o interesse em torno da higiene, segurança de alimentos e na 

incidência de doenças transmitidas por alimentos devido à estreita correlação com a saúde 

pública. A contaminação microbiológica de alimentos por microrganismos patogênicos, 

sua persistência, replicação e/ou produção de toxinas tornou-se uma das principais 

preocupações dos consumidores, indústrias alimentícias e agências reguladoras em todo 

o mundo (TROPEA, 2022). 

Os principais perigos presentes em alimentos normalmente são agrupados em 

três categorias: biológicos, físicos e químicos. Os perigos físicos estão relacionados com 

a presença de objetos estranhos ao alimento e que podem causar algum tipo de injúria ao 

consumidor, como adornos dos manipuladores, fragmentos de metais, vidros ou madeira, 

materiais de utensílios e peças de equipamentos; já os perigos químicos estão 

relacionados aos aditivos alimentares quando utilizados em concentrações incorretas, 

metais pesados tóxicos, toxinas naturais, produtos químicos introduzidos no processo e 

fármacos veterinários; enquanto os perigos biológicos são os microrganismos presentes 

nos alimentos, podendo ser deteriorantes ou patogênicos (DAMODARAN; PARKIN; 

FENNEMA, 2010). 

A contaminação por microrganismos é um dos principais desafios enfrentados 

pela indústria de alimentos, pois pode resultar em uma grande variedade de doenças 

transmitidas por alimentos (DTAs), muitas vezes com consequências graves, incluindo 

mortalidade e grandes perdas econômicas (TAUXE et al., 2010). Com o desenvolvimento 

da economia global e a globalização do comércio ocorre a necessidade do abastecimento 

transnacional de alimentos, o que pode levar a uma rápida disseminação das DTAs se 

tornando uma ameaça a oferta de alimentos. A contaminação pode ocorrer por diversas 

formas, seja por meio do ar contaminado, superfícies de equipamentos e utensílios, más 

condições de higiene do manipulador de alimentos ou ainda por falhas no controle de 

sanitização na cadeia produtiva (DOROTÍKOVÁ et al., 2022; SÃO JOSÉ, 2012). Assim, 

faz-se necessário o combate a contaminação microbiana em alimentos, principalmente 

dos microrganismos patogênicos (ITURRIZA-GOMARA; O’BRIEN, 2016; MA et al., 

2019). 
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A patogenicidade é a capacidade, depois de instalado no organismo humano ou 

animal, de um agente infeccioso produzir sintomas, que podem ser de maior ou menor 

proporção, entre os hospedeiros infectados (BALALI et al., 2020). A indústria de 

alimentos faz uso de aditivos como forma de prevenir contaminação microbiológica nos 

produtos, assim como prolongar sua vida útil evitando alterações indesejáveis nas 

características sensoriais dos alimentos e perda do valor nutricional. Com a preocupação 

dos produtores e consumidores com a utilização de aditivos sintéticos, tem-se estudado o 

uso de compostos naturais que exerçam essas funções. As substancias mais aplicadas são 

as bacteriocinas, metabólitos fúngicos, mono e sesquiterpenos, fenilpropanóides, 

compostos bioativos e óleos essenciais (ASIOLI et al., 2017; BARBOZA; DE 

ALMEIDA; SILVA, 2022). 

Apesar dos patógenos de origem alimentar geralmente serem submetidos a 

estresses físicos, químicos e nutricionais durante o processamento, sua eliminação e/ou 

inibição continua sendo um desafio, mesmo com os avanços em tecnologias de 

tratamentos térmicos e não térmicos (ESHAMAH et al., 2014). Os surtos de doenças são 

causados por 31 patógenos conhecidos e muitos desconhecidos, entre esses, Vibrio spp., 

Salmonella spp., Aeromonas hydrophila, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas 

fluorescens, Listeria monocytogenes, Bacillus cereus, Escherichia coli, Enterococcus 

faecalis, Campylobacter jejuni, Staphylococcus aureus, Shigella spp. e Yersinia spp. são 

os mais comuns encontrados em água, plantas, frutos do mar, indústrias de carnes, ovos 

e laticínios, frutas e produtos frescos (BOSS; OVERESCH; BAUMGARTNER, 2016; 

BRIDIER et al., 2015; NAHAR et al., 2018). 

Bromelina e papaína foram estudadas para eliminar vários patógenos formadores 

de biofilme associados a alimentos como L. monocytogenes e Klebsiella pneumoniae, 

sendo mais eficaz contra a segunda (MOHAMED et al., 2018; NGUYEN; BURROWS, 

2014). A papaína também foi estudada em suas formas livre e imobilizada para controlar 

L. monocytogenes, Acinetobacter sp. e S. aureus (MANOHAR et al., 2015; NGUYEN; 

BURROWS, 2014), além de possuir atividade antimicrobiana contra Bacillus subtilis, 

Enterobacter cloacae , E. coli , Salmonella Typhi e Proteus vulgaris (ESHAMAH et al., 

2014). 

Dentre as muitas bactérias patogênicas, uma das mais comuns é a E. coli, cuja 

identificação como patógeno humano ocorreu em 1982 (ERIBO; ASHENAFI, 2003). É 

uma bactéria pertencente à família Enterobacteriaceae, normalmente encontrada no trato 

gastrointestinal de humanos e muitos animais, porém algumas cepas podem causar 
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infecção no trato digestivo, trato urinário, trato respiratório ou muitas outras partes do 

corpo (KHAIRY et al., 2019). A contaminação por E. coli pode ocorrer por meio do 

consumo de produtos de origem animal como carne, leite e derivados, mas pode também 

ser disseminada por meio de água não clorada, vegetais, frutas e brotos (GÖKMEN et al., 

2022; KRUK; TRZASKOWSKA, 2021; MA et al., 2019). 

É uma bactéria Gram-negativa, ou seja, possui três camadas de revestimento, 

uma membrana externa, a parede celular de peptidoglicano e a membrana citoplasmática 

ou interna. É a presença da membrana externa que confere a essa bactéria sua 

classificação como Gram-negativa (HWANG; KIM; KIM, 2020; SILHAVY; KAHNE; 

WALKER, 2010). 

A membrana externa desempenha um papel importante na proteção de 

organismos Gram-negativos do ambiente, excluindo moléculas tóxicas e fornecendo uma 

camada estabilizadora adicional ao redor da célula. O peptidoglicano é o que confere 

rigidez as bactérias e não permite que essas sofram lise, formando um exoesqueleto 

rígido. A sua rigidez determina a forma da célula, conferindo normalmente a forma de 

bastonetes para bactérias entéricas (SAPUTRA et al., 2020; SILHAVY; KAHNE; 

WALKER, 2010). Segundo Centros de Controle e Prevenção de Doenças (Centers for 

Disease Control and Prevention – CDC), as bactérias Gram-negativas são mais 

resistentes a medicamentos e antibióticos devido sua membrana externa. Essa camada 

protetora auxilia a bactéria a desenvolver novos mecanismos de resistência e a transmitir 

material genético para outras bactérias, possibilitando que elas também se tornem 

resistentes a medicamentos. 

 

2.3.2 Biotransformação via Enzimática de Contaminantes Emergentes 

 

Ao realizar o levantamento bibliográfico foi observado que as enzimas 

bromelina e papaína não são aplicadas em tratamentos de efluentes. Segundo a UNESCO 

(2017a) a crescente demanda por água doce, faz com que as águas residuais ganhem cada 

vez mais espaço como fonte alternativa, mudando o paradigma de gestão de águas 

residuais de “tratamento e eliminação” para “reutilizar, reciclar e recuperar recursos”. 

Assim, o que era até então esgoto e visto como um problema que necessita de solução, 

passa a fazer parte da solução de desafios enfrentados pelas sociedades, como fonte de 

energia, nutrientes e outros produtos úteis, rentáveis e sustentáveis, que vão muito além 
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da saúde humana e ambiental, com implicações na segurança alimentar e energética, bem 

como amenizando as mudanças climáticas. 

Basicamente, a água residual é composta por 99% de água e 1% de sólidos 

suspensos. Embora essa composição possa variar dependendo da localidade e 

sazonalidade, em sua maioria é constituída por água. As águas residuais domésticas são 

geralmente consideradas livres de substâncias quimicamente perigosas, porém há 

preocupação crescente com os chamados poluentes emergentes, como pesticidas, 

produtos de higiene pessoal, surfactantes, além de medicamentos, que mesmo em baixas 

concentrações, podem trazer impactos a longo prazo (UNESCO, 2017b). 

Os poluentes emergentes são novos produtos ou produtos químicos sem estatuto 

regulamentar e cujos efeitos sobre o meio ambiente e a saúde humana são desconhecidos. 

Esses contaminantes muitas vezes não precisam persistir no ambiente, uma vez que sua 

liberação para o meio ambiente é contínua e pode compensar elevadas taxas de 

transformação/remoção (BARCELÓ, 2003). Esses compostos são majoritariamente 

detectados na gama dos µg∙L-1 e ng∙L-1 podendo, no entanto, ser suficiente para induzir 

efeitos tóxicos (FENT; WESTON; CAMINADA, 2006). 

Nos anos de 1970 foram realizadas as primeiras descobertas sobre a presença de 

fármacos no ambiente. O alto consumo de fármacos mundialmente os torna compostos 

que requerem atenção na problemática dos contaminantes emergentes, além de serem 

capazes de apresentar efeitos farmacodinâmicos, devido ao fato de serem substâncias 

biologicamente ativas, mostram-se potencialmente prejudicial a qualidade dos recursos 

naturais, afetando o equilíbrio de ecossistemas (KOCH et al., 2021; MELO et al., 2009; 

NAPOLEÃO et al., 2015). Dentre esses contaminantes, os antibióticos tanto utilizados 

na medicina humana quanto na veterinária, têm atraído cada vez mais atenção devido ao 

efeito tóxico à fauna e à flora, principalmente aquáticas, além de poder contribuir para o 

surgimento de resistência bacteriana no meio (HALLING-SØRENSEN et al., 2003; 

HALLING-SØRENSEN; SENGELØV; TJØRNELUND, 2002; LARSSON, 2014). 

Analisando mais precisamente os antibióticos tetraciclina (TC) e oxitetraciclina 

(OTC), foi verificada sua presença em águas residuais e corpos d'água naturais (JEONG 

et al., 2010; WEN; JIA; LI, 2009). Além de que as tetraciclinas, incluindo a tetraciclina, 

oxitetraciclina e clortetraciclina, são antibióticos amplamente utilizados para tratamento 

em humanos como na pecuária moderna. Maior problema da utilização das tetraciclinas 

é que menos de 20% da dose é absorvida devido suas baixas taxas metabólicas, ou seja, 

cerca de 80% é excretada de forma inalterada por meio da urina e fezes (BORGHI; 
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PALMA, 2014; REGITANO; LEAL, 2010). Podendo resultar em resíduos de 

tetraciclinas em produtos alimentícios derivados de animais (PENA et al., 2007), assim 

como em legumes (SHENKER et al., 2011). 

Os antibióticos são um dos grupos mais importantes de fármacos utilizados, tem 

como definição ser um agente quimioterapêutico que inibe ou suprime o crescimento de 

microrganismos, tais como bactérias, fungos ou protozoários. O termo “antibiótico” 

originalmente se referia a qualquer agente natural com atividade biológica contra os 

organismos vivos, porém, na atualidade o termo refere-se a qualquer substância, seja 

natural, semissintética ou sintética, com atividade antibacteriana, antifúngica ou 

antiparasitária (KÜMMERER, 2009). 

Há diversas maneiras pelas quais os fármacos e seus metabólitos chegam ao 

meio ambiente, como pelo descarte inadequado de embalagens e produtos vencidos, 

pelo esgoto doméstico ou ainda por lavagens de contêineres utilizados em industrias 

produtoras de fármacos. Assim como a utilização de esterco de rebanhos tratados com 

tetraciclinas como fertilizante de solo, o que pode contaminar não apenas o local de 

aplicação, mas também águas superficiais e subterrâneas (FARRÉ et al., 2008; KAY; 

BLACKWELL; BOXALL, 2005; KEMPER, 2008). Um dos grandes problemas dos 

fármacos é que são desenvolvidos para terem efeitos duradouros, mantendo suas 

propriedades químicas por tempo suficiente para servir a sua finalidade terapêutica, 

assim, a maioria desses compostos têm longa vida útil (FARRÉ et al., 2008). A presença 

de antibióticos no meio ambiente pode desenvolver patógenos resistentes que podem se 

disseminar globalmente devido a hábitos insuficientes de limpeza e/ou hábitos de viagens 

(BRANDT et al., 2013). 

Os tratamentos convencionais de água geralmente não são efetivos na remoção 

de grande parte dos contaminantes emergentes, levando a necessidade de 

desenvolvimento de novas técnicas para remoção desses compostos. Outros processos 

utilizados individualmente ou combinados foram a ozonização, precipitação química, 

adsorção, volatilização, Fenton, oxidação supercrítica, radiação ionizante, fotocatálise e 

ultrassonografia (sonólise), porém a maioria dessas técnicas não é eficiente quanto à 

eliminação da toxicidade presente nos fármacos (ANDREOZZI et al., 2003). 

Atualmente, uma alternativa a esses métodos de tratamentos é a biodegradação 

de antibióticos utilizando enzimas. Devido às suas características como seletividade e 

especificidade, temperatura e pressão de trabalho baixas, operação em condições 

ambientes, os processos enzimáticos podem ser considerados “verdes”. Alguns exemplos 
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de degradação de TC e OTC por enzimas são peroxidase de manganês bruta e peroxidase 

de lignina (Phanerochaete chrysosporium) e lacase de diferentes fontes (NAIR; 

DEMARCHE; AGATHOS, 2013; WEN; JIA; LI, 2009, 2010; YANG et al., 2017). 

Dentre as enzimas utilizadas para degradação de compostos no meio ambiente, 

a mais comum quando o tema é degradação de fármaco é a lacase. Ela também é utilizada 

em diversas outras áreas, como biossensores, degradação de corantes e indústrias 

químicas (NAIR; DEMARCHE; AGATHOS, 2013; PANDI et al., 2019; RODRÍGUEZ-

DELGADO et al., 2015; YANG et al., 2018). Com o intuito de ampliar as opções de 

enzimas que possam ser utilizadas para degradação de fármaco, neste trabalho, estudou-

se a utilização de bromélia e papaína na degradação de TC e OTC. 

As TC são um grupo de antibióticos originalmente derivados de certas espécies 

de Streptomyces spp. e são caracterizadas por possuírem uma estrutura de quatro anéis. 

Embora todas as TC tenham uma estrutura comum, elas diferem umas das outras pela 

presença ou ausência de grupos cloreto, metil e hidroxilo. Essas modificações não alteram 

seu espectro de atividade, mas sim suas propriedades farmacológicas, como o pKa, tempo 

de meia-vida, a carga aniônica ou catiônica, alterando a ligação das proteínas no soro 

(SASSMAN; LEE, 2005). 

As TC são geralmente bacteriostáticas, têm um amplo espectro de atividade que 

inclui bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, atuando também em algumas 

micobactérias e protozoários ao interferir na síntese de proteínas em organismos 

suscetíveis, ligando-se aos ribossomos e impedindo que o RNA de transferência se fixe 

ao ribossomo. Desse modo, impede a síntese proteica e o crescimento da bactéria 

(APFELBAUM, 2009; OLIVEIRA, 2013). 

A TC (C22H24N2O8) é um pó amarelo, cristalino e inodoro de alta solubilidade 

em água, e dissolve em soluções ácidas e básicas diluídas. É sensível à forte luminosidade 

e pode quelar cátions metálicos para produzir complexos insolúveis. Quando em 

suspensão a 1% em água tem pH entre 3,5 e 6,0. É indicado para bovinos, suínos, ovinos 

e caprinos, e também em humanos (APFELBAUM, 2009). A Figura 3 representa a cadeia 

da tetraciclina. 
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Figura 3 - Estrutura molecular da tetraciclina 

 

Fonte: Jia et al., 2009. 

 

A OTC (C22H24N2O9) é um derivado da tetraciclina e possui atuação semelhante; 

quando em suspensão em água a 1% tem pH entre 4,5 e 7,5. Possui três estados de 

equilíbrio de ionização com valores de pKa 3,57; 7,49 e 9,88 (FIGUEROA; LEONARD; 

MACKAY, 2004) e alta solubilidade em água e em soluções ácidas e básicas diluídas. 

Em 2008, a Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) divulgou um 

regulamento para o uso de OTC como bactericida e fungicida para aplicação foliar nas 

culturas de ameixa, alho, batata, café, cebola, citros, feijão, maracujá, pêssego, pimentão 

e tomate. Também é comum o seu uso tanto na medicina veterinária quanto em humanos, 

aplicada de forma semelhante a TC, para adultos é geralmente utilizada de 250 a 500 mg 

a cada 6 horas (quatro vezes ao dia), atingindo concentrações plasmáticas no estado 

estacionário de 3 a 4 mg∙mL-1. O uso em crianças possui maior restrição, no Reino Unido, 

seu uso é permitido em crianças maiores de 12 anos, porém nos Estados Unidos da 

América, a liberação é a partir dos 8 anos (APFELBAUM, 2009). A Figura 4 representa 

a estrutura molecular da oxitetraciclina. 

 

Figura 4 - Estrutura molecular da oxitetraciclina 

 

Fonte: Halling-Sørensen et al., 2003. 

 

Papaína e bromelina foram selecionadas a partir do estudo das moléculas dos 

fármacos TC e OTC. Como pode ser visualizado na Figura 5, a família das tetraciclinas 

possui em uma das extremidades cadeias ligações peptídica, onde a protease deve agir. 
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Figura 5 - Indicação dos grupos funcionais onde as enzimas papaína e bromelina atuam 

 

 

 

 

Fonte: adaptado de Jia et al., 2009 e Halling-Sørensen et al., 2003. 

 

 ESTADO DA ARTE 

 

Diversos trabalhos são relatados na literatura com o uso das enzimas bromelina 

e papaína, livre e/ou imobilizas, para diversas finalidades. A seguir, serão apresentados 

em quatro tópicos alguns dos trabalhos recentes da literatura seguidas por uma breve 

explicação sobre a bromelina, a papaína e algumas outras enzimas aplicadas como agentes 

antimicrobianos e na biotransformação de fármacos tetraciclina e oxitetraciclina. 

 

2.4.1 Bromelina 

 

Nesse tópico tem-se alguns dos principais trabalho da literatura nos quais foram 

utilizados a enzima bromelina para diversas aplicações. Na Tabela 2 é possível observar 

se a enzima foi utilizada de forma livre ou imobilizada, a aplicação avaliada pelo estudo 

e a referência. 

 

Tabela 2 - Principais trabalhos da literatura utilizando bromelina na forma livre e/ou 

imobilizada 

Suporte Aplicação Referência 

Livre Clarificação de suco de romã (Cerreti et al., 2016) 

Nanocelulose bacteriana 

Aplicação terapêutica como 

agente cicatrizante, 

antibacteriano e antioxidante 

(Ataide et al., 2017) 

Encapsulação em alginato 

e quitosana 
Atividade antibacteriana (Anjos et al., 2018) 

Esporos de Bacillus sp. 

Aplicação terapêutica como 

agente cicatrizante, 

antibacteriano e antioxidante 

(Nwagu; Ugwuodo, 2019) 

Nanofibras eletrofiadas de 

triacetato de celulose 

Aplicação terapêutica como 

agente cicatrizante e anti-

inflamatório 

(De Melo Brites et al., 2020) 
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CLEA 
Aplicação terapêutica 

antitumoral 
(Wang et al., 2020) 

Livre 
Amaciantes de carne de lula 

jumbo 
(Jun-Hui et al., 2020) 

Livre Hidrólise enzimática (Borrajo et al., 2020) 

Nanopartículas de Ouro Aplicações terapêuticas (Brito et al., 2021) 

Livre Amaciante para carne suína (Saengsuk et al., 2021) 

Estrutura lamelar 

semelhante a Flowers de 

fosfato de cobalto 

Obtenção do suporte por via 

alternativa 
(Ma et al., 2022) 

Fonte: elaborada pela autora 

 

Cerreti et al. (2016) estudaram o efeito das enzimas pectinase Klerzyme, 

bromelina e papaína na turbidez durante o armazenamento a frio e estabilidade de cor do 

suco de romã visto que essas características afetam diretamente a escolha do consumidor. 

Os autores estudaram cada enzima separadamente e a combinação da pectinase com 

bromelina e com papaína. As amostras foram colocadas em banho-maria a 50 °C por 2 h 

e em seguida aquecidas a 85 °C por 1 min para inativar a enzima. Os autores afirmaram 

que para as amostras utilizando apenas bromelina e papaína, a turbidez não tem redução 

quando comparada com a amostra padrão, porém tem efeito sinérgico quando são 

utilizadas em combinação com a pectinase, possuindo os melhores resultados, além de 

não alterarem composição das antocianinas e a cor do suco. 

Ataide et al. (2017) desenvolveram um dispositivo a base de nanocelulose 

bacteriana para a liberação controlada de bromelina. Inicialmente as membranas de 

nanocelulose foram produzidas através do cultivo de Gluconacetobacter xylinus (ATCC® 

53582TM) em cultura estática e posteriormente purificada. As membranas foram então 

submersas em solução de bromelina esterilizada e incubadas a 25 °C sob 100 rpm por 24 

h. A membrana com bromelina imobilizada foi avaliada quanto as propriedades físico-

químicas, concentração de proteínas, atividade antioxidante e antimicrobiana. Os autores 

concluíram que a membrana de nanocelulose bacteriana é capaz de absorver e liberar de 

forma seletiva a bromelina e que ao ser incorporada a membrana tem sua atividade 

antimicrobiana aumentada em até 9 vezes. 

Anjos et al. (2018) estudaram o efeito inibidor e antibacteriano das enzimas 

papaína e bromelina, após tratamento térmico a 80 °C durante 10 min, contra cinco 

espécies de Alicyclobacillus spp. para aumentar a vida útil de alimentos cítricos, visto que 

essa bactéria é deteriorante de alimento com baixo pH. Para isso, os autores encapsularam 

as enzimas em alginato e quitosana pelo método de spray drying para reduzir a perda de 
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atividade da enzima durante o tratamento térmico, simulando o processo de 

pasteurização. Os autores chegaram à conclusão de que a papaína e bromelina livres 

apresentam potencial antimicrobiano significativo contra cepas de Alicyclobacillus spp. 

e que a microencapsulação é uma alternativa para manter parte da atividade dessas 

enzimas. Foi observado que a papaína perde sua atividade inibitória, à medida que os 

valores de concentração mínima inibitória aumentam e que a enzima bromelina não 

obtém resultados satisfatórios após serem submetidas ao tratamento térmico. 

Nwagu e Ugwuodo (2019) criaram um suporte comestível a partir dos esporos 

de Bacillus sp. para imobilização de bromelina e posterior aplicação terapêutica não 

especificada. Os autores avaliaram parâmetros como o efeito do pH, da temperatura e da 

concentração enzimática na imobilização da bromelina seguido da caracterização do 

derivado. Foi observado que a bromelina se tornou mais estável, teve aumento na 

estabilidade quanto a variação de pH e temperaturas elevadas, o que pode viabilizar seu 

uso como suporte comestível, sendo necessário maiores estudos como por exemplo 

aplicação in vivo. 

De Melo Brites et al. (2020) sintetizaram triacetato de celulose a partir do bagaço 

de cana-de-açúcar para obtenção de membranas de nanofibras contendo bromelina pela 

técnica de eletrofiação com aplicação terapêutica como material cicatrizante e anti-

inflamatório para possibilitar o tratamento de feridas, queimaduras, feridas promovidas 

por diabetes e pós-cirúrgicas, úlceras de pressão, entre outras. As membranas foram 

reticuladas com glutaraldeído durante a obtenção das nanofibras. Os autores analisaram 

in vitro por testes de liberação controlada e concluíram que, após 3 dias, a bromelina é 

totalmente liberada. 

Wang et al. (2020) produziram nanopartículas sensíveis ao pH foram preparados 

por reticulação de bromelina por meio de ligações orto-éster para aplicação terapêutica. 

Nesse estudo, as nanopartículas de bromelinas foram utilizadas para liberação controlada 

de fármaco anticâncer e para degradar a matriz extracelular densa que serve para envolver 

células tumorais, restringindo a permeação de drogas terapêuticas nos tecidos tumorais. 

Os autores desenvolveram um novo nanocarreador sensível ao pH, no qual ao acessar a 

área tumoral inicia-se o processo de degradação da matriz extracelular densa liberando o 

fármaco e o desprendimento de bromelina. Ao realizarem testes in vivo perceberam que 

a bromelaína pode melhorar tanto o acúmulo quanto a permeação do fármaco no local do 

tumor podendo também apresentar um efeito sinérgico, assim como inibir o crescimento 

tumoral. 
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Jun-Hui et al. (2020) utilizaram as enzimas papaína e bromelina como 

amaciantes da lula jumbo. Após remoção das cabeças e vísceras, a lula foi lavada e 

fracionada em pequenos pedaços, com aproximadamente 3,0–3,5 cm de largura e 15,0–

15,5 cm de comprimento e, então, embebidos em água destilada com bromelina ou 

papaína por 40 min em banho-maria a 30 °C. Foram realizados ensaios de textura, 

atividade proteolítica, capacidade de retenção de água e índice de fragmentação 

miofibrilar. Os autores relataram que tanto a papaína quanto a bromelina possuem alta 

atividade proteolítica quando aplicada como amaciante para lula jumbo nessas condições, 

reduzindo desvantajosamente a capacidade de retenção de água e gerando maior número 

de pequenos fragmentos nos tecidos musculares, diminuindo a estabilidade e integridade 

da microestrutura. 

Borrajo et al. (2020) utilizaram alcalase, bromelina e papaína para obtenção de 

hidrolisados a partir de proteínas de fígado suíno para posterior utilização como 

antioxidantes e agente antimicrobiano. A hidrolise enzimática foi realizada em duas 

durações diferentes, 4 e 8 h na condição de pH ideal para cada enzima. As reações foram 

desativadas aquecendo as amostras por 3 min a 95 °C. As misturas foram então 

rapidamente arrefecidas até à temperatura ambiente em banho de gelo, centrifugadas a 

10.000 x g por 10 min e, então, filtradas pela técnica de ultrafiltração a vácuo usando 

filtros de membrana de celulose regenerada. Quanto à atividade antioxidante, os 

hidrolisados foram avaliados utilizando 4 diferentes métodos, DPPH, ABTS, FRAP e 

ORAC. Como agente microbianos foram utilizados contra bactérias Gram-positivas 

(Brochothrix thermosphacta, L. monocytogenes e S. aureus) e Gram-negativas (P. 

aeruginosa, E. coli e S. enterica) pelo método de teste de halo. Os autores observaram 

que o tipo de enzima e a duração do processo influenciaram a hidrólise das proteínas 

hepáticas e que nenhum dos hidrolisados possuíam atividade microbiana contra bactérias 

Gram-negativas, mas que aqueles obtidos por bromelina e alcalase foram capazes de 

paralisar a expansão de B. thermosphacta e L. monocytogenes. 

Brito et al. (2021) imobilizaram bromelina em interfaces de nanopartículas de 

ouro para aplicações terapêuticas. Foi observado que durante a síntese das nanopartículas 

de ouro a enzima bromelina pode ser utilizada como agente redutor e estabilizador. Os 

autores afirmam que ao imobilizar a enzima nas nanopartículas, esta teve melhorias na 

estabilidade da atividade específica, de armazenamento e térmica. Apesar de 

mencionarem que o uso seria terapêutico, os autores não indicam possíveis aplicações. 
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Saengsuk et al. (2021) utilizaram bromelina em várias concentrações como 

amaciante de carne suína reestruturada. Foram retirados excesso de gordura e pele da 

carne, esta foi moída, adicionado água, bromelina e uma pré-mistura de alginato sob 

agitação por um tempo total de 5 min. A carne suína foi reestruturada em anel circular de 

aço inoxidável com diâmetro de 5,5 cm e altura de 1,5 cm, acondicionados em bolsa 

plástica e selados a vácuo. A enzima foi ativada a 50 °C por tempo que variou entre 3 e 

12 min e, inativada a 95 °C por tempo fixo de 10 min. O mesmo processo foi realizado 

para amostras sem adição de bromelina. Os autores concluíram que as amostras contendo 

bromelina tiveram força de cisalhamento, parâmetros de textura (dureza, coesividade, 

elasticidade, gomosidade, mastigabilidade e adesividade) e degradação proteica 

fortemente afetadas. Foram obtidos bifes com menor força de cisalhamento ao serem 

fatiados, melhor mastigablidade, além de manterem a cor vermelha, resultados favoráveis 

comparados as amostras que não possuíam a enzima. Os autores sugerem que o processo 

utilizado pode ser implementado em escala industrial agregando o valor das aparas de 

carne suína fornecendo um produto destinado a pessoas com disfunção mastigatória, 

como consumidores idosos. 

Ma et al. (2022) imobilizaram bromelina em fosfato de cobalto sólido produzido 

utilizando cloreto de colina e betaína-glicerol como solvente eutético. A imobilização foi 

baseada na interação específica entre os íons cobalto do carreador e as cisteínas inerentes 

contidas nas moléculas de bromelina. A interação específica entre cobalto e bromelina 

promoveu a agregação semelhantes a flores expandindo a área superficial do suporte 

potencializando a adsorção da bromelina, assim como melhorou a estabilidade e 

eficiência catalítica da enzima no suporte em relação a enzima livre. 

 

2.4.2 Papaína 

 

A Tabela 3 apresenta alguns trabalhos que utilizaram papaína, se a enzima foi 

imobilizada, a aplicação avaliada pelo estudo e a referência. 
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Tabela 3 - Principais trabalhos da literatura utilizando papaína na forma livre e/ou 

imobilizada 

Suporte Aplicação Referência 

Nanopartículas 

magnéticas revestidas de 

sílica 

Clarificação de sucos de frutas 
(Mosafa; Moghadam; 

Shahedi, 2013) 

Livre 
Atividade antimicrobiana contra 

E. coli e L. monocytogenes. 
(Eshamah et al., 2014) 

Encapsulada por 

eletrofiação e imobilizada 

por ligação covalente 

Biossensor (Moreno-Cortez et al., 2015) 

Livre Clarificação de suco de romã (Cerreti et al., 2016)* 

Livre (extrato) 

Atividade antimicrobiana contra 

Salmonella Typhimurium e 

amaciantes de carne bovina 

(Saeed et al., 2017) 

Encapsulação em alginato 

e quitosana 
Atividade antibacteriana (Anjos et al., 2018)* 

Óxido de Grafeno Obtenção do suporte (Gu et al., 2018) 

Livre Hidrólise enzimática (Borrajo et al., 2020)* 

Suporte híbrido com 

nanopartículas de ZnO e 

quitosana 

Aplicação biomédica (Soares et al., 2020) 

Livre (extrato) 

Atividade antimicrobiana contra 

salmonella spp e amaciantes de 

carne de frango 

(Chen et al., 2022) 

Incorporada a filmes 

comestíveis à base de 

amido 

Amaciante de carne bovina (Wongphan et al., 2022) 

*Referência mencionada na Tabela 2 e não serão descritas no texto novamente. 

Fonte: elaborada pela autora 

 

Mosafa, Moghadam e Shahedi (2013) estudaram a preparação de nanopartículas 

magnéticas de ferro revestidas com sílica para imobilização química da papaína e 

avaliaram sua aplicação como agente clarificante do suco de romã. Para o processo de 

imobilização, os autores estudaram diferentes valores de pH (3 a 9), de temperatura (10 a 

50 °C) e tempo de contato entre a enzima e as nanopartículas (1 a 9 h), sendo a melhor 

condição como 27,3 °C; pH 7,1; concentração de enzima: 3,3 mg‧mL-1; e tempo de 

imobilização: 10 h, obtido segundo o modelo de otimização por superfície de resposta. 

Os autores revelam que a papaína imobilizada apresentou melhores resultados quanto a 

clarificação do suco, atividade enzimática em maior amplitude de temperatura e pH, além 

de melhor estabilidade de armazenamento e possibilidade de reutilização. 
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Eshamah et al. (2014) estudaram a eficácia das proteases actidina e papaína, 

normalmente utilizadas como amaciantes de carne pela indústria, na redução de L. 

monocytogenes e de uma população mista constituída por 3 cepas de E. coli em carne 

bovina. Diferentes concentrações enzimáticas foram utilizadas. Uma alíquota de 0,5 mL 

do inóculo com 5-6 log UFC‧cm-2 foi pipetado sobre a carne, após 5 min em temperatura 

ambiente foi adicionado 1 mL de solução enzimática e então, as amostras foram mantidas 

em sacos selados em três temperaturas diferentes (5, 25 e 35 °C). Os autores observaram 

que a redução média de E. coli foi maior quando comparada a L. monocytogenes e para 

as maiores concentrações de enzima a redução bacteriana também foi maior. Quando 

comparadas as enzimas e o efeito de redução de cada uma, a actidina obteve melhores 

resultados se for observado apenas a redução, porém a concentração máxima de actidina 

foi de 700 mg‧mL-1 contra 10 mg‧mL-1 de papaína. 

Moreno-Cortez et al. (2015) encapsularam papaína em nanofibras de poli(álcool 

vinílico) por meio da técnica de eletrofiação sem uso de qualquer solvente orgânico e 

utilizaram vapor de glutaraldeído para reticular a nanofibra promovendo imobilização da 

papaína por meio de ligações covalente. A concentração de enzima foi calculada em 

relação a massa do polímero. Após reticulação as nanofibras eram tratadas termicamente 

a 40 °C por 20 min, armazenadas em temperatura ambiente por 24 h e então eram 

utilizadas para as demais análises. As nanofibras foram caracterizadas quanto a 

morfologia e em relação a atividade enzimática. Os autores observaram que a papaína 

imobilizada manteve 88% da atividade catalítica quando comparada com a enzima livre 

e puderam ser utilizadas por 6 ciclos seguidos. Quanto a estabilidade de estocagem, a 

enzima manteve 40 % de atividade catalítica em comparação com a atividade inicial após 

14 dias. Os autores sugerem a aplicação como de biossensores especializados na detecção 

de íons metálicos. 

Saeed et al. (2017) obtiveram quatro extratos diferentes de mamão, a partir das 

cascas do mamão verde e maduro e o látex dos frutos verdes e maduros. Foram analisados 

quanto a concentração proteica, atividade proteolítica, atividade antibacteriana e 

concentração inibitória mínima contra Salmonella typhimurium e como amaciante de 

carne. O pH de estudo foi o obtido em cada extrato e variou entre 4.5 e 6.0. Quanto a 

atividade antibacteriana, os autores observaram que os extratos da casca madura e o látex 

do fruto verde tiveram melhor potencial para controlar o crescimento de S. Typhimurium, 

sendo o extrato de látex do fruto verde o que obteve melhores resultado e apenas ele foi 



43 

 

utilizado nas análises como amaciante de carne. Os autores afirmam que houve melhora 

quanto a textura e a aceitabilidade, porém houve perdas quanto a suculência e a cor. 

Gu et al. (2018) avaliaram a imobilização da papaína em suporte de óxido de 

grafeno com o auxílio de 3-aminopropiltrietoxisilano como agente ligante. Os autores 

estudaram a otimização das condições de imobilização a partir de parâmetros como 

estabilidade térmica e de armazenamento, pH e temperatura ótimos, atividade enzimática 

e reúso, caracterizando o derivado óxido de grafeno e papaína. Todas as análises 

realizadas para a enzima imobilizada foram comparadas à enzima livre, os autores 

observaram que para a razão de 6,75 mg·g-1 de enzima por óxido de grafeno foi obtido o 

melhor rendimento e eficiência de imobilização, atingindo 78% e 63%, respectivamente, 

obtidos na temperatura de 35 °C e pH 8. No entanto, a papaína quando imobilizada tem 

pH ótimo igual a 7 e a enzima livre em 8. Quanto ao armazenamento, após 30 dias a 

papaína imobilizada manteve 63% da sua atividade inicial contra apenas 41% da enzima 

livre. 

Soares et al. (2020) estudaram o desenvolvimento de um novo biomaterial de 

composição híbrida constituído por nanopartículas de óxido de zinco e quitosana para 

imobilização de papaína utilizando glutaraldeído como agente ligante para aplicações 

biomédicas. Inicialmente foram produzidas as nanopartículas e então incorporadas a uma 

solução de quitosana e mantido por 30 min em agitação magnética. Em seguida foi 

adicionado NaOH para precipitar as nanopartículas que foram lavadas e secas por 2 h a 

100 °C. Para a imobilização, o suporte foi ativado com glutaraldeído a 2,5% (v/v) durante 

2 h e então lavado e adicionado em uma solução de papaína de 6 g‧L-1 por 2 h. O novo 

nanomaterial foi caracterizado quanto a microestrutura, hidrólise de colágeno, 

degradação de caseína, aplicação em camundongos e citotoxicidade. Os autores 

concluíram que a obtenção do suporte híbrido e imobilização da papaína foi de grande 

êxito visto que a enzima não perdeu a capacidade proteolítica, apresenta baixa 

citotoxicidade, não ativa o sistema fagocitário celular. Além de que o novo nanomaterial 

é uma alternativa de baixo custo que também pode ser aplicada na imobilização de outras 

enzimas. 

Chen et al. (2022) estudaram a combinação entre o uso do extrato de mamão e 

processamento a alta pressão para inativar Salmonella spp. em carne de peite de frango 

cru. Foi investigado a inativação da Salmonella spp., a qualidade e microestrutura da 

carne após processamento. As amostras foram fracionadas em pedaços de 5 g e então 

tratadas com extrato do mamão por 1, 3 ou 5 h seguido pelo processamento a alta pressão 
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utilizando 350 ou 450 MPa de pressão. Os autores observaram que apenas o tratamento 

com o extrato de mamão não é suficiente para inibir o crescimento da Salmonella spp., 

mas que as células podem ser lesionadas e ao combinar o processamento a alta pressão 

pode-se alcançar uma redução superior a 5 log UFC‧g-1. Porém, parâmetros como pH, cor 

e microestrutura da carne foram afetados negativamente. 

Wongphan et al. (2022) desenvolveram embalagens comestíveis utilizando 

amido de mandioca pré-gelatinizado de alta e baixa dissolução incorporados com papaína 

para serem aplicados para o amaciamento de carnes. Os filmes foram produzimos 

misturando, por 3 h contínuas, 5% (p/p) de amido pré-gelatinizado com 35% (p/p) de 

glicerol e água destilada. Em seguida a papaína em pó era adicionada em diferentes 

proporções (0%, 5%, 10% e 15% p/p) e agitados a 25 °C por mais 1 h. Os autores 

observaram que a papaína modifica as ligações OH do amido, alterando sua estrutura 

ordenada, conferindo maior elasticidade aos filmes, reduzindo a sensibilidade e 

solubilidade à água. Para avaliar a maciez da carne, os filmes foram colocados em contato 

com pedaços de carne por 1 h e então avaliados os valores de cisalhamento Warner-

Bratzler e dureza. Os filmes obtidos com amido de alta dissolução apresentaram melhores 

resultados quanto a maciez da carne devido a rápida dissolução e liberação da papaína, 

enquanto os filmes com baixa dissolução conferiram maior estabilidade a estrutura do 

filme. Foi concluído que os filmes obtidos produziram embalagens funcionais eficazes 

que modificaram as texturas da carne. 

 

2.4.3 Enzimas como Agentes Antimicrobianos e Biotransformadoras de 

Fármacos 

 

A Tabela 4 -Tabela 4 apresenta alguns estudos que utilizaram enzimas, livres ou 

em forma de derivados, como agentes antimicrobianos e como biotransforadoras de 

tetraciclinas. 
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Tabela 4 - Principais trabalhos da literatura utilizando enzimas na forma livre e/ou 

imobilizada como agente antimicrobiano e biotransformador de fármacos. 

AGENTE ANTIMICROBIANO 

Suporte Enzima Referência 

Óxido de grafeno 

Óxido de grafeno 

Reduzido 

Lisozima (Duan et al., 2015) 

Grânulos de celulose Glicose oxidase (Califano et al., 2021) 

Óxido de zinco 

Óxido de ferro (II, III) 
α-amilase (Długosz et al., 2021) 

BIOTRANSFORMADOR DE FÁRMACOS 

Suporte Suporte Suporte 

Nanopartículas 

magnéticas 

Lacase cerrena (Yang et al., 2017) 

Membrana de 

microfiltração de fibra 

oca de polissulfona 

Tirosinase e lacase (Ba et al., 2018) 

Livre Peroxidase de raiz-forte (Leng et al., 2020) 

Espuma de sílica 

mesoestruturada 
Lacase (Zdarta et al., 2020) 

Fonte: elaborada pela autora 

 

A seguir um breve resumo dos estudos selecionados sobre enzimas como agentes 

antimicrobianos: 

 

Duan et al. (2015) estudaram o uso do óxido de grafeno e óxido de grafeno 

reduzido como suporte para imobilização da enzima lisozima como agente bio-

antibacteriano. Os autores averiguaram que a lisozima tem um excelente desempenho 

antibacteriano e que os produtos da biocatálise não são tóxicos. Após essa etapa foram 

confeccionadas membranas de ultrafiltração híbridas com cada óxido (grafeno e grafeno 

reduzido) com polietersulfona via método de inversão de fases para avaliar a formação 

de biofilmes. 

Califano et al. (2021) estudaram o desenvolvimento de grânulos de celulose 

antimicrobianos utilizando glicose oxidase para liberar peróxido de hidrogênio em 

concentrações antimicrobianas com o objetivo de encontrar uma alternativa aos 

antibióticos. Os autores avaliaram fatores como resistência mecânica, vida útil e produção 

de peróxido de hidrogênio para otimizar a produção dos grânulos funcionalizados com a 

enzima. Por meio de testes de inibição do crescimento de P. aeruginosa, E. coli e S. 
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aureus e observou-se que eles foram capazes de inibir o crescimento de todos os 

microrganismos testados. Os autores sugerem aplicações potenciais como a fabricação de 

produtos biomédicos e aditivos para preservação de alimentos. 

Długosz et al., (2021) estudaram a imobilização da enzima α-amilase em 

nanopartículas de ZnO e Fe3O4, e determinaram as melhores condições do processo, como 

concentrações de enzimas, temperaturas e tempos, analisando o equilíbrio e a cinética de 

adsorção. A α-amilase imobilizada em Fe3O4 foi investigada para aplicação como 

catalisador na hidrolise de amido e manteve alta atividade catalítica. O ZnO-α-amilase 

foi investigado quanto as propriedades antimicrobianas contra P. fluorescens e E. coli. Os 

autores observaram que as propriedades antimicrobianas da amilase preparada a partir de 

ZnO resultam da ação sinérgica das nanopartículas de óxido de zinco com a enzima, uma 

vez que a α-amilase em si não possui propriedades antimicrobianas. A cinética de pseudo-

segunda ordem e a isoterma de Langmuir foram as melhores para descrever os processos 

de imobilização. 

 

A seguir um breve resumo dos estudos selecionados sobre enzimas como 

biotransformadores de fármacos: 

 

Yang et al. (2017) estudaram a lacase Cerrena para formar agregados 

enzimáticos de ligações cruzadas (CLEAs) com nanopartículas de magnetita para 

utilização na degradação de sete antibióticos e avaliar a atividade antimicrobiana da 

tetraciclina e oxitetraciclina. Foi utilizado glutaraldeído como agente ligante entre as 

partículas magnéticas e a enzima. Os autores realizaram testes de degradação com 

concentração de 100 mg∙L-1 para os fármacos com e sem mediador redox ABTS. Eles 

averiguaram que na ausência do mediador, a degradação da tetraciclina e oxitetraciclina 

pela lacase Cerrena teve maior eficiência, enquanto que para sulfametoxazol, ampicilina 

e trimetoprima a degradação foi elevada na presença do mediador. Já para o cloranfenicol 

a degradação não ocorreu, nem mesmo na presença do mediador redox. A degradação 

total da tetraciclina se deu com 48 h em pH 6 a 25 °C, sendo mais de 80 % de degradação 

em 12 h. Também foi observado redução significativa na atividade antimicrobiana da 

tetraciclina e oxitetraciclina. 

Ba et al. (2018) estudaram a eficiência de um biorreator híbrido de agregados de 

tirosinase e lacase reticulados combinados e membrana de microfiltração de fibra oca de 

polissulfona para remoção uma mistura de 14 produtos farmacêuticos em concentração 
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ambientalmente relevante de 10 μg·L-1. Os autores observaram que a remoção completa 

de todos os produtos farmacêuticos após 5 dias de operação contínuo e destacam que a 

remoção completa para diferentes tipos de fármacos é devido a ação sinérgica da 

membrana e das enzimas insolúveis. O biocatalisador reteve quase 70% de sua atividade 

enzimática inicial durante o período de tratamento. Os autores afirmam que os resultados 

dão promissores e sugerem que o biorreator híbrido poderia ser avaliado para outas 

enzimas e fármacos. 

Leng et al. (2020) investigaram o uso da enzima peroxidase de raiz-forte (HRP), 

com ou sem um mediador redox chamado ácido 2,2-Azino-bis-(3-etilbenzotiazolina-6-

sulfônico) (ABTS), para degradar a tetraciclina em tratamento de água. Os autores 

observaram que a taxa de remoção da tetraciclina foi influenciada pela temperatura e pH 

da água, devido à atividade enzimática e à presença do ABTS. A adição de ABTS 

acelerou a degradação da tetraciclina. Os autores propuseram possíveis mecanismos de 

transformação da tetraciclina e concluíram que o sistema HRP/ABTS tem potencial para 

tratamento de efluentes domésticos contaminados por tetraciclina. No entanto, são 

necessárias otimizações no projeto do tratamento enzimático para tornar essa tecnologia 

ainda mais eficiente. 

Zdarta et al. (2020) utilização espuma de sílica mesoestruturada sem e com 

funcionalização utilizando cobre como suporte para imobilização da enzima lacase de 

Trametes versicolor. Foi obtido rendimento de imobilização de 95% e 85%, 

respectivamente. Os derivados enzimáticos foram utilizados para degradação de 

tetraciclina em solução aquosa. Os autores observaram que a modificação da superfície 

da espuma de sílica melhorou a atividade enzimática, mantendo melhor atividade em uma 

ampla faixa de pH e temperatura, além de permitir a remoção completa da tetraciclina da 

solução aquosa na concentração de 1 mg L-1. 

 

Este estudo inovador propõe a imobilização das proteases bromelina e papaína 

em nanofolhas de óxido de grafeno, estabelecendo um marco pioneiro nessa área de 

pesquisa. Dois processos de imobilização foram utilizados, com e sem utilização de 

glutaraldeído como agente ligante. Os derivados suporte-enzima podem ser empregados 

em diversas aplicações, para este estudo foram avaliados como agentes antimicrobianos 

contra a bactéria Escherichia coli em meio de cultura BHI e em suco de maçã 

industrializado e, na biotransformação dos antibióticos tetraciclina e oxitetraciclina em 

meio aquoso. 



48 

 

 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 MATERIAL 

 

Para a síntese de óxido de grafeno foram utilizados grafite em pó com 99% de 

carbono (Sigma-Aldrich Chemical Co, EUA), ácido sulfúrico P.A., nitrato de sódio P.A. 

e permanganato de potássio P.A. (Nuclear, Brasil), peróxido de hidrogênio a 30% P.A. 

(PanReac AppliChem, Itália), água destilada e gelo para resfriamento durante a reação. 

As enzimas utilizadas neste estudo foram bromelina do caule de abacaxi 

(atividade ≥ 3 U·mg-1 de proteína) e papaína de Carica papaya (atividade ≥ 3,6 U·mg-1 

de proteína), ambas adquiridas da Sigma-Aldrich Chemical Co (EUA). Para as demais 

análises foram utilizados caseína (Dinâmica Química, Brasil), ácido tricloroacético 

(TCA, Neon, Brasil), reagente de Bradford, Albumina de soro bovina (BSA) (Sigma-

Aldrich) e tirosina (Synth, Brasil). Todas as análises foram realizadas em solução tampão 

pH 6, 7 e 8 (fosfato de potássio) e pH 9 (carbonato de sódio) na concentração de 50 mmol. 

A cepa utilizada neste estudo foi E. coli (ATCC® 10536™) adquirida da Coleção 

de Microrganismos de Referência em Vigilância Sanitária – CMRVS (Fundação Oswaldo 

Cruz – FIOCRUZ, Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, Brasil). Foram utilizados os meios de 

cultura ágar padrão para contagem (plate count agar – PCA) e caldo brain heart infusion 

(BHI), e água peptona, todos adquiridos na Kasvi (Brasil) e preparados conforme 

instrução do fabricante. E suco de maçã comercial esterilizado por temperatura ultra alta 

(ultra high temperature – UHT) da marca Del Valle, Coca-Cola. 

 

Os antibióticos utilizados no estudo de biotransformação via enzimática foram a 

tetraciclina e oxitetraciclina, todos adquiridos na Sigma-Aldrich. 

 

 METODOLOGIA 

 

3.2.1 Síntese do Óxido de Grafeno 

 

A síntese foi realizada segundo o método de Hummers com modificações 

(HUMMERS; OFFEMAN, 1958). Em banho de gelo e sob agitação magnética, 

adicionou-se 1 g de grafite e 23 mL de ácido sulfúrico P.A. em um Erlenmeyer de 250 

mL. A solução permaneceu sob agitação magnética por 15 min, para garantir a completa 
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dispersão do grafite e em seguida, adicionou-se 0,5 g de nitrato de sódio e 3 g de 

permanganato de potássio, mantendo a agitação contínua por 2 h. Após completa 

homogeneização, a solução foi mantida em banho-maria (Dist DI911-S) a 35 °C onde 

permaneceu por 30 min, observando a formação de uma pasta de coloração marrom. Em 

seguida, adicionou-se 46 mL de água destilada e elevou-se a temperatura do banho-maria 

para 98 °C, deixando por mais 30 min. Após esse período, o meio foi transferido para um 

béquer e colocado novamente sob agitação magnética. Em seguida, adicionou-se 140 mL 

de água destilada e 10 mL de peróxido de hidrogênio a 30% sob agitação constante e 

lenta, por 15 min. Observou-se a mudança da cor marrom escuro para marrom com 

aspecto dourado. 

O meio reacional foi mantido em repouso por 15 h, em seguida, centrifugou-se 

(Fanem Excelsa II-Mod206BL) à 3600 rpm (aproximadamente 1450 força g) por 30 min, 

descartando o sobrenadante. O material decantado passou por cinco lavagens com ácido 

clorídrico à 1 M e dez vezes com ácido clorídrico à 0,1 M. Após cada lavagem o óxido 

de grafeno foi ressuspenso utilizando um vórtex (Biomixer QL-901) e novamente 

centrifugado à 3600 rpm por 60 min, observando-se a mudança de coloração do 

precipitado de amarelo escuro para preto. 

Após a lavagem com ácido, o óxido de grafeno foi lavado com água destilada, 

em torno de 70 °C, e centrifugado, nas mesmas condições anteriores, até o sobrenadante 

atingir pH próximo a 6. Observou-se a formação de gel quando o OG é lavado com água 

destilada. 

Diferentemente do processo realizado por Hummers, o gel obtido foi congelado 

em ultrafreezer vertical (Glacier) à -80 °C; e posteriormente, liofilizado em um 

liofilizador de bancada (L-101, Liotop) à -50 °C por um período de 48 h. 

Após a liofilização, o OG foi pesado e adicionado água destilada seguindo a 

proporção 1 mg∙mL-1 em relação a massa de grafeno e volume de água. A suspensão foi 

agitada em banho ultrassônico (Unique Ultraclean1600) por 6 h para esfoliação e 

obtenção das nanofolhas de OG. Para armazenamento, a suspensão contendo as 

nanofolhas de OG foi então distribuída em placas de Petri e secas em estufa à 60 °C; ao 

final, foi removido das placas e acondicionado em frascos de vidro de 5 mL 

hermeticamente fechados. 
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3.2.2 Caracterização do Óxido de Grafeno 

 

3.2.2.1 Preparação das amostras líquidas 

 

Uma suspensão de concentração 67 mg·L-1 foi preparada e a partir desta foram 

feitas 5 novas suspensões. Para preparar a suspensão inicial foi pesado 1 mg de OG e 

disperso em 15 mL de água destilada durante 6 h em banho ultrassônico. Para preparação 

das novas suspensões foram determinados 5 fatores de diluição (5, 10, 25, 50, 100) em 

água destilada e novamente agitadas por 1 h em banho ultrassônico. 

 

3.2.2.2 Caracterização química do OG 

 

Para confirmar a oxidação do grafite em óxido de grafeno, análises para 

identificação de ligações e elementos químicos foram realizadas. Por meio da análise de 

Espectroscopia de Energia Dispersiva de Raio-X (EDX) foi realizada a caracterização dos 

componentes elementares do OG utilizando um microscópio eletrônico de varredura 

(SEM-HITACHI TM3030) com EDX acoplado para uma amostra sólida. 

Foram realizadas análises diversas para identificar as ligações, grupos funcionais 

e características referentes a cristalinidade e oxidação desse material. Foi realizada uma 

varredura entre 200 e 600 nm de comprimento de onda para cinco amostras com 

concentrações 13,4; 6,7; 2,68; 1,34 e 0,67 ppm, em espectrofotometria UV-visível 

(Q898U2M5, Quimis); análise de Espectroscopia Raman (PeakSeeker PRO-785) 

realizada em um espectrômetro dispersivo com potência do laser a 5 mW e detector CCD 

TE-cooled para uma amostra no estado sólido sem tratamento prévio; Espectroscopia de 

Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR) por ATR da amostra sólida e, 

Difração de Raios-X (DRX) realizada em geometria Bregg-Brentanno, com 2θ variando 

de 3° a 40°. O espaçamento basal foi calculado a partir da Equação (1). 

 

𝑑 =
𝑛 ∙ λ

2 ∙ 𝑠𝑒𝑛θ 
 (1) 

 

no qual d é espaçamento interplanar, 𝑛 é a ordem de reflexão, λ é o comprimento de onda 

do raio-X (foi utilizado do cobre, 0,15418 nm) e θ é o ângulo incidente (posição do pico). 
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Quanto ao estudo das cargas superficiais e estabilidade da suspensão foi 

preparada uma amostra com concentração de 13,4 ppm e utilizado o equipamento Stabino 

Nanoflex para visualizar o perfil do potencial zeta desse material entre o pH 2 e 10. 

 

3.2.2.3 Caracterização microestrutural das nanofolhas de OG 

 

Para analisar a formação das nanofolhas e sua morfologia foram realizadas 

análises de microscopia eletrônica de varredura (MEV) e de transmissão (TEM). Para o 

MEV (JEOL JSM-6390LV) duas amostras foram preparadas, uma líquida com 

concentração de13,4 ppm, definida após a espectrofotometria UV-visível, gotejada em 

stub e seca, e uma segunda amostra na forma sólida que não passou por nenhum 

tratamento antes de ser fixada no stub. Não foi necessário fazer o recobrimento das 

amostras com ouro, pois o carbono é emissor de elétrons. Para o MET (JEM-1011, 

100kV) uma amostra líquida de concentração 13,4 ppm foi gotejada em um grid e seca 

em temperatura ambiente. 

 

3.2.3 Caracterização da Enzima Livre e Imobilizada 

 

3.2.3.1 Determinação da atividade enzimática e parâmetros cinéticos 

 

A atividade enzimática foi determinada para as enzimas bromelina e papaína na 

forma livre e imobilizada com e sem glutaraldeído, e expressa em U·mL-1, para diferentes 

pHs (solução tampão fosfato à 50 mmol para pH 6, 7 e 8, e solução tampão carbonato à 

50 mmol para pH 9) e diferentes temperaturas (25, 30, 40 e 50 °C). 

As análises foram realizadas de acordo com a metodologia utilizada por Canton 

et al. (2022). Em um microtubo de 2 mL foram adicionados 0,65 mL de solução 

enzimática (0,5 mg‧mL-1) e 0,65 mL de solução de caseína 0,65% (m/v). A mistura foi 

incubada por 20 min em banho com temperatura controlada. Ao final dos 20 min foram 

adicionados 0,65 mL de TCA a 10% (m/v) para interromper a reação. Os microtubos 

foram mantidos em temperatura ambiente por 10 min para então serem centrifugados por 

10 min a 8170 g. O sobrenadante foi quantificado por meio de um espectrofotômetro UV-

vis (Hitachi, U-2900) no comprimento de onda de 281 nm e a absorbância obtida foi 

relacionada com uma curva padrão de tirosina utilizando cubeta de quartzo. As soluções 
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de caseína e enzima foram preparadas em solução tampão no pH a ser estudado e ajustado 

conforme necessário. Todas as análises foram realizadas em triplicata e acompanhadas 

de um controle, sendo que este teve a adição de 0,65 mL de TCA em 0,65 mL de caseína 

e só então adicionou-se 0,65 mL da solução enzimática. 

O modelo de Michaelis-Menten foi utilizado para determinar os parâmetros 

cinéticos de velocidade máxima (Vmax) e a constante de Michaelis (Km). De forma 

semelhante à atividade enzimática, foi adicionado 0,65 mL de solução de caseína, porém 

variando a concentração entre 0,15 e 1,55 %. Em seguida, adicionou-se 0,65 mL de 

solução enzimática 0,5 mg‧mL-1 e ao final de 20 min, a reação era finalizada com adição 

de 0,65 mL de TCA a 10% (m/m). Todas as análises foram realizadas em triplicata e 

acompanhadas de um controle. 

 

3.2.3.2 Imobilização enzimática 

 

O processo de imobilização foi realizado pelos métodos físico e químico, 

utilizando glutaraldeído (Glu) 1% v/v como ligante. Com base no potencial zeta foi 

definido o pH 7 (50 mmol) para o processo de imobilização, pH de maior estabilidade do 

OG em suspensão. 

Inicialmente o OG foi agitado em banho ultrassônico por 6 h em solução tampão 

fosfato na proporção 1:1 (m/v). Para imobilização química, adicionou-se glutaraldeído e 

agitou-se, por 5 h, em agitador Kline (Splabor, SP-241-AN) à 150 rpm. Em seguida, o 

OG-Glu foi recuperado por centrifugação a 8170 g, lavado por 3 vezes com solução 

tampão pH 7 para remoção do glutaraldeído não ligado e novamente disperso utilizando 

um vórtex (Biomixer QL-901). 

Em ambos os processos de imobilização, as enzimas foram adicionadas nas 

proporções 1:1, 2:1 e 3:1 m/m de enzima:OG, e colocados em agitação à 150 rpm em 

agitador Kline a temperatura de 25 °C e pH 7. Essas proporções foram determinadas para 

visando saturação do suporte, uma vez que o suporte tem custo superior as enzimas 

bromelina e papaína. A cada 30 min, durante 2 h, foram retiradas alíquotas de 500 uL que 

foram centrifugadas a 8170 g para decantação do OG. As alíquotas foram ressuspendidas 

com 1 mL de solução tampão fosfato pH 7 para garantir que toda enzima não aderida ao 

suporte fosse quantificada. 

A concentração de enzima no suporte de OG (𝑞𝐸) foi determinada a partir da 

diferença das concentrações de proteína na solução inicial e no sobrenadante após o 
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período de imobilização e descontado a concentração de enzima perdida na lavagem, 

calculada conforme a Equação 2. 

 

𝑞𝐸 =
(𝐶𝑓,0 − 𝐶𝑓,𝑡)‧𝑉 −  𝐶𝑤‧𝑉𝑤

𝑊
 (2) 

 

em que 𝐶𝑓,0, 𝐶𝑓,𝑡 e 𝐶𝑤 é a concentração inicial, após o período de imobilização e na água 

de lavagem, respectivamente, de enzimas na solução (g·L-1); ; 𝑉 e 𝑉𝑤 o volume da solução 

e de lavagem do suporte (L); 𝑊 é a massa do OG (g) e 𝑞𝐸 é concentração de enzima no 

suporte (g‧g-1). 

 

Para determinar a concentração de proteína foi utilizado o método de Bradford 

(BRADFORD, 1976). Esse é um método bem aceito na literatura (LIANG et al., 2016; 

YANG et al., 2015; YÜCEL, 2012; ZDARTA et al., 2015) e que se baseia na mudança 

de cor da solução ácida de Coomassie Brilliant Blue G 250, ao se ligar a uma proteína a 

absorbância máxima muda de 465 para 595 nm. Os valores de absorbância das amostras 

são correlacionados a curva padrão construída com albumina de soro bovina (BSA). 

O rendimento de imobilização em proteína (𝑌𝑝) foi determinado relacionando-

se a quantidade de proteína total imobilizada e quantidade de proteína livre antes da 

imobilização, segundo a Equação 3. 

 

𝑌𝑝 =
qE‧ 𝑊

𝐶𝑓,0‧ 𝑉
  (3) 

 

na qual qE é concentração de enzima no suporte (g‧g-1), 𝑊 é a massa do OG (g); 𝑉 é o 

volume da solução (L); 𝐶𝑓,0 é a concentração enzimática da solução inicial (g·L-1) e 𝑌𝑝 é 

o rendimento de imobilização em proteína. 

 

Substituindo qE da Equação 2 na Equação 3, obtemos a Equação 4. 

 

𝑌𝑝 =  
(𝐶𝑓,0 − 𝐶𝑓,𝑡)

𝐶𝑓,0
− 𝐶𝑤.

𝑉𝑤

𝐶𝑓,0‧𝑉
 

  

(4) 
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sendo 𝐶𝑓,0, 𝐶𝑓,𝑡 e 𝐶𝑤 a concentração enzimática da solução inicial, ao final de 

imobilização e na água de lavagem (g·L-1), respectivamente; 𝑉 e 𝑉𝑤 o volume da solução 

e de lavagem do suporte (L) e, 𝑌𝑝 é o rendimento de imobilização em proteína. 

 

Foi determinado o rendimento de imobilização em atividade ou atividade 

recuperada (𝑌𝑎) relacionando-se a atividade total da enzima imobilizada e a atividade total 

da enzima livre antes da imobilização, segundo a Equação 5. 

 

𝑌𝑎 =
𝐴𝑖,𝑡

𝐴𝑓,0
  (5) 

 

Sendo 𝐴𝑖,𝑡 é a atividade total da enzima imobilizada ao final da imobilização (U) e 𝐴𝑓,0 é 

a atividade total da enzima livre no início da imobilização (U) e 𝑌𝑎 é a atividade 

enzimática recuperada. 

 

A eficiência de imobilização foi obtida relacionando-se a atividade específica da 

enzima imobilizada e a atividade específica da enzima livre em solução ou pela relação 

entre a atividade recuperada (𝑌𝑎) e o rendimento de imobilização (𝑌𝑝), de acordo com a 

Equação 6. 

 

𝐸 =
𝑎i

𝑎f
=

𝑌𝑎

𝑌𝑝
 (6) 

 

Onde, 𝐸 é a eficiência de imobilização, 𝑎i é a atividade específica da enzima imobilizada 

(U‧mg-1), 𝑎f é a atividade específica da enzima livre em solução (U‧mg-1), 𝑌𝑎 é a atividade 

recuperada ou rendimento da imobilização em atividade e 𝑌𝑝 é o rendimento da 

imobilização em proteína. 

 

A enzima imobilizada foi denominada como derivado enzimático. As 

nomenclaturas utilizadas em gráficos para enzima livre será a inicial da enzima (B para 

bromelina e P para papaína) seguida por L (B-L ou P-L), o derivado obtido por 

imobilização sem glutaraldeído será a inicial da enzima seguida por OG (B-OG ou P-OG) 
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e o derivado obtido por imobilização com glutaraldeído será a inicial da enzima seguida 

por OG-Glu (B-OG-Glu ou P-OG-Glu). 

Os derivados foram analisados por TEM para certificar que as enzimas ficaram 

aderidas ao OG. 

 

3.2.3.3 Avaliação de estabilidade dos derivados 

 

Os testes de estabilidade térmica e de estocagem foram realizados para as 

enzimas livres e imobilizadas física e quimicamente. A estabilidade térmica foi analisada 

em intervalos de 30 min durante 4 h à 50 °C, enquanto o teste de estabilidade de 

estocagem foi realizado à 4 °C até que a atividade enzimática relativa fosse reduzida em 

50%. 

A determinação da estabilidade de uso foi semelhante a análise de atividade 

enzimática, 0,65 mL de suspensão dos derivados com concentração enzimática em 0,5 

g‧L-1 foi adicionado em um microtubo de 2 mL, seguido da adição de 0,65 mL de solução 

de caseína 0,65% (m/v). A mistura foi incubada por 20 min em banho com temperatura 

de 50 °C. Ao final dos 20 min foram adicionados 0,65 mL de TCA a 10% (m/v) para 

interromper a reação. Os microtubos foram mantidos em temperatura ambiente por 10 

min para então serem centrifugados por 10 min a 4085 g. O sobrenadante foi quantificado 

por meio de um espectrofotômetro UV-vis (Hitachi, U-2900) no comprimento de onda de 

281 nm, enquanto o derivado suporte-enzima foi redisperso e realizado novamente o 

mesmo procedimento até que o valor de atividade relativa fosse inferior a 50% da 

atividade relativa do primeiro ciclo. 

As condições utilizadas foram pH e temperaturas ótimas dentre os valores 

estudados. Para papaína o pH para a enzima livre, imobilizada fisicamente e 

quimicamente foram 6, 7 e 7, respectivamente. Para a bromelina, os valores de pH foram 

7, 6 e 7. A temperatura que apresentou maior atividade foi 50 °C para todas as enzimas 

tanto na forma livre quanto de derivado. 
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3.2.4 Atividade Antimicrobiana das Enzimas 

 

3.2.4.1 Preparação do inóculo 

 

Para o preparo dos inóculos de E. coli, 100 µL das suspensões de células foi 

descongelada e transferida para um tubo contendo 10 mL de caldo BHI e, cultivada à 37 

°C por 16 h até a fase estacionária de crescimento para obter uma concentração de 109 

UFC‧mL-1. 

 

3.2.4.2 Preparação do derivado enzimático para análise da atividade antimicrobiana 

 

Para as análises utilizando o derivado enzimático, o OG foi inicialmente 

esterilizado em luz UV por 15 min e disperso em banho ultrassônico por 7 h diretamente 

no meio BHI ou em suco de maçã. A enzima foi pesada em ambiente estéril, adicionada 

ao OG disperso e colocados em agitação à 150 rpm em agitador Kline a temperatura de 

25 °C durante 1 h. 

 

3.2.4.3 Análise da atividade antimicrobiana da papaína e da bromelina 

 

As análises de atividade antimicrobianas foram realizadas em meio de cultura 

BHI a pH 7 e em suco de maçã comercial, com pH 4, esterilizado por temperatura ultra 

alta (ultra high temperature - UHT) da marca Del Valle. 

Para as análises de atividade antimicrobiana em meio de cultura, foram 

realizadas diluições seriadas do inóculo em caldo BHI para se obter uma concentração 

inicial de 107 UFC‧mL-1. Os experimentos foram realizados em tubos contendo 10 mL de 

caldo BHI em temperatura isotérmica de 25°C em Biologic Oxygen Demand (BOD) 

(Tecnal, TE391-1) e registrada por mini data-logger (Texto, 174 H). As análises de 

atividade microbiana em suco de maçã ocorreram de forma análoga, porém as diluições 

e experimentos foram realizados também em suco. Foi determinada a temperatura de 25 

°C pois essa é a temperatura de comercialização de suco esterilizado por temperatura ultra 

alta. Todas as cinéticas foram acompanhadas por 24 h e para cada análise foi realizado 

um controle sem enzima. 
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Para bromelina, foram analisadas concentrações de 10, 12 e 15 g‧L-1 dissolvidas 

diretamente no meio de cultura. Para a papaína foram analisadas concentrações de 5, 8 e 

10 g‧L-1 também dissolvidas diretamente no meio de cultura. Essas concentrações foram 

determinadas por meio do estudo da literatura (ESHAMAH et al., 2014; WONGPHAN 

et al., 2022). As concentrações de 1 e 2 g‧L-1 também foram analisadas com ambas as 

enzimas nas formas livre e para os derivados B-OG e P-OG em meio BHI e em suco de 

maçã. 

Para quantificação de E. coli, por contagem padrão em placas, diluições seriadas 

em água peptonada foram preparadas e alíquotas de 100 µL das diluições foram semeadas 

em superfície de PCA e, em seguida, incubadas em BOD a 37 °C por 24 h. 

A média e o desvio padrão da contagem de UFC‧mL-1 de três amostras 

independentes de cada amostragem, as quais foram retiradas em intervalos de tempo pré-

determinados, de cada ponto da curva de inativação e/ou crescimento foram calculados 

para determinar a cinética. 

 

3.2.5 Biotransformação via Enzimática dos Fármacos 

 

A análise da biotransformação dos fármacos com papaína e bromelina livres foi 

realizada em batelada e quantificada por espectrofotometria UV-vis. Para isto, construiu-

se a curva padrão para cada fármaco utilizando soluções entre 1 e 24 mg‧L-1 em um 

comprimento de 357 nm, característico das tetraciclinas. Foram preparadas soluções de 

100 mg‧L-1 para cada antibiótico, em água (pH 3,5) e em solução tampão fosfato à 50 

mmol (pH 6 e 7). Em um Erlenmeyer foi adicionado 75 mL da solução do antibiótico e 

540 µL de solução enzimática (0,5 g‧L-1) resultando em aproximadamente 3,6% m/m de 

enzima em relação ao fármaco. A solução foi colocada em agitação contínua em duas 

temperaturas, 25 e 40 °C, e protegida da luz. Uma alíquota foi retirada em tempos pré-

estabelecidos de reação (0, 0,5, 1, 2, 3, 4, 6, 8 e 10 h) e analisada em espectro UV-vis 

(Q898U2M5, Quimis). As análises foram realizadas em triplicatas. 

Foi avaliada a ação do derivado B-OG como agente biotransformador para TC e 

OTC em pH 7 como descrito acima para as enzimas livres. 
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  RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 Caracterização do Óxido de Grafeno 

 

O óxido de grafeno (OG) produzido foi caracterizado por espectroscopia 

dispersiva de raios-X para identificação dos elementos químicos que compõe a molécula 

e suas proporções. A porcentagem em átomos fornecidos pelo microscópio de energia 

dispersiva de raio-X foi de 82,3% para o carbono e de 17,7% para o oxigênio, 

correspondente a 77,7% e 22,3% em massa, respectivamente, com desvio padrão de 0,6%. 

A presença desses elementos também foi detectada por meio da 

espectrofotometria UV-visível pela identificação dos picos em comprimentos de ondas 

(λ) característicos para OG. Na Figura 6 é possível observar os espectros obtidos por meio 

de espectrofotometria UV-visível para 5 concentrações diferentes de OG. 

 

Figura 6 - Espectros de UV-vis para diferentes concentrações de óxido de grafeno 
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Fonte: elaborado pela autora 

 

Para as concentrações com 13,4 e 6,7 (ppm) os picos estão mais evidentes, é 

possível visualizar na Figura 6 a presença de dois comprimentos de onda, 232 e 303 nm. 

O pico em 232 nm é o de maior absorção e atribui-se à transição das ligações π-π (C=C) 

presentes em anéis aromáticos, enquanto que o pico em 303 nm é atribuído a n-π das 

duplas ligações C=O. Na literatura, diversos autores encontraram resultados semelhantes 

(CHAUHAN et al., 2022; ÇIPLAK; YILDIZ; CĄLIMLI, 2015; DUAN et al., 2015; 

ZHANG et al., 2010). 
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Após as análises fundamentais, foi realizada a espectrofotometria Raman do OG 

que está representado na Figura 7, sendo possível observar duas bandas. A primeira banda 

é conhecida como banda G e possui número de onda de 1584 cm-1, correspondente ao 

fónon E2g de átomos de carbono ligados a carbonos sp2 em uma rede hexagonal 

bidimensional, causada por vibração ótica planar desses átomos de carbono no plano. A 

segunda é conhecida como banda D e apresenta número de onda de 1327 cm-1 com 

hibridização do carbono sp3. Essa banda é um indicador de desordem, que pode surgir de 

certos defeitos, como a presença de grupos funcionais, espaços vazios, limites de grãos e 

espécies de carbono amorfo, e está relacionada a vibrações de átomos de carbono com 

ligações em terminações planas de forma desordenada, o que ocasiona a quebra de 

simetria (DASGUPTA et al., 2017; JIŘÍČKOVÁ et al., 2022). 

Essas bandas são características de materiais carbonáceos como grafeno e seus 

alótropos. Diversos autores que utilizaram o método de Hummers para obtenção de OG 

obtiveram resultados muito semelhantes aos obtidos neste estudo (Tabela 5). 

 

Tabela 5 - Bandas G e D características do óxido de grafeno (OG) obtidas por outros 

autores 

Banda G (cm-1) Banda D (cm-1) Referências 

1580 1350 (Shen et al., 2010) 

1577 1351 (Sun; Yang; Huang, 2011) 

1605 1353 (Johra; Lee; Jung, 2014) 

1585 1330 (Çiplak; Yildiz; Cąlimli, 2015) 

1590 1361 (Kuang; Zhang, 2016) 

1584 1327 (Dasgupta et al., 2017) 

1600 1350 (Jiříčková et al., 2022) 

Fonte: elaborado pela autora 

 

A razão de intensidade dessas duas bandas indica a qualidade do OG quanto a 

oxidação. Ainda, na Figura 7, tem-se as intensidades para cada banda, sendo sua razão, 

ID/IG, de 0,86. Essa razão para grafeno puro é ≥ que 1, logo, quando o grafeno é oxidado 

essa razão é menor que 1, indicando que a obtenção do OG mesmo com modificações na 

secagem teve oxidação (LIN; CHEN, 2014). 
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Figura 7 - Banda G e D do óxido de grafeno por espectroscopia Raman 
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Fonte: elaborado pelo autor 

 

Por meio da análise de FTIR-ATR foi possível comprovar a presença dos grupos 

funcionais do OG. A Figura 8 apresenta o espectro obtido para uma amostra de OG 

sintetizado. 

 

Figura 8 - Espectrograma por FTIR do óxido de grafeno 

 

Fonte: elaborado pela autora 

 

Os grupos epóxis contribuem para a formação do pico em 900 cm-1 que se deve 

às vibrações de flexão de C−O−C, do pico em 1036 cm-1 devido às vibrações de 

alongamento das ligações C-O-C e do pico 1622 cm-1 referente à vibração do plano 

híbrido sp2 das ligações C=C. Os grupos contendo hidroxila são representados na 

formação dos picos em 1036 cm−1 devido à vibração de alongamento do C–O−C e em 
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3225 cm−1que se deve à vibração de alongamento de O–H. O pico de 3225 cm-1 contém 

além do grupo hidroxila, o grupo carboxila e moléculas de água na amostra. Esse pico 

mais amplo e menos intenso pode ocorrer devido à quantidade de água absorvida na 

superfície do OG, pois durante o processo de oxidação do pó de grafite os grânulos 

maiores não são oxidados ou atingem baixos níveis de oxidação, reduzindo seu caráter 

hidrofílico e a quantidade de ligações O–H (MANORATNE; ROSA; KOTTEGODA, 

2017; SUDESH et al., 2013; XIANG et al., 2022). 

Os grupos carboxilas são representados nos picos 1371 cm-1 referente a vibração 

de alongamento de C-OH, em 1719 cm-1 das vibrações de alongamento de C=O e em 

3400 cm−1 das ligações O–H. Também pode ocorrer um pequeno número de ligações 

éster correspondentes aos picos 1719 cm−1 vibração de alongamento de C=O e a vibração 

de alongamento de C–OH no pico 1371 cm-1 (ÇIPLAK; YILDIZ; CĄLIMLI, 2015; 

XIANG et al., 2022). 

Em seguida, foi realizada a análise de difração de raios-X para avaliar as 

características da estrutura e o espaçamento entre camadas e átomos do OG. Como pode 

ser visto na Figura 9, foi obtido um pico estreito e alongado em 2θ = 11,2 e espaçamento 

basal de 7,94 Å (Equação 1). Quando comparado com o espaçamento basal do grafite 

puro (3,36 Å), o espaçamento do OG é maior devido aos grupos funcionais em sua 

superfície. 

 

Figura 9 - Espectrograma obtido por DRX do óxido de grafeno 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: elaborado pela autora 

 

O formato do pico é característico de materiais cristalinos e pode estar 

relacionado com a formação de uma estrutura ordenada através da secagem da suspensão 

de OG formado pela aglomeração das camadas. Observações e difratogramas 
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semelhantes também foram obtidos por diversos autores (CHAUHAN et al., 2022; 

DASGUPTA et al., 2017; KASHEFI; BORGHEI; MAHMOODI, 2018; KAUR; KAUR; 

KUKKAR, 2018; SUN; YANG; HUANG, 2011). 

A aglomeração das camadas foi confirmada pelas microscopias eletrônicas de 

varredura (MEV) e de transmissão (MET), onde é possível obter informações sobre 

topografia da superfície do OG. Nota-se na MEV (Figura 10) que para a amostra sólida 

houve o empilhamento das nanofolhas do OG, que tendem a se agrupar para formar 

aglomerados de multicamadas, prejudicando a visualização das monocamadas. 

 

Figura 10 - Microestrutura do óxido de grafeno obtida por MEV 

 

Fonte: elaborado pela autora 

 

Para evitar a aglomeração, foi realizada a dispersão das nanofolhas em água 

destilada e, posteriormente, a amostra foi analisada no MET. Na Figura 11, é possível 

visualizar a presença bem definida das nanofolhas que, em sua maioria, estão empilhadas 

ou dobradas. Nas imagens, a região mais clara indica a presença de apenas uma folha, 

enquanto a região mais escura indica o acúmulo dessas folhas ou que estas estão dobradas. 

Nota-se também uma aparência enrugada, característica do OG devido aos grupos 

funcionais contidos na superfície. 

 

Figura 11 - Microestrutura das nanofolhas do óxido de grafeno obtida pelo MET 

 

Fonte: elaborado pela autora 
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O estudo das cargas superficiais contidas no OG foi realizado variando o pH 

entre 2 e 10. A Figura 12 apresenta como o perfil de potencial elétrico varia com o pH. 

Nota-se que o potencial variou entre -9 e -41, sem a presença do ponto isoelétrico 

(potencial elétrico igual a 0), que é o ponto em que todas as cargas superficiais estão 

neutras. Esse comportamento deve-se à ionização dos múltiplos grupos funcionais 

oxigenados como epóxi (–O–), hidroxila (–OH) e ácido carboxílico (–COOH) que estão 

presentes na superfície do OG. O potencial elétrico indica que quanto mais distante o OG 

está do potencial 0 (neutro), seja para valores positivos ou negativos, mais carregada é a 

sua superfície, gerando maior repulsão entre as nanofolhas mantendo-as em suspensão. 

Sendo assim, visando maior estabilidade da suspensão de OG, o pH 7 foi fixado para os 

testes de imobilização com e sem glutaraldeído. Além disso, o pH 7 também é favorável 

para atuação de grande parte das biomoléculas. Valores e comportamentos semelhantes 

foram relatados por outros autores (KUANG; ZHANG, 2016; PARLAK; TURNER; 

TIWARI, 2015; TIDÉN et al., 2022). 

 

Figura 12 - Potencial elétrico do óxido de grafeno para pHs entre 2 e 9,8 

 

Fonte: elaborado pela autora 

 

 CARACTERIZAÇÃO DA ENZIMA LIVRE E IMOBILIZADA 

 

4.2.1 Caracterização dos Processos de Imobilização 

 

O processo de imobilização foi analisado quanto a massa de enzima imobilizada, 

ao rendimento de imobilização por proteína e por atividade específica e a eficiência de 

imobilização. 
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A Tabela 6 apresenta a massa (mg) adsorvida das enzimas bromelina e papaína 

em OG durante de 2 h em temperatura de 25 °C e pH 7. A quantidade de enzima foi 

variada em 10, 20 e 30 mg, enquanto a massa de OG foi mantida constante em 10 mg, 

suspensa em volume fixo de 10 mL de tampão fosfato pH 7. 

 

Tabela 6 - Massa de bromelina e papaína adsorvida em óxido de grafeno (OG) durante 2 

h a 25 °C e pH 7 

Razão 

enzima:OG 

(mg‧mg-1) 

Tempo 

(h) 

Bromelina 

(mg) 

Papaína 

(mg) 

1:1 

0,5 9,99 ± 0,02 10,00 ±0,02 

1,0 10,00 ± 0,02 10,00 ±0,00 

1,5 10,00 ± 0,01 10,00 ±0,01 

2,0 10,00 ± 0,00 10,00 ±0,00 

2:1 

0,5 19,66 ± 0,01 16,09 ±0,00 

1,0 19,85 ± 0,00 16,31 ±0,02 

1,5 19,93 ± 0,01 16,60 ±0,04 

2,0 19,88 ± 0,00 16,52 ±0,01 

3:1 

0,5 25,40 ± 0,01 22,48 ±0,01 

1,0 25,52 ± 0,00 22,49 ±0,09 

1,5 25,81 ± 0,00 22,50 ±0,01 

2,0 26,13 ± 0,01 22,38 ±0,00 

A massa de OG foi mantida em 10 mg e suspensa em volume fixo de 10 mL de tampão fosfato pH 7. 

Fonte: elaborado pela autora 

 

Observa-se que o tempo necessário para atingir o equilíbrio de adsorção das 

enzimas é de 0,5 h, independente da razão estudada e não varia mais do que 2% ao final 

do processo de 2 h. A razão 1:1 (m/m) adsorveu toda a massa de enzima fornecida para 

ambas as enzimas. Esse é um resultado semelhante ao observado por Gu et al. (2018) ao 

imobilizarem papaína em OG no tempo de 1 h e por Zdarta et al. (2015) ao demonstrarem 

que intervalos de tempo superiores a 2 h não aumentaram o rendimento de imobilização 

de forma significativa, porém há estudos que utilizam até 24 h no processo de 

imobilização (DE MELO BRITES et al., 2020; KASHEFI; BORGHEI; MAHMOODI, 

2018; ZDARTA et al., 2015). Para as demais razões (2:1 e 3:1) a bromelina atingiu 
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maiores valores de massa adsorvidos do que a papaína, isso pode ocorrer devido a 

bromelina ser mais susceptível a interações eletrostáticas do que a papaína (ATAIDE et 

al., 2019; SARKAR et al., 2017). 

A Tabela 7 apresenta a massa (g) adsorvida das enzimas bromelina e papaína em 

OG durante de 2 h em temperatura de 25 °C e pH 7 utilizando glutaraldeído como agente 

ligante. A quantidade de enzima foi variada em 10, 20 e 30 mg enquanto a massa de OG 

foi mantida constante em 10 mg, suspenso em volume fixo de 10 mL de tampão fosfato 

pH 7. 

 

Tabela 7 - Massa de bromelina e papaína adsorvida em óxido de grafeno (OG) 

funcionalizado com glutaraldeído durante 2 h a 25 °C e pH 7 

Razão 

enzima:OG 

(mg‧mg-1) 

Tempo 

(h) 

Bromelina 

(mg) 

Papaína 

(mg) 

1:1 

0,5 10,00 ±0,00 9,06 ±0,00 

1,0 10,00 ±0,01 10,00 ±0,00 

1,5 10,00 ±0,01 9,94 ±0,03 

2,0 10,00 ±0,00 10,00 ±0,00 

2:1 

0,5 19,81 ±0,00 14,13 ±0,00 

1,0 19,80 ±0,00 14,74 ±0,01 

1,5 19,43 ±0,00 14,31 ±0,00 

2,0 19,85 ±0,00 14,18 ±0,02 

3:1 

0,5 27,77 ±0,01 21,15 ±0,02 

1,0 28,31 ±0,01 21,96 ±0,02 

1,5 28,04 ±0,00 22,08 ±0,02 

2,0 28,20 ±0,01 22,18 ±0,00 

A massa de OG foi mantida em 10 mg e suspensa em volume fixo de 10 mL de tampão fosfato pH 7. 

Glutaraldeído 1% v/v em relação ao volume de solução tampão. 

Fonte: elaborado pela autora 

 

Observa-se que o comportamento da imobilização utilizando glutaraldeído é 

semelhante ao comportamento da imobilização sem glutaraldeído, ambos atingem o 

máximo de massa adsorvida em OG no intervalo de aproximadamente 0,5 h após a enzima 

entrar em contato com o OG ou com OG-Glu e a massa de bromelina adsorvida é maior 
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do que a de papaína. Nesse caso a enzima se liga ao glutaraldeído que interagiu com os 

grupos funcionais do OG ligando-se a eles. Enquanto a enzima papaína não houve 

diferença significativa na quantidade de enzima imobilizada quando o suporte é 

funcionalizado, a enzima bromelina teve um pequeno aumento quando imobilizada com 

glutaraldeído na razão 3:1. Isso pode ocorrer porque o glutaraldeído por ser uma molécula 

composta por cadeias longas atua como um braço espaçador e permite que mais enzima 

possa ser imobilizada (MODENEZ et al., 2018; POON; WILSON; HEADLEY, 2014). 

Na Tabela 8 encontram-se os valores de concentração de enzima livre (𝐶𝑓,0) e 

após ser imobilizada (𝐶𝑓,𝑡) ambas em solução, a concentração de enzima no OG (𝑞𝐸) e o 

rendimento de imobilização por proteína (𝑌𝑝) para a enzima bromelina durante o processo 

de imobilização em OG e OG funcionalizado (OG-Glu). 

 

Tabela 8 - Valores de concentração de enzima livre inicial (𝐶𝑓,0) e após imobilização 

(𝐶𝑓,𝑡) em solução, a concentração de enzima no óxido de grafeno (OG) e em óxido de 

grafeno funcionalizado (OG-Glu) -𝑞𝐸- e o rendimento de imobilização por proteína (𝑌𝑝) 

para a enzima bromelina durante o processo de imobilização 

   OG OG-Glu 

Razão 

enzima:OG 

(mg‧mg-1) 

Tempo 

(h) 

𝐶𝑓,0 

(g·L-1) 

𝐶𝑓,𝑡 

(g·L-1) 

𝑞𝐸 

(g‧g-1) 

𝑌𝑝 

(g‧g-1) 

𝐶𝑓,𝑡 

(g·L-1) 

𝑞𝐸 

(g‧g-1) 

𝑌𝑝 

(g‧g-1) 

1:1 

0,5 

1,00 

0,01 0,99 0,99 0,00 1,00 1,00 

1,0 0,00 1,00 1,00 0,00 1,00 1,00 

1,5 0,00 1,00 1,00 0,00 1,00 1,00 

2,0 0,00 1,00 1,00 0,00 1,00 1,00 

2:1 

0,5 

2,00 

0,03 1,97 0,98 0,02 1,98 0,99 

1,0 0,02 1,98 0,99 0,02 1,98 0,99 

1,5 0,01 1,99 1,00 0,06 1,94 0,97 

2,0 0,01 1,99 0,99 0,02 1,98 0,99 

3:1 

0,5 

3,00 

0,46 2,53 0,84 0,22 2,77 0,92 

1,0 0,45 2,54 0,84 0,17 2,83 0,94 

1,5 0,42 2,57 0,85 0,20 2,80 0,93 

2,0 0,39 2,60 0,86 0,18 2,81 0,94 

Fonte: elaborado pela autora 
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Observa-se que a concentração de enzimas (𝑞𝐸) no OG, funcionalizado ou não, 

aumenta com o aumento da massa de bromelina fornecida inicialmente, porém o 

rendimento de imobilização (𝑌𝑝) tem comportamento inverso, diminuindo ao aumentar a 

massa de bromelina. Isso ocorre porque apesar de mais enzima estar se fixando ao 

suporte, a quantidade de enzima que permanece no sobre nadante após o processo de 

imobilização também é maior, o que reduz o rendimento de imobilização. O 𝑌𝑝 foi maior 

para o grafeno funcionalizado, isso pode ocorrer devido ao glutaraldeído funcionar como 

braço espaçador permitindo maior espaço entre as moléculas da enzima evitando a 

repulsão entre essas e permitindo que uma maior quantidade de enzima se ligue ao OG 

funcionalizado. 

Na Tabela 9 encontram-se os valores de concentração, em solução, de enzima 

livre (𝐶𝑓,0) e após ser imobilizada (𝐶𝑓,𝑡) em solução, a concentração de enzima no OG 

(𝑞𝐸) e o rendimento por proteína (𝑌𝑝) para a enzima papaína durante o processo de 

imobilização em óxido de grafeno e óxido de grafeno funcionalizado. 
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Tabela 9 - Valores de concentração, em solução, de enzima livre inicial (𝐶𝑓,0) e após 

imobilização (𝐶𝑓,𝑡), a concentração de enzima no óxido de grafeno (OG) e óxido de 

grafeno funcionalizado (OG-Glu) -𝑞𝐸- e o rendimento de imobilização por proteína (𝑌𝑝) 

para a enzima papaína durante o processo de imobilização 

   OG OG-Glu 

Razão 

enzima:OG 

(mg‧mg-1) 

Tempo 

(h) 

𝐶𝑓,0 

(g·L-1) 

𝐶𝑓,𝑡 

(g·L-1) 

𝑞𝐸 

(g‧g-1) 

𝑌𝑝 

(g‧g-1) 

𝐶𝑓,𝑡 

(g·L-1) 

𝑞𝐸 

(g‧g-1) 

𝑌𝑝 

(g‧g-1) 

1:1 

0,5 

1,00 

0,00 1,00 1,00 0,09 0,99 0,99 

1,0 0,00 1,00 1,00 0,00 1,00 1,00 

1,5 0,00 1,00 1,00 0,00 1,00 1,00 

2,0 0,00 1,00 1,00 0,00 1,00 1,00 

2:1 

0,5 

2,00 

0,39 1,59 0,78 0,59 1,40 0,69 

1,0 0,37 1,61 0,79 0,53 1,46 0,72 

1,5 0,34 1,64 0,81 0,57 1,42 0,70 

2,0 0,35 1,63 0,80 0,58 1,40 0,69 

3:1 

0,5 

3,00 

0,75 2,23 0,73 0,89 2,10 0,69 

1,0 0,75 2,23 0,73 0,80 2,18 0,71 

1,5 0,74 2,24 0,73 0,79 2,19 0,72 

2,0 0,76 2,22 0,73 0,78 2,20 0,72 

Fonte: elaborado pela autora 

 

Assim como ocorreu com a bromelina, observa-se que a concentração de 

enzimas (𝑞𝐸) no OG, funcionalizado ou não, aumenta com o aumento da massa de papaína 

fornecida inicialmente e redução do rendimento de imobilização (𝑌𝑝). Porém, o OG 

funcionalizado não mostrou a mesma tendência quando imobilizado papaína, não houve 

aumento da massa ligada ao suporte quando o OG foi funcionalizado com glutaraldeído. 

Na Tabela 10 estão presentes os valores de rendimento de imobilização por 

proteína (𝑌𝑎) e a eficiência de imobilização (𝐸) para os derivados enzimáticos da 

bromelina e da papaína obtidos para a razão 1:1 durante 1 h de processo de imobilização 

em óxido de grafeno (B-OG e P-OG) e em óxido de grafeno funcionalizado com 

glutaraldeído (B-OG-Glu e P-OG-Glu). Essa razão e tempo foram fixados para os demais 
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testes, pois para todos os derivados enzimáticos foi o tempo e proporção na qual toda a 

massa de enzima foi imobilizada. 

 

Tabela 10 - Valores de rendimento de imobilização por atividade específica (𝑌𝑎) e a 

eficiência de imobilização (𝐸) para os derivados enzimáticos da bromelina e da papaína 

durante o processo de imobilização em óxido de grafeno (B-OG e P-OG) e em óxido de 

grafeno funcionalizado com glutaraldeído (B-OG-Glu e P-OG-Glu) 

 𝑌𝑎 𝐸 (%) 

B-OG 0,32 32,49 

B-OG-Glu 0,52 52,45 

P-OG 0,44 44,40 

P-OG-Glu 0,50 50,11 

Fonte: elaborado pela autora 

 

Assim como observado com o rendimento de imobilização por proteína (𝑌𝑝), o 

rendimento de imobilização por atividade específica (𝑌𝑎) é maior quando o suporte é 

funcionalizado com glutaraldeído. Quanto a eficiência (𝐸), essa quantifica quanto de 

atividade específica a enzima mantém após ser imobilizada, que também foi maior 

quando utilizado OG funcionalizado. Nesse caso, 𝑌𝑎 e 𝐸 são iguais, pois a imobilização 

foi 100% da massa inicial de enzima. 

 

4.2.2 Caracterização da Atividade Enzimática dos Derivados 

 

Inicialmente os derivados enzimáticos foram caracterizados quanto a atividade 

enzimática e a influência do pH entre as atividades específicas dos derivados enzimáticos 

em relação a enzima livre. 

A atividade enzimática foi determinada para as enzimas livres e seus derivados 

com e sem glutaraldeído para diferentes valores de pH e temperatura. Na Figura 13 

observa-se a atividade relativa da enzima bromelina livre (B-L) e para os derivados B-

OG e B-OG-Glu para o pH variado de 6 a 9 e temperatura fixa em 25, 30, 40 ou 50 °C. 
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Figura 13 - Atividade relativa da enzima bromelina livre (B-L) e os derivados B-OG (sem 

glutaraldeído) e B-OG-Glu (com glutaraldeído) para pHs entre 6 e 9 e temperaturas fixas 

em 25, 30, 40 ou 50 °C. 

  

  

Fonte: elaborado pela autora 

 

Para bromelina livre (B-L) a maior atividade enzimática ocorreu em pH 7 para a 

maioria das temperaturas avaliadas, exceto 30 °C. O pH de menor atividade enzimática 

foi para o pH 9, independente da temperatura estudada. Foi observado que o aumento da 

temperatura aumenta a atividade enzimática para todos os valores de pHs. Dentre as 

condições avaliadas, a B-L teve melhor desempenho no pH 7 e temperatura de 50 °C. 

Para o derivado sem glutaraldeído (B-OG) observa-se a redução do pH ótimo de 

7 para 6. Este derivado enzimático teve maior atividade no pH 6 em todas as temperaturas 

avaliadas, aumentando com o acréscimo de temperatura. A condição que o derivado 

enzimático B-OG teve melhor desempenho foi no pH 6 e temperatura de 50 °C. O pH 8 

foi o segundo pH de melhor atuação da enzima, também tendo a atividade enzimática 

crescente com a temperatura. 

O derivado obtido utilizando glutaraldeído (B-OG-Glu) teve comportamento 

semelhante a bromelina livre, no qual o pH de melhor atuação foi o pH 7, independente 

da temperatura. Também se observou o aumento da atividade enzimática com o acréscimo 
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da temperatura. Assim como a bromelina livre, a condição que o derivado enzimático B-

OG-Glu teve melhor desempenho foi no pH 7 e temperatura de 50 °C. 

A atividade enzimática manteve um padrão crescente quando a temperatura foi 

aumentada de 25 até 50 °C independente se a enzima estava na forma livre ou imobilizada 

sem ou com glutaraldeído. O mesmo comportamento não foi observado para o pH, a 

atividade enzimática não aumenta com o aumento do pH. Em cada pH a enzima livre e 

seus derivados têm um comportamento específico. A enzima livre e o derivado B-OG-

Glu obtiveram pH ótimo em 7, enquanto o pH ótimo para o derivado B-OG foi 6. O pH 

6 foi o segundo melhor pH de atuação para a enzima livre enquanto o pH 8 foi o segundo 

melhor para os derivados. Porém, um comportamento semelhante entre a enzima livre e 

seus derivados foi observado para o pH 9, no qual a atividade enzimática foi a menor 

baixa em todas as temperaturas. 

A Figura 14 compara a atividade relativa da enzima papaína livre (P-L) e para 

os derivados P-OG e P-OG-Glu para o pH variado de 6 a 9 e temperatura fixa em 25, 30, 

40 ou 50 °C. 

 

Figura 14 - Atividade relativa da enzima papaína livre (P-L) e os derivados P-OG (sem 

glutaraldeído) e P-OG-Glu (com glutaraldeído) para pHs entre 6 e 9 e temperaturas fixas 

em 25, 30, 40 ou 50 °C. 

  

  

Fonte: elaborado pela autora 
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A papaína livre (P-L) teve maior atividade enzimática para pH 6 em todas as 

temperaturas avaliadas. A atividade enzimática da papaína, assim como da bromelina, 

aumenta com o aumento da temperatura para um mesmo pH. Dentre as condições 

avaliadas, a P-L teve melhor desempenho no pH 6 e temperatura de 50 °C. 

Para derivado sem glutaraldeído (P-OG) observa-se a melhoria do pH de atuação 

de 6 da enzima livre para 7; porém em pH 6 o derivado enzimático pode ser considerado 

sem atividade independentemente da temperatura. A condição que o derivado enzimático 

P-OG teve melhor desempenho foi no pH 7 e temperatura de 50 °C. O derivado obtido 

utilizando glutaraldeído (P-OG-Glu) teve comportamento semelhante ao derivado sem 

glutaraldeído, no qual o pH de melhor atuação foi o pH 7, independente da temperatura. 

Além disso, observou-se aumento da atividade enzimática com o aumento da temperatura 

para um mesmo pH. Para P-OG-Glu a condição de melhor desempenho foi o pH 7 e 

temperatura de 50 °C. 

A atividade enzimática da papaína e seus derivados mantiveram um padrão 

crescente quando a temperatura foi aumentada de 25 até 50 °C para um mesmo pH, assim 

como observado para a bromelina. Quanto ao pH, não é observado um padrão entre a 

papaína livre e os derivados. Enquanto o pH 9 foi o de menor atividade enzimática para 

P-L e P-OG-Glu, o pH 6 foi o de pior desempenho para o derivado P-OG. 

Normalmente a atividade enzimática é maior para enzimas livres, pois ao 

imobilizá-la pode ocorrer alteração na conformação da enzima dificultando o acesso do 

substrato ao sítio-ativo ou até mesmo desnaturando-as, assim como outros fatores como 

interação eletrostática entre a enzima e o suporte, a ligação entre a enzima e suporte 

ocorrer no próprio sítio-ativo da enzima ou de forma que o sítio-ativo não fique disponível 

ao substrato podendo ficar voltado para o suporte, a força da ligação pode causar 

mudanças na conformação da enzima impossibilitando o acesso do substrato ao sítio-

ativo principalmente para imobilização por ligações covalentes, entre outros 

(ALVARADO-RAMÍREZ et al., 2021; FERNANDEZ-LOPEZ et al., 2017; GU et al., 

2018; SIRISHA; JAIN; JAIN, 2016; SKORONSKI et al., 2017; TACIAS-PASCACIO et 

al., 2021b, 2021a; YOO et al., 2017). 

Na Figura 15 e Figura 16 estão apresentados como o pH influencia as atividades 

específicas entre a enzima livre e seus derivados enzimáticos e das enzimas livres, por 

meio da relação da atividade específica. 
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Na Figura 15 - Influência do pH e temperatura na relação entre a atividade 

específica da bromelina nos derivados enzimáticos e a atividade específica em solução na 

forma livre ( tem-se como o pH influencia os derivados enzimáticos B-OG e B-OG-Glu 

variando o pH de 6 a 9 para 4 temperaturas (25, 30, 40 e 50 °C), condições utilizadas para 

mensurar a atividade enzimática. O derivado O-OG ao ser comparado com o O-OG-Glu, 

sofreu maior influência negativa do pH, obtendo menores valores de atividade relativa. 

B-OG teve melhor relação entre as atividades no pH 8 a 50 °C (~66%) e pior relação em 

pH 9 a 30 °C (~30%). O derivado B-OG-Glu apresentou maior atividade relativa para a 

maioria das temperaturas e pHs avaliados, exceto para o pH 6 nas temperaturas 25, 30 e 

40 °C, sendo a melhor condição em pH 8 a 50 °C (~68%) e pior condição em pH 6 a 25 

°C (~34%). 

 

Figura 15 - Influência do pH e temperatura na relação entre a atividade específica da 

bromelina nos derivados enzimáticos e a atividade específica em solução na forma livre 

(ai/f) 

  

  

B-OG - Bromelina imobilizada em óxido de grafeno, B-OG-Glu - Bromelina imobilizada em óxido de 

grafeno funcionalizado com glutaraldeído. 

Fonte: elaborado pela autora 
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Na Figura 16 tem-se como o pH influencia os derivados enzimáticos de papaína, 

P-OG e P-OG-Glu, variando o pH de 6 a 9 para 4 temperaturas (25, 30, 40 e 50 °C). O 

derivado P-OG-Glu apresentou melhor relação entre as atividades específicas da enzima 

livre e após imobilização para a maioria das temperaturas e pHs avaliados, exceto para o 

pH 9 nas temperaturas 30, 40 e 50 °C e para pH 7 a 50 °C ao ser comparado ao derivado 

P-OG. Para P-OG o pH 6 foi o que teve maior influência negativa, obtendo valores 

inferiores a 4% de atividade relativa. A melhor condição foi determinada no pH 7 a 50 

°C, mantendo 100% da atividade relativa ao ser imobilizado. Para P-OG-Glu, a condição 

de maior influência negativa foi em pH 9 a 30 °C (~22) e a maior em pH 7 a 50 °C (~85). 

 

Figura 16 - Influência do pH e temperatura na relação entre a atividade específica da 

papaína nos derivados enzimáticos e a atividade específica em solução na forma livre (ai/f) 

  

  

P-OG – Papaína imobilizada em óxido de grafeno, P-OG-Glu - Papaína imobilizada em óxido de grafeno 

funcionalizado com glutaraldeído. 

Fonte: elaborado pela autora 

 

A imobilização das enzimas nas nanofolhas de OG foi confirmada por meio de 

MET. Nota-se na micrografia de transmissão (Figura 17) é possível visualizar a presença 

bem definida das nanofolhas, assim como a presença das enzimas. Os pontos escuros são 
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acúmulo das nanofolhas de OG, enquanto os pontilhados mais claros são as enzimas 

imobilizadas. 

 

Figura 17 - Microestrutura dos derivadas B-OG, B-OG-Glu, P-O e P-OG-Glu obtidas por 

MET. 

  

  

Fonte: elaborada pela autora 

 

4.2.3 Avaliação da Estabilidade dos Derivados Enzimáticos 

 

A estabilidade dos derivados enzimáticos foi avaliada por teste de estabilidade 

térmica, estabilidade de estocagem, reúso e determinação dos parâmetros cinéticos por 

Michaelis-Menten. 

A estabilidade térmica das enzimas livres e dos derivados enzimáticos foi 

avaliada na temperatura de 50 °C durante 4 h e pode ser observada na Figura 18. 
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Figura 18 - Estabilidade térmica à 50 °C e pH 7 da: A) bromelina livre (B-L) e seus 

derivados sem glutaraldeído (B-OG) e com glutaraldeído (B-OG-Glu) e, B) papaína livre 

(P-L) e seus derivados sem glutaraldeído (P-OG) e com glutaraldeído (P-OG-Glu) 

 

 

Fonte: elaborado pela autora. 

 

A enzima bromelina, ao ser imobilizada sem e com glutaraldeído, teve a 

estabilidade térmica melhorada quando comparada com a enzima livre. Este tipo de 

comportamento também foi observado por outros pesquisadores (ANWAR; AHMAD; 

YOUNUS, 2007; GUPTA; MAQBOOL; SALEEMUDDIN, 2007). Dentre estes, o 

derivado enzimático com glutaraldeído se mostrou mais estável que os demais, mantendo 

mais de 50% de atividade relativa por 2,5 h. Para a enzima papaína não foi observado 
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variação na estabilidade térmica entre a enzima livre e seus derivados, independente da 

presença de glutaraldeído, e manteve 50% de atividade relativa por 1 h. 

Diante desses resultados, a enzima bromelina se mostra mais estável do que a 

papaína. A bromelina é mais susceptível a interações eletrostáticas do que a papaína, isso 

pode ter criado um microambiente de proteção ao entorno da bromelina deixando-a mais 

estável termicamente (ATAIDE et al., 2019; FERNÁNDEZ-LUCAS; CASTAÑEDA; 

HORMIGO, 2017; SARKAR et al., 2017). 

Na Figura 19 observam-se os perfis de estabilidade de estocagem a 4 °C 

referentes a enzima bromelina livre e seus derivados. Nota-se que no intervalo de 3 dias 

houve uma perda de atividade mais acentuada para a bromelina livre e B-OG-Glu que 

reduziram em aproximadamente 25 % de atividade ao serem comparadas com o ponto 

inicial, enquanto o B-OG se mostrou mais estável perdendo apenas 8 % de atividade. 

 

Figura 19 - Estabilidade de estocagem à 4 °C referentes a bromelina livre (B-L) a pH 7, 

o derivado B-OG a pH 6 e o derivado B-OG-Glu a pH 7 

 

Fonte: elaborado pela autora 

 

A partir do quarto dia a bromelina livre reduz lentamente levando 11 dias (14º 

dia) para reduzir mais 25 % de atividade, perdendo 50% da sua atividade. Para B-OG, a 

redução foi maior entre o terceiro e quarto dia, reduzindo a atividade em 

aproximadamente 15% e então reduzindo 50% no 11º dia de estocagem. O B-OG-Glu 

reduziu em aproximadamente 50% no 12º dia. Ao final da análise de estocagem, todas as 

amostras permanecem com cerca de 30% de atividade entre os 18º e 20º dias. 
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Sendo assim, os dados sugerem que os derivados apresentaram uma atividade 

enzimática melhor frente a enzima livre em 4 dias de estocagem, após esse período a 

enzima livre se mostrou mais estável com redução da atividade mais lenta, além de manter 

pelo menos 50% da atividade por mais tempo do que os seus derivados. 

Na Figura 20 observam-se os perfis de estabilidade de estocagem à 4 °C 

referentes a enzima papaína livre e seus derivados. Diferentemente dos perfis de 

estocagem das amostras com bromelina, todas as amostras de papaína permaneceram com 

90 % da atividade por no mínimo 7 dias. 

 

Figura 20 - Estabilidade de estocagem à 4 °C referentes papaína livre (P-L) a pH 6, P-OG 

a pH 7 e P-OG-Glu a pH 7 

 

Fonte: elaborado pela autora 

 

A papaína livre manteve 95% da atividade relativa até o 11º dia, no qual foi 

observado uma redução significativa da atividade enzimática, reduzindo para 63% a 

atividade no 12º dia. Entre o 12º e 13º dia houve uma redução brusca de atividade 

provavelmente causada pela inativação e/ou autólise de parte da enzima, chegando a 20%. 

A partir do 19º dia, a atividade se manteve constante, porém com valor de atividade baixo 

(~ 8%). Comportamento semelhante foi observado por Gu et al. (2018) ao estudar a 

imobilização de papaína em OG tendo 50% da atividade reduzida em 18 dias para a 

enzima livre. 

O derivado P-OG começou a reduzir a atividade relativa de forma mais lenta e 

uniforme que a papaína livre, perdendo pouco mais de 10% da atividade no 8º dia, e 

manteve 50% de atividade por até 13 dias. Um comportamento semelhante de redução 
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proeminente foi observado entre o 14º e 15º dias e, estabiliza a atividade a partir do 19º 

dia, mantendo cerca de 18% até o final de 30 dias. 

O derivado P-OG-Glu foi o mais estável de todas as amostras, seja com 

bromelina ou papaína, e manteve 90% de atividade até o 24º dia de estocagem, seguido 

de uma brusca redução de atividade semelhante ao perfil da papaína livre entre os dias 24 

e 25, retendo 23% de atividade ao final de 30 dias de estocagem. 

Quanto a estabilidade ao reúso, os derivados B-OG e B-OG-Glu mantiveram 

50% de atividade por 5 e 2 ciclos, respectivamente. Enquanto os derivados P-OG e P-

OG-Glu mantiveram 50% de atividade ambos por 4 ciclos. Esse resultado, juntamente 

com o ensaio de estabilidade de estocagem, mostra que os derivados obtidos com OG 

funcionalizado com glutaraldeído tende a maior estabilidade do que os derivados obtidos 

sem glutaraldeído. O glutaraldeído pode servir como braço espaçador reduzindo a 

interação da enzima diretamente com os grupos funcionais do OG, e assim, a interação 

eletrostática também é reduzida causando menores mudanças na configuração das 

enzimas (MODENEZ et al., 2018; POON; WILSON; HEADLEY, 2014). 

Na Tabela 11 estão presentes os parâmetros cinéticos para bromelina e papaína 

livres e os derivados com glutaraldeído B-OG-Glu e P-OG-Glu, calculados a partir da 

linearização de Lineweaver-Burk. 

 

Tabela 11 - Parâmetros cinéticos para a enzima bromelina (B-L) e o derivado enzimático 

(B-OG-Glu) em pH 7, papaína livre (P-L) em pH 6 e o derivado enzimático (P-OG-Glu) 

em pH 7, todos à 50 °C 

Amostra Vmax (µM‧min-1) Km (µM) R2 

B-L 33,7 1094,8 0,993 

B-OG-Glu 12,1 177,9 0,903 

P-L 47,9 1499,6 0,996 

P-OG-Glu 22,0 487,2 0,992 

Fonte: elaborado pela autora 

 

Para ambas as enzimas livres ocorreu a redução da constante de Michaelis (Km) 

para os derivados, que demonstrou que a afinidade de ligação entre as enzimas e o 

substrato foi melhorada. Isso pode ocorrer porque o OG e glutaraldeído serviram como 

estabilizadores das enzimas, mantendo a conformação das mesmas facilitando o acesso 

do substrato ao centro ativo (BANERJEE et al., 2020; GU et al., 2018). 
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 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DAS ENZIMAS 

 

4.3.1 Avaliação da Atividade Antimicrobiana das Enzimas Livres 

 

Para avaliar o efeito antimicrobiano da bromelina e da papaína na forma livre, 

foram realizadas cinéticas de crescimento de E. coli em meio BHI à temperatura de 25 °C 

variando-se a concentração enzimática. 

A Figura 21 mostra os dados obtidos para as cinéticas experimentais do 

crescimento da E. coli para seis inóculos a 25 °C em meio BHI com pH 7 utilizando-se 

bromelina como agente antimicrobiano nas concentrações 1, 2, 10, 12 e 15 g‧L-1, 

juntamente com um controle sem adição de enzima. Todas as cinéticas iniciaram com 

concentração de células bacterianas (Y), aproximadamente, de 7 log UFC‧mL-1 e foram 

realizadas em duplicata. 

Os gráficos mostram que a bromelina livre causa uma redução na concentração 

da E. coli em relação ao controle. Esta redução fica mais evidente com o aumento da 

concentração enzimática. 
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Figura 21 - Cinéticas de crescimento da E. coli a 25 °C em meio BHI e pH 7 utilizando 

bromelina livre nas concentrações de A)1 g‧L-1, B) 2 g‧L-1, C)10 g‧L-1, D)12 g‧L-1 e E) 15 

g‧L-1. 

  

  

 

Y é o logaritmo da concentração de células. As linhas que ligam os pontos representam uma tendência do 

crescimento do microrganismo. 

Fonte: elaborado pela autora 

 

Para a concentração 1 g‧L-1 não houve uma redução celular no início da cinética, 

demonstrando apenas uma fase de adaptação (fase lag) até aproximadamente 4 h de 

incubação seguida por um crescimento exponencial até próximo ao controle. Para a 

concentração enzimática de 2 g‧L-1 houve uma redução de quase 0,5 log UFC‧mL-1 até 4 

h de incubação, seguido de um crescimento exponencial atingindo concentração celular 

próxima ao controle, assim como ocorreu para concentração de 1 g‧L-1. Para as 

concentrações de 10, 12 e 15 g‧L-1, nota-se uma redução celular mais pronunciada 
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inicialmente (2 h) seguido de uma fase de pouca ou nenhuma redução celular (4 h). Para 

o intervalo entre 4 e 8 h é possível observar um crescimento exponencial, seguido da 

redução de velocidade específica de crescimento das células bacterianas indicando o 

início da fase estacionária que fica mais evidente para a concentração enzimática de 15 

g‧L-1. 

Esse comportamento de redução inicial da população microbiana, seguido por 

um período de concentração de células quase ou totalmente inalterada, e posterior 

crescimento exponencial de geração de células até atingir a fase estacionária é 

denominado, na literatura, como Fenômeno Fênix. Esse comportamento tem sido relatado 

por diversos autores no estudo de inativação de alguns patógenos como Salmollena spp. 

(ASPRIDOU; AKRITIDOU; KOUTSOUMANIS, 2018; PAGANINI et al., 2022), 

Campylobacter jejuni (KELLY et al., 2003) e E. coli (MELLEFONT; 

KOCHARUNCHITT; ROSS, 2015). Mellefont, Kocharunchitt e Ross (2015) ao 

estudarem como a temperatura do ar e atividade de água durante refrigeração de carcaças 

bovinas em frigoríficos poderia afetar a cinética de crescimento da E. coli. Os autores 

observaram que, inicialmente, tinha-se uma redução da quantidade de células seguido por 

um crescimento exponencial, comportamento semelhante ao obtido no presente estudo. 

O Fenômeno Fênix sugere que as células morrem no período inicial, devido à 

capacidade reduzida da E. coli de formar colônias em meio de cultura devido às células 

mortas, lesionadas e/ou danificadas pela ação enzimática. Isso resulta em um estágio de 

latência e uma diminuição do crescimento celular, que ocorre entre 2 e 4 h. Nesse período, 

em cada inóculo estão presentes 3 tipos de subpopulações: células inativadas, 

sobreviventes e crescentes. Quando as células capazes de se adaptarem iniciam seu 

crescimento, a concentração de colônias nas placas começa a aumentar novamente, 

entrando na fase exponencial. Nessa fase,  a bactéria se multiplica em uma maior 

velocidade específica de crescimento mais rápida, ocorrendo entre 4 e 8 h (ASPRIDOU; 

AKRITIDOU; KOUTSOUMANIS, 2018; MELLEFONT; KOCHARUNCHITT; ROSS, 

2015; PAGANINI et al., 2022; PRESSER; ROSS; RATKOWSKY, 1998). 

Ao final da cinética de 24 h, a concentração celular bacteriana para o controle e 

para as concentrações enzimáticas de 1 e 2 g‧L-1 têm crescimento semelhante enquanto 

para as demais concentrações (10, 12 e 15 g‧L-1) ocorre redução da concentração celular 

quando comparados ao crescimento de controle. Observa-se que quanto maior a 

concentração de bromelina livre, maior é a redução celular no meio BHI (Tabela 12). 
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A Tabela 12 apresenta os valores de redução da concentração de células de E. 

coli em log UFC‧mL-1 para as concentrações de bromelina de 1, 2, 10, 12, 15 g‧L-1 e 

crescimento celular da bactéria para o controle em relação concentração celular inicial 

para cada inóculo a 25 °C e pH 7. 

 

Tabela 12 - Redução da concentração de células de E. coli em log UFC‧mL-1 para as 

concentrações de bromelina de 1, 2, 10, 12, 15 g‧L-1 e crescimento celular da bactéria para 

o controle em relação concentração celular inicial para cada inóculo a 25 °C e pH 7 

  Variação do logaritmo de concentração celular de E. coli (Y 

em UFC‧mL-1) em relação a concentração celular inicial 

Ce,b 

(g‧L-1) 

Y0 
(Log 

UFC‧mL-1) 

2 h 4 h 8 h 24 h 
Yf 

(Log 

UFC‧mL-1) 

0 7,17 0,21 ± 0,00 1,63 ± 0,22 3,49 ± 0,68 5,80 ± 0,00 12,97 

1 7,09 - -0,06 ± 0,17 0,51 ± 0,64 5,50 ± 0,01 12,59 

2 7,17 - -0,43 ± 0,37 0,54 ± 1,15 5,97 ± 0,20 13,14 

10 7,14 -0,52 ± 0,09 -0,54 ± 0,58 1,85 ± 1,69 4,63 ± 0,10 11,77 

12 7,06 -0,40 ± 0,02 -0,54 ± 0,84 2,17 ± 1,20 4,54 ± 0,04 11,60 

15 7,10 -0,89 ± 0,30 -0,76 ± 0,30 1,84 ± 0,71 2,67 ± 0,00 9,76 

Ce,b é a concentração da enzima bromelina; Y0 e Yf é o logaritmo da concentração celular no início e ao 

final da cinética. 

Fonte: elaborado pela autora 

 

A  g‧L-1. 

 

 

 

Figura 22 mostra os dados obtidos para as cinéticas experimentais do 

crescimento da E. coli para seis inóculos a 25 °C em meio BHI com pH 7 utilizando-se 

papaína como agente antimicrobiano nas concentrações de 1, 2, 5, 8 e 10 g‧L-1, juntamente 

com um controle sem adição de enzima. Todas as cinéticas iniciaram com concentração 

de células bacterianas aproximadamente de 7 log UFC‧mL-1 e foram realizadas em 

duplicata. 

As cinéticas construídas utilizando papaína mostraram perfis semelhantes aos 

obtidos para bromelina, ou seja, a adição de papaína livre também causou a redução na 

concentração da E. coli, que fica mais evidente com o aumento da concentração 

enzimática. Porém a papaína mesmo em baixas concentrações obtém redução da 

concentração celular bacteriana comparado ao ponto inicial de cada cinética, o que não 

foi observado para bromelina a 1 g‧L-1. 
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Figura 22 - Cinéticas de crescimento da E. coli a 25 °C em meio BHI e pH 7 utilizando 

papaína livre nas concentrações de A) 1 g‧L-1, B) 2 g‧L-1, C) 5 g‧L-1, D) 8 g‧L-1 e E) 10 

g‧L-1 

  

  

 

Y é o logaritmo da concentração de células. As linhas que ligam os pontos representam uma tendência do 

crescimento do microrganismo 

Fonte: elaborado pela autora 

 

Para as concentrações 1 e 2 g‧L-1 houve, no intervalo de 4h de incubação, a 

presença de uma fase de adaptação (fase lag) seguida por uma redução na concentração 

celular bacteriana entre o intervalo de 4 e 8 h de incubação. Após o intervalo de 8 h, houve 
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crescimento exponencial para ambas as concentrações enzimáticas atingindo 

aproximadamente a concentração celular final do controle, sendo 1 g‧L-1 igual ao controle 

e 2 g‧L-1 a diferença foi 1 log UFC‧mL-1 a menos que o controle. 

Para as outras concentrações, também foi observada uma redução na 

concentração celular inicial no intervalo de 2 h. No entanto, para a concentração de 10 

g‧L-1, essa redução foi ainda maior e se estendeu até 4 h, resultando em uma redução de 

2,4 log UFC‧mL-1 (Tabela 13). Essa redução foi maior dentre todos os tratamentos 

realizados neste estudo, tanto com bromelina quanto com papaína livres. Após essa fase 

de redução, a concentração celular começa a crescer de maneira exponencial, seguida por 

uma redução na velocidade específica de crescimento das células bacterianas. Isso indica 

o início da fase estacionária, que se torna mais evidente nas concentrações enzimáticas 

de 8 e 10 g‧L-1. 

A Tabela 13 apresenta os valores de redução da concentração de células de E. 

coli em log UFC‧mL-1 para as concentrações de papaína de 1, 2, 5, 8 e 10 g‧L-1 e 

crescimento celular da bactéria para o controle em relação concentração celular inicial 

para cada inóculo a 25 °C e pH 7. 

 

Tabela 13 - Redução da concentração de células de E. coli em log UFC‧mL-1 para as 

concentrações de papaína de 1, 2, 5, 8 e 10 g‧L-1 e crescimento celular da bactéria para o 

controle em relação concentração celular inicial para cada inóculo em meio BHI a 25 °C 

e pH 7 

  Variação do logaritmo de concentração celular de E. coli (Y 

em UFC‧mL-1) em relação a concentração celular inicial 

Ce,p 

(g‧L-1) 

Y0 
(Log 

UFC‧mL-1) 

2 h 4 h 8 h 24 h 

Yf 

(Log 

UFC‧mL-1) 

0 6,68 0,70 ± 0,00 1,79 ± 0,49 4,19 ± 0,68 6,29 ± 0,00 12,97 

1 7,06 - -0,07 ± 0,00 -0,55 ± 0,09 5,91 ± 0,40 12,98 

2 7,11 - -0,16 ± 0,02 -0,82 ± 0,17 5,19 ± 0,01 12,31 

5 6,90 -1,36 ± 0,06 -1,47 ± 0,64 1,07 ± 1,88 4,66 ± 0,00 11,56 

8 7,01 -0,95 ± 0,00 -1,50 ± 0,58 2,32 ± 1,06 4,18 ± 0,03 11,19 

10 7,08 -1,47 ± 0,44 -2,40 ± 0,58 1,69 ± 0,53 3,74 ± 0,01 11,12 

Ce,p é a concentração da enzima papaína; Y0 e Yf é o logaritmo da concentração celular no início e ao final 

da cinética. 

Fonte: elaborado pela autora 
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4.3.2 Avaliação da Atividade Antimicrobiana das Enzimas Livres e 

Derivados Enzimáticos em Meio BHI 

 

Para avaliar o efeito antimicrobiano dos derivados obtidos por imobilização das 

enzimas bromelina e papaína em óxido de grafeno, foram realizadas cinética de 

crescimento para a bactéria E. coli à temperatura de 25 °C em meio BHI variando a 

concentração enzimática em 1 e 2 g‧L-1. 

A Figura 23 mostra os dados obtidos para as cinéticas experimentais do 

crescimento da E. coli para três inóculos à 25 °C em meio BHI e pH 7, utilizando o 

derivado de bromelina como agente antimicrobiano. Utilizou-se concentrações de 

proteína de 1 e 2 g‧L-1 do derivado de bromelina imobilizada em óxido de grafeno (B-

OG) e, posteriormente, foram comparados com os dados obtidos anteriormente para 

bromelina livre (B-L) nas concentrações 1 e 2 g‧L-1. A amostra controle consistiu em OG 

disperso em meio de cultura BHI em pH 7. Todas as cinéticas iniciaram com concentração 

de células bacterianas aproximadamente de 7 log UFC‧mL-1 e foram realizadas em 

duplicata. 

 

Figura 23 - Cinéticas de crescimento da E. coli a 25 °C em meio BHI e pH 7 utilizando 

bromelina livre e o derivado B-OG nas concentrações de proteína de 1 e 2 g‧L-1 
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Y é o logaritmo da concentração de células. As linhas que ligam os pontos representam uma tendência do 

crescimento do microrganismo. 

Fonte: elaborado pela autora 

 

Na Figura 23, é possível observar que a amostra controle, quando o OG é 

utilizado, tem uma fase lag no intervalo inicial de 4 h, ao contrário das outras cinéticas 

das amostras controle que não utilizaram OG. Esse fenômeno ocorre devido à interação 

entre as células de E. coli e as nanofolhas do OG, que possuem várias cargas superficiais 

negativas. Essa interação pode resultar em lesões leves ou severas à membrana celular, 

expondo o citoplasma das células. Esse efeito é causado pelo estresse oxidativo gerado 

pelas cargas superficiais das nanofolhas de OG. Esse comportamento foi relatado 

anteriormente por Hu et al. (2010) que estudaram o efeito antimicrobiano e citotoxicidade 

do OG em solução e em formas de folhas macroscópicas contra E. coli e, por Efremova 

et al. (2015) ao estudarem a toxicidade e ação antimicrobiana de nanomateriais à base de 

carbono por meio da luminescência. Ambos os estudos mostraram ação antimicrobiana 

contra E. coli e citotoxicidade leve, visto que ocorre apenas uma pequena diminuição na 

viabilidade celular sem levar a apoptose ou morte de células. 

A presença das cargas superficiais do OG causou um período de adaptação da E. 

coli, resultando na redução da concentração celular após 2h de exposição á bromelina. 

Ao comparar esse comportamento com o observado nas enzimas livres, pode-se afirmar 

que o OG atua sinergicamente com a bromelina na redução das células, induzindo o 

estresse oxidativo e tornando-as mais susceptível à ação enzimática. 

Após um período de incubação de 4 h, é observado um aumento na concentração 

celular para ambas as concentrações do derivado, caracterizando o fenômeno conhecido 

como “Fenômeno Fênix”. No entanto, esse fenômeno não foi observado quando a 

bromelina livre foi utilizada nessas mesmas concentrações, o que reforça a ação 

sinergética entre o OG e a enzima na redução das células bacterianas. Ao final da cinética 

de 24 h, nota-se que o derivado na concentração 1 g‧L-1 é menos eficiente em retardar o 
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crescimento das células de E. coli em comparação com o derivado na concentração 2 g‧L-

1, que retardou o crescimento em aproximadamente 1 log UFC‧mL-1 no final do processo. 

É importante observar que, ao utilizar os derivados B-OG, independentemente 

da concentração enzimática, são obtidos perfis de cinética de crescimento semelhantes 

para a bactéria E. coli quando comparados com altas concentrações de bromelina livre 

(10, 12 e 15 g‧L-1). Portanto, o uso de derivados se mostra vantajoso, uma vez que esses 

produzem efeitos similares utilizando concentrações até 10 vezes menores do que a 

enzima livre, além de permitir a recuperação e o reúso dos derivados por vários ciclos. 

A Tabela 14 apresenta os valores de redução em log UFC‧mL-1 para as 

concentrações 1 e 2 g‧L-1 e o controle com OG para o derivado de bromelina por 

imobilização física e para bromelina livre em relação concentração celular inicial para 

cada inóculo a 25 °C e pH 7. 

 

Tabela 14 - Redução da concentração de células de E. coli em log UFC‧mL-1 para as 

concentrações 1 e 2 g‧L-1 para bromelina livre e o derivado físico B-OG e crescimento 

celular da bactéria para o controle em relação à concentração celular inicial para cada 

inóculo em meio BHI a 25 °C e pH 7 

 Variação do logaritmo de concentração celular de E. coli (Y em UFC‧mL-1) em 

relação a concentração celular inicial 

 
Ce,b 

(g‧L-1) 

Y0 
(Log 

UFC‧mL-1) 

2 h 4 h 8 h 24 h 

Yf 
(Log 

UFC‧mL-1) 

OG 0 6,86 - 0,66 ± 0,01 3,80 ± 0,11 6,98 ± 0,00 13,84 

B-L 
1 7,09 - -0,06 ± 0,17 0,51 ± 0,64 5,50 ± 0,01 12,59 

2 7,17 - -0,43 ± 0,37 0,54 ± 1,15 5,97 ± 0,20 13,14 

B-

OG 

1 7,01 -0,10 ± 0,11 -0,79 ± 0,35 2,97 ± 0,13 6,39 ± 0,72 13,40 

2 7,01 0,06 ± 0,05 -0,19 ± 0,14 2,97 ± 0,50 5,71 0,01 12,71 

Ce,b é a concentração da enzima bromelina; Y0 e Yf é o logaritmo da concentração celular no início e ao 

final da cinética. 

Fonte: elaborado pela autora 

 

A Figura 24 mostra as cinéticas experimentais do crescimento da E. coli para 

três diferentes inóculos a 25 °C no meio BHI com pH 7. Foram utilizados 2 inóculos com 

papaína livre e 2 com o derivado da papaína P-OG nas concentrações de 1 e 2 g‧L-1 

juntamente com um controle com OG e um controle sem OG. Todos os inóculos iniciaram 

em aproximadamente 7 log UFC‧mL-1. 
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Figura 24 - Cinéticas de crescimento da E. coli a 25 °C em meio BHI e pH 7 utilizando 

papaína livre e o derivado P-OG nas concentrações de 1 e 2 g‧L-1
 

  

  

Y é o logaritmo da concentração de células. As linhas que ligam os pontos representam uma tendência do 

crescimento do microrganismo. 

Fonte: elaborado pela autora 

 

O derivado P-OG, nas concentrações de 1 e 2 g‧L-1, exibe cinéticas de 

crescimento semelhantes às obtidas anteriormente com concentrações maiores de enzima 

livre (5, 8 e 10 g‧L-1), além de apresentar o Fenômeno Fênix. Da mesma forma que ocorre 

nos derivados com bromelina, os derivados com papaína também demonstraram um 

efeito sinérgico com o OG, devido às suas cargas superficiais, sendo capazes de reduzir 

a quantidade de células ao longo de um intervalo de 2 h. Esse comportamento não é 

observado quando as mesmas concentrações são utilizadas de forma livre. 

A Tabela 15 apresenta os valores de redução em log UFC‧mL-1 para as 

concentrações 1 e 2 g‧L-1 e o controle com OG para o derivado de papaína por 
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imobilização física e para papaína livre em relação concentração celular inicial para cada 

inóculo a 25 °C e pH 7. 

 

 

 

 

Tabela 15 - Redução da concentração de células de E. coli em log UFC‧mL-1 para as 

concentrações 1 e 2 g‧L-1 para papaína livre e o derivado físico P-OG e crescimento 

celular da bactéria para o controle em relação concentração celular inicial para cada 

inóculo em meio BHI a 25 °C e pH 7 

 Variação do logaritmo de concentração celular de E. coli (Y em UFC‧mL-1) em 

relação a concentração celular inicial 

 Ce,p 

(g‧L-1) 

Y0 
(Log 

UFC‧mL-1) 
2 h 4 h 8 h 24 h 

Yf 
(Log 

UFC‧mL-1) 

OG 0 6,86 - 0,66 ± 0,01 3,80 ± 0,11 6,98 ± 0,00 13,84 

P-L 
1 7,06 - -0,07 ± 0,00 -0,55 ± 0,09 5,91 ± 0,40 12,98 

2 7,11 - -0,16 ± 0,02 -0,82 ± 0,17 5,19 ± 0,01 12,31 

P-

OG 

1 6,87 -0,14 ± 0,33 -1,20 ± 0,82 3,39 ± 0,67 6,85 ± 0,01 13,72 

2 6,86 -0,24 ± 0,33 -0,81 ± 0,42 1,86 ± 0,36 5,80 ± 0,10 12,66 

Ce,p é a concentração da enzima papaína; Y0 e Yf é o logaritmo da concentração celular no início e ao final 

da cinética. 

Fonte: elaborado pela autora 

 

4.3.3 Avaliação da Atividade Antimicrobiana das Enzimas Livres e 

Derivados Enzimáticos no Suco de Maçã 

 

Com intuito de avaliar a aplicação em um produto no qual essas enzimas já são 

utilizadas foram realizados testes em suco industrial de maçã. Essas enzimas podem ser 

usadas em bebidas como espessantes, clarificantes, manutenção de vida útil em sucos, 

entre outras aplicações (CERRETI et al., 2016; DOS ANJOS et al., 2016; MOSAFA; 

MOGHADAM; SHAHEDI, 2013). As enzimas foram utilizadas nas formas livre e 

derivados físicos nas concentrações 1 e 2 g‧L-1 a 25 °C e pH 4, pH do suco analisado, 

durante cinéticas de 24 h. 
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Figura 25 - Cinéticas de crescimento da E. coli a 25 °C em suco de maçã comercial e pH 

4 utilizando bromelina livre e o derivado B-OG nas concentrações de 1 e 2 g‧L-1 

  

  

Y é o logaritmo da concentração de células. As linhas que ligam os pontos representam uma tendência do 

crescimento do microrganismo. 

Fonte: elaborado pela autora 

 

Na Figura 25, observa-se que tanto a concentração baixa quanto a alta de 

bromelina livre apresentaram comportamento semelhante e não diferiram do controle em 

mais de 0,7 log UFC.mL-1 no final do processo. No entanto, ao comparar as cinéticas em 

meio de cultura BHI e em suco, a ação enzimática foi inferior no suco. Isso pode ser 

atribuído a dois fatores que podem interferir na atividade enzimática. O primeiro fator é 

o pH do suco, que é aproximadamente 4. Como mencionado anteriormente, a bromelina 

é uma enzima alcalina que tem melhor atuação em um pH entre 6 e 9, embora ainda 

apresente atividade em pH mais baixo, como 3 (DUBEY; REDDY; MURTHY, 2012; 

GAGAOUA et al., 2021; KETNAWA; CHAIWUT; RAWDKUEN, 2011a). Valores de 

pH baixos podem afetar a estrutura interna da bromelina, e a repulsão de cargas pode 

levar a uma diminuição nas ligações eletrostáticas, impedindo que  o centro ativo da 

enzima se ligue às células bacterianas (ATAIDE et al., 2019; SARKAR et al., 2017). 

O segundo fator a ser considerado é a presença de proteínas e sólidos insolúveis, 

como minerais e fibras insolúveis, no suco. O suco de maçã possui uma média de 1,4% 

de proteína e 2% de sólidos insolúveis (CORRÊA et al., 2019; NUNES et al., 2016). A 
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presença de proteínas no suco atua como inibidor competitivo, onde essas proteínas se 

ligam à enzima ocupando o sítio ativo, impedindo que a enzima se ligue às células de E. 

coli e reduza significativamente a sua quantidade. Além disso, as fibras e minerais, como 

ferro e alumínio, presentes no suco podem inativar a bromelina (NOUR; TRANDAFIR; 

IONICA, 2010; RAJASHREE et al., 2012; ZHOU et al., 2021). 

As cinéticas observadas com o uso do derivado B-OG são semelhantes às obtidas 

com a enzima livre. A ligeira redução na concentração de células ocorre devido à 

interação entre as cargas superficiais do OG e as células de E. coli. Porém, quando 

comparado ao uso do derivado em meio BHI, não é observada a fase lag inicial (conforme 

mostrado na Figura 23). Isso se deve à interação reduzida das cargas superficiais do OG, 

uma vez que ele também interage com os íons metálicos presentes no suco. 

Tanto para a papaína na forma livre quanto para o derivado P-OG (Figura 35), 

os perfis cinéticos foram semelhantes aos obtidos com o uso da bromelina. Isso indica 

que o suco exerce uma influência maior na cinética de crescimento de E. coli do que o 

tipo ou a forma de enzima é utilizada. 

A papaína livre, na concentração de 2 g‧L-1, resultou em uma redução de 1 log 

UFC‧mL-1, enquanto o derivado apresentou redução de 1,4 log UFC‧mL-1 em comparação 

ao controle após 24 h. Assim como a bromelina, a papaína é uma enzima alcalina que 

apresenta melhor desempenho em pH entre 6 e 8,5, mas também tem ação em pH mais 

baixo (TANTAMACHARIK et al., 2018). No entanto, no pH 4, a ação da papaína pode 

ser reduzida, além de haver a presença de proteínas e sólidos insolúveis, como minerais 

e fibras insolúveis, no suco, que podem competir ou inativar a papaína, incluindo íons 

ferro II, cobre II, cálcio, magnésio e outros íons bivalentes (HOMAEI, 2015; 

SANGEETHA; ABRAHAM, 2006; SILVA et al., 2006). Além disso, observa-se que não 

houve uma fase lag pronunciada no início da cinética, devido ao efeito da interação das 

cargas superficiais do OG tanto com as células de E. coli quanto com os íons metálicos 

presentes. 
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Figura 26 - Cinéticas de crescimento da E. coli a 25 °C em suco de maçã comercial e pH 

4 utilizando papaína livre e o derivado P-OG nas concentrações de 1 e 2 g‧L-1 

  

  

Y é o logaritmo da concentração de células. As linhas que ligam os pontos representam uma tendência do 

crescimento do microrganismo. 

Fonte: elaborado pela autora 

 

A Tabela 16 apresenta os valores de redução em log UFC‧mL-1 para as 

concentrações 1 e 2 g‧L-1 e o controle com e sem OG para os derivados de bromelina e 

papaína por imobilização física e para essas enzimas livres em relação concentração 

celular inicial para cada inóculo a 25 °C e pH 4. 
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Tabela 16 - Redução da concentração de células de E. coli em log UFC‧mL-1 para as 

concentrações 1 e 2 g‧L-1 para bromelina e papaína livres e seus respectivos derivados 

físicos e crescimento celular da bactéria para o controle em relação concentração celular 

inicial para cada inóculo em suco comercial de maçã a 25 °C e pH 4 

 Variação do logaritmo de concentração celular de E. coli (Y em UFC‧mL-1) em 

relação a concentração celular inicial 

 Ce 

(g‧L-1) 

Y0 
(Log 

UFC‧mL-1) 
2 h 4 h 8 h 24 h 

Yf 
(Log 

UFC‧mL-1) 

Suco 0 7,29 -0,26 ± 0,07 0,02 ± 0,18 0,66 ± 0,60 2,46 ± 2,46 9,75 

B-L 
1 7,25 -0,18 ± 0,09 -0,33 ± 0,14 0,39 ± 0,06 2,08 ± 1,81 9,32 

2 7,12 -0,10 ± 0,07 -0,14 ± 0,00 0,42 ± 0,21 2,26 ± 1,72 9,39 

P-L 
1 7,11 0,00 ± 0,01 -0,12 ± 0,22 0,38 ± 0,32 2,42 ± 1,95 9,53 

2 7,22 -0,16 ± 0,01 -0,20 ± 0,23 0,47 ± 0,18 0,68 ± 1,70 7,90 

Suco-

OG 
0 7,59 0,84 ± 0,02 0,89 ± 0,04 1,70 ± 0,41 3,91 ± 0,28 11,50 

Suco-

B-

OG 

1 7,14 0,52 ± 0,70 0,58 ± 0,06 0,82 ± 0,03 3,67 ± 0,05 10,81 

2 7,29 -0,12 ± 0,01 0,29 ± 0,01 0,49 ± 0,00 3,86 ± 0,04 11,15 

Suco-

P-

OG 

1 7,22 -0,02 ± 0,05 0,16 ± 0,05 0,66 ± 0,05 3,08 ± 0,00 10,30 

2 7,16 0,09 ± 0,02 0,49 ± 0,10 0,68 ± 0,04 3,14 ± 0,00 10,30 

Ce é a concentração da enzima; Y0 e Yf é o logaritmo da concentração celular no início e ao final da cinética. 

Fonte: elaborado pela autora 

 

 BIOTRANSFORMAÇÃO DOS FÁRMACOS VIA ENZIMÁTICA 

 

A biotransformação dos antibióticos tetraciclina (TC) e oxitetraciclina (OTC) 

via enzimática foi avaliada por meio de espectrofotometria UV-visível no comprimento 

de onda 357 nm comparando a concentração inicial com a concentração após períodos de 

tempo pré-estabelecidos por meio de uma curva padrão previamente elaborada com 30 

pontos para cada fármaco. 

 

4.4.1 Biotransformação de Tetraciclina via Enzimática em Função do pH 

do Meio 

 

Primeiramente foram estudados 3 valores distintos de pH utilizando bromelina e 

papaína em uma solução de concentração de 100 mg∙L-1 de TC à temperatura de 25 °C 

sob agitação mecânica em banho termostático e protegido da luz em sistema batelada por 

10 h. Para o pH 3,5 a TC foi diluída apenas em água destilada, enquanto que para pH 6 e 
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7 utilizou-se solução tampão de fosfato de sódio para evitar que as moléculas de TC 

formassem quelatos, visto que esse fármaco reage facilmente com cátions bivalentes 

(GUERRA et al., 2016). O tempo máximo de cada experimento foram de 10 h baseado 

no tempo de meia vida de cada fármaco, para TC é aproximadamente de 12 h (AGWUH, 

2006). 

Observa-se na Figura 27 a porcentagem de biotransformação da TC utilizando 

bromelina livre na temperatura de 25 °C para valores de pH em 3,5, 6 e 7 até 10h de 

processo em batelada. 

 

Figura 27 - Biotransformação de tetraciclina (TC) utilizando bromelina livre a 25 °C para 

valores de pH em 3,5, 6 e 7 

 

As amostras denominadas branco são constituídas apenas de fármaco em água (pH 3,5) ou em solução 

tampão fosfato a 50 mmol (pHs 6 e 7). 

Fonte: elaborado pela autora 

 

Nessa temperatura, a curva obtida para o pH 3,5 mostrou-se sem alterações 

significativas entre o ponto 0 h (7,24 %) e o ponto após 10 h (8,09 %). Esse 

comportamento por ser atribuído a 2 fatores. O primeiro é o pH de atuação da bromelina: 

por ser uma enzima alcalina tem melhor atuação em pH entre 6 e 9 (GAGAOUA et al., 

2021) apesar de apresentar atividade em pH menor como pH 3 (DUBEY; REDDY; 

MURTHY, 2012; KETNAWA; CHAIWUT; RAWDKUEN, 2011a). Ao utilizar o pH 3,5 

a presença dos íons hidrogênios afetam as cargas dos aminoácidos no interior da 

bromelina reduzindo sua atividade enzimática podendo levar a inativação permanente da 

enzima, assim como para valor de pH muito ácido a repulsão de cargas se associa a uma 

diminuição nas ligações eletrostáticas impossibilitando que o centro ativo da enzima se 

ligue a molécula do fármaco (ATAIDE et al., 2019; SARKAR et al., 2017). 



96 

 

O segundo fator é a estabilidade dos fármacos em água. Ao serem apenas 

dissolvidos, estes permanecem nas suas formas mais estáveis, sem ionização ou 

deslocamento de cargas superficiais ou ainda a formação de quelatos com cátions 

bivalentes que possam estar presentes. Esse comportamento foi obtido por Zhong et al. 

(2022) e afirmam que tetraciclinas em meios ácidos têm tempo de meia-vida de hidrólise 

mais longo que em outras condições devido sua maior estabilidade. 

Quanto as curvas obtidas para os valores de pH 6 e 7, pode-se observar que a 

porcentagem de biotransformação aumentou ao final das 10 h de experimento, com 

18,21% para pH 6 e 15,84% para pH 7, quando comparado a curva em pH 3,5. Soluções 

próximas a neutralidade são consideradas mais favoráveis para hidrólise de TC (ZHONG 

et al., 2022). Kang, Lim e Kwon (2012) ao estudarem a degradação por hidrólise de 

diversas tetraciclinas observaram que o tempo de meia-vida era mais afetado em pH 

próximo a neutralidade, mas que ainda ocorria hidrolise em outros valores de pH. 

Na Figura 28 observa-se a porcentagem de biotransformação da TC utilizando 

papaína livre na temperatura de 25 °C para valores de pH em 3,5, 6 e 7 até 10 h de 

processo em batelada. Nota-se que as curvas têm perfis e porcentagens de 

biotransformação semelhantes independentes do pH, obtendo máximo de 

biotransformação de 11,17, 7,82 e 11,64%, respectivamente, com desvio padrão inferior 

a ±0,01. 

 

Figura 28 - Biotransformação de tetraciclina (TC) utilizando papaína livre a 25 °C para 

valores de pH em 3,5, 6 e 7 

 

As amostras denominadas branco são constituídas apenas de fármaco em água (pH 3,5) ou em solução 

tampão fosfato a 50 mmol (pHs 6 e 7). 

Fonte: elaborado pela autora 
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A papaína é uma enzima alcalina com melhor atuação em pH entre 6 e 8,5 

(TANTAMACHARIK et al., 2018), porém mesmo para o pH 6 e 7 a porcentagem de 

biotransformação da TC manteve a mesma grandeza quando comparado ao pH 3,5 

condição mais estável do fármaco. A papaína, assim como a bromelina, também são 

afetadas pelas cargas dos íon hidrogênio e pode variar sua conformação, levando-a a 

inativação (SANGEETHA; ABRAHAM, 2006). Isso indica que tanto a bromelina quanto 

a papaína em suas formas livres podem não ter efeito sob a hidrólise da TC. 

 

4.4.2 Biotransformação de Tetraciclina e Oxitetraciclina via Enzimática em 

Função da Temperatura 

 

Para avaliar o efeito da temperatura na biotransformação da TC e OCT foram 

realizados ensaios a 40 °C em pH 6 com ambas as enzimas livres e comparadas às curvas 

obtidas a 25 °C. 

Ao observar a Figura 29 nota-se que as curvas para 40 °C obtêm valores superiores 

quando comparados com as curvas obtidas a 25 °C, o que indicaria uma maior 

biotransformação da TC e OTC. Porém ao longo do tempo tanto as soluções de fármacos 

contendo enzima, quanto as soluções de fármacos sem enzima (branco) escurecem na 

mesma proporção (Figura 30 e Figura 31). 

 

Figura 29 - Biotransformação de tetraciclina e oxitetraciclina utilizando bromelina (B) e 

papaína (P) livre à 25 e 40 °C para pH 6 

  

Fonte: elaborado pela autora 

 

Na Figura 30 e Figura 31 é possível visualizar esse escurecimento para OTC e TC, 

respectivamente. É notório que as soluções a 40 °C se tornam mais escuras do que a 25 

°C independente da presença da enzima. As imagens trazem os fármacos no tempo inicial 
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e nos intervalos de 5, 10 e 24 h para amostras sem enzima, com bromelina e com papaína 

na forma livre. 

 

Figura 30 - Coloração do fármaco oxitetraciclina (OTC) à 25 e 40 °C em pH 7 no início 

da reação e após 5, 10 e 24 h para amostras com e sem bromelina (B) e papaína (P) 

 

Fonte: elaborado pela autora 

 

Figura 31 - Coloração do fármaco tetraciclina (TC) à 25 e 40 °C em pH 7 ao início da 

reação e após 5, 10 e 24 horas h para amostras com e sem bromelina (B) e papaína (P) 

 

Fonte: elaborado pela autora 

 

O escurecimento da solução ocorre antes do tempo de meia-vida de cada fármaco 

e indica que o que está ocorrendo é degradação térmica e hidrólise, sendo o tempo de 

meia vida da TC de aproximadamente de 12 h e para OTC é de aproximadamente de 10 

h (AGWUH, 2006). Um resultado semelhante foi observado por Conde-Cid et al. (2018) 

ao estudarem a dissipação e degradação de tetraciclina, oxitetraciclina e clortetraciclina 

utilizando luz solar simulada. Os autores determinaram valores de meia-vida de 3,76, 1,68 
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e 1,73 h, respectivamente, na presença de luz. Tian; Khalil e Bayen (2017) concluíram 

que em geral o tratamento térmico leva à degradação de antibióticos e seus resíduos, esses 

fármacos pode sofrer diferentes níveis de degradação dependendo do meio no qual se 

encontra, por exemplo, água, gordura, carne de diferentes tipos, entre outros. Como 

também a fonte de calor influencia a geração de resíduos, além da taxa de degradação. 

Dentre as tetraciclinas, a OTC é a menos estável ao calor principalmente quando 

utilizado sistemas tamponados, podendo ser quase completamente degradada durante 30 

min de fervura em água. Porém a degradação das tetraciclinas já ocorre a 25 °C e aumenta 

com o aumento do pH e da temperatura, principalmente para temperaturas maiores de 60 

°C (ABOU-RAYA et al., 2013; HASSANI et al., 2008; ROSE et al., 1996; TIAN; 

KHALIL; BAYEN, 2017; XUAN et al., 2009). 

Foi realizada varredura por espectrofotometria UV-visível para avaliar a 

presença de outros picos devido a degradação térmica dos fármacos. É possível analisar 

na Figura 32 e Figura 33 que o espectro de cada solução de TC e OTC, respectivamente, 

não houve formação de picos além dos característicos de cada fármaco. 

 

Figura 32 - Espectros de UV-vis de tetraciclina puro (TC), tetraciclina com papaína (TC-

P) e tetraciclina com bromelina (TC-P) para 25 e 40 °C 

  

Fonte: elaborado pela autora 
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Figura 33 - Espectros de UV-vis de oxitetraciclina puro (OTC), oxitetraciclina com 

bromelina (OTC-B) e oxitetraciclina com papaína (OTC-P) para 25 e 40 °C 

  

Fonte: elaborado pela autora 

 

Esse comportamento indica que os fármacos devem estar se degradando em 

alguns de seus epímeros e/ou anidrotetraciclinas. Porém o problema na geração dessas 

substâncias é permanecerem biologicamente ativas, mesmo que em menor nível que o 

composto original, e apresentarem toxicidade (BLASCO; CORCIA; PICÓ, 2009; FRITZ; 

ZUO, 2007; HALLING-SØRENSEN et al., 2003; HALLING-SØRENSEN; 

SENGELØV; TJØRNELUND, 2002). Em geral, os epímeros são obtidos em meios 

ácidos, porém com aquecimento também pode haver a mudança de posição dos radicais 

no átomo de carbono quiral 4 (Figura 34) (ZHU et al., 2023). 

Dessa forma, não é possível verificar a degradação por espectrofotometria UV-

vis devido ao comprimento de onda ser o mesmo do composto original. Normalmente a 

detecção desses compostos é realizada por cromatografia líquida de alta eficiência com 

detector de massa acoplado (HPLC-MS) (GAVILÁN et al., 2015, 2016; NEBOT et al., 

2014; PANG et al., 2021; ZHENG et al., 2012), porém é sempre relatada a dificuldade 

em diferenciá-los pois a massa quase não varia entre eles, sendo atualmente sugerido a 

diferenciação por espectros de dissociação induzida por colisão de íons através da 

ionização por eletrospray (HPLC-ESI-MS) (ZHU et al., 2023). 
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Figura 34 - Modificação do carbono quiral da oxitetraciclina e tetraciclina para formação 

dos epímeros 

 

Fonte: ZHU et al., 2023. 

 

4.4.3 Biotransformação de Tetraciclina e Oxitetraciclina via Derivado 

Enzimático de Bromelina 

 

Também foi analisada a biotransformação utilizando o derivado de bromelina B-

OG em pH 7 a 25 °C. A Figura 35 apresenta os perfis de biotransformação para TC e 

OTC utilizando bromelina livre (B-L) e o derivado por imobilização sem glutaraldeido 

(B-OG). 

 

Figura 35 - Biotransformação de tetraciclina (TC) e oxitetraciclina (OTC) utilizando o 

derivado enzimático B-OG à 25 °C e pH 7 

 
Fonte: elaborado pela autora 
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Tanto para a TC quando para OTC, os sistemas com o derivado B-OG obtiveram 

maior porcentagem de biotransformação do que os sistemas com a bromelina livre. Esse 

resultado pode ter sido obtido por dois fatores. O primeiro seria que a enzima ao ser 

imobilizada tem maior estabilidade e consegue atuar na biotransformação dos fármacos. 

O segundo, seria a adsorção da TC e do OTC pelo OG. Há estudos que utilizam 

o OG como adsorvente das tetraciclinas e obtém comportamento semelhante ao 

observado neste trabalho. A exemplo, Dedic et al. (2020) avaliaram a remoção de 

cloridrato de tetraciclina em água por meio da redução da absorbância ao longo do tempo. 

Os autores notaram que havia uma redução de absorbância acentuada ao início do 

processo e depois ocorria a variação da absorbância, demonstrando processo de adsorção 

e dessorção. Outros autores também avaliaram a adsorção de tetraciclinas em água 

utilizando OG e observaram que a adsorção aumenta com a redução do pH, para valores 

de pH próximos a neutralidade e alcalinos a interação eletrostática entre o OG e as 

tetraciclinas é reduzida o que desfavorece a adsorção e favorece a dessorção (BAO et al., 

2018; DEDIC et al., 2020; LI et al., 2023). 

Os valores determinados neste estudo são menores do que os determinados nos 

estudos supracitados, isso ocorre, pois, grande parte dos grupos funcionais que fariam 

adsorção dos fármacos já estão ligados a bromelina. Porém, maiores estudos são 

necessários para avaliar se houve realmente biotransformação da TC e OTC por meio da 

presença de metabólitos no meio ou se houve apenas processo de adsorção dos fármacos 

pelo OG.  
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 CONCLUSÕES 

 

O óxido de grafeno (OG) foi sintetizado a partir do método de Hummers 

modificando-se a na etapa de filtração e secagem por liofilização. Por meio de análises 

de caracterização química e microestrutural foi possível comprovar que a modificação na 

síntese não alterou as características do OG obtido. Quanto à estabilização da suspensão 

de OG a melhor condição foi obtida para o pH 7 e temperatura de 25 °C. 

O óxido de grafeno e o óxido de grafeno funcionalizado com glutaraldeído foram 

utilizados como suporte para estudo da imobilização das enzimas bromelina e papaína. 

Os processos de imobilização foram bem-sucedidos, atingindo concentrações enzimáticas 

de até 2,8 g de enzima por grama de suporte. A enzima bromelina possuiu maior interação 

com o suporte, obtendo concentrações de enzima superiores à papaína para a mesma 

disponibilidade de enzimas. Utilizando-se a razão mássica 1:1 entre enzima e suporte, 

toda a massa de enzima disponibilizada é imobilizada, não havendo descarte de enzimas 

no processo. Foi observado que independentemente da quantidade de enzima, 30 min é 

suficiente para obter o máximo de imobilização. 

Os derivados enzimáticos apresentaram bons resultados quanto à atividade 

enzimática, rendimento de imobilização, eficiência na retenção da atividade de 

imobilização, estabilidade térmica e de estocagem. Dentre os derivados enzimáticos 

obtidos, P-OG-Glu apresentou melhores características quanto atividade enzimática, 

estabilidade de estocagem e retenção de atividade da enzima livre após o processo de 

imobilização. Em relação à papaína livre, a imobilização promove uma melhoria no pH 

de atuação, passando de 6 para 7, e reteve mais de 85% de atividade enzimática em 50 

°C. Além da melhoria na estabilidade de estocagem, passando de 13 dias da enzima livre 

para 25 dias do derivado o P-OG-Glu houve o aumento da afinidade pelo substrato. 

As enzimas livres possuem ação antimicrobiana contra a bactéria E. coli, e ao 

serem imobilizadas têm sua ação melhorada. Os derivados enzimáticos B-OG e P-OG 

obtiveram maior influência na inibição do crescimento bacteriano nas primeiras 8 h do 

que as enzimas livres para a mesma concentração. Foi observado que o OG apresenta 

comportamento simbiótico à enzima causando uma fase lag inicial que não é observado 

quando utilizadas as enzimas livres, o que permite que menores concentrações de enzimas 

possam atuar na inibição dessa bactéria. 

A ação das enzimas como agentes biotransformadores dos antibióticos 

tetraciclina (TC) e oxitetaciclina (OTC) não foi eficiente nas condições avaliadas. 
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Acredita-se que a biodegradação alcançada em pH 6 e temperatura de 40 °C ocorreu 

devido à degradação térmica e não por hidrólise enzimática. Mas observou-se que a OTC 

é mais susceptível a variações do meio ambiente do que a TC, principalmente a 

temperatura. 

Mediante os resultados obtidos, a imobilização de bromelina e papaína em 

nanofolhas de óxido de grafeno e de óxido de grafeno funcionalizado é viável e 

satisfatória. Sua aplicação como agente biotransformador dos antibióticos tetraciclina e 

oxitetraclicina não foi conclusiva, sendo necessário realizar outras análises. Como agente 

antimicrobiano obtiveram-se resultados promissores. 

Faz-se necessário maiores estudos quanto à aplicação desses derivados em 

outros fármacos e alimentos e explorar outras áreas de aplicação. Esses derivados podem 

ser aplicados em diversos processos industriais, podem ser incorporados à membranas de 

filtração de sucos auxiliando nos processos de clarificação e redução de açúcar, 

incorporados à embalagens de carnes para atuar como amaciante, auxiliar na síntese de 

medicamentos e suplementos farmacêuticos, para síntese de produtos químicos, 

modificação de moléculas, branqueamento de tecidos e papel, na remoção de resíduos de 

celulose e na redução da carga orgânica nos efluentes, entre tantas. 
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 SUGESTÕES 

 

A obtenção de novos derivados enzimáticos permite sua aplicação em muitos 

campos de pesquisa. Com base na literatura e nos resultados obtidos com o 

desenvolvimento desse trabalho, são feitas as seguintes recomendações para trabalhos 

futuros: 

 

• Analisar o efluente sintético dos fármacos por espectros de dissociação induzida 

por colisão de íons através da ionização por eletrospray para confirmar que as 

enzimas não biotransformam os antibióticos tetraciclina e oxitetraciclina; 

• Investigar se a papaína e a bromelina têm atividade de biotransformação em outros 

fármacos, principalmente aqueles que apresentem cisteína em sua composição, 

pois estas são enzimas cisteínas vegetais e a presença deste grupo pode atuar como 

ativador das enzimas; 

• Investigar como outros processos inibidores/inativadores atuam contra as células 

sobreviventes da bactéria E. coli no Fenômeno Fênix, principalmente tratamentos 

a frio como aplicação de plasma para minimizar a degradação nutricional do 

alimento; 

• Investigar o emprego dos derivados enzimáticos como antimicrobianos contra 

outras bactérias e em diversos alimentos, principalmente produtos cárneos, visto 

que estas enzimas são utilizadas como amaciantes de carne; 

• Explorar outros campos de aplicação para os derivados como o emprego em 

biossensores, embalagens inteligentes, obtenção de hidrolisados e tantos outros. 
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