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RESUMO

Neste estudo foi sintetizado e caracterizado 6xido de grafeno (OG) para imobilizacao das
proteases bromelina e papaina para aplicagdo como agente antimicrobiano e na
biotransformacao de tetraciclinas. A obtencdo de OG foi realizada pelo método de Hummers
modificando a etapa de filtracdo por liofilizagdo. O OG foi caracterizado quimicamente pela
determinagdo dos elementos quimicos, das ligacdes e dos grupos funcionais, oxidagdo do grafite
em OG, cristalinidade e estabilidade da suspensdo. A caracterizagdo microestrutural foi
realizada por imagens de microscopia eletronica de varredura e de transmissdo. Os derivados
enzimaticos foram obtidos imobilizando-se bromelina (B) e papaina (P) em 6xido de grafeno
(B-OG e P-OG) e em 6xido de grafeno funcionalizado com glutaraldeido (B-OG-Glu e P-OG-
Glu) a 25 °C e pH 7. Foram estudadas 3 diferentes razdoes m/m (1:1; 2:1 e 3:1) de enzima
mantendo-se constante a massa de OG e o volume da solu¢do. Ambos os processos de
imobilizagdo atingiram o equilibrio de imobilizacdo em 30 min e, a razdo 1:1 teve toda a massa
de enzima inicial transferida para o OG independente da enzima. A caracterizagcdo das enzimas
livres e seus derivados enzimaticos mostrou que a temperatura de 50 °C foi a melhor para a
atividade enzimatica, 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 eletronica de transmissdo (MET)
mostraram presenga das enzimas nas nanofolhas de OG. As enzimas e seus derivados possuem
estabilidade térmica a 50 °C por no minimo 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 reuso, 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. Parametros cinéticos segundo
modelo de Michaelis-Menten indicam aumento da afinidade entre substrato e enzima quando
imobilizadas com glutaraldeido. As enzimas livres ¢ 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 ma¢a em pH 4. Em todas as analises em
meio BHI e em suco utilizando os derivados foi observado Fendmeno Fénix e que o OG possui
comportamento sinérgico com as enzimas, retardando o desenvolvimento das células
bacterianas. As andlises em suco mostraram menor a¢do antimicrobiana das enzimas quando
comparadas ao meio BHI. Ambos os derivados enziméticos apresentam resultados promissores
como agente antimicrobiano. Ao serem aplicados como agentes biotransformadores de
tetraciclinas, as enzimas livres e seus derivados ndo obtiveram desempenho satisfatorio,
obtendo no maximo 18% de biotransformacdo da tetraciclina apds 10 h utilizando bromelina
livre em pH 6 a 25 °C. O efeito da temperatura na biotransformagao foi analisado com cinética
a 40 °C. Os farmacos se mostraram susceptiveis a hidrolise térmica evidenciado pelo
escurecimento da solugcdo dos farmacos, principalmente da oxitetraciclina. Assim, o
desenvolvimento dos derivados de bromelina e papaina ¢ viavel, sua aplicacdo como agente
antimicrobiano € satisfatorio. Quanto a biotransformagao de tetraciclinas se faz necesséaria uma
maior investigagao.

Palavras-chave: Oxido de Grafeno; Imobilizacdo; Tetraciclinas; Escherichia coli;
Biotransformacao de Farmacos.



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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1 INTRODUCAO

A utilizagao de processos verdes, seja na sintese ¢ desenvolvimento de novos
produtos ou na modificagao de processos existentes, faz com que pesquisadores busquem
alternativas de facil aplicagdo e baixo custo de implementagao.

Nessa vertente, nas ultimas décadas tem-se investigado as propriedades das
enzimas, seja de origem animal, vegetal ou microbiana para aplicagdes diversas, desde
tratamentos estéticos, fabricacdo de biossensores, como em industrias de alimentos,
farmacéuticas e em sistemas de tratamento de efluentes. As enzimas vegetais, em geral,
sdo mais abundantes ¢ de menor custo, sendo a papaina ¢ 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 sdo obtidas em
grande quantidade e com baixo custo devido a fonte de extragao.

Assim como esta pesquisa, estudos visam melhorar as caracteristicas e
estabilidade das enzimas livres (atividade, pH e temperatura de atuagdo) por meio da
imobilizacdo em suportes e para facilitar sua recuperagdo visando reduzir custos de
processos industriais que fazem uso dessa tecnologia. A busca por novos suportes faz
com que pesquisadores desenvolvam materiais ou realizem combinagdes de materiais
conhecidos para obtencdo de caracteristicas mecanicas e de interagdo suporte-enzima
diferenciadas. Dentre os novos materiais tem-se o 0xido de grafeno que apresenta diversas
caracteristicas atrativas como alta flexibilidade, solubilidade em &4gua, elevada area
superficial e presenca de grupos funcionais como epoxi, hidroxila e 4cido carboxilico que
facilitam o processo de imobilizagdo.

Existem diversas aplicagdes para um novo derivado suporte-enzima, incluindo
seu uso como agente antimicrobiano e na biotransformacao de farmacos.

Diversas bactérias patogénicas ou com potencial de patogenicidade podem estar
presentes em alimentos, o que torna essencial o cuidado em torno da higiene e seguranca
de alimentos para garantir ao consumidor alimentos seguros de qualidade. Devido a
sensibilidade de muitas substancias presentes nos alimentos, tais como compostos
fenodlicos e vitaminas, a tratamentos térmicos, tém-se buscado alternativas a esses
tratamentos. O potencial das enzimas para emprego em processamentos a frio tem sido
usado na eliminagdo de diversas bactérias como Listeria monocytogenes, Klebsiella

pneumoniae, Acinetobacter sp., Staphylococcus aureus, Escherichia coli, entre outras.
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Além disso, enzimas tém sido exploradas como agente biotransformador de
contaminantes emergentes. Esses sdo substincias geralmente ndo monitoradas e sem
legislagdo regulatdria, que mesmo em pequenas concentragdes podem trazer risco a satde
humana, a fauna e a flora terrestre e aquatica. Entre esses estdo os componentes de
cosméticos, os produtos de limpeza, os herbicidas e os farmacos de uso humano e
veterindrio. Os residuos de compostos farmacéuticos, em geral, sdo resistentes a
biotransformag¢ao, de modo a maximizar o periodo em que exercem efeito terapéutico.
Essa resisténcia faz com que em processos de degradacao desses compostos, no meio
ambiente por microrganismos naturais ou em estagoes de tratamento com microrganismos
mais adaptados, sejam considerados ambientalmente persistentes o que pode levar a
geracdo cepas de bactérias mais resistentes. A geragdo de cepas de bactérias patogé€nicas
resistentes a firmacos traz preocupagdo aos cientistas e as institui¢des governamentais de
monitoramento e protecdo a saude da populacdo devido aos riscos de epidemias,
pandemias e alto custo aos programas de satude publica do pais.

Diante dessa problematica, o objetivo desse estudo foi imobilizar as enzimas
bromelina e papaina em 6xido de grafeno. Essas enzimas foram selecionadas devido ao
alto volume de produgao e baixo custo quando comparadas a tantas outras e, o 6xido de
grafeno foi selecionado como suporte por possui grupos funcionais que facilitam a
imobilizacao sem a obrigatoriedade do uso de substancias ativadoras e/ou ligantes, além
de dispersdo em agua e grande area superficial. O uso dos derivados suporte-enzima foi
avaliado como agente antimicrobiano para aplicagdo em processamento de sucos € na

biotransformacao dos antibidticos tetraciclina e oxitetraciclina.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Objetivou-se com o desenvolvimento deste trabalho, investigar a imobilizagado
das enzimas bromelina e papaina em nanofolhas de 6xido de grafeno, com o proposito de
avaliar o desempenho do derivado enzimatico como agente antimicrobiano e na

biotransformacao dos antibidticos tetraciclina e oxitetraciclina.
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1.1.2 Objetivos Especificos

e Sintetizar e caracterizar nanofolhas de 6xido de grafeno;

e Imobilizar as enzimas bromelina e papaina, com e sem ligante glutaraldeido, em
nanofolhas de 6xido de grafeno;

e Analisar a estabilidade das enzimas livres e imobilizadas frente ao pH,
temperatura, retiso e tempo de estocagem;

e Analisar a acdo das enzimas livres e imobilizadas como agentes antimicrobianos
contra a bactéria Escherichia coli em meio de cultura BHI ¢ em suco de maga
industrializado;

e Avaliar a biotransformacao dos antibioticos tetraciclina e oxitetracicina em meio
aquoso via enzimas livres;

e Avaliar a biotransformacao dos antibioticos via bromelina imobilizada em 6xido

de grafeno funcionalizado com glutaraldeido.

1.2 DIAGRAMA CONCEITUAL

Imobiliza¢ao de Bromelina e Papaina em Oxido de Grafeno: Avaliacao do
Derivado Enzimatico como Agente Antimicrobiano e na Biotransfomacao de

Tetraciclinas

Por que? Para que?

A imobilizagdo enzimatica ¢ uma ferramenta Util para a recuperacdo e retiso
das enzimas em processos continuos € descontinuos reduzindo o custo para aplicagdes
industriais. Ao utilizar 6xido de grafeno como suporte excluimos a obrigatoriedade do
uso de agentes para promover ligacdo entre a enzima e o suporte em fungdo dos grupos
funcionais presentes em sua superficie, além da ampla area superficial.

As enzimas papaina e bromelina encontram ampla aplicacdo em industrias
alimenticias, farmacéuticas e cosméticas. Assim, a proposta ¢ utilizar estes derivados
enzima-suporte como agente antimicrobiano em processamento de suco, visto que
essas enzimas possuem outras aplicacdes 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 degradagdo de contaminantes emergentes, em especifico,

antibioticos da familia tetraciclina.

Quem ja fez?

Nao ha relatos na literatura sobre imobilizacdo de bromelina em 6xido de
grafeno (OG) até o presente momento e ha apenas um trabalho de imobilizagdo de
papaina em OG. Esse trabalho ¢ do ano de 2018, no qual foi estudado a imobilizagao
da papaina em OG utilizando 3-aminopropiltrietoxissilano (APTES) para funcionalizar
a superficie do OG. Gu et al. (2018), estudaram o efeito da temperatura e do pH na
imobiliza¢do, porém ndo demonstraram para qual aplicacdo esse derivado poderia ser
utilizado.

Existem alguns estudos aplicando a enzima pura ou extratos obtidos das
folhas do mamoeiro, das cascas de mamaéo e extratos das cascas de abacaxi como
agentes antimicrobianos, porém em meio de cultura e em biofilmes de algumas
bactérias patogénicas e/ou com potencial de patogenicidade. No entanto, ndo ha relatos
da aplicag@o dessas enzimas livre ou imobilizadas em OG como agente antimicrobiano
diretamente em sucos.

Também nao ha registros da aplicacdo de bromelina e papaina, livre ou
imobilizada, no tratamento de efluentes como biotransformadores dos antibioticos

tetraciclina e oxitetraciclina.

Hipoteses

A modificacdo da etapa de filtracdo e secagem por liofilizagdo na sintese de
OG a partir do método de Hummers ndo altera as caracteristicas quimicas do
nanomaterial.

E possivel obter altas concentragdes de enzimas no suporte ao imobilizar
papaina e bromelina em OG para obter um derivado suporte-enzima que seja estavel
frente a temperatura, pH, retiso e tempo de estocagem.

O derivado suporte-enzima pode apresentar agdo antimicrobiana contra

bactérias potencialmente patogénicas.
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O derivado suporte-enzima pode atuar como agente biotransformador dos
farmacos tetraciclina e oxitetraciclina em compostos de menor toxicidade por meio da

atividade enzimatica.

Metodologia Cientifica

Caracterizagdo do suporte: a caracterizacdo quimica foi realizada por meio da
determinagdo dos elementos quimicos, identificagdo das ligagdes, dos grupos
funcionais, confirmagao de oxida¢ao do grafite em OG, cristalinidade e estabilidade da
suspensdo. A caracterizacdo microestrutural foi realizada por meio de imagens obtidas
por microscopia eletronica de varredura e de transmissao.

Caracterizagdo da enzima livre e imobilizada: foram realizadas analises de
atividade enzimatica, imobilizacdo enzimatica com e sem a utilizagcdo de glutaraldeido,
rendimento e eficiéncia de mobilizagdo, estabilidade térmica e de estocagem e retiso.

Atividade antimicrobiana das enzimas: foram preparados inoculos de E. coli
e semeados em placas para acompanhamento de cinéticas de morte e/ou crescimento
por meio de contagem em placas.

Biotransformacao dos farmacos via enzimatica: a concentracao de farmaco

em solu¢do foi quantificada ao longo do tempo por espectrofotometria UV-visivel.

Respostas

Comprovar que a modificagdo do método de secagem do método de Hummers
ndo altera as propriedades do OG obtido.

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

Reduzir e/ou inibir o crescimento de bactérias patogénicas.

Biotransformar os farmacos tetraciclina e oxitetraciclina em compostos de

menor toxicidade.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1  ENZIMAS

Enzimas sdo proteinas formadas por aminoacidos que estdo unidos por ligacdes
peptidicas e estdo agrupadas segundo a reagdo que catalisam, muitas receberam seus
nomes pela adicdo do sufixo “ase” ao nome dos seus substratos ou a uma palavra que
descreve sua atividade. Segundo o Comité de Nomenclatura da Unido Internacional de

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

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

Tabela 1 - Divisdao das enzimas por ordem, classe, subclasses e tipos de reagdes

catalisadas.
N°de Ordem Classe Subclasse Tipo de Reacao
Oxidases _ _
. . Catalisam reacOes de oxirreducdo
1 Oxidorredutases Oxigenases .
. (transferéncia de elétrons).
Peroxidases
Metiltransferases
Transaminases Catalisam rea¢des de transferéncia de
2 Transferases
Sulfotransferases  grupos.
Fosfotransferases
Proteases Promove a hidrélise de ésteres,
. Esterases amidas, peptideos e outros contendo
3 Hidrolases _ .
Lipases funcao C-N, bem como hidratag¢ao das
ligagdes C=C, e epoxidos.
Aldolases Clivagem de C-C, C-O, C-H ou outras
) Ketolases ligacdes por eliminagdo, rompimento
4 Liases ) ) ) )
Decarbosilases de ligacdes duplas ou anéis, ou adi¢ao
Hidratases de grupos a ligagdes duplas
Racemaces Transferéncia de grupos dentre de uma
5 Isomerases Epimerases mesma molécula produzindo formas
Isomerases isoméricas.
) Sintatases Formagéo de liga¢des C-C, C-O, C-N
6 Ligases ) .
Carboxilases e C-S e ligactes de éster fosfato.

Fonte: adaptado de Lehninger; Nelson; Cox, 1995 e Yoo ef al., 2017
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Algumas enzimas tiveram nomeacao que nao denotam seus substratos, como a
pepsina e a tripsina. Entdo, a Unido Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular
(International Union Of Biochemistry And Molecular Biology - TUMBM) atribuiu a cada
enzima um nome ¢ um numero de quatro niveis, 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 sdo responsaveis por reagdes de translocagao de cations,
anions inorganicos, aminodcidos, peptideos, carboidratos e derivados.

Na nomenclatura pelo sistema EC o primeiro numero refere-se a classe de
enzima, o segundo indica a subclasse pelo tipo de substrato ou ligagao clivada, o terceiro
e quarto nameros, a subclasse pelo aceptor de elétrons do tipo de grupo removido e
numero de série da enzima ao ser identificada, respectivamente. A forma de classificagao

ocorre da maneira a seguir:

ECx.y.z.w
Em que x ¢ o numero de ordem, y ¢ a subclasse, z é subclasse do aceptor e w nimero de

série da enzima.

O interesse em enzimas com uso industrial tem crescido devido ao tempo de
processamento reduzido, baixo consumo de energia, custo-beneficio, caracteristicas nao
toxicas e ecologicas, alta seletividade e especificidade o que reduzem formagdo de
subprodutos indesejados podendo eliminar a etapa de purificacdo (COSTA-SILVA et al.,
2021; SINGH et al., 2016).

As proteases sdo uma das maiores subclasses de enzimas comerciais que cobrem
a maior parte do mercado de enzimas em todo o mundo. Sdo 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 ligacdes peptidicas (MCDONALD, 1985;
TACIAS-PASCACIO et al., 2021D).

Vérias enzimas proteoliticas sdo utilizadas em aplicagdes terapéuticas,
biotecnoldgicas e industriais. Essas enzimas sdo capazes de catalisar a hidrdlise de
ligagdes peptidicas em uma variedade de processos biologicos e podem ser classificadas
como exopeptidases ou endopeptidases. As exopeptidases atuam nas extremidades das
cadeias polipeptidicas enquanto as endopeptidases atuam aleatoriamente nas regides

internas das cadeias polipeptidicas e podem ser subdivididas em seis grupos, com base
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no residuo catalitico presente no sitio ativo: serina, aspartico, cisteina, metalo, acido
glutdmico e treonina protease (BRITO et al., 2021; LI et al.,2013; NAVEED et al., 2021,
RAVEENDRAN et al., 2018).

As proteases de cisteina ou proteases de tiol compartilham um mecanismo
catalitico comum envolvendo uma cisteina nucleofilica na unidade catalitica, que ¢
composta por uma triade de aminoécidos. Essas enzimas possuem uma estrutura com dois
dominios principais: um dominio helicoidal N-terminal e um dominio folha § C-terminal,
contendo o sitio catalitico com os residuos de aminoacidos caracteristicos de cisteina,
além de histidina e asparagina. Gragas a essa cisteina em seu sitio ativo, essas proteases
sdo classificadas na subclasse 3.4.22 (cisteina endopeptidases). Dentre as proteases de
cisteina, a primeira isolada e caracterizada foi a papaina, obtida do latex de mamao
(Carica papaya) (NAVEED et al., 2021; TACIAS-PASCACIO et al., 2021b; VERMA;
DIXIT; PANDEY, 2016).

A papaina (EC 3.4.22.2) ¢ uma enzima vegetal isolada do latex de Carica papaya
e uma das enzimas industriais mais importantes. Tem atraido atencdo devido a sua
excelente atividade enzimatica, atividade antioxidante, estabilidade em alta temperatura,
seguranga, nao toxicidade e baixo custo (ARSHAD et al., 2016; FERNANDEZ-LUCAS;
CASTANEDA; HORMIGO, 2017; PANKOVA et al., 2022; TACIAS-PASCACIO et al.,
2021a). A papaina cliva preferencialmente as ligacOes peptidicas envolvendo
aminoacidos bésicos, em particular arginina e lisina. E uma proteina de cadeia simples
com peso molecular de 23 kDa e consiste em 212 aminoacidos (AMRI; MAMBOYA,
2012; HAFID et al., 2020; TACIAS-PASCACIO et al., 2021b). A molécula de papaina
contém sete residuos de cisteina, das quais uma esta envolvida na catdlise, enquanto as 6
restantes formam trés pontes dissulfeto. O pH 6timo para papaina varia na faixa de 6,0 a
7,0, dependendo do substrato. O ponto isoelétrico esta em pH 8,7 (TANTAMACHARIK
etal.,2018).

A papaina tem seu uso principal na industria de alimentos, especialmente como
amaciante de carne, na fabricacdo de cerveja, na panificacdo, porém suas aplicacdes sdo
amplas e variadas, incluindo aplicagdes nas industrias quimica, de couro, farmacéutica e
cosmética e na producdo de peptideos bioativos, devido as caracteristicas antifiingicas,
antibacterianas e anti-inflamatérias (ARSHAD et al, 2016; BAREKAT;
SOLTANIZADEH, 2017; ESTI et al., 2013; PANKOVA et al., 2022; TACIAS-
PASCACIO et al., 2021a), entre outras que serdo explicadas na se¢do 2.4.
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Outra importante protease cisteina vegetal ¢ a bromelina, essa pode ser obtida a
partir do caule, fruto, folhas, casca e raiz do abacaxi (Adnanas comosus) (KETNAWA;
CHAIWUT; RAWDKUEN, 2011b; PANKOVA et al., 2022), também conhecido como
Ananassa sativa, A. sativus, Bromelia ananas ou B. comosa, cultivado em varios paises
tropicais e subtropicais como Brasil, Costa Rica, Filipinas, Tailandia, China, Indonésia,
India , Malasia, Havai ¢ Quénia (DEVAKATE et al., 2009; JANCIC; GORGIEVA, 2021;
NWAGU; UGWUODO, 2019). Identificada pela primeira vez em 1891 por Vicente
Marcano, um quimico venezuelano, sua produgao comercial s6 comegou em 1957, sendo
o caule a principal fonte de extracdo da bromelina devido sua maior concentragdo (DE
LENCASTRE NOVAES et al., 2016; MAURER, 2001).

A bromelina do caule (EC 3.4.22.32), anteriormente EC 3.4.22.4, sdo proteases
cisteina de cadeia simples e peso molecular médio de 24,5 kDa, composta por 212
residuos de aminoacidos e inclui sete cisteinas, assim como a papaina, apenas uma esta
envolvida na catalise, enquanto as demais formam trés pontes dissulfeto. A bromelina
purificada ¢ estavel quando armazenada a -20 °C; possui atividade 6tima no intervalo de
temperatura entre 50 °C ¢ 60 °C em pH 6,0 a 8,5 ¢ tem ponto isoelétrico em pH
9,5.(ERRASTI et al., 2018; GAGAOUA et al.,2021; TANTAMACHARIK et al., 2018).

A bromelina apresenta diversas fungdes podendo ser utilizada na drea médica e
farmacéutica em aplicagdes terapéuticas como antiedematosas, fibrinoliticas,
anticancerigenas, anti-inflamatorias, antibioticas, anticoagulantes e antitrombdticas, na
industria de alimentos e bebidas como amaciante de carnes e clarificante de bebidas,
industrias téxteis e cosméticas (AMINI ez al., 2018; ATAIDE et al., 2017, DEBNATH et
al., 2019; MA et al., 2022; MANZOOR et al., 2016; WANG et al., 2018), entre outras
aplicacdes que serdo explicadas na se¢do 2.4.

Porém, existem varios problemas relacionados a utilizagdo de enzimas como
catalisadores. As enzimas podem ser inibidas por concentracdes relativamente baixas de
produtos finais, alta temperatura, condi¢oes extremas de pH, presenca de sais, alguns ions
metalicos e solventes, além de terem precgo elevado para uso em larga escala (NELSON;
COX, 2014).

Para minimizar esses problemas foram desenvolvidas técnicas para imobilizar
as enzimas em suportes solidos nao soluveis, que possibilita recuperagao da enzima ao
final do processo e confere maior estabilidade a variagdes bruscas de pH e temperatura

por formar um microambiente que protege a enzima e possibilita a utilizagdo de enzimas
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em reacoes subsequentes (FERNANDEZ-LOPEZ et al., 2017, ZAHIRINEJAD et al.,
2021; ZHANG; YUWEN; PENG, 2013).

A imobiliza¢do de enzimas ¢ uma técnica que converte a enzima solivel em agua

em uma forma insoluvel para facilitar a recuperagao e reutilizagdo. Ocorre por meio da

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

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

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

entre fisicos e quimicos. Os métodos fisicos incluem adsorc¢do, aprisionamento e

encapsulamento; métodos quimicos incluem ligagdo cruzada e ligagao covalente

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

Adsorgao: € um dos métodos de imobilizagao mais utilizados, por ser simples, barato,
ndo necessitar reagdes quimicas e nem ativagdo do suporte. Envolve a fixacao fisica
da enzima sobre material de suporte através de ligagdes fracas, como Van der Waals,
interacdes hidrofobicas ou forgas de dispersdo. Porém, depende de diversos fatores
como tamanho da enzima, area superficial do suporte, tamanho de poro e taxa de
porosidade, além de poder ocorrer dessor¢ao, uma vez que a forga de ligagdo enzima-
suporte ¢ 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 sdo capturadas dentro das cavidades
de uma matriz ou em microcépsulas poliméricas, mas que permitem a passagem do
substrato e produto. Esse método geralmente reduz as chances de lixiviar as enzimas
e melhora a estabilizag¢do, porém resulta em limitagdes de transferéncia de massa do
substrato e do produto (ALVARADO—RAMIREZ etal.,2021; VILLELA, 2006);
Encapsulacdo: a enzima fica protegida por um material que serve como uma capa e
consegue manter a conformacdo natural e estabilidade por um longo periodo de
tempo, porém a transferéncia de massa para o sitio ativo da enzima ¢ limitado
(ALVARADO-RAMIREZ et al., 2021);

Cross-Linking: por meio de um agente reticulante ¢ possivel formar uma rede
tridimensional de enzimas, que as tornam estaveis devido a forte interacao enzima-
enzima, mas os reagentes de reticulagdo e as condi¢des usadas podem danificar as
enzimas. Uma desvantagem ¢é a possibilidade de modificacdo estrutural da enzima

devido a forga da ligagdo (ALVARADO-RAMIREZ et al., 2021; YOO et al., 2017);
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e Ligacdo covalente: ligagdo covalente a uma matriz ¢ amplamente utilizada e tem
como vantagem interagdes fortes entre a enzima e o suporte, o que torna a enzima
muito estavel. Determinados grupos das enzimas se ligam aos agentes de reticulagao,
que estdo ligados ao suporte. Normalmente, os grupos que realizam esse tipo de
ligagdo sdao o grupo carboxila, grupo amina, grupo fenolico, grupo sulfidrico, entre

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

Esses métodos podem ser combinados para melhorar as caracteristicas do
imobilizado, como por exemplo a co-imobilizagdo (HENRIQUES et al., 2018).

ApoOs a imobilizagdo, € necessario verificar pelo menos trés pontos: se a atividade
enzimatica se manteve, se esta ocorrendo impedimento estérico e se o suporte escolhido
tem boas propriedades mecanicas, como, por exemplo, alta resisténcia mecanica. A
imobilizacdo geralmente afeta o microambiente entorno da enzima, isso quer dizer as
condig¢des 6timas de pH e de temperatura e as caracteristicas de seletividade, estabilidade
e atividade enzimatica podem ter sido alteradas (FERNANDEZ-LOPEZ et al., 2017).

Os suportes podem ser organicos e inorganicos, logo a escolha do suporte
também ¢ muito importante, ndo s6 pelas propriedades mecanicas, mas também pelas
interacdes que ocorrerdo entre ele ¢ a enzima. Li et al. (2017) afirmaram que a
imobilizacdo enzimatica em suportes a base de carbono, como nanotubos de carbono,
grafeno, oxido de grafeno, apresentam caracteristicas desejaveis para imobilizagdo e
poderiam proporcionar vasta aplicacdes em areas como na ciéncia energética e ambiental.

Dentre os suportes existentes, os inorganicos sdo amplamente utilizados para a
imobilizacdo enzimética devido suas caracteristicas fisico-quimicas € mecanicas como
resisténcia ao ataque quimico, resisténcia mecanica e a possibilidade de regeneragao

(WANG et al., 2011).

2.2 OXIDO DE GRAFENO

Com o avango da nanotecnologia, o grafeno e seus aldétropos como fulereno,
nanotubos de carbono, grafite, 6xido de grafite e 6xido de grafeno, tém atraido interesse
em diversos campos de pesquisa. Na Figura 1 € possivel visualizar as estruturas do
grafeno e seus aldtropos, exceto 6xido de grafeno que sera mostrado adiante.

O grafeno ¢ um material formado por apenas uma camada plana de atomos de

carbono, com hibridizacdo em sp?, formando uma rede bidimensional (2D) sendo uma
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delas da espessura de um atomo (monoatomica) € sem grupos funcionais em sua
superficie, o que o difere do 6xido de grafeno. Seus atomos estdo 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 alotropos: (a) Fulereno, (b) Nanotubos de
carbono, (c¢) Grafeno e (d) Grafite 3D

Fonte: Basu; Bhattacharyya, 2012.

O oxido de grafeno (OG) ¢ um dos alotropos mais importantes devido a alta area
superficial, boa dispersibilidade apesar de ndo solubilizar em agua, alta condutividade
térmica, excelente flexibilidade mecanica, transporte rapido de elétrons e facil
funcionalizagdo (GU et al., 2018; NOVOSELOV et al., 2004; RAZAQ et al., 2022; SU
etal.,2011; WANG et al., 2011).

O OG, também chamado de acido grafitico, pode ser obtido a partir da oxidagao
do p6 de grafite por permanganato (sintese de Hummers e Offeman) ou por clorato
(métodos desenvolvidos por Brodie, Staudenmaier e Hofmann). A sintese mais utilizada
¢ a de Hummers, por ser considerada segura, pois trabalha apenas com um 4&cido
concentrado (acido sulfurico) e sais de nitrato de so6dio e permanganato de potassio em
temperaturas abaixo de 95 °C, sem geragado de gases toxicos. Contrario a primeira sintese
de OG que foi realizada por Brodie em 1859, que utilizava clorato de potassio e acido
nitrico fumegante e, ainda, a sintese de Staudenmaier em 1898, que utilizava acido
sulftrico e nitrico concentrados junto com clorato de potdssio que geravam gases toxicos
(HUMMERS; OFFEMAN, 1958; WONG et al., 2014).

A estrutura do OG ¢ semelhante ao grafeno, também possui hibridizagdo sp?,
porém tem em sua superficie grupo epdoxi (—O-), hidroxila (-OH) e acido carboxilico (—
COOH) obtidos a partir do tratamento de grafite com oxidantes fortes e por isso pode

apresentar inimeras estruturas (COMPTON; NGUYEN, 2010; JIRICKOVA et al., 2022;
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RAZAQ et al., 2022). Esses grupos funcionalizam o OG com grupos contendo oxigénio
que permite carater anfifilico, deixando o plano basal hidrofébico e as extremidades
predominantemente hidrofilica, dispersando-se em agua (SHAH et al., 2015). Além
disso, os grupos funcionais contendo oxigénio podem fornecer sitios reativos para
modificagdo quimica ou funcionalizagdo de OG, que por sua vez podem ser usados para
desenvolver materiais a base de OG (RAZAQ et al., 2022). A estrutura do OG, com seus
possiveis grupos na superficie, esta representada na Figura 2Figura 2.

Devido a sua estrutura e grupos na superficie, o OG possui propriedades que
proporcionam elevada interagdo com moléculas organicas por meio de forgas nado
covalentes, como for¢a de Van der Walls, ligacdes de hidrogénio, empilhamento m-m,
forcas eletrostaticas e interagdes hidrofobicas, além de alta capacidade de adsor¢do
(MAUTER; ELIMELECH, 2008; PYRZYNSKA, 2011). A introdugdo desses grupos na
superficie do OG, principalmente hidroxila e epdxi, conferem aumento do espacamento
entre suas “folhas” (interlamelar), assim como modifica parte da hibridizacdo dos
carbonos oxidados, passando de sp? (planar) para sp® (tetraédrica) (CISZEWSKI,
MIANOWSKI, 2014; SHAH et al., 2015).

Em razdo as suas caracteristicas, ¢ um material que pode ser empregado em
biossensores, supercapacitores na produgdo e armazenamento de energia, células solares,
nanocompositos, chips microfluidicos, optoeletronica, eletronica flexivel, sensoriamento
eletroquimico, robotica, industria té€xtil, membranas para tratamento de 4gua e separagao

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

Figura 2 - Estrutura molecular do 6xido de grafeno

Fonte: Wang et al., 2011
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2.3 APLICACOES PROPOSTAS

2.3.1 Ac¢ao Antimicrobiana da Bromelina e Papaina

E crescente o interesse em torno da higiene, seguran¢a de alimentos e na
incidéncia de doencas transmitidas por alimentos devido a estreita correlagdo com a satde
publica. A contaminagdo microbiologica de alimentos por microrganismos patogénicos,
sua persisténcia, replicagdo e/ou producdo de toxinas tornou-se uma das principais
preocupacdes dos consumidores, industrias alimenticias e agéncias reguladoras em todo
o mundo (TROPEA, 2022).

Os principais perigos presentes em alimentos normalmente sdo agrupados em
trés categorias: bioldgicos, fisicos e quimicos. Os perigos fisicos estdo relacionados com
a presenca de objetos estranhos ao alimento e que podem causar algum tipo de injuria ao
consumidor, como adornos dos manipuladores, fragmentos de metais, vidros ou madeira,
materiais de utensilios e pecas de equipamentos; ja os perigos quimicos estdo
relacionados aos aditivos alimentares quando utilizados em concentragdes incorretas,
metais pesados toxicos, toxinas naturais, produtos quimicos introduzidos no processo e
farmacos veterinarios; enquanto os perigos bioldgicos sdo os microrganismos presentes
nos alimentos, podendo ser deteriorantes ou patogénicos (DAMODARAN; PARKIN;
FENNEMA, 2010).

A contaminagdo por microrganismos ¢ um dos principais desafios enfrentados
pela industria de alimentos, pois pode resultar em uma grande variedade de doengas
transmitidas por alimentos (DTAs), muitas vezes com consequéncias graves, incluindo
mortalidade e grandes perdas econdmicas (TAUXE et al., 2010). Com o desenvolvimento
da economia global e a globalizagdo do comércio ocorre a necessidade do abastecimento
transnacional de alimentos, o que pode levar a uma rapida disseminagdo das DTAs se
tornando uma ameaca a oferta de alimentos. A contaminagdo pode ocorrer por diversas
formas, seja por meio do ar contaminado, superficies de equipamentos e utensilios, mas
condi¢cdes de higiene do manipulador de alimentos ou ainda por falhas no controle de
sanitizagdo na cadeia produtiva (DOROTIKOVA et al., 2022; SAO JOSE, 2012). Assim,
faz-se necessario o combate a contaminagdo microbiana em alimentos, principalmente
dos microrganismos patogénicos (ITURRIZA-GOMARA; O’BRIEN, 2016; MA et al.,
2019).
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A patogenicidade ¢ a capacidade, depois de instalado no organismo humano ou
animal, de um agente infeccioso produzir sintomas, que podem ser de maior ou menor
proporg¢do, entre os hospedeiros infectados (BALALI et al, 2020). A industria de
alimentos faz uso de aditivos como forma de prevenir contamina¢do microbioldgica nos
produtos, assim como prolongar sua vida util evitando alteracdes indesejaveis nas
caracteristicas sensoriais dos alimentos e perda do valor nutricional. Com a preocupagao
dos produtores e consumidores com a utilizagdo de aditivos sintéticos, tem-se estudado o
uso de compostos naturais que exercam essas fungdes. As substancias mais aplicadas sao
as bacteriocinas, metabdlitos fungicos, mono e sesquiterpenos, fenilpropandides,
compostos bioativos e Oleos essenciais (ASIOLI et al.,, 2017, BARBOZA; DE
ALMEIDA; SILVA, 2022).

Apesar dos patdgenos de origem alimentar geralmente serem submetidos a
estresses fisicos, quimicos e nutricionais durante o processamento, sua eliminagao e/ou
inibi¢do continua sendo um desafio, mesmo com os avangos em tecnologias de
tratamentos térmicos e nao térmicos (ESHAMAH et al., 2014). Os surtos de doengas sao
causados por 31 patdgenos 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. € Yersinia spp. sao
os mais comuns encontrados em agua, plantas, frutos do mar, industrias de carnes, ovos
e laticinios, frutas e produtos frescos (BOSS; OVERESCH; BAUMGARTNER, 2016;
BRIDIER et al., 2015; NAHAR et al., 2018).

Bromelina e papaina foram estudadas para eliminar varios patogenos 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 papaina também foi estudada em suas formas livre e imobilizada para controlar
L. monocytogenes, Acinetobacter sp. € 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 patogénicas, uma das mais comuns ¢ a E. coli, cuja
identificagdo como patdgeno humano ocorreu em 1982 (ERIBO; ASHENAFI, 2003). E
uma bactéria pertencente a familia Enterobacteriaceae, normalmente encontrada no trato

gastrointestinal de humanos e muitos animais, porém algumas cepas podem causar
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infec¢do no trato digestivo, trato urindrio, trato respiratério ou muitas outras partes do
corpo (KHAIRY et al., 2019). A contaminagdo 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 4gua ndo clorada, vegetais, frutas e brotos (GOKMEN et al.,
2022; KRUK; TRZASKOWSKA, 2021; MA et al., 2019).

E uma bactéria Gram-negativa, ou seja, possui trés camadas de revestimento,
uma membrana externa, a parede celular de peptidoglicano e a membrana citoplasmatica
ou interna. E a presenca da membrana externa que confere a essa bactéria sua
classificagdo como Gram-negativa (HWANG; KIM; KIM, 2020; SILHAVY; KAHNE;
WALKER, 2010).

A membrana externa desempenha um papel importante na protecdo de
organismos Gram-negativos do ambiente, excluindo moléculas toxicas e fornecendo uma
camada estabilizadora adicional ao redor da célula. O peptidoglicano ¢ o que confere
rigidez as bactérias e ndo permite que essas sofram lise, formando um exoesqueleto
rigido. 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 Preven¢do de Doengas (Centers for
Disease Control and Prevention — CDC), as bactérias Gram-negativas sdo mais
resistentes a medicamentos e antibidticos devido sua membrana externa. Essa camada
protetora auxilia a bactéria a desenvolver novos mecanismos de resisténcia e a transmitir
material genético para outras bactérias, possibilitando que elas também se tornem

resistentes a medicamentos.

2.3.2 Biotransformacao via Enzimatica de Contaminantes Emergentes

Ao realizar o levantamento bibliografico foi observado que as enzimas
bromelina e papaina nao sao aplicadas em tratamentos de efluentes. Segundo a UNESCO
(2017a) a crescente demanda por dgua doce, faz com que as dguas residuais ganhem cada
vez mais espaco como fonte alternativa, mudando o paradigma de gestdo de aguas
residuais de “tratamento e eliminagdo” para “reutilizar, reciclar e recuperar recursos’.
Assim, 0 que era até entdo esgoto e visto como um problema que necessita de solugdo,
passa a fazer parte da solucdo de desafios enfrentados pelas sociedades, como fonte de

energia, nutrientes e outros produtos uteis, rentaveis e sustentaveis, que vao muito além
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da satde humana e ambiental, com implicagdes na seguranca alimentar e energética, bem
como amenizando as mudangas climaticas.

Basicamente, a agua residual é composta por 99% de agua e 1% de solidos
suspensos. Embora essa composicdo possa variar dependendo da localidade e
sazonalidade, em sua maioria ¢ constituida por agua. As aguas residuais domésticas sao
geralmente consideradas livres de substancias quimicamente perigosas, porém ha
preocupacdo crescente com os chamados poluentes emergentes, como pesticidas,
produtos de higiene pessoal, surfactantes, além de medicamentos, que mesmo em baixas
concentragdes, podem trazer impactos a longo prazo (UNESCO, 2017b).

Os poluentes emergentes sao novos produtos ou produtos quimicos sem estatuto
regulamentar e cujos efeitos sobre o meio ambiente e a saude humana sdo desconhecidos.
Esses contaminantes muitas vezes nao precisam persistir no ambiente, uma vez que sua
liberagdo para o meio ambiente ¢ continua e pode compensar elevadas taxas de
transformagio/remogdo (BARCELO, 2003). Esses compostos sdo majoritariamente
detectados na gama dos pg-L! e ng-L"! podendo, no entanto, ser suficiente para induzir
efeitos toxicos (FENT; WESTON; CAMINADA, 2006).

Nos anos de 1970 foram realizadas as primeiras descobertas sobre a presenca de
farmacos no ambiente. O alto consumo de farmacos mundialmente os torna compostos
que requerem aten¢do na problemadtica dos contaminantes emergentes, além de serem
capazes de apresentar efeitos farmacodinamicos, devido ao fato de serem substancias
biologicamente ativas, mostram-se potencialmente prejudicial a qualidade dos recursos
naturais, afetando o equilibrio de ecossistemas (KOCH et al., 2021; MELO et al., 2009;
NAPOLEAO et al., 2015). Dentre esses contaminantes, os antibioticos tanto utilizados
na medicina humana quanto na veterindria, t€ém atraido cada vez mais atencao devido ao
efeito toxico a fauna e a flora, principalmente aquaticas, além de poder contribuir para o
surgimento de resisténcia bacteriana no meio (HALLING-SORENSEN et al., 2003;
HALLING-SORENSEN; SENGEL@V; TIORNELUND, 2002; LARSSON, 2014).

Analisando mais precisamente os antibioticos tetraciclina (TC) e oxitetraciclina
(OTC), foi verificada sua presenga em aguas residuais e corpos d'agua naturais (JEONG
et al., 2010; WEN; JIA; LI, 2009). Além de que as tetraciclinas, incluindo a tetraciclina,
oxitetraciclina e clortetraciclina, sdo antibioticos amplamente utilizados para tratamento
em humanos como na pecudria moderna. Maior problema da utilizagdo das tetraciclinas
¢ que menos de 20% da dose ¢ absorvida devido suas baixas taxas metabdlicas, ou seja,

cerca de 80% ¢ excretada de forma inalterada por meio da urina e fezes (BORGHI;
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PALMA, 2014; REGITANO; LEAL, 2010). Podendo resultar em residuos de
tetraciclinas em produtos alimenticios derivados de animais (PENA et al., 2007), assim
como em legumes (SHENKER et al., 2011).

Os antibioticos sdao um dos grupos mais importantes de farmacos utilizados, tem
como defini¢do ser um agente quimioterapéutico que inibe ou suprime o crescimento de
microrganismos, tais como bactérias, fungos ou protozoarios. O termo ‘“‘antibidtico”
originalmente se referia a qualquer agente natural com atividade bioldgica contra os
organismos vivos, porém, na atualidade o termo refere-se a qualquer substancia, seja
natural, semissintética ou sintética, com atividade antibacteriana, antifungica ou
antiparasitaria (KUMMERER, 2009).

Ha diversas maneiras pelas quais os farmacos e seus metabdlitos chegam ao
meio ambiente, como pelo descarte inadequado de embalagens e produtos vencidos,
pelo esgoto doméstico ou ainda por lavagens de contéineres utilizados em industrias
produtoras de firmacos. Assim como a utilizagdo de esterco de rebanhos tratados com
tetraciclinas como fertilizante de solo, o que pode contaminar ndo apenas o local de
aplicacdo, mas também &aguas superficiais e subterraneas (FARRE et al., 2008; KAY;
BLACKWELL; BOXALL, 2005; KEMPER, 2008). Um dos grandes problemas dos
farmacos ¢ que sdo desenvolvidos para terem efeitos duradouros, mantendo suas
propriedades quimicas por tempo suficiente para servir a sua finalidade terapéutica,
assim, a maioria desses compostos tém longa vida ttil (FARRE et al., 2008). A presenga
de antibidticos no meio ambiente pode desenvolver patdgenos resistentes que podem se
disseminar globalmente devido a habitos insuficientes de limpeza e/ou habitos de viagens
(BRANDT et al., 2013).

Os tratamentos convencionais de dgua geralmente ndo sdo efetivos na remogao
de grande parte dos contaminantes emergentes, levando a necessidade de
desenvolvimento de novas técnicas para remoc¢ao desses compostos. Outros processos
utilizados individualmente ou combinados foram a ozonizacdo, precipitacdo quimica,
adsorcdo, volatilizacdo, Fenton, oxidacdo supercritica, radiacdao ionizante, fotocatalise e
ultrassonografia (sondlise), porém a maioria dessas técnicas ndo ¢ eficiente quanto a
eliminagdo da toxicidade presente nos farmacos (ANDREOZZI et al., 2003).

Atualmente, uma alternativa a esses métodos de tratamentos ¢ a biodegradagao
de antibidticos utilizando enzimas. Devido as suas caracteristicas como seletividade e
especificidade, temperatura e pressdo de trabalho baixas, operacdo em condicdes

ambientes, 0s processos enzimaticos podem ser considerados “verdes”. Alguns exemplos
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de degradagdo de TC e OTC por enzimas sao peroxidase de manganés 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 degradacao de compostos no meio ambiente,
a mais comum quando o tema ¢ degradagao de farmaco ¢ a lacase. Ela também ¢ utilizada
em diversas outras areas, como biossensores, degradacdo de corantes e industrias
quimicas (NAIR; DEMARCHE; AGATHOS, 2013; PANDI et al., 2019; RODRIGUEZ-
DELGADO et al., 2015; YANG et al., 2018). Com o intuito de ampliar as opgdes de
enzimas que possam ser utilizadas para degradag¢ao de farmaco, neste trabalho, estudou-
se a utilizagdo de bromélia e papaina na degradag¢ao de TC e OTC.

As TC s3o um grupo de antibidticos originalmente derivados de certas espécies
de Streptomyces spp. e sdo caracterizadas por possuirem uma estrutura de quatro anéis.
Embora todas as TC tenham uma estrutura comum, elas diferem umas das outras pela
presenga ou auséncia de grupos cloreto, metil e hidroxilo. Essas modifica¢des ndo alteram
seu espectro de atividade, mas sim suas propriedades farmacoldgicas, como o pKa, tempo
de meia-vida, a carga anidnica ou cationica, alterando a ligacdo das proteinas no soro
(SASSMAN; LEE, 2005).

As TC sao geralmente bacteriostaticas, tém um amplo espectro de atividade que
inclui bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, atuando também em algumas
micobactérias e protozoarios ao interferir na sintese de proteinas em organismos
suscetiveis, ligando-se aos ribossomos e impedindo que o RNA de transferéncia se fixe
ao ribossomo. Desse modo, impede a sintese proteica € o crescimento da bactéria
(APFELBAUM, 2009; OLIVEIRA, 2013).

A TC (C22H24N20g) € um p6 amarelo, cristalino e inodoro de alta solubilidade
em agua, e dissolve em solugdes acidas e basicas diluidas. E sensivel a forte luminosidade
e pode quelar cations metéalicos para produzir complexos insoliveis. Quando em
suspensdo a 1% em agua tem pH entre 3,5 e 6,0. E indicado para bovinos, suinos, 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 (C22H24N209) ¢ um derivado da tetraciclina e possui atuagao semelhante;
quando em suspensdo em agua a 1% tem pH entre 4,5 e 7,5. Possui trés estados de
equilibrio de ionizacao com valores de pKa 3,57; 7,49 ¢ 9,88 (FIGUEROA; LEONARD;
MACKAY, 2004) e alta solubilidade em 4gua e em solugdes acidas e basicas diluidas.

Em 2008, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) divulgou um
regulamento para o uso de OTC como bactericida e fungicida para aplicacdo foliar nas
culturas de ameixa, alho, batata, café, cebola, citros, feijao, maracuja, péssego, pimentao
e tomate. Também ¢ comum o seu uso tanto na medicina veterinaria quanto em humanos,
aplicada de forma semelhante a TC, para adultos ¢ geralmente utilizada de 250 a 500 mg
a cada 6 horas (quatro vezes ao dia), atingindo concentragdes plasmaticas no estado
estaciondrio de 3 a4 mg-mL!. O uso em criangas possui maior restri¢io, no Reino Unido,
seu uso ¢ permitido em criangas maiores de 12 anos, porém nos Estados Unidos da
América, a liberacao ¢ a partir dos 8 anos (APFELBAUM, 2009). A Figura 4 representa

a estrutura molecular da oxitetraciclina.

Figura 4 - Estrutura molecular da oxitetraciclina
oH O oM O

= H.' H =
OH CHy H OH H

Fonte: Halling-Serensen et al., 2003.

Papaina e bromelina foram selecionadas a partir do estudo das moléculas dos
farmacos TC e OTC. Como pode ser visualizado na Figura 5, a familia das tetraciclinas

possui em uma das extremidades cadeias ligagdes peptidica, onde a protease deve agir.
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Figura 5 - Indicacao dos grupos funcionais onde as enzimas papaina e bromelina atuam

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

24  ESTADO DA ARTE

Diversos trabalhos sdo relatados na literatura com o uso das enzimas bromelina
e papaina, livre e/ou imobilizas, para diversas finalidades. A seguir, serdo apresentados
em quatro topicos alguns dos trabalhos recentes da literatura seguidas por uma breve
explicacdo sobre a bromelina, a papaina e algumas outras enzimas aplicadas como agentes

antimicrobianos ¢ na biotransformacdo de farmacos tetraciclina e oxitetraciclina.

2.4.1 Bromelina

Nesse topico tem-se alguns dos principais trabalho da literatura nos quais foram
utilizados a enzima bromelina para diversas aplicagdes. Na Tabela 2 ¢ possivel observar
se a enzima foi utilizada de forma livre ou imobilizada, a aplicagdo avaliada pelo estudo

e a referéncia.

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

imobilizada
Suporte Aplicacdo Referéncia
Livre Clarificacdo de suco de roma (Cerreti et al., 2016)

Aplicacao terapéutica como
Nanocelulose bacteriana  agente cicatrizante, (Ataide et al., 2017)
antibacteriano e antioxidante
Encapsula(;;.lo em alginato Atividade antibacteriana (Anjos et al., 2018)
€ quitosana
Aplicacdo terapéutica como
Esporos de Bacillus sp.  agente cicatrizante, (Nwagu; Ugwuodo, 2019)
antibacteriano e antioxidante
Aplicacdo terapéutica como
agente cicatrizante e anti- (De Melo Brites et al., 2020)
inflamatorio

Nanofibras eletrofiadas de
triacetato de celulose
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Aplicaca t guti

CLEA preagao crapeutica (Wang et al., 2020)
antitumoral

. Amaciantes d de lul :

Livre Amaclafiies de cafe €e a (Jun-Hui et al., 2020)
jumbo

Livre Hidroélise enzimatica (Borrajo et al., 2020)

Nanoparticulas de Ouro  Aplicacdes terapéuticas (Brito et al., 2021)
Livre Amaciante para carne suina (Saengsuk et al., 2021)

Estrutura lamelar N .
Obtengdo do suporte por via

semelhante a Flowers de .
alternativa

fosfato de cobalto

Maet al., 2022)

Fonte: elaborada pela autora

Cerreti et al. (2016) estudaram o efeito das enzimas pectinase Klerzyme,
bromelina e papaina na turbidez durante o armazenamento a frio e estabilidade de cor do
suco de roma visto que essas caracteristicas afetam diretamente a escolha do consumidor.
Os autores estudaram cada enzima separadamente e a combinacdo da pectinase com
bromelina e com papaina. 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 papaina, a turbidez ndo tem redugdo
quando comparada com a amostra padrdo, porém tem efeito sinérgico quando sdo
utilizadas em combinacao com a pectinase, possuindo os melhores resultados, além de
ndo alterarem composi¢do das antocianinas e a cor do suco.

Ataide et al. (2017) desenvolveram um dispositivo a base de nanocelulose
bacteriana para a liberacdo controlada de bromelina. Inicialmente as membranas de
nanocelulose foram produzidas através do cultivo de Gluconacetobacter xylinus (ATCC®
53582™) em cultura estatica e posteriormente purificada. As membranas foram entdo
submersas em solu¢do de bromelina esterilizada e incubadas a 25 °C sob 100 rpm por 24
h. A membrana com bromelina imobilizada foi avaliada quanto as propriedades fisico-
quimicas, concentragdo de proteinas, atividade antioxidante e antimicrobiana. Os autores
concluiram que a membrana de nanocelulose bacteriana ¢ 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
papaina e bromelina, ap6s tratamento térmico a 80 °C durante 10 min, contra cinco
espécies de Alicyclobacillus spp. para aumentar a vida util de alimentos citricos, visto que
essa bactéria ¢ 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



38

atividade da enzima durante o tratamento térmico, simulando o processo de
pasteurizagdo. Os autores chegaram a conclusdo de que a papaina e bromelina livres
apresentam potencial antimicrobiano significativo contra cepas de Alicyclobacillus spp.
e que a microencapsulacao ¢ uma alternativa para manter parte da atividade dessas
enzimas. Foi observado que a papaina perde sua atividade inibitéria, a medida que os
valores de concentragdo minima inibitéria aumentam e que a enzima bromelina nao
obtém resultados satisfatorios apos serem submetidas ao tratamento térmico.

Nwagu ¢ Ugwuodo (2019) criaram um suporte comestivel a partir dos esporos
de Bacillus sp. para imobilizacdo de bromelina e posterior aplicacdo terapéutica nao
especificada. Os autores avaliaram parametros como o efeito do pH, da temperatura e da
concentragdo enzimatica na imobilizacdo da bromelina seguido da caracterizagdo do
derivado. Foi observado que a bromelina se tornou mais estavel, teve aumento na
estabilidade quanto a variagdo de pH e temperaturas elevadas, o que pode viabilizar seu
uso como suporte comestivel, sendo necessario maiores estudos como por exemplo
aplicagdo in vivo.

De Melo Brites et al. (2020) sintetizaram triacetato de celulose a partir do bagago
de cana-de-agucar para obtengcdo de membranas de nanofibras contendo bromelina pela
técnica de eletrofiagdo com aplicacdo terapéutica como material cicatrizante e anti-
inflamatorio para possibilitar o tratamento de feridas, queimaduras, feridas promovidas
por diabetes e pos-cirurgicas, Ulceras de pressdo, entre outras. As membranas foram
reticuladas com glutaraldeido durante a obtencdo das nanofibras. Os autores analisaram
in vitro por testes de liberacao controlada e concluiram que, ap6s 3 dias, a bromelina ¢
totalmente liberada.

Wang et al. (2020) produziram nanoparticulas sensiveis ao pH foram preparados
por reticulagdo de bromelina por meio de ligagdes orto-éster para aplicacdo terapéutica.
Nesse estudo, as nanoparticulas de bromelinas foram utilizadas para liberagdao controlada
de farmaco anticancer e para degradar a matriz extracelular densa que serve para envolver
células tumorais, restringindo a permeacao de drogas terapéuticas nos tecidos tumorais.
Os autores desenvolveram um novo nanocarreador sensivel ao pH, no qual ao acessar a
area tumoral inicia-se o processo de degradacdo da matriz extracelular densa liberando o
farmaco e o desprendimento de bromelina. Ao realizarem testes in vivo perceberam que
a bromelaina pode melhorar tanto o acimulo quanto a permeacgao do fArmaco no local do
tumor podendo também apresentar um efeito sinérgico, assim como inibir o crescimento

tumoral.
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Jun-Hui ef al. (2020) utilizaram as enzimas papaina e bromelina como
amaciantes da lula jumbo. Apds remocao das cabegas e visceras, a lula foi lavada e
fracionada em pequenos pedacos, com aproximadamente 3,0-3,5 cm de largura e 15,0—
15,5 cm de comprimento e, entdo, embebidos em agua destilada com bromelina ou
papaina por 40 min em banho-maria a 30 °C. Foram realizados ensaios de textura,
atividade proteolitica, capacidade de retencdo de agua e indice de fragmentacdo
miofibrilar. Os autores relataram que tanto a papaina quanto a bromelina possuem alta
atividade proteolitica quando aplicada como amaciante para lula jumbo nessas condigdes,
reduzindo desvantajosamente a capacidade de retencdo de dgua e gerando maior nimero
de pequenos fragmentos nos tecidos musculares, diminuindo a estabilidade e integridade
da microestrutura.

Borrajo ef al. (2020) utilizaram alcalase, bromelina e papaina para obtengdo de
hidrolisados a partir de proteinas de figado suino para posterior utilizagdo como
antioxidantes e agente antimicrobiano. A hidrolise enzimatica foi realizada em duas
duragdes diferentes, 4 ¢ 8 h na condi¢do de pH ideal para cada enzima. As rea¢des foram
desativadas aquecendo as amostras por 3 min a 95 °C. As misturas foram entdo
rapidamente arrefecidas até a temperatura ambiente em banho de gelo, centrifugadas a
10.000 x g por 10 min e, entdo, filtradas pela técnica de ultrafiltracdo a vacuo usando
filtros de membrana de celulose regenerada. Quanto a 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 duracdo do processo influenciaram a hidrolise das proteinas
hepaticas e que nenhum dos hidrolisados possuiam atividade microbiana contra bactérias
Gram-negativas, mas que aqueles obtidos por bromelina e alcalase foram capazes de
paralisar a expansao de B. thermosphacta e L. monocytogenes.

Brito et al. (2021) imobilizaram bromelina em interfaces de nanoparticulas de
ouro para aplicagdes terapéuticas. Foi observado que durante a sintese das nanoparticulas
de ouro a enzima bromelina pode ser utilizada como agente redutor e estabilizador. Os
autores afirmam que ao imobilizar a enzima nas nanoparticulas, esta teve melhorias na
estabilidade da atividade especifica, de armazenamento e térmica. Apesar de

mencionarem que o uso seria terapéutico, os autores ndo indicam possiveis aplicacdes.
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Saengsuk et al. (2021) utilizaram bromelina em vdarias concentragdes como
amaciante de carne suina reestruturada. Foram retirados excesso de gordura e pele da
carne, esta foi moida, adicionado 4gua, bromelina ¢ uma pré-mistura de alginato sob
agitacdo por um tempo total de 5 min. A carne suina foi reestruturada em anel circular de
aco inoxidavel com didmetro de 5,5 cm e altura de 1,5 cm, acondicionados em bolsa
plastica e selados a vacuo. 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 adi¢ao de bromelina. Os autores concluiram que as amostras contendo
bromelina tiveram for¢a de cisalhamento, parametros de textura (dureza, coesividade,
elasticidade, gomosidade, mastigabilidade e adesividade) e degradagdo proteica
fortemente afetadas. Foram obtidos bifes com menor for¢a de cisalhamento ao serem
fatiados, melhor mastigablidade, além de manterem a cor vermelha, resultados favoraveis
comparados as amostras que ndo possuiam a enzima. Os autores sugerem que 0 processo
utilizado pode ser implementado em escala industrial agregando o valor das aparas de
carne suina fornecendo um produto destinado a pessoas com disfungdo mastigatoria,
como consumidores idosos.

Ma et al. (2022) imobilizaram bromelina em fosfato de cobalto sélido produzido
utilizando cloreto de colina e betaina-glicerol como solvente eutético. A imobilizagdo foi
baseada na interacdo especifica entre os ions cobalto do carreador e as cisteinas inerentes
contidas nas moléculas de bromelina. A intera¢do especifica entre cobalto e bromelina
promoveu a agregacdo semelhantes a flores expandindo a éarea superficial do suporte
potencializando a adsor¢do da bromelina, assim como melhorou a estabilidade e

eficiéncia catalitica da enzima no suporte em relagdo a enzima livre.

2.4.2 Papaina

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

imobilizada, a aplica¢@o avaliada pelo estudo e a referéncia.
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Tabela 3 - Principais trabalhos da literatura utilizando papaina na forma livre e/ou
imobilizada

Suporte Aplicacdo Referéncia
N rticul
ma né‘ilir;zls)iexlfce:t?;as de Clarificagao de sucos de frutas (Mosafa; Moghadam,;
: silica N Shahedi, 2013)

. Atividade antimicrobiana contra
Livre N ) (Eshamabh et al., 2014)
E. coli e L. monocytogenes.

Encapsulada por

eletrofiagdo e imobilizada Biossensor (Moreno-Cortez et al., 2015)
por ligagdo covalente
Livre Clarificagdo de suco de roma (Cerreti et al., 2016)*
Atividade antimicrobiana contra
Livre (extrato) Salmonella  Typhimurium e (Saeed et al., 2017)
amaciantes de carne bovina
Encapsulaga.w em alginato Atividade antibacteriana (Anjos et al., 2018)*
e quitosana
Oxido de Grafeno Obtengao do suporte (Gu et al., 2018)
Livre Hidrolise enzimatica (Borrajo et al., 2020)*
Suporte hibrido com
nanoparticulas de ZnO e  Aplicacao biomédica (Soares et al., 2020)
quitosana
Atividade antimicrobiana contra
Livre (extrato) salmonella spp e amaciantes de (Chen et al., 2022)

carne de frango
Incorporada a filmes
comestiveis a base de Amaciante de carne bovina (Wongphan et al., 2022)
amido

*Referéncia mencionada na Tabela 2 e ndo serdo descritas no texto novamente.

Fonte: elaborada pela autora

Mosafa, Moghadam e Shahedi (2013) estudaram a preparacao de nanoparticulas
magnéticas de ferro revestidas com silica para imobilizagdo quimica da papaina e
avaliaram sua aplicagdo como agente clarificante do suco de roma. Para o processo de
imobilizagdo, 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 nanoparticulas (1 a 9 h), sendo a melhor
condi¢do como 27,3 °C; pH 7,1; concentragio de enzima: 3,3 mg:mL'; e tempo de
imobilizagdo: 10 h, obtido segundo o modelo de otimizacdo por superficie de resposta.
Os autores revelam que a papaina imobilizada apresentou melhores resultados quanto a
clarificag@o do suco, atividade enzimatica em maior amplitude de temperatura e pH, além

de melhor estabilidade de armazenamento e possibilidade de reutilizagao.
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Eshamah et al. (2014) estudaram a eficacia das proteases actidina e papaina,
normalmente utilizadas como amaciantes de carne pela industria, na redugdo de L.
monocytogenes ¢ de uma populagdo mista constituida por 3 cepas de E. coli em carne
bovina. Diferentes concentragdes enzimaticas foram utilizadas. Uma aliquota de 0,5 mL
do indculo com 5-6 log UFC-cm™ foi pipetado sobre a carne, apds 5 min em temperatura
ambiente foi adicionado 1 mL de solugdo enzimatica ¢ entdo, as amostras foram mantidas
em sacos selados em trés temperaturas diferentes (5, 25 e 35 °C). Os autores observaram
que a reducao média de E. coli foi maior quando comparada a L. monocytogenes € para
as maiores concentracdes de enzima a reducao bacteriana também foi maior. Quando
comparadas as enzimas e o efeito de redugdo de cada uma, a actidina obteve melhores
resultados se for observado apenas a redugdo, porém a concentragdo maxima de actidina
foi de 700 mg-mL™! contra 10 mg-mL"! de papaina.

Moreno-Cortez ef al. (2015) encapsularam papaina em nanofibras de poli(alcool
vinilico) por meio da técnica de eletrofiagdo sem uso de qualquer solvente organico e
utilizaram vapor de glutaraldeido para reticular a nanofibra promovendo imobiliza¢ao da
papaina por meio de ligagdes covalente. A concentracdo de enzima foi calculada em
relagdo a massa do polimero. Apds reticulagdo as nanofibras eram tratadas termicamente
a 40 °C por 20 min, armazenadas em temperatura ambiente por 24 h e entdo eram
utilizadas para as demais analises. As nanofibras foram caracterizadas quanto a
morfologia e em relagdo a atividade enzimatica. Os autores observaram que a papaina
imobilizada manteve 88% da atividade catalitica 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 catalitica em comparacao com a atividade inicial apos
14 dias. Os autores sugerem a aplicagdo como de biossensores especializados na detecgao
de ions metalicos.

Saeed ef al. (2017) obtiveram quatro extratos diferentes de mamao, a partir das
cascas do mamao verde e maduro e o latex dos frutos verdes e maduros. Foram analisados
quanto a concentragdo proteica, atividade proteolitica, atividade antibacteriana e
concentragdo inibitéria minima 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 latex
do fruto verde tiveram melhor potencial para controlar o crescimento de S. Typhimurium,

sendo o extrato de latex do fruto verde o que obteve melhores resultado e apenas ele foi
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utilizado nas analises como amaciante de carne. Os autores afirmam que houve melhora
quanto a textura e a aceitabilidade, porém houve perdas quanto a suculéncia e a cor.

Gu et al. (2018) avaliaram a imobiliza¢do da papaina em suporte de 6xido de
grafeno com o auxilio de 3-aminopropiltrietoxisilano como agente ligante. Os autores
estudaram a otimizag¢do das condigdes de imobilizacdo a partir de parametros como
estabilidade térmica e de armazenamento, pH e temperatura 6timos, atividade enzimatica
e reuso, caracterizando o derivado 6xido de grafeno e papaina. Todas as analises
realizadas para a enzima imobilizada foram comparadas a enzima livre, os autores
observaram que para a razdo de 6,75 mg-g™! de enzima por 6xido de grafeno foi obtido o
melhor rendimento e eficiéncia de imobilizagdo, atingindo 78% e 63%, respectivamente,
obtidos na temperatura de 35 °C e pH 8. No entanto, a papaina quando imobilizada tem
pH 6timo igual a 7 e a enzima livre em 8. Quanto ao armazenamento, apos 30 dias a
papaina 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
composi¢ao hibrida constituido por nanoparticulas de 6xido de zinco e quitosana para
imobilizacdo de papaina utilizando glutaraldeido como agente ligante para aplicagdes
biomédicas. Inicialmente foram produzidas as nanoparticulas e entdo incorporadas a uma
solucdo de quitosana e mantido por 30 min em agitacdo magnética. Em seguida foi
adicionado NaOH para precipitar as nanoparticulas que foram lavadas e secas por 2 h a
100 °C. Para a imobiliza¢ao, o suporte foi ativado com glutaraldeido a 2,5% (v/v) durante
2 h e entdo lavado e adicionado em uma solugio de papaina de 6 g-L™! por 2 h. O novo
nanomaterial foi caracterizado quanto a microestrutura, hidrélise de colageno,
degradacdo de caseina, aplicacdo em camundongos e citotoxicidade. Os autores
concluiram que a obten¢do do suporte hibrido e imobilizagdo da papaina foi de grande
éxito visto que a enzima ndo perdeu a capacidade proteolitica, apresenta baixa
citotoxicidade, ndo ativa o sistema fagocitario celular. Além de que o novo nanomaterial
¢ uma alternativa de baixo custo que também pode ser aplicada na imobilizag¢@o de outras
enzimas.

Chen et al. (2022) estudaram a combinagdo entre o uso do extrato de mamao e
processamento a alta pressdo para inativar Salmonella spp. em carne de peite de frango
cru. Foi investigado a inativa¢do da Salmonella spp., a qualidade e microestrutura da
carne apds processamento. As amostras foram fracionadas em pedacos de 5 g e entdo

tratadas com extrato do mamao por 1, 3 ou 5 h seguido pelo processamento a alta pressao
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utilizando 350 ou 450 MPa de pressao. Os autores observaram que apenas o tratamento
com o extrato de mamao nao ¢ suficiente para inibir o crescimento da Salmonella spp.,
mas que as células podem ser lesionadas e ao combinar o processamento a alta pressao
pode-se alcangar uma redugio superior a 5 log UFC-g!. Porém, parametros como pH, cor
e microestrutura da carne foram afetados negativamente.

Wongphan et al. (2022) desenvolveram embalagens comestiveis utilizando
amido de mandioca pré-gelatinizado de alta e baixa dissolu¢ao incorporados com papaina
para serem aplicados para o amaciamento de carnes. Os filmes foram produzimos
misturando, por 3 h continuas, 5% (p/p) de amido pré-gelatinizado com 35% (p/p) de
glicerol e agua destilada. Em seguida a papaina em p6 era adicionada em diferentes
proporgdes (0%, 5%, 10% e 15% p/p) e agitados a 25 °C por mais 1 h. Os autores
observaram que a papaina modifica as ligacdes OH do amido, alterando sua estrutura
ordenada, conferindo maior elasticidade aos filmes, reduzindo a sensibilidade e
solubilidade a 4gua. Para avaliar a maciez da carne, os filmes foram colocados em contato
com pedagos de carne por 1 h e entdo avaliados os valores de cisalhamento Warner-
Bratzler e dureza. Os filmes obtidos com amido de alta dissolucdo apresentaram melhores
resultados quanto a maciez da carne devido a rapida dissolugao e liberacao da papaina,
enquanto os filmes com baixa dissolugdo conferiram maior estabilidade a estrutura do
filme. Foi concluido que os filmes obtidos produziram embalagens funcionais eficazes

que modificaram as texturas da carne.

243 Enzimas como Agentes Antimicrobianos e Biotransformadoras de

Farmacos

A Tabela 4 -Tabela 4 apresenta alguns estudos que utilizaram enzimas, livres ou
em forma de derivados, como agentes antimicrobianos € 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 farmacos.

AGENTE ANTIMICROBIANO
Suporte Enzima Referéncia
Oxido de grafeno
Oxido de grafeno Lisozima (Duan et al., 2015)
Reduzido
Granulos de celulose Glicose oxidase (Califano et al., 2021)
Oxido de zinco a-amilase (Dhugosz et al., 2021)

Oxido de ferro (11, III)

BIOTRANSFORMADOR DE FARMACOS

Suporte Suporte Suporte
Nanoparticulas Lacase cerrena (Yang et al., 2017)
magnéticas
Membrana de
microfiltragdo de fibra Tirosinase ¢ lacase (Baetal., 2018)
oca de polissulfona
Livre Peroxidase de raiz-forte (Leng et al., 2020)
Espuma de silica
Lacase (Zdarta et al., 2020)
mesoestruturada

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 6xido de grafeno e 6xido de grafeno
reduzido como suporte para imobilizacdo da enzima lisozima como agente bio-
antibacteriano. Os autores averiguaram que a lisozima tem um excelente desempenho
antibacteriano e que os produtos da biocatdlise ndo sdo toxicos. Apos essa etapa foram
confeccionadas membranas de ultrafiltragdao hibridas com cada 6xido (grafeno e grafeno
reduzido) com polietersulfona via método de inversdao de fases para avaliar a formagao
de biofilmes.

Califano et al. (2021) estudaram o desenvolvimento de granulos de celulose
antimicrobianos utilizando glicose oxidase para liberar perdéxido de hidrogénio em
concentragdes antimicrobianas com o objetivo de encontrar uma alternativa aos
antibioticos. Os autores avaliaram fatores como resisténcia mecanica, vida util e produgao
de perdxido de hidrogénio para otimizar a producdo dos granulos funcionalizados com a

enzima. Por meio de testes de inibicdo do crescimento de P. aeruginosa, E. coli e S.
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aureus € observou-se que eles foram capazes de inibir o crescimento de todos os
microrganismos testados. Os autores sugerem aplicacdes potenciais como a fabricacao de
produtos biomédicos e aditivos para preservacao de alimentos.

Dhugosz et al., (2021) estudaram a imobilizagdo da enzima a-amilase em
nanoparticulas de ZnO e Fe3O4, e determinaram as melhores condi¢des do processo, como
concentragdes de enzimas, temperaturas e tempos, analisando o equilibrio e a cinética de
adsor¢do. A a-amilase imobilizada em Fe304 foi investigada para aplicagdo como
catalisador na hidrolise de amido e manteve alta atividade catalitica. O ZnO-a-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 agdo sinérgica das nanoparticulas de 6xido de zinco com a enzima, uma
vez que a a-amilase em si ndo possui propriedades antimicrobianas. A cinética de pseudo-
segunda ordem e a isoterma de Langmuir foram as melhores para descrever os processos

de imobilizagao.

A seguir um breve resumo dos estudos selecionados sobre enzimas como

biotransformadores de farmacos:

Yang et al. (2017) estudaram a lacase Cerrena para formar agregados
enzimaticos de ligagdes cruzadas (CLEAs) com nanoparticulas de magnetita para
utilizacdo na degradagdo de sete antibidticos e avaliar a atividade antimicrobiana da
tetraciclina e oxitetraciclina. Foi utilizado glutaraldeido como agente ligante entre as
particulas magnéticas e a enzima. Os autores realizaram testes de degradacdo com
concentracdo de 100 mg-L! para os farmacos com e sem mediador redox ABTS. Eles
averiguaram que na auséncia do mediador, a degradagdo da tetraciclina e oxitetraciclina
pela lacase Cerrena teve maior eficiéncia, enquanto que para sulfametoxazol, ampicilina
e trimetoprima a degradagao foi elevada na presenca do mediador. Ja para o cloranfenicol
a degradacdo ndo ocorreu, nem mesmo na presen¢a do mediador redox. A degradagdo
total da tetraciclina se deu com 48 h em pH 6 a 25 °C, sendo mais de 80 % de degradacao
em 12 h. Também foi observado redugdo significativa na atividade antimicrobiana da
tetraciclina e oxitetraciclina.

Ba et al. (2018) estudaram a eficiéncia de um biorreator hibrido de agregados de
tirosinase e lacase reticulados combinados e membrana de microfiltragao de fibra oca de

polissulfona para remog¢ao uma mistura de 14 produtos farmacéuticos em concentragao
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ambientalmente relevante de 10 pg-L™!. Os autores observaram que a remoco completa
de todos os produtos farmacéuticos apo6s 5 dias de operagdo continuo e destacam que a
remoc¢do completa para diferentes tipos de farmacos ¢ devido a agdo sinérgica da
membrana e das enzimas insoluveis. O biocatalisador reteve quase 70% de sua atividade
enzimatica inicial durante o periodo de tratamento. Os autores afirmam que os resultados
dao promissores e sugerem que o biorreator hibrido poderia ser avaliado para outas
enzimas e farmacos.

Leng et al. (2020) investigaram o uso da enzima peroxidase de raiz-forte (HRP),
com ou sem um mediador redox chamado 4cido 2,2-Azino-bis-(3-etilbenzotiazolina-6-
sulfonico) (ABTS), para degradar a tetraciclina em tratamento de agua. Os autores
observaram que a taxa de remocao da tetraciclina foi influenciada pela temperatura e pH
da 4gua, devido a atividade enzimatica e a presenga do ABTS. A adi¢do de ABTS
acelerou a degradacdo da tetraciclina. Os autores propuseram possiveis mecanismos de
transformacao da tetraciclina e concluiram que o sistema HRP/ABTS tem potencial para
tratamento de efluentes domésticos contaminados por tetraciclina. No entanto, sdo
necessarias otimizagdes no projeto do tratamento enzimatico para tornar essa tecnologia
ainda mais eficiente.

Zdarta et al. (2020) utilizagdo espuma de silica mesoestruturada sem ¢ com
funcionalizagdo utilizando cobre como suporte para imobilizagdo da enzima lacase de
Trametes versicolor. Foi obtido rendimento de imobilizagdo de 95% e 85%,
respectivamente. Os derivados enzimaticos foram utilizados para degradagdo de
tetraciclina em solugdo aquosa. Os autores observaram que a modificagdo da superficie
da espuma de silica melhorou a atividade enzimatica, mantendo melhor atividade em uma
ampla faixa de pH e temperatura, além de permitir a remogdo completa da tetraciclina da

solugio aquosa na concentragio de 1 mg L.

Este estudo inovador propde a imobilizagdao das proteases bromelina e papaina
em nanofolhas de 6xido de grafeno, estabelecendo um marco pioneiro nessa area de
pesquisa. Dois processos de imobilizagdo foram utilizados, com e sem utilizagao de
glutaraldeido como agente ligante. Os derivados suporte-enzima podem ser empregados
em diversas aplicagdes, para este estudo foram avaliados como agentes antimicrobianos
contra a bactéria Escherichia coli em meio de cultura BHI e em suco de maca
industrializado e, na biotransforma¢ao dos antibidticos tetraciclina e oxitetraciclina em

meio aquoso.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL

Para a sintese de 0xido de grafeno foram utilizados grafite em p6 com 99% de
carbono (Sigma-Aldrich Chemical Co, EUA), 4cido sulftrico P.A., nitrato de sédio P.A.
e permanganato de potassio P.A. (Nuclear, Brasil), peroxido de hidrogénio a 30% P.A.
(PanReac AppliChem, Italia), 4gua destilada e gelo para resfriamento durante a reagao.

As enzimas utilizadas neste estudo foram bromelina do caule de abacaxi
(atividade > 3 U-mg! de proteina) e papaina de Carica papaya (atividade > 3,6 U-mg’!
de proteina), ambas adquiridas da Sigma-Aldrich Chemical Co (EUA). Para as demais
analises foram utilizados caseina (Dinamica Quimica, Brasil), acido tricloroacético
(TCA, Neon, Brasil), reagente de Bradford, Albumina de soro bovina (BSA) (Sigma-
Aldrich) e tirosina (Synth, Brasil). Todas as andlises foram realizadas em solucdo tampao
pH 6, 7 ¢ 8 (fosfato de potassio) e pH 9 (carbonato de s6dio) na concentragdo de 50 mmol.

A cepa utilizada neste estudo foi E. coli (ATCC® 10536™) adquirida da Colecdo
de Microrganismos de Referéncia em Vigilancia Sanitaria— CMRVS (Fundagao Oswaldo
Cruz — FIOCRUZ, Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, Brasil). Foram utilizados os meios de
cultura dgar padrdo para contagem (plate count agar — PCA) e caldo brain heart infusion
(BHI), e 4gua peptona, todos adquiridos na Kasvi (Brasil) e preparados conforme
instrucdo do fabricante. E suco de mag¢a comercial esterilizado por temperatura ultra alta

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

Os antibioticos utilizados no estudo de biotransformacao via enzimatica foram a

tetraciclina e oxitetraciclina, todos adquiridos na Sigma-Aldrich.

3.2  METODOLOGIA

3.2.1 Sintese do Oxido de Grafeno

A sintese foi realizada segundo o método de Hummers com modificagdes
(HUMMERS; OFFEMAN, 1958). Em banho de gelo e sob agitacdo magnética,
adicionou-se 1 g de grafite e 23 mL de 4cido sulfurico P.A. em um Erlenmeyer de 250

mL. A solu¢do permaneceu sob agitagao magnética por 15 min, para garantir a completa
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dispersdo do grafite e em seguida, adicionou-se 0,5 g de nitrato de sodio e 3 g de
permanganato de potassio, mantendo a agitagdo continua por 2 h. Apds completa
homogeneizagdo, a solu¢do foi mantida em banho-maria (Dist DI911-S) a 35 °C onde
permaneceu por 30 min, observando a formagdo de uma pasta de coloragao marrom. Em
seguida, adicionou-se 46 mL de 4gua destilada e elevou-se a temperatura do banho-maria
para 98 °C, deixando por mais 30 min. Ap6s esse periodo, o meio foi transferido para um
béquer e colocado novamente sob agitacdo magnética. Em seguida, adicionou-se 140 mL
de 4gua destilada e 10 mL de peroxido de hidrogénio a 30% sob agitagdo constante e
lenta, por 15 min. Observou-se a mudanga 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 [I-Mod206BL) a 3600 rpm (aproximadamente 1450 for¢a g) por 30 min,
descartando o sobrenadante. O material decantado passou por cinco lavagens com acido
cloridrico a 1 M e dez vezes com acido cloridrico a 0,1 M. Ap6s cada lavagem o 6xido
de grafeno foi ressuspenso utilizando um vortex (Biomixer QL-901) e novamente
centrifugado a 3600 rpm por 60 min, observando-se a mudanca de coloracdo do
precipitado de amarelo escuro para preto.

Apds a lavagem com 4cido, o 6xido de grafeno foi lavado com agua destilada,
em torno de 70 °C, e centrifugado, nas mesmas condi¢des anteriores, até o sobrenadante
atingir pH proximo a 6. Observou-se a formacdo de gel quando o OG ¢ lavado com dgua
destilada.

Diferentemente do processo realizado por Hummers, o gel obtido foi congelado
em ultrafreezer vertical (Glacier) a -80 °C; e posteriormente, liofilizado em um
liofilizador de bancada (L-101, Liotop) a -50 °C por um periodo de 48 h.

Apds a liofilizagdo, o OG foi pesado e adicionado dgua destilada seguindo a
propor¢do 1 mg'mL™"! em relagdo a massa de grafeno e volume de 4gua. A suspensio foi
agitada em banho ultrassonico (Unique Ultraclean1600) por 6 h para esfoliacdo e
obtencdo das nanofolhas de OG. Para armazenamento, a suspensdo contendo as
nanofolhas de OG foi entdo distribuida em placas de Petri e secas em estufa a 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 Caracterizacio do Oxido de Grafeno

3.2.2.1 Preparagdo das amostras liquidas

Uma suspensdo de concentragdo 67 mg-L™! foi preparada e a partir desta foram
feitas 5 novas suspensdes. Para preparar a suspensao inicial foi pesado 1 mg de OG e
disperso em 15 mL de 4gua destilada durante 6 h em banho ultrassonico. Para preparagao
das novas suspensdes foram determinados 5 fatores de diluig¢do (5, 10, 25, 50, 100) em

agua destilada e novamente agitadas por 1 h em banho ultrassonico.

3.2.2.2 Caracteriza¢do quimica do OG

Para confirmar a oxidagcdo do grafite em 6xido de grafeno, analises para
identificacdo de ligagdes e elementos quimicos foram realizadas. Por meio da analise de
Espectroscopia de Energia Dispersiva de Raio-X (EDX) foi realizada a caracterizacdo dos
componentes elementares do OG utilizando um microscopio eletronico de varredura
(SEM-HITACHI TM3030) com EDX acoplado para uma amostra sélida.

Foram realizadas analises diversas para identificar as ligacdes, grupos funcionais
e caracteristicas referentes a cristalinidade e oxidagao desse material. Foi realizada uma
varredura entre 200 e 600 nm de comprimento de onda para cinco amostras com
concentragdes 13,4; 6,7; 2,68; 1,34 e 0,67 ppm, em espectrofotometria UV-visivel
(Q898U2MS5, Quimis); analise de Espectroscopia Raman (PeakSeeker PRO-785)
realizada em um espectrometro dispersivo com poténcia do laser a 5 mW e detector CCD
TE-cooled para uma amostra no estado sélido sem tratamento prévio; Espectroscopia de
Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR) por ATR da amostra soélida e,
Difragao de Raios-X (DRX) realizada em geometria Bregg-Brentanno, com 20 variando

de 3° a 40°. O espagamento basal foi calculado a partir da Equagao (1).

n-A
- (1)
2 - senB
no qual d € espacamento interplanar, n ¢ a ordem de reflexdo, A ¢ o comprimento de onda

do raio-X (foi utilizado do cobre, 0,15418 nm) e 0 ¢ o angulo incidente (posi¢ao do pico).
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Quanto ao estudo das cargas superficiais e estabilidade da suspensdo foi
preparada uma amostra com concentracao 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 Caracteriza¢do microestrutural das nanofolhas de OG

Para analisar a formag¢ao das nanofolhas e sua morfologia foram realizadas
analises de microscopia eletronica de varredura (MEV) e de transmissao (TEM). Para o
MEV (JEOL JSM-6390LV) duas amostras foram preparadas, uma liquida com
concentragdo del3,4 ppm, definida apos a espectrofotometria UV-visivel, gotejada em
stub e seca, e uma segunda amostra na forma sélida que ndo passou por nenhum
tratamento antes de ser fixada no stub. Nao foi necessario fazer o recobrimento das
amostras com ouro, pois o carbono ¢ emissor de elétrons. Para o MET (JEM-1011,
100kV) uma amostra liquida de concentragdo 13,4 ppm foi gotejada em um grid e seca

em temperatura ambiente.

3.23 Caracteriza¢ao da Enzima Livre e Imobilizada

3.2.3.1 Determinag¢do da atividade enzimatica e parametros cinéticos

A atividade enzimatica foi determinada para as enzimas bromelina e papaina na
forma livre e imobilizada com e sem glutaraldeido, e expressa em U-mL!, para diferentes
pHs (solu¢do tampao fosfato a 50 mmol para pH 6, 7 e 8, e solugdo tampao carbonato a
50 mmol para pH 9) e diferentes temperaturas (25, 30, 40 e 50 °C).

As analises 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 solucdo
enzimatica (0,5 mg:mL™") e 0,65 mL de solugio de caseina 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 reacdo. Os microtubos
foram mantidos em temperatura ambiente por 10 min para entdo serem centrifugados por
10 min a 8170 g. O sobrenadante foi quantificado por meio de um espectrofotdmetro UV-
vis (Hitachi, U-2900) no comprimento de onda de 281 nm e a absorbancia obtida foi

relacionada com uma curva padrao de tirosina utilizando cubeta de quartzo. As solugdes
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de caseina e enzima foram preparadas em solucao tampao no pH a ser estudado e ajustado
conforme necessario. Todas as andlises foram realizadas em triplicata e acompanhadas
de um controle, sendo que este teve a adi¢ao de 0,65 mL de TCA em 0,65 mL de caseina
e so entdo adicionou-se 0,65 mL da solugdo enzimatica.

O modelo de Michaelis-Menten foi utilizado para determinar os parametros
cinéticos de velocidade maxima (Vua.) € a constante de Michaelis (Kn). De forma
semelhante a atividade enzimatica, foi adicionado 0,65 mL de solucdo de caseina, porém
variando a concentragdo entre 0,15 e 1,55 %. Em seguida, adicionou-se 0,65 mL de
solugdio enzimatica 0,5 mg-mL™! e ao final de 20 min, a reacdo era finalizada com adi¢do
de 0,65 mL de TCA a 10% (m/m). Todas as analises foram realizadas em triplicata ¢

acompanhadas de um controle.

3.2.3.2 Imobiliza¢do enzimdtica

O processo de imobilizagdo foi realizado pelos métodos fisico e quimico,
utilizando glutaraldeido (Glu) 1% v/v como ligante. Com base no potencial zeta foi
definido o pH 7 (50 mmol) para o processo de imobilizacdo, pH de maior estabilidade do
OG em suspensao.

Inicialmente o OG foi agitado em banho ultrassonico por 6 h em solugdo tampao
fosfato na propor¢do 1:1 (m/v). Para imobiliza¢do quimica, adicionou-se glutaraldeido e
agitou-se, por 5 h, em agitador Kline (Splabor, SP-241-AN) a 150 rpm. Em seguida, o
OG-Glu foi recuperado por centrifugacao a 8170 g, lavado por 3 vezes com solugdo
tampao pH 7 para remocao do glutaraldeido ndo ligado e novamente disperso utilizando
um vortex (Biomixer QL-901).

Em ambos os processos de imobilizagdo, as enzimas foram adicionadas nas
proporcdes 1:1, 2:1 e 3:1 m/m de enzima:OG, e colocados em agitacdo a 150 rpm em
agitador Kline a temperatura de 25 °C e pH 7. Essas propor¢des foram determinadas para
visando saturacdo do suporte, uma vez que o suporte tem custo superior as enzimas
bromelina e papaina. A cada 30 min, durante 2 h, foram retiradas aliquotas de 500 uL que
foram centrifugadas a 8170 g para decantacao do OG. As aliquotas foram ressuspendidas
com 1 mL de solu¢do tampao fosfato pH 7 para garantir que toda enzima nao aderida ao
suporte fosse quantificada.

A concentragdo de enzima no suporte de OG (qg) foi determinada a partir da

diferenga das concentragdes de proteina na solugdo inicial e no sobrenadante apds o
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periodo de imobilizacdo e descontado a concentracao de enzima perdida na lavagem,

calculada conforme a Equagao 2.

_ (Cro—Crr)V — Culiy
B w

4k (2)

em que Cy,, Cr; € Cy, € a concentragdo inicial, apos o periodo de imobilizagdo e na dgua
de lavagem, respectivamente, de enzimas na solugio (g-L); ; V e I}, o volume da solugio

e de lavagem do suporte (L); W ¢ a massa do OG (g) e qg ¢ concentragdao de enzima no

suporte (g-g™).

Para determinar a concentracao de proteina foi utilizado o método de Bradford
(BRADFORD, 1976). Esse ¢ um método bem aceito na literatura (LIANG et al., 2016;
YANG et al., 2015; YUCEL, 2012; ZDARTA et al., 2015) e que se baseia na mudanga
de cor da solu¢do acida de Coomassie Brilliant Blue G 250, ao se ligar a uma proteina a
absorbancia maxima muda de 465 para 595 nm. Os valores de absorbancia das amostras
sdo correlacionados a curva padrdo construida com albumina de soro bovina (BSA).

O rendimento de imobiliza¢do em proteina (Y),) foi determinado relacionando-
se a quantidade de proteina total imobilizada e quantidade de proteina livre antes da

imobilizagdo, segundo a Equagdo 3.

Y, = 3
p Cf,O' V ( )

na qual qg é concentracdo de enzima no suporte (g-g™!), W é a massa do OG (g); V é o
volume da solugéo (L); Cf o € a concentragdo enzimatica da solugdo inicial (gLhe Y, ¢

o rendimento de imobilizagdo em proteina.

Substituindo qg da Equacao 2 na Equagao 3, obtemos a Equacao 4.

Y. = (Cf,O_Cf.t)_C Vv
P Cro Y CroV 4)
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sendo Cro, Crr € C, a concentragdo enzimatica da solugdo inicial, ao final de

imobilizagdo e na 4gua de lavagem (g-L™), respectivamente; V e V,, o volume da solugio

¢ de lavagem do suporte (L) ¢, ¥, € o rendimento de imobilizagdo em proteina.

Foi determinado o rendimento de imobilizagdo em atividade ou atividade
recuperada (Y, ) relacionando-se a atividade total da enzima imobilizada e a atividade total

da enzima livre antes da imobilizagdo, segundo a Equagdo 5.

y, = it )
a Af,o

Sendo A;; € a atividade total da enzima imobilizada ao final da imobilizagdo (U) € Ay €

a atividade total da enzima livre no inicio da imobilizagdo (U) e Y, ¢ a atividade

enzimatica recuperada.

A eficiéncia de imobilizagdo foi obtida relacionando-se a atividade especifica da
enzima imobilizada e a atividade especifica da enzima livre em solugdo ou pela relagao

entre a atividade recuperada (Y,) e o rendimento de imobilizagdo (Y,), de acordo com a

Equacao 6.
a; Ya
E = —_—= —
a7, (©6)

Onde, E ¢ a eficiéncia de imobilizagdo, a; € a atividade especifica da enzima imobilizada
(U-mg™), as é a atividade especifica da enzima livre em solugdo (U-mg™), Y, ¢ a atividade
recuperada ou rendimento da imobilizagdo em atividade e Y, € o rendimento da

imobilizacao em proteina.

A enzima imobilizada foi denominada como derivado enzimatico. As
nomenclaturas utilizadas em graficos para enzima livre sera a inicial da enzima (B para
bromelina e P para papaina) seguida por L (B-L ou P-L), o derivado obtido por

imobiliza¢do sem glutaraldeido serd a inicial da enzima seguida por OG (B-OG ou P-OG)
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e o derivado obtido por imobilizagdo com glutaraldeido sera 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 Avaliacao de estabilidade dos derivados

Os testes de estabilidade térmica e de estocagem foram realizados para as
enzimas livres e imobilizadas fisica e quimicamente. A estabilidade térmica foi analisada
em intervalos de 30 min durante 4 h a 50 °C, enquanto o teste de estabilidade de
estocagem foi realizado a 4 °C até que a atividade enzimadtica relativa fosse reduzida em
50%.

A determinacgdo da estabilidade de uso foi semelhante a analise de atividade
enzimatica, 0,65 mL de suspensdo dos derivados com concentracdo enzimatica em 0,5
g-L! foi adicionado em um microtubo de 2 mL, seguido da adi¢do de 0,65 mL de solugio
de caseina 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 reagdo. Os microtubos foram mantidos em temperatura ambiente por 10
min para entdo serem centrifugados por 10 min a 4085 g. O sobrenadante foi quantificado
por meio de um espectrofotometro 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 condigdes utilizadas foram pH e temperaturas Otimas dentre os valores
estudados. Para papaina 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.



56

3.24 Atividade Antimicrobiana das Enzimas

3.2.4.1 Preparagdo do inoculo

Para o preparo dos inoculos de E. coli, 100 uL das suspensdes de células foi
descongelada e transferida para um tubo contendo 10 mL de caldo BHI e, cultivada a 37
°C por 16 h até a fase estacionaria de crescimento para obter uma concentracdo de 10°

UFC'mL™.

3.2.4.2 Preparagdo do derivado enzimatico para andlise da atividade antimicrobiana

Para as analises utilizando o derivado enzimatico, o OG foi inicialmente
esterilizado em luz UV por 15 min e disperso em banho ultrassdnico por 7 h diretamente
no meio BHI ou em suco de maga. A enzima foi pesada em ambiente estéril, adicionada
ao OG disperso e colocados em agitagdo a 150 rpm em agitador Kline a temperatura de

25 °C durante 1 h.

3.2.4.3 Andlise da atividade antimicrobiana da papaina e da bromelina

As andlises de atividade antimicrobianas foram realizadas em meio de cultura
BHI a pH 7 e em suco de maca comercial, com pH 4, esterilizado por temperatura ultra
alta (ultra high temperature - UHT) da marca Del Valle.

Para as analises de atividade antimicrobiana em meio de cultura, foram
realizadas dilui¢des seriadas do indculo em caldo BHI para se obter uma concentragdo
inicial de 10’ UFC-mL"'. 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 analises de
atividade microbiana em suco de maga ocorreram de forma analoga, porém as dilui¢des
e experimentos foram realizados também em suco. Foi determinada a temperatura de 25
°C pois essa ¢ a temperatura de comercializa¢do de suco esterilizado por temperatura ultra
alta. Todas as cinéticas foram acompanhadas por 24 h e para cada anélise foi realizado

um controle sem enzima.
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Para bromelina, foram analisadas concentra¢des de 10, 12 e 15 g-L"! dissolvidas
diretamente no meio de cultura. Para a papaina foram analisadas concentragdes de 5, 8 e
10 g'L"! também dissolvidas diretamente no meio de cultura. Essas concentragdes foram
determinadas por meio do estudo da literatura (ESHAMAH et al., 2014; WONGPHAN
et al., 2022). As concentragdes de 1 e 2 g-L"! 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
maca.

Para quantificagao de E. coli, por contagem padrdo em placas, dilui¢cdes seriadas
em agua peptonada foram preparadas e aliquotas de 100 uL das dilui¢cdes foram semeadas
em superficie de PCA e, em seguida, incubadas em BOD a 37 °C por 24 h.

A média e o desvio padrio da contagem de UFC:mL' de trés amostras
independentes de cada amostragem, as quais foram retiradas em intervalos de tempo pré-
determinados, de cada ponto da curva de inativacao e/ou crescimento foram calculados

para determinar a cinética.

3.2.5 Biotransformacao via Enzimatica dos Farmacos

A analise da biotransformacgao dos fArmacos com papaina e bromelina livres foi
realizada em batelada e quantificada por espectrofotometria UV-vis. Para isto, construiu-
se a curva padrio para cada firmaco utilizando solugdes entre 1 e 24 mg-L! em um
comprimento de 357 nm, caracteristico das tetraciclinas. Foram preparadas solucdes de
100 mg-L! para cada antibidtico, em agua (pH 3,5) e em solugdo tampdo fosfato a 50
mmol (pH 6 e 7). Em um Erlenmeyer foi adicionado 75 mL da soluc¢do do antibiotico e
540 pL de solugdo enzimatica (0,5 g-L™!) resultando em aproximadamente 3,6% m/m de
enzima em relagdo ao farmaco. A solugdo foi colocada em agitacdo continua em duas
temperaturas, 25 e 40 °C, e protegida da luz. Uma aliquota foi retirada em tempos pré-
estabelecidos de reagdo (0, 0,5, 1, 2, 3, 4, 6, 8 e 10 h) e analisada em espectro UV-vis
(Q898U2MS5, Quimis). As andlises foram realizadas em triplicatas.

Foi avaliada a acao 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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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizacio do Oxido de Grafeno

O oxido de grafeno (OG) produzido foi caracterizado por espectroscopia
dispersiva de raios-X para identificacdo dos elementos quimicos que compde a molécula
e suas proporgdes. A porcentagem em atomos fornecidos pelo microscopio de energia
dispersiva de raio-X foi de 82,3% para o carbono e de 17,7% para o oxigénio,
correspondente a 77,7% e 22,3% em massa, respectivamente, com desvio padrao de 0,6%.

A presenca desses elementos também foi detectada por meio da
espectrofotometria UV-visivel pela identificagdo dos picos em comprimentos de ondas
() caracteristicos para OG. Na Figura 6 ¢ possivel observar os espectros obtidos por meio

de espectrofotometria UV-visivel para 5 concentracdes diferentes de OG.

Figura 6 - Espectros de UV-vis para diferentes concentragdes de 6xido de grafeno
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Fonte: elaborado pela autora

Para as concentragdes com 13,4 e 6,7 (ppm) os picos estdo mais evidentes, €
possivel visualizar na Figura 6 a presenca de dois comprimentos de onda, 232 e 303 nm.
O pico em 232 nm ¢ o de maior absor¢ao e atribui-se a transi¢do das liga¢des n-nt (C=C)
presentes em anéis aromaticos, enquanto que o pico em 303 nm ¢ atribuido a n-r das
duplas ligagdes C=0. Na literatura, diversos autores encontraram resultados semelhantes
(CHAUHAN et al., 2022; CIPLAK; YILDIZ; CALIMLI, 2015; DUAN et al., 2015;
ZHANG et al., 2010).
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ApOs as andlises fundamentais, foi realizada a espectrofotometria Raman do OG
que esta representado na Figura 7, sendo possivel observar duas bandas. A primeira banda
¢ conhecida como banda G e possui niimero de onda de 1584 cm™!, correspondente ao
fonon Ez; de atomos de carbono ligados a carbonos sp’> em uma rede hexagonal
bidimensional, causada por vibracao 6tica planar desses atomos de carbono no plano. A
segunda é conhecida como banda D e apresenta nimero de onda de 1327 cm™ com
hibridiza¢do do carbono sp®. Essa banda ¢ um indicador de desordem, que pode surgir de
certos defeitos, como a presenga de grupos funcionais, espagos vazios, limites de graos e
espécies de carbono amorfo, e estd relacionada a vibragdes de atomos de carbono com
ligacdes em terminacdes planas de forma desordenada, o que ocasiona a quebra de
simetria (DASGUPTA et al., 2017; JIRICKOVA et al., 2022).

Essas bandas sdo caracteristicas de materiais carbondceos como grafeno e seus
alotropos. Diversos autores que utilizaram o método de Hummers para obten¢ao de OG

obtiveram resultados muito semelhantes aos obtidos neste estudo (Tabela 5).

Tabela 5 - Bandas G e D caracteristicas do 6xido de grafeno (OG) obtidas por outros
autores

Banda G (cm™) Banda D (cm™) Referéncias
1580 1350 (Shen et al., 2010)
1577 1351 (Sun; Yang; Huang, 2011)
1605 1353 (Johra; Lee; Jung, 2014)
1585 1330 (Ciplak; Yildiz; Calimli, 2015)
1590 1361 (Kuang; Zhang, 2016)
1584 1327 (Dasgupta et al., 2017)
1600 1350 (Jirickové et al., 2022)

Fonte: elaborado pela autora

A razdo de intensidade dessas duas bandas indica a qualidade do OG quanto a
oxidagdo. Ainda, na Figura 7, tem-se as intensidades para cada banda, sendo sua razao,
ID/IG, de 0,86. Essa razao para grafeno puro € > que 1, logo, quando o grafeno ¢ oxidado
essa razdo € menor que 1, indicando que a obtencdo do OG mesmo com modifica¢des na

secagem teve oxidacao (LIN; CHEN, 2014).
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Figura 7 - Banda G e D do 6xido de grafeno por espectroscopia Raman
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Fonte: elaborado pelo autor

Por meio da anélise de FTIR-ATR foi possivel comprovar a presenca dos grupos
funcionais do OG. A Figura 8 apresenta o espectro obtido para uma amostra de OG

sintetizado.

Figura 8 - Espectrograma por FTIR do 6xido de grafeno
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Fonte: elaborado pela autora

Os grupos epoxis contribuem para a formacio do pico em 900 cm™ que se deve
as vibragdes de flexio de C—O—C, do pico em 1036 cm devido as vibracdes de
alongamento das ligacdes C-O-C e do pico 1622 cm’! referente a vibragio do plano
hibrido sp? das ligagdes C=C. Os grupos contendo hidroxila sdo representados na

formagio dos picos em 1036 cm™ ! devido a vibragdo de alongamento do C-O—C e em
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3225 cm 'que se deve a vibragdo de alongamento de O—H. O pico de 3225 cm™!' contém
além do grupo hidroxila, o grupo carboxila e moléculas de 4gua na amostra. Esse pico
mais amplo e menos intenso pode ocorrer devido a quantidade de 4gua absorvida na
superficie do OG, pois durante o processo de oxidacao do pd de grafite os granulos
maiores nao sdo oxidados ou atingem baixos niveis de oxidagdo, reduzindo seu carater
hidrofilico e a quantidade de ligagdes O—H (MANORATNE; ROSA; KOTTEGODA,
2017; SUDESH et al., 2013; XIANG et al., 2022).

Os grupos carboxilas sdo representados nos picos 1371 cm™! referente a vibragio
de alongamento de C-OH, em 1719 cm™ das vibracdes de alongamento de C=0 e em
3400 cm! das ligagdes O—H. Também pode ocorrer um pequeno nimero de ligacdes
éster correspondentes aos picos 1719 cm™! vibragio de alongamento de C=O e a vibragio
de alongamento de C—OH no pico 1371 ecm™ (CIPLAK; YILDIZ; CALIMLI, 2015;
XIANG et al., 2022).

Em seguida, foi realizada a andlise de difracdo de raios-X para avaliar as
caracteristicas da estrutura e o espacamento entre camadas e &tomos do OG. Como pode
ser visto na Figura 9, foi obtido um pico estreito e alongado em 26 = 11,2 e espacamento
basal de 7,94 A (Equagio 1). Quando comparado com o espagamento basal do grafite
puro (3,36 A), o espacamento do OG é maior devido aos grupos funcionais em sua

superficie.

Figura 9 - Espectrograma obtido por DRX do 6xido de grafeno
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Fonte: elaborado pela autora

O formato do pico € caracteristico de materiais cristalinos e pode estar
relacionado com a formag¢do de uma estrutura ordenada através da secagem da suspensao

de OG formado pela aglomeragdo das camadas. Observagdes e difratogramas
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semelhantes também foram obtidos por diversos autores (CHAUHAN et al., 2022;
DASGUPTA et al., 2017, KASHEFI; BORGHEL; MAHMOODI, 2018; KAUR; KAUR;
KUKKAR, 2018; SUN; YANG; HUANG, 2011).

A aglomeracdo das camadas foi confirmada pelas microscopias eletronicas de
varredura (MEV) e de transmissdo (MET), onde ¢ possivel obter informagdes sobre
topografia da superficie do OG. Nota-se na MEV (Figura 10) que para a amostra s6lida
houve o empilhamento das nanofolhas do OG, que tendem a se agrupar para formar
aglomerados de multicamadas, prejudicando a visualiza¢do das monocamadas.

rafen otid por MEV

Figura 10 - Microestrutura do 6xido de g

#

Fonte: elaborado pela autora

Para evitar a aglomeragdo, foi realizada a dispersdao das nanofolhas em agua
destilada e, posteriormente, a amostra foi analisada no MET. Na Figura 11, € possivel
visualizar a presenga bem definida das nanofolhas que, em sua maioria, estdo empilhadas
ou dobradas. Nas imagens, a regido mais clara indica a presenca de apenas uma folha,
enquanto a regido mais escura indica o acimulo dessas folhas ou que estas estao dobradas.
Nota-se também uma aparéncia enrugada, caracteristica do OG devido aos grupos

funcionais contidos na superficie.

Figura 11 - Microegtrutura das nanofolhas do 6xido de grafeno obtida pelo MET
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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 presenga do ponto isoelétrico
(potencial elétrico igual a 0), que ¢ o ponto em que todas as cargas superficiais estdo
neutras. Esse comportamento deve-se a ionizacdo dos multiplos grupos funcionais
oxigenados como epoxi (—O-), hidroxila (~OH) e &cido carboxilico ((COOH) que estao
presentes na superficie do OG. O potencial elétrico indica que quanto mais distante o OG
esta do potencial 0 (neutro), seja para valores positivos ou negativos, mais carregada ¢ a
sua superficie, gerando maior repulsdo entre as nanofolhas mantendo-as em suspensao.
Sendo assim, visando maior estabilidade da suspensido de OG, o pH 7 foi fixado para os
testes de imobilizacdo com e sem glutaraldeido. Além disso, o pH 7 também ¢ favoravel
para atuacdo de grande parte das biomoléculas. Valores e comportamentos semelhantes
foram relatados por outros autores (KUANG; ZHANG, 2016; PARLAK; TURNER;
TIWARI, 2015; TIDEN et al., 2022).

Figura 12 - Potencial elétrico do 6xido de grafeno para pHs entre 2 e 9,8
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Fonte: elaborado pela autora

42  CARACTERIZACAO DA ENZIMA LIVRE E IMOBILIZADA

4.2.1 Caracterizacao dos Processos de Imobilizagao

O processo de imobilizagao foi analisado quanto a massa de enzima imobilizada,
ao rendimento de imobilizagdo por proteina e por atividade especifica e a eficiéncia de

imobilizagao.
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A Tabela 6 apresenta a massa (mg) adsorvida das enzimas bromelina e papaina
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 tampao fosfato pH 7.

Tabela 6 - Massa de bromelina e papaina adsorvida em 6xido de grafeno (OG) durante 2

ha25°CepH7

Razdo
engimaOG Tempo Bromelina Papaina
_1 (h) (mg) (mg)
(mg'mg™)
0,5 9,99 + 0,02 10,00 +0,02
1,0 10,00 £ 0,02 10,00 +0,00
H 1,5 10,00 £ 0,01 10,00 £0,01
2,0 10,00 + 0,00 10,00 +0,00
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
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 tampéo fosfato pH 7.

Fonte: elaborado pela autora

Observa-se que o tempo necessario para atingir o equilibrio de adsorc¢do das
enzimas ¢ de 0,5 h, independente da razdo estudada e ndo varia mais do que 2% ao final
do processo de 2 h. A razdo 1:1 (m/m) adsorveu toda a massa de enzima fornecida para
ambas as enzimas. Esse ¢ um resultado semelhante ao observado por Gu et al. (2018) ao
imobilizarem papaina em OG no tempo de 1 h e por Zdarta ef al. (2015) ao demonstrarem
que intervalos de tempo superiores a 2 h ndo aumentaram o rendimento de imobiliza¢ao
de forma significativa, porém ha estudos que utilizam até 24 h no processo de
imobilizacdo (DE MELO BRITES et al., 2020; KASHEFI; BORGHEI; MAHMOODI,
2018; ZDARTA et al., 2015). Para as demais razoes (2:1 e 3:1) a bromelina atingiu
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maiores valores de massa adsorvidos do que a papaina, isso pode ocorrer devido a
bromelina ser mais susceptivel a interagdes eletrostaticas do que a papaina (ATAIDE et
al.,2019; SARKAR et al., 2017).

A Tabela 7 apresenta a massa (g) adsorvida das enzimas bromelina e papaina em
OG durante de 2 h em temperatura de 25 °C e pH 7 utilizando glutaraldeido 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 tampao fosfato

pH 7.

Tabela 7 - Massa de bromelina e papaina adsorvida em o6xido de grafeno (OG)

funcionalizado com glutaraldeido durante 2 h a 25 °C e pH 7

Razao
rima:0G Tempo Bromelina Papaina
(g mg) (h) (mg) (mg)

0,5 10,00 +£0,00 9,06 +0,00
1,0 10,00 £0,01 10,00 +£0,00

H 1,5 10,00 £0,01 9,94 +0,03
2,0 10,00 +£0,00 10,00 +£0,00
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
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 tampéo fosfato pH 7.

Glutaraldeido 1% v/v em relagdo ao volume de solucdo tampao.

Fonte: elaborado pela autora

Observa-se que o comportamento da imobilizagdo utilizando glutaraldeido ¢
semelhante ao comportamento da imobilizagdo sem glutaraldeido, ambos atingem o
maximo de massa adsorvida em OG no intervalo de aproximadamente 0,5 h apds a enzima

entrar em contato com 0 OG ou com OG-Glu e a massa de bromelina adsorvida é maior
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do que a de papaina. Nesse caso a enzima se liga ao glutaraldeido que interagiu com os
grupos funcionais do OG ligando-se a eles. Enquanto a enzima papaina nao houve
diferenga significativa na quantidade de enzima imobilizada quando o suporte ¢
funcionalizado, a enzima bromelina teve um pequeno aumento quando imobilizada com
glutaraldeido na razao 3:1. Isso pode ocorrer porque o glutaraldeido por ser uma molécula
composta por cadeias longas atua como um brago espagador e permite que mais enzima
possa ser imobilizada (MODENEZ et al., 2018; POON; WILSON; HEADLEY, 2014).
Na Tabela 8 encontram-se os valores de concentragdo de enzima livre (Cr) €
apos ser imobilizada (Cr,;) ambas em solugéo, a concentragdo de enzima no OG (gg) € 0
rendimento de imobiliza¢do por proteina (Y, ) para a enzima bromelina durante o processo

de imobilizagdo em OG e OG funcionalizado (OG-Glu).

Tabela 8 - Valores de concentragdo de enzima livre inicial (Cr o) € ap6s imobilizagdo
(Cs¢) em solugdo, a concentragdo de enzima no 6xido de grafeno (OG) e em oxido de
grafeno funcionalizado (OG-Glu) -qg- € o rendimento de imobiliza¢do por proteina (Y,)

para a enzima bromelina durante o processo de imobilizagdo

oG 0OG-Glu
Razao
) Tempo Cf,o Cf't qg Yp Cf,t qg YI[J
enzima:0OG 1 1 y | 1 y |
N () (gL (L") (gg) (gg) (L) (gg) (gg)
(mg'mg™)

0,5 001 099 099 0,00 1,00 1,00
1,0 0,00 1,00 1,00 0,00 1,00 1,00

1:1 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
0,5 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

2:1 2,00
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
0,5 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

3:1 3,00
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 concentragao de enzimas (qg) no OG, funcionalizado ou nao,
aumenta com o aumento da massa de bromelina fornecida inicialmente, porém o
rendimento de imobilizag¢do (Y,) 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 apds o processo de
imobilizagdo também € maior, o que reduz o rendimento de imobilizagdo. O Y,, foi maior
para o grafeno funcionalizado, isso pode ocorrer devido ao glutaraldeido funcionar como
brago espacador permitindo maior espaco entre as moléculas da enzima evitando a
repulsdo entre essas € permitindo que uma maior quantidade de enzima se ligue ao OG
funcionalizado.

Na Tabela 9 encontram-se os valores de concentragdo, em solucao, de enzima
livre (Cy o) € apds ser imobilizada (Cr ) em solugdo, a concentragdo de enzima no OG
(qg) € o rendimento por proteina (Y,) para a enzima papaina durante o processo de

imobilizagdo em 6xido de grafeno e 6xido de grafeno funcionalizado.
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Tabela 9 - Valores de concentragdo, em solugdo, de enzima livre inicial (Cfo) € ap0s
imobiliza¢do (Cs.), a concentragdo de enzima no 6xido de grafeno (OG) e oOxido de
grafeno funcionalizado (OG-Glu) -qg- € o rendimento de imobiliza¢do por proteina (Y,)

para a enzima papaina durante o processo de imobilizagao

oG OG-Glu
Razao
‘ Tempo Cro Crt qg Y, Cf,t Qs Yy
enzima:0G . '
o ) (@Llh (gL (gg) (egh @LhH (gg) (zgh
(mgmg™)
0,5 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
1:1 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
0,5 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
2:1 2,00
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
0,5 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
3:1 3,00
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 concentracdo de
enzimas (qg) no OG, funcionalizado ou ndo, aumenta com o aumento da massa de papaina
fornecida inicialmente e redugdo do rendimento de imobilizagdo (Y,). Porém, o OG
funcionalizado ndo mostrou a mesma tendéncia quando imobilizado papaina, ndo houve
aumento da massa ligada ao suporte quando o OG foi funcionalizado com glutaraldeido.

Na Tabela 10 estdo presentes os valores de rendimento de imobilizacdo por
proteina (Y,;) e a eficiéncia de imobilizacdo (E) para os derivados enzimaticos da
bromelina e da papaina obtidos para a razdo 1:1 durante 1 h de processo de imobilizagao
em oOxido de grafeno (B-OG e P-OG) e em o6xido de grafeno funcionalizado com

glutaraldeido (B-OG-Glu e P-OG-Glu). Essa razao e tempo foram fixados para os demais
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testes, pois para todos os derivados enzimaticos foi o tempo e proporc¢ao na qual toda a

massa de enzima foi imobilizada.

Tabela 10 - Valores de rendimento de imobilizagdo por atividade especifica (¥,) ¢ a
eficiéncia de imobilizacdo (E) para os derivados enzimaticos da bromelina e da papaina
durante o processo de imobilizagdo em 6xido de grafeno (B-OG e P-OG) e em 6xido de

grafeno funcionalizado com glutaraldeido (B-OG-Glu e P-OG-Glu)

Yo E (%)
B-0G 0,32 32,49
B-0G-Glu 0,52 52,45
P-0G 0,44 44,40
P-OG-Glu 0,50 50,11

Fonte: elaborado pela autora

Assim como observado com o rendimento de imobiliza¢do por proteina (Y},), o

rendimento de imobilizagdo por atividade especifica (Y,) ¢ maior quando o suporte ¢
funcionalizado com glutaraldeido. Quanto a eficiéncia (E), essa quantifica quanto de
atividade especifica a enzima mantém apos ser imobilizada, que também foi maior
quando utilizado OG funcionalizado. Nesse caso, Y, e E sdo iguais, pois a imobilizagdo

foi 100% da massa inicial de enzima.

4.2.2 Caracterizacao da Atividade Enzimatica dos Derivados

Inicialmente os derivados enzimaticos foram caracterizados quanto a atividade
enzimatica e a influéncia do pH entre as atividades especificas dos derivados enzimaticos
em relacdo a enzima livre.

A atividade enzimatica foi determinada para as enzimas livres e seus derivados
com e sem glutaraldeido 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

glutaraldeido) e B-OG-Glu (com glutaraldeido) para pHs entre 6 € 9 e temperaturas fixas

em 25, 30, 40 ou 50 °C.
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Fonte: elaborado pela autora

Para bromelina livre (B-L) a maior atividade enzimatica ocorreu em pH 7 para a
maioria das temperaturas avaliadas, exceto 30 °C. O pH de menor atividade enzimatica
foi para o pH 9, independente da temperatura estudada. Foi observado que o aumento da
temperatura aumenta a atividade enzimatica para todos os valores de pHs. Dentre as
condi¢des avaliadas, a B-L teve melhor desempenho no pH 7 e temperatura de 50 °C.

Para o derivado sem glutaraldeido (B-OG) observa-se a reducao do pH 6timo de
7 para 6. Este derivado enzimatico teve maior atividade no pH 6 em todas as temperaturas
avaliadas, aumentando com o acréscimo de temperatura. A condi¢do que o derivado
enzimatico B-OG teve melhor desempenho foi no pH 6 e temperatura de 50 °C. O pH 8
foi o segundo pH de melhor atuacdo da enzima, também tendo a atividade enzimatica
crescente com a temperatura.

O derivado obtido utilizando glutaraldeido (B-OG-Glu) teve comportamento
semelhante a bromelina livre, no qual o pH de melhor atuagdo foi o pH 7, independente

da temperatura. Também se observou o aumento da atividade enziméatica com o acréscimo
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da temperatura. Assim como a bromelina livre, a condicao que o derivado enzimatico B-
OG-Glu teve melhor desempenho foi no pH 7 e temperatura de 50 °C.

A atividade enziméatica manteve um padrdo crescente quando a temperatura foi
aumentada de 25 até 50 °C independente se a enzima estava na forma livre ou imobilizada
sem ou com glutaraldeido. O mesmo comportamento ndo foi observado para o pH, a
atividade enzimatica ndo aumenta com o aumento do pH. Em cada pH a enzima livre e
seus derivados tém um comportamento especifico. A enzima livre e o derivado B-OG-
Glu obtiveram pH 6timo em 7, enquanto o pH 6timo para o derivado B-OG foi 6. O pH
6 foi o segundo melhor pH de atuagdo 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 enzimatica foi a menor
baixa em todas as temperaturas.

A Figura 14 compara a atividade relativa da enzima papaina 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 papaina livre (P-L) e os derivados P-OG (sem
glutaraldeido) e P-OG-Glu (com glutaraldeido) para pHs entre 6 ¢ 9 e temperaturas fixas
em 25, 30, 40 ou 50 °C.
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A papaina livre (P-L) teve maior atividade enzimatica para pH 6 em todas as
temperaturas avaliadas. A atividade enzimatica da papaina, assim como da bromelina,
aumenta com o aumento da temperatura para um mesmo pH. Dentre as condigdes
avaliadas, a P-L teve melhor desempenho no pH 6 e temperatura de 50 °C.

Para derivado sem glutaraldeido (P-OG) observa-se a melhoria do pH de atuagao
de 6 da enzima livre para 7; porém em pH 6 o derivado enzimatico pode ser considerado
sem atividade independentemente da temperatura. A condicao que o derivado enzimatico
P-OG teve melhor desempenho foi no pH 7 e temperatura de 50 °C. O derivado obtido
utilizando glutaraldeido (P-OG-Glu) teve comportamento semelhante ao derivado sem
glutaraldeido, no qual o pH de melhor atuacao foi o pH 7, independente da temperatura.
Além disso, observou-se aumento da atividade enziméatica com o aumento da temperatura
para um mesmo pH. Para P-OG-Glu a condi¢do de melhor desempenho foi o pH 7 e
temperatura de 50 °C.

A atividade enzimatica da papaina e seus derivados mantiveram um padro
crescente quando a temperatura foi aumentada de 25 até 50 °C para um mesmo pH, assim
como observado para a bromelina. Quanto ao pH, ndo ¢ observado um padrdo entre a
papaina livre e os derivados. Enquanto o pH 9 foi o de menor atividade enzimatica para
P-L e P-OG-Glu, o pH 6 foi o de pior desempenho para o derivado P-OG.

Normalmente a atividade enzimdtica ¢ maior para enzimas livres, pois ao
imobilizé-la pode ocorrer alteragdo na conformacdo da enzima dificultando o acesso do
substrato ao sitio-ativo ou até mesmo desnaturando-as, assim como outros fatores como
interacdo eletrostatica entre a enzima e o suporte, a ligacdo entre a enzima e suporte
ocorrer no proprio sitio-ativo da enzima ou de forma que o sitio-ativo nao fique disponivel
ao substrato podendo ficar voltado para o suporte, a for¢a da ligagdo pode causar
mudangas na conformacao da enzima impossibilitando o acesso do substrato ao sitio-
ativo principalmente para imobilizacio por ligagdes covalentes, entre outros
(ALVARADO-RAMIREZ et al., 2021; FERNANDEZ-LOPEZ et al., 2017; GU et al.,
2018; SIRISHA; JAIN; JAIN, 2016; SKORONSKI ef al., 2017; TACIAS-PASCACIO et
al.,2021b, 2021a; YOO et al., 2017).

Na Figura 15 e Figura 16 estdo apresentados como o pH influencia as atividades
especificas entre a enzima livre e seus derivados enzimaticos e das enzimas livres, por

meio da relagdo da atividade especifica.
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Na Figura 15 - Influéncia do pH e temperatura na relagdo entre a atividade
especifica da bromelina nos derivados enzimaticos e a atividade especifica em solu¢ao na
forma livre ( tem-se como o pH influencia os derivados enzimaticos B-OG e B-OG-Glu
variando o pH de 6 a 9 para 4 temperaturas (25, 30, 40 e 50 °C), condigdes utilizadas para
mensurar a atividade enzimatica. O derivado O-OG ao ser comparado com o O-OG-Glu,
sofreu maior influéncia negativa do pH, obtendo menores valores de atividade relativa.
B-OG teve melhor relagdo entre as atividades no pH 8 a 50 °C (~66%) e pior relagdo 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 ¢
40 °C, sendo a melhor condi¢do em pH 8 a 50 °C (~68%) e pior condi¢cao em pH 6 a 25
°C (~34%).

Figura 15 - Influéncia do pH e temperatura na rela¢do entre a atividade especifica da

bromelina nos derivados enzimaticos e a atividade especifica em solu¢do na forma livre
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Fonte: elaborado pela autora
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Na Figura 16 tem-se como o pH influencia os derivados enziméticos de papaina,
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 relagdo entre as atividades especificas da enzima
livre e apos imobilizacao para a maioria das temperaturas e pHs avaliados, exceto para o
pH 9 nas temperaturas 30, 40 ¢ 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 influéncia negativa, obtendo valores
inferiores a 4% de atividade relativa. A melhor condi¢do foi determinada no pH 7 a 50
°C, mantendo 100% da atividade relativa ao ser imobilizado. Para P-OG-Glu, a condi¢ao

de maior influéncia negativa foi em pH 9 a 30 °C (~22) e a maior em pH 7 a 50 °C (~85).

Figura 16 - Influéncia do pH e temperatura na relagdo entre a atividade especifica da

papaina nos derivados enzimaticos ¢ a atividade especifica em solugdo na forma livre (air)
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funcionalizado com glutaraldeido.

Fonte: elaborado pela autora

A imobiliza¢do das enzimas nas nanofolhas de OG foi confirmada por meio de
MET. Nota-se na micrografia de transmissao (Figura 17) € possivel visualizar a presenca

bem definida das nanofolhas, assim como a presenc¢a das enzimas. Os pontos escuros sao
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acumulo das nanofolhas de OG, enquanto os pontilhados mais claros sdo as enzimas

imobilizadas.

Figura 17 - Microestrutura dos derivadas B-OG, B-OG-Glu, P-O e P-OG-Glu obtidas por
MET.
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Fonte: elaborada pela autora

4.2.3 Avaliacio da Estabilidade dos Derivados Enzimaticos

A estabilidade dos derivados enzimaticos foi avaliada por teste de estabilidade
térmica, estabilidade de estocagem, retso e determinacdo dos parametros cinéticos por
Michaelis-Menten.

A estabilidade térmica das enzimas livres e dos derivados enzimaticos 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 a 50 °C e pH 7 da: A) bromelina livre (B-L) e seus

derivados sem glutaraldeido (B-OG) e com glutaraldeido (B-OG-Glu) e, B) papaina livre

(P-L) e seus derivados sem glutaraldeido (P-OG) e com glutaraldeido (P-OG-Glu)
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Fonte: elaborado pela autora.

A enzima bromelina, ao ser imobilizada sem e com glutaraldeido, 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 enzimadtico com glutaraldeido se mostrou mais estavel que os demais, mantendo

mais de 50% de atividade relativa por 2,5 h. Para a enzima papaina ndo foi observado
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variacao na estabilidade térmica entre a enzima livre e seus derivados, independente da
presenca de glutaraldeido, e manteve 50% de atividade relativa por 1 h.

Diante desses resultados, a enzima bromelina se mostra mais estavel do que a
papaina. A bromelina ¢ mais susceptivel a interagdes eletrostaticas do que a papaina, isso
pode ter criado um microambiente de prote¢ao ao entorno da bromelina deixando-a mais
estavel termicamente (ATAIDE et al., 2019; FERNANDEZ-LUCAS; CASTANEDA;
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 ¢ B-OG-Glu que
reduziram em aproximadamente 25 % de atividade ao serem comparadas com o ponto

inicial, enquanto o B-OG se mostrou mais estavel perdendo apenas 8 % de atividade.

Figura 19 - Estabilidade de estocagem a 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
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Fonte: elaborado pela autora

A partir do quarto dia a bromelina livre reduz lentamente levando 11 dias (14°
dia) para reduzir mais 25 % de atividade, perdendo 50% da sua atividade. Para B-OG, a
reducdo foi maior entre o terceiro e quarto dia, reduzindo a atividade em
aproximadamente 15% e entdo reduzindo 50% no 11° dia de estocagem. O B-OG-Glu
reduziu em aproximadamente 50% no 12° dia. Ao final da andlise de estocagem, todas as

amostras permanecem com cerca de 30% de atividade entre os 18° e 20° dias.
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Sendo assim, os dados sugerem que os derivados apresentaram uma atividade
enzimatica melhor frente a enzima livre em 4 dias de estocagem, apos esse periodo a
enzima livre se mostrou mais estavel com reducao 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 a 4 °C
referentes a enzima papaina livre e seus derivados. Diferentemente dos perfis de
estocagem das amostras com bromelina, todas as amostras de papaina permaneceram com

90 % da atividade por no minimo 7 dias.

Figura 20 - Estabilidade de estocagem a 4 °C referentes papaina livre (P-L) a pH 6, P-OG
apH 7 e P-OG-Glu a pH 7
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Fonte: elaborado pela autora

A papaina livre manteve 95% da atividade relativa até o 11° dia, no qual foi
observado uma reducdo significativa da atividade enzimatica, reduzindo para 63% a
atividade no 12° dia. Entre o 12° e 13° dia houve uma reducao brusca de atividade
provavelmente causada pela inativacao e/ou autolise de parte da enzima, chegando a 20%.
A partir do 19° dia, a atividade se manteve constante, porém com valor de atividade baixo
(~ 8%). Comportamento semelhante foi observado por Gu ef al. (2018) ao estudar a
imobilizacao de papaina em OG tendo 50% da atividade reduzida em 18 dias para a
enzima livre.

O derivado P-OG comecou a reduzir a atividade relativa de forma mais lenta e
uniforme que a papaina livre, perdendo pouco mais de 10% da atividade no 8° dia, e

manteve 50% de atividade por até 13 dias. Um comportamento semelhante de reducao
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proeminente foi observado entre o 14° ¢ 15° dias e, estabiliza a atividade a partir do 19°
dia, mantendo cerca de 18% até o final de 30 dias.

O derivado P-OG-Glu foi o mais estavel de todas as amostras, seja com
bromelina ou papaina, e manteve 90% de atividade até o 24° dia de estocagem, seguido
de uma brusca reducao de atividade semelhante ao perfil da papaina livre entre os dias 24
e 25, retendo 23% de atividade ao final de 30 dias de estocagem.

Quanto a estabilidade ao reuso, 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 glutaraldeido tende a maior estabilidade do que os derivados obtidos
sem glutaraldeido. O glutaraldeido pode servir como braco espacador reduzindo a
interagdo da enzima diretamente com os grupos funcionais do OG, e assim, a interacao
eletrostatica também ¢ reduzida causando menores mudancas na configuragdo das
enzimas (MODENEZ et al., 2018; POON; WILSON; HEADLEY, 2014).

Na Tabela 11 estao presentes os parametros cinéticos para bromelina e papaina
livres e os derivados com glutaraldeido B-OG-Glu e P-OG-Glu, calculados a partir da

linearizagdo de Lineweaver-Burk.

Tabela 11 - Pardmetros cinéticos para a enzima bromelina (B-L) e o derivado enzimatico
(B-OG-Glu) em pH 7, papaina livre (P-L) em pH 6 e o derivado enzimético (P-OG-Glu)
em pH 7, todos a 50 °C

Amostra Vinax (WM-min™) Kn (uM) R?
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 reducdo da constante de Michaelis (Km)
para os derivados, que demonstrou que a afinidade de ligacdo entre as enzimas e o
substrato foi melhorada. Isso pode ocorrer porque o OG e glutaraldeido serviram como
estabilizadores das enzimas, mantendo a conformag¢ao das mesmas facilitando o acesso

do substrato ao centro ativo (BANERIJEE et al., 2020; GU et al., 2018).
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4.3 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DAS ENZIMAS

4.3.1 Avaliacao da Atividade Antimicrobiana das Enzimas Livres

Para avaliar o efeito antimicrobiano da bromelina e da papaina na forma livre,
foram realizadas cinéticas de crescimento de E. coli em meio BHI a temperatura de 25 °C
variando-se a concentracao enzimatica.

A Figura 21 mostra os dados obtidos para as cinéticas experimentais do
crescimento da E. coli para seis inoculos a 25 °C em meio BHI com pH 7 utilizando-se
bromelina como agente antimicrobiano nas concentragdes 1, 2, 10, 12 e 15 gL,
juntamente com um controle sem adicdo de enzima. Todas as cinéticas iniciaram com
concentragio de células bacterianas (Y), aproximadamente, de 7 log UFC-mL™! e foram
realizadas em duplicata.

Os gréficos mostram que a bromelina livre causa uma redu¢do na concentracao
da E. coli em relacdo ao controle. Esta reducdo fica mais evidente com o aumento da

concentragdo enzimatica.
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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 concentragdes de A)1 g-'L!', B)2 gL', C)10 gL', D)12 gL' eE) 15
gLt
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Y ¢ o logaritmo da concentragdo de células. As linhas que ligam os pontos representam uma tendéncia do
crescimento do microrganismo.

Fonte: elaborado pela autora

Para a concentragdo 1 g-L™! ndio houve uma redugio celular no inicio da cinética,
demonstrando apenas uma fase de adaptacdo (fase lag) até aproximadamente 4 h de
incubagdo seguida por um crescimento exponencial até préximo ao controle. Para a
concentragio enzimatica de 2 g-L ™! houve uma reducio de quase 0,5 log UFC-mL™" até 4
h de incubagdo, seguido de um crescimento exponencial atingindo concentragdo celular
proxima ao controle, assim como ocorreu para concentragio de 1 gL', Para as

concentragdes de 10, 12 e 15 gL', nota-se uma redugio celular mais pronunciada
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inicialmente (2 h) seguido de uma fase de pouca ou nenhuma reducao celular (4 h). Para
o intervalo entre 4 ¢ 8 h ¢ possivel observar um crescimento exponencial, seguido da
reducdo de velocidade especifica de crescimento das células bacterianas indicando o
inicio da fase estacionaria que fica mais evidente para a concentracdo enzimatica de 15
gL

Esse comportamento de redugdo inicial da populagdo microbiana, seguido por
um periodo de concentracdo de células quase ou totalmente inalterada, e posterior
crescimento exponencial de geracdo de células até atingir a fase estaciondria ¢
denominado, na literatura, como Fenomeno Fénix. Esse comportamento tem sido relatado
por diversos autores no estudo de inativagdo de alguns patdgenos 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 4gua durante refrigeracdo de carcagas
bovinas em frigorificos poderia afetar a cinética de crescimento da E. coli. Os autores
observaram que, inicialmente, tinha-se uma reduc¢ao da quantidade de células seguido por
um crescimento exponencial, comportamento semelhante ao obtido no presente estudo.

O Fendmeno Fénix sugere que as células morrem no periodo inicial, devido a
capacidade reduzida da E. coli de formar colonias em meio de cultura devido as células
mortas, lesionadas e/ou danificadas pela acdo enzimatica. Isso resulta em um estagio de
laténcia e uma diminui¢do do crescimento celular, que ocorre entre 2 e 4 h. Nesse periodo,
em cada inoculo estdo presentes 3 tipos de subpopulagdes: células inativadas,
sobreviventes e crescentes. Quando as células capazes de se adaptarem iniciam seu
crescimento, a concentracdo de coldnias nas placas comega a aumentar novamente,
entrando na fase exponencial. Nessa fase, a bactéria se multiplica em uma maior
velocidade especifica de crescimento mais rapida, ocorrendo entre 4 € 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 concentragdo celular bacteriana para o controle e
para as concentragdes enzimdticas de 1 e 2 gL' tém crescimento semelhante enquanto
para as demais concentragdes (10, 12 e 15 g-L!) ocorre reducio da concentragio celular
quando comparados ao crescimento de controle. Observa-se que quanto maior a

concentragdo de bromelina livre, maior ¢ a reducgdo celular no meio BHI (Tabela 12).
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A Tabela 12 apresenta os valores de redugdo da concentracao de células de E.
coli em log UFC-mL™! para as concentra¢des de bromelina de 1, 2, 10, 12, 15 gL' e
crescimento celular da bactéria para o controle em relagdo concentracdo celular inicial

para cada in6culo a 25 °C e pH 7.

Tabela 12 - Reducdo da concentracdo de células de E. coli em log UFC-mL"! para as
concentragdes de bromelinade 1,2, 10, 12, 15 g-L! e crescimento celular da bactéria para

o controle em relagdo concentragao celular inicial para cada inoculo a 25 °C e pH 7

Variacao do logaritmo de concentracio celular de E. coli (Y
em UFC-mL"") em rela¢do a concentracio celular inicial

Ceb YO Yf
1 (Log 2h 4h 8h 24 h (Log
€LY ypcmL UFC-mL™)

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

C.p € a concentracdo da enzima bromelina; Yo ¢ Yr € o logaritmo da concentragdo celular no inicio ¢ ao
final da cinética.

Fonte: elaborado pela autora

A gL'

Figura 22 mostra os dados obtidos para as cinéticas experimentais do
crescimento da E. coli para seis inoculos a 25 °C em meio BHI com pH 7 utilizando-se
papaina como agente antimicrobiano nas concentragdesde 1,2, 5,8 e 10 g-L'l, juntamente
com um controle sem adi¢cdo de enzima. Todas as cinéticas iniciaram com concentragao
de células bacterianas aproximadamente de 7 log UFC'mL"! e foram realizadas em
duplicata.

As cinéticas construidas utilizando papaina mostraram perfis semelhantes aos
obtidos para bromelina, ou seja, a adigdo de papaina livre também causou a reducao na
concentracdo da E. coli, que fica mais evidente com o aumento da concentragdao
enzimatica. Porém a papaina mesmo em baixas concentragdes obtém reducdo da
concentragdo celular bacteriana comparado ao ponto inicial de cada cinética, o que ndo

foi observado para bromelinaa 1 g-L!.
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Figura 22 - Cinéticas de crescimento da E. coli a 25 °C em meio BHI e pH 7 utilizando

papaina livre nas concentragdes de A) 1 gL', B)2 gL', C)5 gL', D)8 gL' eE) 10

gL’
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Y ¢ o logaritmo da concentracdo de células. As linhas que ligam os pontos representam uma tendéncia do

crescimento do microrganismo

Fonte: elaborado pela autora

Para as concentra¢des 1 e 2 g-L! houve, no intervalo de 4h de incubacio, a

presenca de uma fase de adaptagao (fase lag) seguida por uma reducao na concentragao

celular bacteriana entre o intervalo de 4 e 8 h de incubag@o. Apods o intervalo de 8 h, houve
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atingindo

aproximadamente a concentracdo celular final do controle, sendo 1 g-L! igual ao controle

e 2 g'L"! a diferenca foi 1 log UFC-mL™" a menos que o controle.

Para as outras concentragdes, também foi observada uma reducdo na

concentracdo celular inicial no intervalo de 2 h. No entanto, para a concentragdo de 10

g'L!, essa redugdo foi ainda maior e se estendeu até 4 h, resultando em uma redugio de

2,4 log UFC-mL"! (Tabela 13). Essa redu¢do foi maior dentre todos os tratamentos

realizados neste estudo, tanto com bromelina quanto com papaina livres. Apos essa fase

de redugdo, a concentracao celular comeca a crescer de maneira exponencial, seguida por

uma reducao na velocidade especifica de crescimento das células bacterianas. Isso indica

o inicio da fase estacionaria, que se torna mais evidente nas concentragdes enzimaticas

de8el10 gL

A Tabela 13 apresenta os valores de redugdo da concentracao de células de E.

coli em log UFC-mL"! para as concentracdes de papaina de 1, 2, 5, 8 e 10 gL' e

crescimento celular da bactéria para o controle em relagdo concentragdo celular inicial

para cada in6culo a 25 °C e pH 7.

Tabela 13 - Reducdo da concentragdo de células de E. coli em log UFC-mL! para as

concentragdes de papaina de 1,2, 5, 8 e 10 g-L! e crescimento celular da bactéria para o

controle em relacdo concentragao celular inicial para cada in6culo em meio BHI a 25 °C

epH7

Variacao do logaritmo de concentracio celular de E. coli (Y

em UFC-mL") em rela¢do a concentracio celular inicial

Cep Yo i
(@) (Log 2h 4h 8h 24 h (Log

UFC-mL™) UFC-mL™)

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+0,09 591+0,40 12,98

2 7,11 - 0,16+0,02 -082+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+0,58 232+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

C.p € a concentragdo da enzima papaina; Yo e Yr ¢ o logaritmo da concentragdo celular no inicio e ao final

da cinética.

Fonte: elaborado pela autora
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4.3.2 Avaliacdo da Atividade Antimicrobiana das Enzimas Livres e

Derivados Enzimaticos em Meio BHI

Para avaliar o efeito antimicrobiano dos derivados obtidos por imobiliza¢ao das
enzimas bromelina e papaina em O6xido de grafeno, foram realizadas cinética de
crescimento para a bactéria E. coli a temperatura de 25 °C em meio BHI variando a
concentra¢io enzimaticaem 1 e 2 gL\,

A Figura 23 mostra os dados obtidos para as cinéticas experimentais do
crescimento da E. coli para trés inoculos a 25 °C em meio BHI e pH 7, utilizando o
derivado de bromelina como agente antimicrobiano. Utilizou-se concentra¢des de
proteina de 1 € 2 g'L"! do derivado de bromelina imobilizada em 6xido de grafeno (B-
OGQG) e, posteriormente, foram comparados com os dados obtidos anteriormente para
bromelina livre (B-L) nas concentragdes 1 e 2 g-L"!. A amostra controle consistiu em OG
disperso em meio de cultura BHI em pH 7. Todas as cinéticas iniciaram com concentragao
de células bacterianas aproximadamente de 7 log UFC'mL"! 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 concentra¢des de proteina de 1 e 2 g-L™!
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Y ¢ o logaritmo da concentrag@o de células. As linhas que ligam os pontos representam uma tendéncia do
crescimento do microrganismo.

Fonte: elaborado pela autora

Na Figura 23, ¢ possivel observar que a amostra controle, quando o OG ¢
utilizado, tem uma fase /ag no intervalo inicial de 4 h, ao contrario das outras cinéticas
das amostras controle que nao utilizaram OG. Esse fendmeno ocorre devido a interagdo
entre as células de E. coli e as nanofolhas do OG, que possuem vérias cargas superficiais
negativas. Essa interagdo pode resultar em lesdes leves ou severas a membrana celular,
expondo o citoplasma das células. Esse efeito ¢ 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 solugao e em formas de folhas macroscopicas contra E. coli e, por Efremova
et al. (2015) ao estudarem a toxicidade e agdo antimicrobiana de nanomateriais a base de
carbono por meio da luminescéncia. Ambos os estudos mostraram a¢do antimicrobiana
contra E. coli e citotoxicidade leve, visto que ocorre apenas uma pequena diminui¢ao na
viabilidade celular sem levar a apoptose ou morte de células.

A presenca das cargas superficiais do OG causou um periodo de adaptacdo da E.
coli, resultando na reducdo da concentragcdo celular apds 2h de exposi¢cdo & bromelina.
Ao comparar esse comportamento com o observado nas enzimas livres, pode-se afirmar
que o OG atua sinergicamente com a bromelina na redugdo das células, induzindo o
estresse oxidativo e tornando-as mais susceptivel a agdo enzimatica.

Apo6s um periodo de incubagdo de 4 h, ¢ observado um aumento na concentragdo
celular para ambas as concentragdes do derivado, caracterizando o fendmeno conhecido
como “Fendémeno Fénix”. No entanto, esse fendmeno nao foi observado quando a
bromelina livre foi utilizada nessas mesmas concentragdes, o que reforca a agdo
sinergética entre o OG e a enzima na redu¢ao das células bacterianas. Ao final da cinética

de 24 h, nota-se que o derivado na concentragio 1 g-L"' é menos eficiente em retardar o
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crescimento das células de E. coli em comparagdo com o derivado na concentracgao 2 g-L°
!, que retardou o crescimento em aproximadamente 1 log UFC-mL"! no final do processo.
E importante observar que, ao utilizar os derivados B-OG, independentemente
da concentragdo enzimatica, sdo obtidos perfis de cinética de crescimento semelhantes
para a bactéria E. coli quando comparados com altas concentracdes de bromelina livre
(10, 12 e 15 g'L"). Portanto, o uso de derivados se mostra vantajoso, uma vez que esses
produzem efeitos similares utilizando concentragdes até 10 vezes menores do que a
enzima livre, além de permitir a recuperagao e o reuso dos derivados por varios ciclos.
A Tabela 14 apresenta os valores de redugdo em log UFC-mL™! para as
concentragdes 1 e 2 g'L! e o controle com OG para o derivado de bromelina por
imobilizacgdo fisica e para bromelina livre em relagdo concentracdo celular inicial para

cada inoculo a25 °CepH 7.

Tabela 14 - Redugio da concentracdo de células de E. coli em log UFC-mL! para as
concentragdes 1 e 2 g-L ! para bromelina livre e o derivado fisico B-OG e crescimento
celular da bactéria para o controle em relagcdo a concentragao celular inicial para cada

in6culo em meio BHI a 25 °C e pH 7

Variac¢io do logaritmo de concentracio celular de E. coli (Y em UFC-mL") em

relacio a concentrac¢ao celular inicial

C Yo Yf

( _E?’l) (Log 2h 4h 8 h 24h (Log

& UFC-mL") UFC-mL")
0G 0 6,86 - 0,66+0,01 3,80=0,11 698+0,00 13,84
oL 1 7,09 - 0,06+0,17  051+£0,64 550+001 12,59
2 7,17 - 0434037 054+1,15 597+£020 13,14
B- 1 701 -0,10£0,11 -0,79+035 297+0,13 639+0,72 13,40
0G 2 701 0,06£005 -0,19+0,14 297+0,50 571001 12,71

Cep € a concentracdo da enzima bromelina; Yo ¢ Yr € o logaritmo da concentragdo celular no inicio e ao
final da cinética.

Fonte: elaborado pela autora

A Figura 24 mostra as cinéticas experimentais do crescimento da E. coli para
trés diferentes inoculos a 25 °C no meio BHI com pH 7. Foram utilizados 2 indculos com
papaina livre e 2 com o derivado da papaina P-OG nas concentragdes de 1 e 2 g-L™!
juntamente com um controle com OG e um controle sem OG. Todos os indculos iniciaram

em aproximadamente 7 log UFC-mL"!.
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Figura 24 - Cinéticas de crescimento da E. coli a 25 °C em meio BHI e pH 7 utilizando

papaina livre e o derivado P-OG nas concentracdes de 1 e 2 g-L™!
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Y ¢ o logaritmo da concentra¢do de células. As linhas que ligam os pontos representam uma tendéncia do
crescimento do microrganismo.

Fonte: elaborado pela autora

O derivado P-OG, nas concentracdes de 1 e 2 gL', exibe cinéticas de
crescimento semelhantes as obtidas anteriormente com concentragdes maiores de enzima
livre (5, 8 e 10 g-L"), além de apresentar o Fendmeno Fénix. Da mesma forma que ocorre
nos derivados com bromelina, os derivados com papaina também demonstraram um
efeito sinérgico com o OG, devido as suas cargas superficiais, sendo capazes de reduzir
a quantidade de células ao longo de um intervalo de 2 h. Esse comportamento ndo ¢
observado quando as mesmas concentracdes sao utilizadas de forma livre.

A Tabela 15 apresenta os valores de redugio em log UFC-mL™! para as

concentracdes 1 e 2 g'L! e o controle com OG para o derivado de papaina por



90

imobilizacao fisica e para papaina livre em relagdo concentragao celular inicial para cada

indculoa 25 °C e pH 7.

Tabela 15 - Redugdo da concentragdo de células de E. coli em log UFC-mL"! para as

concentragdes 1 e 2 g-L™! para papaina livre e o derivado fisico P-OG e crescimento

celular da bactéria para o controle em relacdo concentragdo celular inicial para cada

indculo em meio BHI a 25 °C e pH 7

Variag¢io do logaritmo de concentracio celular de E. coli (Y em UFC-mL") em

relacido a concentragao celular inicial

Ces Yo Ye
Ll (Log 2h 4h 8h 24 h (Log
€LY yrcmL) UFC-mL-)

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- 1 6,87 -0,14+0,33 -1,20+0,82 3,39+0,67 6,85+0,01 13,72

0]€; 2 6,86 -0,24+0,33 -0,81 £0,42 1,86 £0,36  5,80+0,10 12,66
C.p € a concentragdo da enzima papaina; Yo e Yr¢é o logaritmo da concentragdo celular no inicio e ao final

da cinética.
Fonte: elaborado pela autora

4.3.3 Avaliacdo da Atividade Antimicrobiana das Enzimas Livres e

Derivados Enzimaticos no Suco de Mac¢a

Com intuito de avaliar a aplicagdo em um produto no qual essas enzimas ja sao

utilizadas foram realizados testes em suco industrial de maca. Essas enzimas podem ser

usadas em bebidas como espessantes, clarificantes, manuten¢do de vida util em sucos,
entre outras aplicagcdes (CERRETI ef al., 2016; DOS ANJOS et al., 2016; MOSAFA;
MOGHADAM; SHAHEDI, 2013). As enzimas foram utilizadas nas formas livre e

derivados fisicos nas concentragdes 1 e 2 g-L ™! 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 mag¢a comercial e pH

4 utilizando bromelina livre e o derivado B-OG nas concentragdes de 1 € 2 g-L"!
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Y ¢ o logaritmo da concentragdo de células. As linhas que ligam os pontos representam uma tendéncia do
crescimento do microrganismo.

Fonte: elaborado pela autora

Na Figura 25, observa-se que tanto a concentracdo baixa quanto a alta de
bromelina livre apresentaram comportamento semelhante e ndo diferiram do controle em
mais de 0,7 log UFC.mL"! no final do processo. No entanto, ao comparar as cinéticas em
meio de cultura BHI e em suco, a agdo enzimatica foi inferior no suco. Isso pode ser
atribuido a dois fatores que podem interferir na atividade enzimatica. O primeiro fator ¢
o pH do suco, que ¢ aproximadamente 4. Como mencionado anteriormente, a bromelina
¢ uma enzima alcalina que tem melhor atuagdo 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 repulsdo de cargas pode
levar a uma diminuicdo nas ligagdes eletrostaticas, impedindo que o centro ativo da
enzima se ligue as células bacterianas (ATAIDE et al., 2019; SARKAR et al., 2017).

O segundo fator a ser considerado ¢ a presenca de proteinas e sélidos insoluveis,
como minerais e fibras insoltveis, no suco. O suco de ma¢a possui uma média de 1,4%

de proteina e 2% de solidos insoliveis (CORREA et al., 2019; NUNES et al., 2016). A
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presenca de proteinas no suco atua como inibidor competitivo, onde essas proteinas se
ligam a enzima ocupando o sitio ativo, impedindo que a enzima se ligue as células de E.
coli e reduza significativamente a sua quantidade. Além disso, as fibras e minerais, como
ferro e aluminio, 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 sdo semelhantes as obtidas
com a enzima livre. A ligeira redu¢do na concentracdo de células ocorre devido a
interacdo entre as cargas superficiais do OG e as células de E. coli. Porém, quando
comparado ao uso do derivado em meio BHI, ndo ¢ observada a fase /ag inicial (conforme
mostrado na Figura 23). Isso se deve a interagdo reduzida das cargas superficiais do OG,
uma vez que ele também interage com os ions metalicos presentes no suco.

Tanto para a papaina 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 influéncia maior na cinética de crescimento de E. coli do que o
tipo ou a forma de enzima ¢ utilizada.

A papaina livre, na concentracdo de 2 g-L!, resultou em uma redugio de 1 log
UFC-mL"!, enquanto o derivado apresentou redug¢io de 1,4 log UFC-mL"! em comparacio
ao controle apds 24 h. Assim como a bromelina, a papaina ¢ uma enzima alcalina que
apresenta melhor desempenho em pH entre 6 e 8,5, mas também tem ag¢do em pH mais
baixo (TANTAMACHARIK et al., 2018). No entanto, no pH 4, a agdo da papaina pode
ser reduzida, além de haver a presenca de proteinas e s6lidos insoliiveis, como minerais
e fibras insoluveis, no suco, que podem competir ou inativar a papaina, incluindo ions
ferro II, cobre II, célcio, magnésio e outros ions bivalentes (HOMAEI 2015;
SANGEETHA; ABRAHAM, 2006; SILVA et al., 2006). Além disso, observa-se que nao
houve uma fase /ag pronunciada no inicio da cinética, devido ao efeito da interacdo das
cargas superficiais do OG tanto com as células de E. coli quanto com os ions metalicos

presentes.
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Figura 26 - Cinéticas de crescimento da E. coli a 25 °C em suco de mag¢a comercial e pH

4 utilizando papaina livre e o derivado P-OG nas concentragdes de 1 e 2 g-L™!
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Y ¢ o logaritmo da concentragdo de células. As linhas que ligam os pontos representam uma tendéncia do
crescimento do microrganismo.

Fonte: elaborado pela autora

A Tabela 16 apresenta os valores de redugio em log UFC-mL™! para as
concentragdes 1 € 2 g'L"! e o controle com e sem OG para os derivados de bromelina e
papaina por imobilizacdo fisica e para essas enzimas livres em relagdo concentragdo

celular inicial para cada indculo a 25 °C e pH 4.
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Tabela 16 - Redugdo da concentragdo de células de E. coli em log UFC-mL™! para as

concentragdes 1 e 2 g-L! para bromelina e papaina livres e seus respectivos derivados

fisicos e crescimento celular da bactéria para o controle em relagdo concentragao celular

inicial para cada inéculo em suco comercial de maga a 25 °C e pH 4

Variag¢io do logaritmo de concentracio celular de E. coli (Y em UFC-mL") em

relacdo a concentracao celular inicial

C. Yo Y¢
1 (Log 2h 4h 8h 24 h (Log
€LY ypcmL UFC:mL™)
Suco 0 7.29 2026+0,07 002+0,18 0,66+0.60 246+246 975
B 1 7.25 0,18+0,09 -033+0,14 039+006 208+1,81 932
2 7.12 0,10+£0,07  -0,14+000 042+021 226+1,72 939
L 1 7.11 0.00+0,01 -0.12+022 038+032 242195 9.3
2 7.2 20,160,001  -020+023 047+0,18 068+170  7.90
g‘é’o' 0 7,59 0.84+0,02 089+0,04 1,70+£041 391+028 11,50
Suco- ] 7.14 052+0,70 0,58=0,06 082+003 3.67+0,05 1081
B- 2 7.29 0,120,001  029+001 049+000 3.86+0,04 11,15
oG
Suco- 1 7.22 20,02+£0,05 0.16+0,05 0.66+005 3.08+000 1030
p- 2 7.16 0,09+002 049+0,10 0,68+004 3,14+000 10,30
oG

C. ¢ a concentragao da enzima; Yo e Yré o logaritmo da concentrago celular no inicio e ao final da cinética.
Fonte: elaborado pela autora

44

BIOTRANSFORMACAO DOS FARMACOS VIA ENZIMATICA

A biotransformacao dos antibidticos tetraciclina (TC) e oxitetraciclina (OTC)

via enzimatica foi avaliada por meio de espectrofotometria UV-visivel no comprimento

de onda 357 nm comparando a concentracdo inicial com a concentragao ap6s periodos de

tempo pré-estabelecidos por meio de uma curva padriao previamente elaborada com 30

pontos para cada farmaco.

4.4.1

Biotransformacao de Tetraciclina via Enzimatica em Funcio do pH

do Meio

Primeiramente foram estudados 3 valores distintos de pH utilizando bromelina e

papaina em uma solucdo de concentragio de 100 mg-L™!' de TC a temperatura de 25 °C

sob agitacdo mecanica em banho termostatico e protegido da luz em sistema batelada por

10 h. Para o pH 3,5 a TC foi diluida apenas em dgua destilada, enquanto que para pH 6 e
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7 utilizou-se solucao tampao de fosfato de sddio para evitar que as moléculas de TC
formassem quelatos, visto que esse farmaco reage facilmente com cations bivalentes
(GUERRA et al., 2016). O tempo maximo de cada experimento foram de 10 h baseado
no tempo de meia vida de cada farmaco, para TC ¢ aproximadamente de 12 h (AGWUH,
2006).

Observa-se na Figura 27 a porcentagem de biotransformagao da TC utilizando
bromelina livre na temperatura de 25 °C para valores de pH em 3,5, 6 ¢ 7 até 10h de

processo em batelada.

Figura 27 - Biotransformacao de tetraciclina (TC) utilizando bromelina livre a 25 °C para
valores de pH em 3,5, 6 ¢ 7
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As amostras denominadas branco sdo constituidas apenas de farmaco em agua (pH 3,5) ou em solugéo
tampao fosfato a 50 mmol (pHs 6 ¢ 7).

Fonte: elaborado pela autora

Nessa temperatura, a curva obtida para o pH 3,5 mostrou-se sem alteracdes
significativas entre o ponto 0 h (7,24 %) e o ponto apds 10 h (8,09 %). Esse
comportamento por ser atribuido a 2 fatores. O primeiro ¢ o pH de atuacdo da bromelina:
por ser uma enzima alcalina tem melhor atua¢do em pH entre 6 ¢ 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 presenca dos fons hidrogénios afetam as cargas dos aminodcidos no interior da
bromelina reduzindo sua atividade enzimatica podendo levar a inativacdo permanente da
enzima, assim como para valor de pH muito 4cido a repulsao de cargas se associa a uma
diminui¢do nas ligacdes eletrostaticas impossibilitando que o centro ativo da enzima se

ligue a molécula do farmaco (ATAIDE et al., 2019; SARKAR et al., 2017).
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O segundo fator ¢ a estabilidade dos farmacos em &agua. Ao serem apenas
dissolvidos, estes permanecem nas suas formas mais estaveis, sem ionizagdo ou
deslocamento de cargas superficiais ou ainda a formagdo de quelatos com cations
bivalentes que possam estar presentes. Esse comportamento foi obtido por Zhong et al.
(2022) e afirmam que tetraciclinas em meios acidos t€ém tempo de meia-vida de hidrélise
mais longo que em outras condigdes devido sua maior estabilidade.

Quanto as curvas obtidas para os valores de pH 6 e 7, pode-se observar que a
porcentagem de biotransformacdo 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. Solugdes
proximas a neutralidade sdo consideradas mais favoraveis para hidrélise de TC (ZHONG
et al., 2022). Kang, Lim ¢ Kwon (2012) ao estudarem a degradagdo por hidrolise de
diversas tetraciclinas observaram que o tempo de meia-vida era mais afetado em pH
proximo a neutralidade, mas que ainda ocorria hidrolise em outros valores de pH.

Na Figura 28 observa-se a porcentagem de biotransformacgao da TC utilizando
papaina livre na temperatura de 25 °C para valores de pH em 3,5, 6 ¢ 7 até¢ 10 h de
processo em batelada. Nota-se que as curvas tém perfis e porcentagens de
biotransformacao semelhantes independentes do pH, obtendo maximo de
biotransformacgao de 11,17, 7,82 e 11,64%, respectivamente, com desvio padrdo inferior

a=+0,01.

Figura 28 - Biotransformacao de tetraciclina (TC) utilizando papaina livre a 25 °C para

valores de pH em 3,5, 6¢ 7

Papaina 25 °C

~ 50
= : %HB’ﬁ H35
&) ) “ ranco pH 3,
= 40 « pHs
2 4  PBrancopH6
o 304 * pH7Y
S Branco pH 7
=
= 20 4
=]
E ": * . & é
= 10 2 lz * ] .
Z oo LI i 3 ¢
/@

0_I I I I I I I I I I I

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

TEllliJO (h)

As amostras denominadas branco sdo constituidas apenas de farmaco em agua (pH 3,5) ou em solugdo
tampao fosfato a 50 mmol (pHs 6 ¢ 7).

Fonte: elaborado pela autora
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A papaina ¢ uma enzima alcalina com melhor atuacdo em pH entre 6 ¢ 8,5
(TANTAMACHARIK et al., 2018), porém mesmo para o pH 6 e 7 a porcentagem de
biotransforma¢do da TC manteve a mesma grandeza quando comparado ao pH 3.5
condi¢do mais estavel do farmaco. A papaina, assim como a bromelina, também sao
afetadas pelas cargas dos ion hidrogénio e pode variar sua conformagdo, levando-a a
inativagcdo (SANGEETHA; ABRAHAM, 2006). Isso indica que tanto a bromelina quanto

a papaina em suas formas livres podem nao ter efeito sob a hidrélise da TC.

4.4.2 Biotransformacao de Tetraciclina e Oxitetraciclina via Enzimatica em

Func¢io da Temperatura

Para avaliar o efeito da temperatura na biotransformac¢do da TC e OCT foram
realizados ensaios a 40 °C em pH 6 com ambas as enzimas livres e comparadas as curvas
obtidas a 25 °C.

Ao observar a Figura 29 nota-se que as curvas para 40 °C obtém valores superiores
quando comparados com as curvas obtidas a 25 °C, o que indicaria uma maior
biotransformag¢ao da TC e OTC. Porém ao longo do tempo tanto as solugdes de fArmacos
contendo enzima, quanto as solu¢des de farmacos sem enzima (branco) escurecem na

mesma proporcao (Figura 30 e Figura 31).

Figura 29 - Biotransformagao de tetraciclina e oxitetraciclina utilizando bromelina (B) e

papaina (P) livre a 25 e 40 °C para pH 6
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Fonte: elaborado pela autora

Na Figura 30 e Figura 31 € possivel visualizar esse escurecimento para OTC e TC,
respectivamente. E notério que as solu¢des a 40 °C se tornam mais escuras do que a 25

°C independente da presenga da enzima. As imagens trazem os firmacos no tempo inicial
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e nos intervalos de 5, 10 e 24 h para amostras sem enzima, com bromelina e com papaina

na forma livre.

Figura 30 - Coloragdo do farmaco oxitetraciclina (OTC) a 25 e 40 °C em pH 7 no inicio

da reagdo e apos 5, 10 e 24 h para amostras com e sem bromelina (B) e papaina (P)

Fonte: elaborado pela autora

Figura 31 - Colorac¢do do farmaco tetraciclina (TC) a 25 e 40 °C em pH 7 ao inicio da

reacdo e apos 5, 10 e 24 horas h para amostras com e sem bromelina (B) e papaina (P)

Fonte: elaborado pela autora

O escurecimento da solugdo ocorre antes do tempo de meia-vida de cada farmaco
e indica que o que estd ocorrendo ¢ degradagdo térmica e hidrdlise, sendo o tempo de
meia vida da TC de aproximadamente de 12 h e para OTC ¢ de aproximadamente de 10
h (AGWUH, 2006). Um resultado semelhante foi observado por Conde-Cid et al. (2018)
ao estudarem a dissipacdo e degradacdo 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 presenca de luz. Tian; Khalil e Bayen (2017) concluiram
que em geral o tratamento térmico leva a degradagao de antibioticos e seus residuos, esses
farmacos pode sofrer diferentes niveis de degradacdo dependendo do meio no qual se
encontra, por exemplo, agua, gordura, carne de diferentes tipos, entre outros. Como
também a fonte de calor influencia a geracao de residuos, além da taxa de degradagao.

Dentre as tetraciclinas, a OTC ¢ a menos estavel ao calor principalmente quando
utilizado sistemas tamponados, podendo ser quase completamente degradada durante 30
min de fervura em agua. Porém a degradacao das tetraciclinas ja 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-visivel para avaliar a
presenca de outros picos devido a degradagdo térmica dos farmacos. E possivel analisar
na Figura 32 e Figura 33 que o espectro de cada solucao de TC e OTC, respectivamente,

nao houve formagao de picos além dos caracteristicos de cada farmaco.

Figura 32 - Espectros de UV-vis de tetraciclina puro (TC), tetraciclina com papaina (TC-

P) e tetraciclina com bromelina (TC-P) para 25 e 40 °C
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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 papaina (OTC-P) para 25 e 40 °C
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Fonte: elaborado pela autora

Esse comportamento indica que os farmacos devem estar se degradando em
alguns de seus epimeros e/ou anidrotetraciclinas. Porém o problema na geracdo dessas
substancias ¢ permanecerem biologicamente ativas, mesmo que em menor nivel que o
composto original, e apresentarem toxicidade (BLASCO; CORCIA; PICO, 2009; FRITZ;
ZUO, 2007, HALLING-SORENSEN et al, 2003; HALLING-SORENSEN;
SENGELOV; TIORNELUND, 2002). Em geral, os epimeros sdo obtidos em meios
acidos, porém com aquecimento também pode haver a mudanga de posi¢do dos radicais
no atomo de carbono quiral 4 (Figura 34) (ZHU et al., 2023).

Dessa forma, ndo ¢é possivel verificar a degradagao por espectrofotometria UV-
vis devido ao comprimento de onda ser o mesmo do composto original. Normalmente a
deteccao desses compostos € realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia com
detector de massa acoplado (HPLC-MS) (GAVILAN et al., 2015, 2016; NEBOT et al.,
2014; PANG et al., 2021; ZHENG et al., 2012), porém ¢ sempre relatada a dificuldade
em diferencia-los pois a massa quase ndo varia entre eles, sendo atualmente sugerido a
diferenciagdo por espectros de dissociagdo induzida por colisdo de ions através da

1onizagao por eletrospray (HPLC-ESI-MS) (ZHU et al., 2023).
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Figura 34 - Modificagdo do carbono quiral da oxitetraciclina e tetraciclina para formagao

dos epimeros
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Fonte: ZHU et al., 2023.

4.4.3 Biotransformacido de Tetraciclina e Oxitetraciclina via Derivado

Enzimatico de Bromelina

Também foi analisada a biotransformacao utilizando o derivado de bromelina B-
OG em pH 7 a 25 °C. A Figura 35 apresenta os perfis de biotransformacgdo para TC e
OTC utilizando bromelina livre (B-L) e o derivado por imobilizacdo sem glutaraldeido

(B-0G).

Figura 35 - Biotransformacao de tetraciclina (TC) e oxitetraciclina (OTC) utilizando o

derivado enzimatico B-OG a 25 °CepH 7
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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 biotransformacdo 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 biotransformag¢ao dos farmacos.

O segundo, seria a adsor¢do da TC e do OTC pelo OG. Hé 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 remog¢do de
cloridrato de tetraciclina em agua por meio da reducao da absorbancia ao longo do tempo.
Os autores notaram que havia uma redug¢do de absorbancia acentuada ao inicio do
processo e depois ocorria a variacao da absorbancia, demonstrando processo de adsor¢ao
e dessor¢do. Outros autores também avaliaram a adsor¢do de tetraciclinas em agua
utilizando OG e observaram que a adsor¢do aumenta com a reduc¢do do pH, para valores
de pH préximos a neutralidade e alcalinos a interacdo eletrostatica entre o OG ¢ as
tetraciclinas ¢ reduzida o que desfavorece a adsorgao e favorece a dessor¢do (BAO et al.,
2018; DEDIC et al., 2020; LI et al., 2023).

Os valores determinados neste estudo sao menores do que os determinados nos
estudos supracitados, isso ocorre, pois, grande parte dos grupos funcionais que fariam
adsor¢do dos farmacos ja estdo ligados a bromelina. Porém, maiores estudos sdo
necessarios para avaliar se houve realmente biotransformacao da TC e OTC por meio da
presenca de metabolitos no meio ou se houve apenas processo de adsor¢do dos fArmacos

pelo OG.
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5 CONCLUSOES

O oxido de grafeno (OG) foi sintetizado a partir do método de Hummers
modificando-se a na etapa de filtragdo e secagem por liofilizagdo. Por meio de analises
de caracterizagdo quimica e microestrutural foi possivel comprovar que a modificagdo na
sintese ndo alterou as caracteristicas do OG obtido. Quanto a estabiliza¢do da suspensio
de OG a melhor condi¢do foi obtida para o pH 7 e temperatura de 25 °C.

O oxido de grafeno e o 6xido de grafeno funcionalizado com glutaraldeido foram
utilizados como suporte para estudo da imobilizacao das enzimas bromelina e papaina.
Os processos de imobilizagao foram bem-sucedidos, atingindo concentragdes enzimaticas
de até 2,8 g de enzima por grama de suporte. A enzima bromelina possuiu maior interagao
com o suporte, obtendo concentragdes de enzima superiores a papaina para a mesma
disponibilidade de enzimas. Utilizando-se a razdo massica 1:1 entre enzima e suporte,
toda a massa de enzima disponibilizada ¢ imobilizada, ndo havendo descarte de enzimas
no processo. Foi observado que independentemente da quantidade de enzima, 30 min ¢
suficiente para obter o maximo de imobilizagao.

Os derivados enzimaticos apresentaram bons resultados quanto a atividade
enzimatica, rendimento de imobilizagdo, eficiéncia na retengdo da atividade de
imobilizacdo, estabilidade térmica e de estocagem. Dentre os derivados enzimaticos
obtidos, P-OG-Glu apresentou melhores caracteristicas quanto atividade enzimaética,
estabilidade de estocagem e retengdo de atividade da enzima livre ap6s o processo de
imobilizacdo. Em relag¢do a papaina livre, a imobilizagdo promove uma melhoria no pH
de atuagdo, passando de 6 para 7, e reteve mais de 85% de atividade enzimatica 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 a¢do antimicrobiana contra a bactéria E. coli, e ao
serem imobilizadas tém sua agdo melhorada. Os derivados enzimaticos B-OG ¢ P-OG
obtiveram maior influéncia na inibi¢do do crescimento bacteriano nas primeiras 8 h do
que as enzimas livres para a mesma concentra¢do. Foi observado que o OG apresenta
comportamento simbidtico a enzima causando uma fase /ag inicial que ndo ¢ observado
quando utilizadas as enzimas livres, o que permite que menores concentragdes de enzimas
possam atuar na inibi¢ao dessa bactéria.

A acdo das enzimas como agentes biotransformadores dos antibidticos

tetraciclina (TC) e oxitetaciclina (OTC) ndo foi eficiente nas condigdes avaliadas.
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Acredita-se que a biodegradacdo alcancada em pH 6 e temperatura de 40 °C ocorreu
devido a degradagao térmica e ndo por hidrdlise enzimatica. Mas observou-se que a OTC
¢ mais susceptivel a variacdes do meio ambiente do que a TC, principalmente a
temperatura.

Mediante os resultados obtidos, a imobilizacdo de bromelina e papaina em
nanofolhas de 6xido de grafeno e de oxido de grafeno funcionalizado ¢ viadvel e
satisfatoria. Sua aplicagdo como agente biotransformador dos antibidticos tetraciclina e
oxitetraclicina ndo foi conclusiva, sendo necessario realizar outras analises. Como agente
antimicrobiano obtiveram-se resultados promissores.

Faz-se necessario maiores estudos quanto a aplicacdo desses derivados em
outros fArmacos e alimentos e explorar outras areas de aplicagdo. Esses derivados podem
ser aplicados em diversos processos industriais, podem ser incorporados a membranas de
filtragdo de sucos auxiliando nos processos de clarificagdo e redugdo de agucar,
incorporados a embalagens de carnes para atuar como amaciante, auxiliar na sintese de
medicamentos e suplementos farmacéuticos, para sintese de produtos quimicos,
modificagao de moléculas, branqueamento de tecidos e papel, na remog¢ao de residuos de

celulose e na reducdo da carga organica nos efluentes, entre tantas.
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6 SUGESTOES

A obtencdo de novos derivados enzimaticos permite sua aplicacdo em muitos
campos de pesquisa. Com base na literatura e nos resultados obtidos com o
desenvolvimento desse trabalho, sdo feitas as seguintes recomendacdes para trabalhos

futuros:

e Analisar o efluente sintético dos farmacos por espectros de dissociagcdo induzida
por colisdo de ions através da ioniza¢ao por eletrospray para confirmar que as
enzimas ndo biotransformam os antibioticos tetraciclina e oxitetraciclina;

e Investigar se a papaina e a bromelina tém atividade de biotransformacao em outros
farmacos, principalmente aqueles que apresentem cisteina em sua composicao,
pois estas sdo enzimas cisteinas vegetais e a presenca deste grupo pode atuar como
ativador das enzimas;

e Investigar como outros processos inibidores/inativadores atuam contra as células
sobreviventes da bactéria E. coli no Fendmeno Fénix, principalmente tratamentos
a frio como aplicagdo de plasma para minimizar a degrada¢cdo nutricional do
alimento;

e Investigar o emprego dos derivados enzimaticos como antimicrobianos contra
outras bactérias e em diversos alimentos, principalmente produtos carneos, visto
que estas enzimas sao utilizadas como amaciantes de carne;

e Explorar outros campos de aplicagdo para os derivados como o emprego em

biossensores, embalagens inteligentes, obten¢do de hidrolisados e tantos outros.
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