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RESUMO

A Alcalase® ¢ uma enzima proteolitica do tipo serino protease, com capacidade de degradar
adesinas e biofilmes produzidos por algumas bactérias gram-negativas. Além disso, apresenta
atividade hidrolitica sobre proteinas, sendo eficiente na quebra de ligagdes peptidicas. Apesar
de ela apresentar notavel atividade catalitica, sua aplicagdo na forma solivel enfrenta desafios,
como baixa estabilidade operacional e a susceptibilidade a desnaturacdo em ambientes com
variagoes de pH ou na presenca de solventes. Essas limitagdes comprometem sua viabilidade
econdmica em processos industrias. Neste contexto, a imobiliza¢do enzimatica surge como uma
estratégia eficaz para aprimorar a atividade e estabilidade da enzima em aplicacdes comerciais.
O 4cido poliacrilico, também conhecido como Carbopol, ¢ um polimero biodegradavel,
biocompativel com a pele, ndo toxico e estavel, podendo ser utilizado na formulagao de
produtos farmacéuticos € como suporte para imobilizagdo enzimatica. Outras moléculas de
interesse para imobilizagdo incluem fenois, taninos, flavonoides e terpenos, presentes no extrato
comercial da Punica granatum L., também conhecida como roma. Os polifendis e taninos
apresentam atividade antimicrobiana, enquanto flavonoides e terpenos exercem agdo anti-
inflamatéria. A atividade antimicrobiana contribui para o tratamento de feridas infectadas,
podendo acelerar o processo de cicatrizagdo. Diante da crescente resisténcia a antibidticos
sintéticos, este trabalho propde a imobilizagdao da enzima Alcalase® em Carbopol 996, com a
incorporando o extrato de roma comercial no gel de Carbopol 996 produzido. Atualmente, o
tratamento enzimatico de feridas e o uso de extratos de plantas medicinais sdo empregados
separadamente no processo de cicatrizagdo. Assim, a combinacdo da imobilizagdo da
enzimatica com a incorporagdo do extrato de roma representa uma estratégia inovadora. O
presente estudo realizou ensaios de atividade enzimatica, eletroforese, quantificacdo de fendis
totais, espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier(FTIR), determinagao do
potencial zeta e andlise de viscosidade. Apesar da presenca de inibidores de protease presentes
no extrato de roma, o bioproduto imobilizado manteve sua atividade enzimatica 0,030 = 0,002
U/mL no precipitado e 0,003 £ 0,001 U/mL no sobrenadante, indicando que o processo de
imobilizagdo foi bem-sucedido. Além disso, o extrato de roma preservou sua atividade fendlica
apos ser incorporado no gel de imobilizacao contendo a enzima. A anélise por FTIR demostrou
que nao houve perda dos principais grupos funcionais das substancias utilizadas no processo de
imobilizagdo. A caracterizagdo reologica indicou que o gel apresenta comportamento nao
newtoniano do tipo pseudoplastico. Portanto, o estudo alcangou seus objetivos ao realizar a

imobilizacao da enzima e a incorporacao do extrato de roma comercial no gel de Carbopol 996,



preservando as caracteristicas essenciais de ambos os componentes. Os resultados sugerem que
o bioproduto obtido possui potencial como alternativa no tratamento de feridas, embora sejam
necessarios ensaios adicionais para avaliar a liberagdo dos componentes ativos e sua eficacia

cicatrizante.

Palavras-chaves: Alcalase®; imobilizacdo enzimatica; Carbopol 996; extrato comercial de

roma; cicatrizacao de feridas; Punica granatum.



ABSTRACT

Alcalase® is a serine protease-type proteolytic enzyme capable of degrading adhesins and
biofilms produced by some gram-negative bacteria. In addition, it has hydrolytic activity on
proteins, being efficient in breaking peptide bonds. Although it has remarkable catalytic
activity, its application in soluble form faces challenges, such as low operational stability and
susceptibility to denaturation in environments with variations in pH

or in the presence of solvents. These limitations compromise its economic viability in industrial
processes. In this context, enzyme immobilization emerges as an effective strategy to improve
enzyme activity and stability in commercial applications. Polyacrylic acid, also known as
Carbopol, is a biodegradable, skin-biocompatible, non-toxic and stable polymer that can be
used in the formulation of pharmaceutical products and as a support for enzyme immobilization.
Other molecules of interest for immobilization include phenols, tannins, flavonoids and
terpenes, present in the commercial extract of Punica granatum L., also known as pomegranate.
Polyphenols and tannins have antimicrobial activity, while flavonoids and terpenes have anti-
inflammatory action. Antimicrobial activity contributes to the treatment of infected wounds and
can accelerate the healing process. Given the increasing resistance to synthetic antibiotics, this
work proposes the immobilization of the enzyme Alcalase® in Carbopol 996, incorporating the
commercial pomegranate extract into the produced Carbopol 996 gel. Currently, enzymatic
treatment of wounds and the use of medicinal plant extracts are used separately in the healing
process. Thus, the combination of enzyme immobilization with the incorporation of
pomegranate extract represents an innovative strategy. The present study performed enzymatic
activity assays, electrophoresis, quantification of total phenols, Fourier transform infrared
spectroscopy (FTIR), determination of zeta potential and viscosity analysis. Despite the
presence of protease inhibitors in the pomegranate extract, the immobilized bioproduct
maintained its enzymatic activity 0.030 = 0.002 U/mL in the precipitate and 0.003 = 0.001
U/mL in the supernatant, indicating that the immobilization process was successful. In addition,
the pomegranate extract preserved its phenolic activity after being incorporated into the
immobilization gel containing the enzyme. FTIR analysis demonstrated that there was no loss
of the main functional groups of the substances used in the immobilization process. The
rheological characterization indicated that the gel presents non-Newtonian behavior of the
pseudoplastic type. Therefore, the study achieved its objectives by performing enzyme
immobilization and incorporation of commercial pomegranate extract into Carbopol 996 gel,

preserving the essential characteristics of both components. The results suggest that the



bioproduct obtained has potential as an alternative in the treatment of wounds, although
additional tests are needed to evaluate the release of the active components and their healing
efficacy.

Keywords: Alcalase®; enzyme immobilization; Carbopol 996; commercial pomegranate

extract; wound healing; Punica granatum.
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1 INTRODUCAO

Estima-se que ocorram, anualmente, 4.511 cirurgias a cada 100.000 mil habitantes no
mundo, o que indica que 1 em cada 22 pessoas se submente a um procedimento cirtirgico por
ano. A taxa de infeccdo associada a essas cirurgias varia de 1,9% a 40% , representando um
impacto significativo tanto nos custos hospitalares e impactando tanto financeiramente quanto
na qualidade de vida dos enfermos. No contexto hospitalar, calcula-se que as infecgdes em
feridas sejam responsaveis por cerca de 4% do total dos gastos institucionais (Gillespie et al.,
2020).

No Brasil, as infeccdes em feridas cirurgicas sdo classificadas como infec¢des
relacionadas a assisténcia a satide, ocupando o terceiro lugar em frequéncia, atrds apenas das
infeccOes urinarias e respiratorias. Elas correspondem de 14 a 16% das causas de
hospitalizagdes ¢ podem apresentar resisténcia a antibidticos, o que reforca a necessidade de
novas abordagens terapéuticas (Camara et al., 2022).

As proteases sdo enzimas que hidrolisam ligacdes peptidicas, originando peptideos ou
aminodacidos livres, podendo ser utilizadas em tratamento de feridas por promoverem o
desbridamento de tecidos necrosados. A enzima proteolitica papaina, por exemplo, ja ¢
amplamente utilizada nesse contexto devido ao grupo tiol ligado a cisteina-25, responsavel pela
acdo proteolitica. Além disso, apresenta propriedades bacteriostaticas, bactericidas e anti-
inflamatorias (Leite et al., 2020).

Outra enzima de destaque ¢ a Alcalase®, produzida pelo Bacillus licheniformis,
também pertencente a classe das proteases. Essa enzima apresenta dois mecanismos de acao
relevantes: o primeiro ¢ a degradacdo de biofilme de bactérias Gram-positivas, como
Staphylococcus aureus, por meio da clivagem de substancias poliméricas extracelulares de
bactérias; o segundo envolve a quebra de adesinas bacterianas, estruturas que dificultam o
processo de cicatrizacdo. A Alcalase® também se destaca por sua resisténcia térmica, tornando-
se um biocatalizador de interesse em pesquisas (Weldrick et al., 2019).

Além das enzimas, as plantas medicinais também sdo amplamente empregadas no
tratamento de feridas, devido as suas propriedades cicatrizantes, anti-inflamatorias,
antibacterianas e antioxidantes. Um exemplo € Punica granatum L., conhecida popularmente
como roma, cujo extrato contém compostos fenolicos com capacidade de neutralizar radicais
livres, contribuindo positivamente para o processo cicatricial (Jacob, 2018).Tanto enzimas
quanto extratos vegetais podem ser incorporadas em formulagdes farmacéuticas, sendo o gel

uma forma farmacéutica de gel amplamente utilizada nesse contexto (Aulton, 2016).
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Os géis possuem a vantagem de ndo causar irritagdo ao tecido em processo de injuria,
ndo induzir dor adicional, apresentar boas propriedades reoldgicas, capacidade tamponante,
serem inertes em condigdes fisioldgicas, atoxicos, estdveis termicamente e capazes de
permanecer por longos periodos no local de aplicagdo. Como desvantagem dessa forma
farmacéutica, destaca-se a baixa capacidade de absor¢ao do exsudado de feridas, a possivel
geracdo de odor desagradavel em casos de infec¢do, além do risco de proliferacdo bacteriana
em formulagdes aquosas, especialmente quando ndo sao utilizados conservantes adequados ou
quando ha falhas nas condi¢des de armazenamento (Gratieri ef al., , 2008). No entanto, quando
formulado com agentes gelificantes, e sob boas praticas de fabricagao, o risco de contaminagao
microbioldgica é minimizado, uma vez que o pH da formulacao pode ser ajustado para dificultar
sua proliferacdo, além de alguns agentes terem propriedade antibacteriana (Rumon et al., 2024).

Os géis tém sido amplamente estudados e utilizados em formulagdes farmacéuticas
destinadas a diferentes vias de administragdo, especialmente a topica, devido a capacidade de
promover a liberac¢do rapida do farmaco e aumentar a biodisponibilidade do principio ativo na
pele — Neste contexto, o Carbopol destaca-se como um dos polimeros que sdo empregados na
fabricacdo de géis, sendo considerado um agente espessante eficiente e versatil (Aulton, 2016).

O Carbopol ¢ um polimero que contém grupos carboxila (-COOH) com carater
anionico, capazes de interagir por atracao eletrostatica com a enzima Alcalase®, que apresenta
carater cationico em pH neutro, considerando seu ponto isoelétrico de aproximadamente ~9,0
(Weldrick et al., 2019). Essa interacdo favorece a adsor¢do da enzima, promovendo sua
imobilizacao de forma estavel.

Além disso, o extrato comercial de roma, rico em compostos fenolicos, contém grupos
hidroxilas (-OH) que podem se ionizar em meio aquoso (Abrantes, 2016). A estrutura
polimérica do Carbopol permite a formagdo de ligagdes de Van der Waals, ligagdes de
hidrogénio e interacdes eletrostatica com essas e outras moléculas presentes em seu meio,
favorecendo também a incorporagao eficiente do extrato no gel (Weldrick et al., 2019).

A utilizacdo conjunta da enzima e do extrato em um mesmo suporte € estratégica, pois
evita a aplica¢do separada dos dois componentes, o que poderia comprometer a eficacia ou a
praticidade do sistema final. A imobiliza¢do no Carbopol, além de facilitar a manipulacdo e a
aplicagdo topica, permite um controle mais eficiente da liberacao dos ativos, promovendo uma
acdo sinérgica.

Optou-se pelo uso do Carbopol 996 como agente espessante e suporte devido as suas
propriedades reoldgicas favoraveis, biocompatibilidade, capacidade de formar géis estaveis e

versatilidade em interagir com moléculas ativas (Aulton, 2016).
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O Carbopol ainda se destaca como agente espessante para géis devido a sua alta
eficiéncia em baixas concentragdes, estabilidade microbiologica, capacidade de formar géis
transparentes ¢ excelente controle reoldgico. Essas caracteristicas o tornam uma escolha
preferencial em formulagdes que exigem estabilidade, estética e desempenho superior (Aulton,
2016). Embora outros agentes espessantes, como o alginato de sdédio, também sejam uma opgao
natural e amplamente utilizada, suas limitagdes em termos de estabilidade frente a variagdes
10nicas e susceptibilidade a biodegradacao podem comprometer a eficacia e a durabilidade do
produto final. Diante do exposto, surge a necessidade de produzir op¢des terapéuticas menos
onerosas como a forma farmacéutica de gel (Dong et al., 2025).

Neste sentido, o presente trabalho apresenta uma proposta inovadora ao utilizar o
Carbopol 996 ndo apenas como agente espessante, mas também como suporte para a
imobilizacao da enzima Alcalase ® por adsor¢do, aproveitando suas propriedades estruturais e
eletrostatica para estabilizagdo da enzima. Além disso, a incorporagdo simultanea do extrato
vegetal comercial de roma ao sistema gelificado permite a criacdo de uma formulacao
multifuncional, com potencial aplicagdo topica e acdo sinérgica entre os ativos. A proposta ¢
inédita ao reunir, em uma mesma matriz, compostos biotecnoldgicos e naturais, oferecendo um
sistema versatil, estavel e de facil aplicagdo, com potencial promissor para o desenvolvimento
de produtos farmacéuticos e cosméticos voltados ao tratamento de feridas.

O presente trabalho teve como objetivo analisar a imobilizagdo da enzima Alcalase®
em gel de Carbopol 996 contendo extrato comercial de roma, com foco na avaliacdo das

caracteristicas fisico-quimicas dessa formulagao.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Imobilizar a enzima protease Alcalase® em Carbopol 996, incorporando extrato
comercial de roma, com o propdsito de desenvolver um bioproduto com potencial aplicacao

nas industrias farmacéuticas.

2.2 Objetivos especificos

o Caracterizar o extrato enzimatico, com base em sua atividade e estabilidade;

o Quantificar a concentragao dos fenois totais no extrato comercial de roma;

o Avaliar o efeito inibitorio do extrato comercial de roma na enzima Alcalase®,
nas formas soluvel e imobilizada;

o Realizar a imobilizar da enzima Alcalase®;

Incorporar o extrato comercial de roma comercial no gel de Carbopol 996;

o Determinar a atividade enzimética da enzima Alcalase® imobilizada em
Carbopol 996, com e sem a presenga extrato comercial de roma;

o Identificar os principais grupos funcionais das substincias estudadas, com e
sem a imobilizacdo, por meio de espectroscopia de infravermelho por
transformada de Fourier (FTIR);

o Avaliar o potencial zeta das substancias, a fim de compreender a magnitude
das suas cargas superficiais;

0 Analisar o comportamento reoldgico do gel obtido ao final do processo.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Pele

A pele humana atua como barreira de protecdo contra bactérias, toxinas, perda de
liquidos e contribui para o controle da temperatura corporal. Além disso, pode ser utilizada
como uma via de administra¢ao de farmacos, apresentando como uma de suas vantagens evitar
o metabolismo de primeira passagem. Isso significa que a substancia ativa ndo sofre uma
diminui¢do em sua concentra¢do, nem ¢ transformada em um metabdlito mais ativo do que a
molécula original, por ndo passar pelo sistema porta hepatico. Dessa forma, é possivel entregar
uma quantidade maior de fairmaco a corrente sanguinea (Katzung ef al., 2010).

A pele ¢ uma membrana complexa com multiplas camadas, composta por epiderme,
derme e hipoderme, Figura 1. Possui estruturas anexas, como foliculos pilosos e glandulas
sebaceas. As glandulas sebaceas t€ém a fun¢do de secretar sebo junto aos foliculos pilosos. O
sebo ¢ constituido por triglicerideos, acidos graxos e ceras, ¢ tem a finalidade de lubrificar a
pele, mantendo seu pH em torno de 5 na superficie da pele. Essas camadas e anexos devem ser
permeados para que o medicamento possa alcancar a circulag@o sistémica e, assim, atingir seu

sitio alvo (Katzung et al., 2010).

Figura 1 - Ilustragdo das camadas da pele humana

Glandula sebacea

Foliculo piloso

Fonte: Elaborada pela autora
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O ponto isoelétrico da pele encontra-se entre 4,0 a 4,5. Em faixas de pH acima dessa,
os carboxilatos associados aos residuos de aminoacidos presente na superficie da pele ficam
ionizados, o que a torna carregada negativamente. Esse fato favorece o transporte de cations e
dificulta o transporte anios quando em contato com solugdes de pH fisiologico (Gratieri et al.,
2008).

Uma das formas de transpor as barreiras da pele é por meio da liberagdo transdérmica
de farmacos, cujo objetivo € conservar o principio ativo e o disponibiliza-lo a circulagao
sist€émica ao permear as camadas da pele (Aulton et al., 2016).

Um tecido que sofreu processo de injuria Figura 2 pode ter suas fungdes de controle
térmico e de barreira contra agentes patogénicos, toxinas e fatores ambientais comprometidas.
Os danos ao tecido podem ser classificados de acordo com seu agente causal, profundidade,
aparéncia, etiologia (ulcerativa, cirurgica ou traumatica), tempo do ferimento (agudo ou
cronico), grau de contaminacdo do ferimento (limpo, potencialmente contaminado,
contaminado ou infectado) e grau de abertura. As técnicas de curativos e os medicamentos
voltados a cada fase da cicatrizagdo vém avancando, e cabe ao profissional da enfermagem

definir a melhor forma de cuidado (Sousa et al., 2020).

Figura 2 - Tlustracao do tecido humano com injuria nas camadas da pele

‘\ Rompimento das camadas da pele

Epiderme

Derme

Fonte: Elaborada pela autora

Para nortear a escolha da forma farmacéutica adequada ao tratamento de feridas,
algumas caracteristicas devem ser consideradas, como a presen¢a ou auséncia de exsudato
(liquido contendo células ou outras substancias celulares eliminadas dos vasos sanguineos ao

tecido inflamado), temperatura da pele e a presenca de particulas no ferimento. Isso permite
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manter um ambiente propicio a repara¢do do tecidual. Recomenda-se remover o excesso de
exsudato, manter a umidade na interface ferida/cobertura, garantir isolamento térmico com
troca gasosa, proteger contra infecgdes por meio de tratamento adequado permitindo a troca
gasosa do tecido, gerar prote¢ao contra infecgdo com a utilizagdo de um tratamento adequado
— como a utilizacdo de géis cicatrizante —, e retirar particulas ou contaminantes sem causar
mais traumas ao tecido injuriado (Sousa et al., 2020).

A cicatrizagdo da pele passa por trés fases: inflamatdria, de proliferagao e de
remodelamento, como demonstrado na figura 3. A fase inflamatéria tem inicio no momento da
injaria no tecidual, com a liberacao de substancias vasoconstritoras, como as prostaglandinas e
tromboxano, pelas membranas celulares adjacentes. Também ocorre a formagao do coagulo e
o inicio da resposta inflamatéria. Por volta do quarto dia apos a lesdo, inicia-se a fase
proliferativa, composta por quatro processos: epitelizacdo, angiogénese, formacao de tecido de
granulagdo e deposicao de colageno. Essa fase pode durar até cerca de duas semanas apos o
inicio da cicatrizacdo (Ramalho ef al., 2018).

A tltima fase, o remodelamento, envolve a deposicdo organizada de colageno,

completando o fechamento da ferida (Ramalho et al., 2018).

Figura 3 - Fases da cicatrizagio da pele humana

i . . Fase de
@ Fase inflamatdria @ Fase proliferativa @ remodelamento

_/T.I\ /j.s.\ s 5
..l .. .‘:I-
',fo.;.. .f.".

Fonte: Elaborada pela autora

Em alguns casos, o processo de cicatrizacdo necessita da acdo de medicamentos para
ocorrer de forma mais rapida e completa. Podemos citar medicamentos queratoliticos,

queratoplasticos, resulvivos, rubesfaciente, antissépticos, antimicrobianos ¢ medicamentos
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fitoterapicos com propriedades cicatrizantes, anti-inflamatdrias e antibacterianas, devido a

presenca de substancias ativas em sua constitui¢ao (Leite, 2018).

3.2 Punica granatum L.

Punica granatum L. é uma planta naturalizada no Brasil com propriedades fitoterapicas,
conhecida popularmente também como roma (Brasil, 2021). Sua indicagdo de uso ¢ para
tratamentos em amigdalite, faringite e problemas de garganta em geral, possuindo em sua
composicao ativos com propriedades antibacterianas e anti-inflamatérias. (BRASIL, 2020).

Sua atividade antimicrobiana deve-se a presenga de polifendis, que possuem ac¢ao contra
bactérias gram-negativas, como Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa, e gram-positivas,
como Staphylococcus aureus. A atividade anti-inflamatéria ¢ conferida pela presenga de
flavonoides, acidos organicos, esterdis e triterpenos, que podem inibir a ativagdo de vias
inflamatorias. A propriedade antioxidante da roma se deve a presenca de compostos fenolicos
que podem atuar na prevengdo de processos oxidativos iniciados pela presenca de radicais
livres. O tanino elagico e a punicalagina também contribuem para a agdo antimicrobiana do
extrato de roma (Sousa et al., 2018).

Na figura 4, tem-se a estrutura quimica da punicalagina um composto pertencente a
classe dos taninos, presente na casca da roma, sendo um composto majoritario nos extratos da
planta, com atividade antimicrobiana, antiviral, antiproliferativa, imunossupressora e
antioxidante, podendo exercer acdo contra algumas bactérias resistente a antibioticos (Paolini,

2023).

Figura 4 - Tlustragdo da Punica granatum L. e da estrutura quimica da punicalagina presente

na casca da roma

Punicalagina

Punica granatum L.

Fonte: Adaptado (PAOLINI, 2023)
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Os estudos apontam que diferentes grupos de flavondides e taninos presentes no suco
da roma podem inibem a oxidagao de lipoproteinas de baixa densidade (LDL), tanto in vitro
quanto in vivo, além de reduzirem a capacidade dos macrofagos de oxidar as lipoproteinas de
baixa densidade, demonstrando sua atividade antioxidante (Sousa et al., 2018).

A Punica granatum L. pode ser utilizada nas formas farmacéuticas de infusao, tintura e
extrato (Brasil, 2021), podendo também ser incorporada em formulagdes farmacéuticas em

forma de géis (Alam et al., 2022).

3.3 Formas farmacéuticas

A ciéncia farmacéutica ¢ utilizada para realizar o delineamento das formas
farmacéuticas, desde a sele¢do do principio ativo até a sua forma final para comercializagao,
trazendo beneficios para o usudrio e auséncia de toxicidades ao organismo (Aulton et al., 2016).

Para a formulagcdo de medicamentos, sdo utilizadas tecnologias para que sua liberagado
seja segura, eficaz, precisa e pratica, considerando a forma de utilizacdo, a doenga a ser tratada,
as possiveis vias de administracao e a frequéncia da dosagem do medicamento (Aulton et al.,
2016).

Ao se formular um medicamento, deve-se conhecer as caracteristicas do principio ativo
e dos excipientes que serdo utilizados, além de suas propriedades em meio a solugdo, sua
liberagdo e absor¢do pelo organismo. Outra observacdo a ser considerada ¢ o tempo de inicio
da acdo e a via de administracdo, que pode ser oral, retal, parenteral, respiratoria, nasal,
auricular, ocular e topica (Aulton et al., 2016).

A via de administragdo topica contempla as formas farmacéuticas: logdes, solugdes,
unguentos, emplastros transdérmicos, aerossois, espumas topicas, cremes, pastas e géis (Aulton

etal.,2016).

3.4 Géis

Uma série de formulagdes farmacéuticas estdo disponiveis no mercado para auxiliar no
processo de cicatrizagdo. As formulagdes de via topica podem ser classificadas em liquidas,
solidas e semissoélidas, sendo o gel classificado como semissélido (Aulton et al., 2016).

Segundo o Formulario de Fitoterapia (2021), gel ¢ uma forma farmacéutica semissolida

podendo que pode conter um ou mais principios ativos, contendo um agente gelificante para
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realizar o aumento da viscosidade na formulagdo. Podem estar presentes particulas do
ingrediente farmacéutico ativo na faixa de 1 nm a 1 pm, dispersas uniformemente ou em
suspensao no meio. O gel ainda pode ser de carater hidrofilico ou hidrofébico e conter uma
unica fase, onde o principio ativo esta dissolvido, ou duas fases, nas quais um pd com
caracteristica microcristalina pode estar incorporado na formulagao (Aulton et al., 2016).

Os géis utilizados em feridas Figura 5 devem conseguir manter a hidratagdo equilibrada,
ser absorventes e nao aderir fortemente a pele, afim de evitar mais lesdes. A utilizagdo de gel
nao exclui a necessidade de um curativo secundario para complementar o tratamento (Aulton

et al., 2016).

Figura 5 - Tlustragdo da aplicacdo da formulacdo farmacéutica gel sobre uma pele lesionada

Ij\/

_0"

Fonte: Elaborada pela autora

Um exemplo de tipo de gel ¢ o proveniente do polimero carboxivinilico (também
conhecido como carbopol, acido poliacrilico, polimero carboxivinilico, carbomer, carbomero,
carboxipolimetileno, carpoleno), que possui caracteristica anidnica, sendo amplamente estudo
na area farmacéutica por apresentar boas propriedades de reoldgicas, podendo ser aplicado em
varios locais do corpo por longos periodos. Além disso, possui capacidade tamponante, € inerte

e atoxico (Gratieri et al., 2008).
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3.5 Carbopol

Carbopol ¢ um polimero sintético de acido poliacrilico, incolor e estavel em pH entre
5,5 ¢ 7,3. A formacao desse polimero, Figura 6, ocorre pelo efeito de gelifica¢ao, conferindo
por duas etapas: a primeira ¢ a dispersao e hidratagdo do Carbopol em meio aquoso; a segunda
etapa ocorre por meio da neutralizagdo das cargas superficiais, pela adicdo de produtos

neutralizantes (Brasil, 2021).

Figura 6 - Etapas do processo de gelificagdo do Carbopol

Dispersao e hidratagao Neutralizagdo Gel

Fonte: Elaborada pela autora

O 4acido poliacrilico possui em sua estrutura moléculas com grupos ionizaveis,
denominados polieletrolitos. Os polieletrolitos sdo sistemas macromoleculares que apresentam
uma fragdo relevante de cargas na cadeia principal no polimero. Eles podem ser classificados
conforme o grau de dissociagdo, ou seja, a facilidade com que os seus grupos sdo ionizam. Sao
considerados fortes quando se dissociam em toda a faixa de pH em sistemas aquosos e débeis
quando se dissociam em intervalo restrito de pH, como no caso do Carbopol, que se dissocia
pouco em meio acido (Duarte, 2011).

O grau de expansdao do polieletrdlito ¢ determinado pelo seu grau de ionizagao,
ocasionado pelas repulsdes entre os grupos ionizados; em outras palavras o grau de expansao
aumenta conforme o grau de ionizagdo (Duarte, 2011).

O aumento da viscosidade e da transparéncia do Carbopol ocorre porque sua estrutura
contém grupos acidos que sofrem neutralizacdo frente a substancias organicas, como a
trietanolamina, e inorganicas, como o hidroxido de sddio, modificando os grupos acidos para a

forma de sal. Como consequéncia, ha a expansado da cadeia do &cido poliacrilico e alteracdo do
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pH do meio. A Figura 7 ilustra a reagdo de neutralizacdo do acido poliacrilico. Com o aumento
do pH, os grupos carboxilicos, presentes na cadeia, sdo ionizados, provocando a hidratacao do
polimero. As cadeias iniciam sua expansao devido a repulsao eletrostatica gerada pela ionizagao
dos grupos acidos, resultando na dissolu¢cdo e aumento das dimensdes da cadeia do acido
poliacrilico (Duarte, 2011).

A presenca de metais monovalentes, bivalentes e trivalentes no meio apds a
neutralizacao, pode ocasionar a redugdo de pH, diminuindo a viscosidade. A alcalinizagdo do
meio pode gerar microgéis, o que resulta em um aumento da transparéncia das solug¢des (Duarte,

2011).

Figura 7 - Reacdo de neutralizagdo do 4cido poliacrilico

O, -OH o Og O~ Na* o
/ \\
T Na H — \k "7 h

Acido poliacrilico Hidréxido de sédio  Acido poliacrilico ionizado Hidréxido de hidrogénio

Fonte: Elaborada pela autora

A faixa estreita de pH para transformacdo do Carbopol em gel faz com que, em pH
superior a 9,0, a adi¢do sais como cloreto de magnésio e cloreto de sddio a solucao polimérica
cause reducdo da viscosidade e da transparéncia. A viscosidade diminui como o aumento da
concentragdo de sais, pois o polimero se transformar gradualmente em sua espécie nao ionica,
reduzindo a repulsdo eletrostatica entre as cargas e, consequentemente, diminuindo a expansao
do polieletrélito. Ao se trabalhar com gel de carbopol, deve-se considerar os efeitos da
desprotonacao e da presencga de sais, a fim de obter a viscosidade desejada (Duarte, 2011).

As propriedades conferidas aos polimeros o permitem que sejam conjugados com
enzimas, possibilitando o aumento da meia-vida dessas biomoléculas. Essa proteciao conferida
por alguns tipos de polimeros ocorre porque, ao ficarem hidratados, seus filamentos promovem
impedimento estérico, bloqueando e protegendo a enzima contra outras enzimas, proteinas e
anticorpos que possam a inativa-la, reduzindo sua taxa de degradacdo e depuragdo (Aulton et

al., 2016).
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3.6 Enzimas

As enzimas sao proteinas responsaveis por catalisar reagdes quimicas no organismo e
também podem ser utilizadas em processos industriais. Excluindo um pequeno grupo de
moléculas de RNA cataliticas, todas as enzimas sdo proteinas. Para o seu funcionem
adequadamente, ¢ essencial que mantenham sua estrutura nativa, pois, quando desnaturada,
degradada ou dissociada das suas subunidades, perdem a capacidade de catalisar reagdes
(Nelson et al., 2014).

As enzimas sdo classificadas segundo o tipo de reagdes que catalisam, distribuidas em
seis classes principais, cada uma com suas subclasses. A classe 1 compreende a oxidorredutase,
que realizam transferéncia de elétrons entre ligantes e a cadeia polipeptidica. A classe 2 inclui
as transferases, responsaveis pela transferéncia de grupos quimicos. A classe 3 ¢ formada pelas
hidrolases, que promovem reagdes de hidrolise — ou seja, realizam a quebra de ligagdes
covalentes na presenca de dgua. A classe 4 retine as liases, que promovem clivagens de ligagdes
carbono-carbono, carbono-oxigénio e carbono-nitrogénio, podendo também realizar outras
ligagdes por eliminacdo ou adicdo de grupos. A classe 5 ¢ composta pelas isomerases, que
promovem a formagao de isomeros pela transferéncia de grupos dentro da mesma molécula.
Por fim, a classe 6 inclui as ligases, que formam ligagdes carbono-carbono, carbono-enxofre,
carbono-nitrogénio e carbono-oxigénio por reagdes de condensacao acopladas a hidrolise de
adenosina trifosfato(ATP) (Nelson ef al., 2014).

A agdo enzimatica ocorre quando o substrato se liga ao sitio ativo da enzima. Este sitio
contém residuos de aminoacidos com cadeias laterais que realizam interagdes especificas com
o substrato, resultando na formag¢dao do complexo enzima-substrato e, posteriormente, na

liberagdo do produto. A Figura 8 ilustra esse mecanismo (Nelson et al., 2014).

Figura 8 - Mecanismo de ligagdo da enzima ao substrato e a liberacdo do produto da reagdo
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Fonte: Elaborada pela autora
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As enzimas apresentam uma estrutura molecular complexa, composta por estrutura
primdria, secundaria e terciaria. Algumas apresentam também estrutura quaternaria, que pode
conter partes nao proteicas, como carboidratos e lipidios (Denti, 2021). Na Figura 9 temos a
representacao da estrutura de uma enzima. A estrutura primaria corresponde a sequéncia de
aminoacidos ligados por ligacdes peptidicas, formados pelo grupo a-carboxila de um
aminodcido com o grupo o-amino de outro aminoacido. A estrutura secunddria resulta de
ligagdes de hidrogénio entre os atomos de aminoacido adjacentes, formando arranjos como
folhas 3 ou a-hélices. A estrutura terciaria representa a conformacao tridimensional da enzima,
estabelecida pelas interagdes entre os grupamentos R dos aminoacidos. A estrutura tercidria
representa a conformacdo tridimensional da enzima, estabelecida pelas intera¢des entre os
grupamentos R dos aminoécidos distantes na cadeia polipeptidica. A estrutura quaternaria,
presente em algumas enzimas, corresponde a unido de duas ou mais cadeias
polipeptidicas(subunidade). Cada grupo enzimatico possui caracteristicas especificas de ligagao
que o tornam unicos, que fazem ser posteriormente ser classificados e subclassificacdo,

possuirem propriedades Unicas de especificidade, seletividade e biodegradabilidade (Nelson et

al., 2014)

Figura 9 - Representacao da estrutura primaria, secundaria, tercidria e quaternaria de uma

enzima
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Fonte: Elaborada pela autora

O mercado industrial das enzimas ¢ segmentado em grupos como lipases, carboidrases,

proteases, entre outras da classe das hidrolases. Essas enzimas tém ampla aplicacdo nas
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industrias alimenticias, cosméticas, quimicas, farmacéuticas. Estima-se que o mercado global
de enzimas cresca a uma taxa superior de 6% ao ano, entre 2022 e¢ 2028, sendo a América do

Norte o maior consumidor, com cerca de 30% de participagdo global (Intelligence, 2023).
3.7 Proteases

As proteases pertencem a classe das hidrolases e catalisam reagdes de hidrélise, como
ilustrado na Figura 10. Elas atuam na hidrdlise de diferentes ligagdes peptidicas em proteinas e
em peptideos envolvidos em processos fisioldgicos, sendo uma reacdo de carater irreversivel,

seletiva e especifica (Amorim, 2018).

Figura 10 - Representacdo de uma reacdo de hidrolise realizada por uma protease
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Fonte: Elaborada pela autora

A Unido Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular classifica as proteases em
seis familias diferentes: serina proteases I, serino protease 11, metalo protease I, metalo protease
I1, cisteina protease e a aspartil protease. Essa divisao ¢ baseada nas propriedades elétricas e na
especificidade pelo substrato (Giongo, 2006).

As proteases também sdo classificadas conforme o local de atuagdo em que promovem
a quebra das ligacdes peptidicas do substrato. Sdo chamadas endopeptidases quando a quebra
ocorre longe dos grupos terminais, e exopeptidase quando a quebra ocorre nos grupos amino
terminais ou carboxila. As exopeptidases podem ser classificadas como aminopeptidase,
quando liberam residuos N-terminal; ou carboxipeptidase quando liberam residuos C-terminal.

(Amorim, 2018). Na Figura 11, ilustra esses mecanismos.
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Figura 11 - Mecanismo de acdo da exopeptidase e endopeptidase
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Fonte: Elaborada pela autora

As proteases exercem fungdes fisioldgicos essenciais complexas e conduzir fungdes
regulatorias do organismo vivos presentes em nosso planeta. A sua presenga no meio
extracelular, promove a hidrolise de proteinas e intracelularmente regula processos
metabolicos. Devido a sua importancia nos processos fisiologicos, podem ser obtidas de fontes
animais, de plantas e de microrganismos — sendo esta ultima, em sua maioria, mais estaveis e
de producao facilitada, podendo ter origem bacteriana, fingica ou viral (Giongo, 2006).

As proteases bacterianas participam de diversos processos quimicos, alimenticios e
farmacéuticos, gracas a sua alta atividade catalitica. O género Bacillus spp., por exemplo, &
empregado na fabricacdo de cerveja, queijos, adogantes artificiais € medicamentos (Giongo,
2006; Amorim, 2018).

As proteases bacterianas pertencentes ao género Bacillus spp. produzem proteases
extracelulares com atividade em faixa especifica pH, podendo atuar em meios 4cidos, neutros
ou alcalinos (Giongo, 2006).

Na presenga de inibidores, as enzimas proteoliticas bacterinas podem ter sua atividade
reduzida ou mesmo inativada. Os inibidores podem ser irreversiveis, quando se ligam
permanentemente a enzima, modificando sua estrutura ou sitio de ativo; ou reversivel. Os
reversiveis podem se ligar ao sitio ativo ou a outra regido da cadeia polipeptidica, impedindo a
ligagdo do substrato. Eles sdo classificados como competitivo, incompetitivo ou misto (Giongo,
2006).

A enzima Alcalase®, proveniente do Bacillus licheniformis, ¢ classificada como serina

protease II, do grupo das subtilisinas, sendo utilizada em industrias alimenticias, quimicas e
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farmacéuticas (Giongo, 2006; Amorim, 2018).

3.8 Alcalase®

A enzima Alcalase® (CE 3.4.21.14), descoberta pela empresa farmacéutica Novo
Nordisk (Bagsvaerd, Dinamarca), ¢ produzida por meio de fermentagao submersa por Bacillus
licheniformis. Sua principal aplicagdo esta na preparagao de diversos hidrolisados proteicos.
Caracterizada como uma serina endopeptidase, a Alcalase® contém em sua composi¢do uma
subtilisina A (Amorim, 2018). Possui densidade de 1,25 g/mL, e sua atividade é expressa em
Unidades Anson (AU), com atividade especifica de 2,4 U/g. Sua massa molecular ¢ de
aproximadamente 27 kDa, conforme informagdes fornecidas pela empresa Merck. Para
referéncia, uma unidade ¢ definida como a quantidade de enzima capaz de liberar 1,0 pmol de
L-tirosina de hemoglobina por minuto, a 25 °C e pH 7,5 (© 2023 Merck kgaa, 2023).

A Alcalase® ¢ considerada uma serina endopeptidase, apresentando em sua estrutura a
triade catalitica classica de aminoacidos: serina, aspartato e histidina (Polgar, 2005). Essa
enzima mantém atividade eficiente a temperatura ambiente, em uma faixa de pH de 5 a 11,
apresentando maior redugdo de atividade em valores acidos do que em valores mais alcalinos.
A Alcalase® também apresenta estabilidade em meios organicos como 2-metil-2-propanol e
etanol, o que permite sua utilizacdo em diversas reacdes (Tacias-pascacio et al., 2020).

O sitio catalitico da Alcalase® possui residuos com caracteristicas nucleofilicas,
capazes de se ligarem com facilidade a residuos eletrofilicos doadores de protons do substrato,
formando ligagdes covalentes e gerando um intermedidrio covalente. Apresenta afinidade por
substratos como cisteina, azocaseina, dcidos de a-L-aminoacidos e a proteinas da soja. Seu sitio
ativo atua na quebra de ligagdes peptidicas de aminoacidos com residuos hidrofébicos, como
preferéncia pela extremidade C-terminal, liberando residuos carboxi-terminais hidrofobicos,
como serina, valina, leucina e histidina (Amorim, 2018).

A Alcalase® ¢ uma proteina globular monomérica pequena, cujo sitio ativo se localiza
na interface entre os dominios o e 3 de sua estrutura, demostrando que conformagao secundaria
da enzima ¢ fundamental para sua atividade catalitica (Ma et al., 2011).

Além de atuar nas industrias quimicas, alimenticias e téxtil, a Alcalase® também tem
potencial de aplicagdo na industria farmacéutica, podendo ser incorporada a formulacdes de
medicamentos. Apresenta um duplo mecanismo de agdo contra bactérias: o primeiro ¢ a
capacidade de degradar biofilmes bacterianos, promovendo a quebra das substincias

poliméricas extracelular; o segundo ¢ a quebra de adesinas presentes na superficie de bacteriana,
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impedindo a ligagdo das bactérias a tecidos lesionados do corpo humano, o que favorece o
processo de cicatrizacdo. Na Figura 12 apresenta a representagdo do duplo mecanismo de agao

desta enzima. (Weldrick, 2019; Amorim, 2018).

Figura 12 - Representacdo do duplo mecanismos de a¢do da enzima Alcalase®
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Fonte: Elaborada pela autora

3.9 Imobilizacao

As enzimas sao biodegradaveis, biocompativeis e derivadas de recursos renovaveis. Sua
utilizacdo pode ocorrer sob condi¢des brandas de temperatura, pH e pressdo, gerando menos
residuos e promovendo maior economia. Sao estaveis em pH fisioldgico, seletivas e especificas
nas reagdes que catalisam. No entanto, apresentam como desvantagem a instabilidade de sua
atividade catalitica e térmica ao longo do tempo. Diante disso, surge a necessidade de
tecnologias que promovam melhorarias nesses aspectos. A imobilizagdo enzimatica visa
atender a essas demandas, viabilizando sua aplicagao pratica e comercial por meio da ampliagao
da estabilidade térmica e da atividade enzimatica durante sua utilizagdo em processos
industriais e formulagdes de produtos de uso prolongado (Sheldon et al., 2013).

Os métodos de imobilizagdo podem ser classificados como adsor¢do em suporte,
encapsulamento em suporte, reticulacdo sem suporte e entre outros. O aprisionamento

geralmente requer a sintese da matriz polimérica na presenga da enzima. O suporte utilizado
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pode ser um biopolimero, um polimero organico sintético ou um polimero inorganico(Sheldon
etal., 2013).

Alguns polimeros apresentam mudangas conformacionais em resposta a estimulos
quimicos e/ou fisicos e sao denominados por polimeros inteligentes ou smart polymers. Os
estimulos quimicos ou internos incluem variagdo de pH, tipo de solvente, reconhecimento
bioldgico ou enzimatico, e reconhecimento quimico. J4 os estimulos fisicos ou externos incluem
temperatura, luz, corrente elétrica e campo magnético. (Vera et al., 2020). Um exemplo de
polimero inteligente responsivo a variacdo de pH ¢ o 4cido poliacrilico: com o aumento do pH,
sua cadeia conformacao colapsada se estende, adquirindo uma nova conformagdo (Yu et at.,
2024)

As enzimas podem ser imobilizadas em hidrogéis ou criogéis, naturais ou sintéticos. A
secagem parcial de hidrogéis com didmetros e espessura especificas, realizada a temperatura
ambiente, pode gerar hidrogéis em forma de lente, conhecidos por Lentikats. Esses materiais
apresentam estabilidade mecanica, facilidade de separacdo e resisténcia a degradagdo, sendo
uteis no aprisionamento de biocatalisadores, incluindo células inteiras. As enzimas livres

também podem ser utilizadas para a producdo de Lentikats (Sheldon et al., 2013).

3.10 Encapsulamento

O encapsulamento ¢ uma técnica que cria uma camada protetora ao agente ativo,
protegendo-o contra fatores externos que possam degradéa-lo. Fatores que influenciam a escolha
dessa técnica de imobilizacdo incluem o local de aplicagdo do produto, as propriedades
quimicas, fisicas, bioldgicas e fisico-quimicas tanto do ativo quanto do suporte da imobilizagao,
além do mecanismo de liberacdo desejado para o ativo. Entre as vantagens, destaca-se a
possibilidade de realizar uma liberagao direcionada e controlada do ativo, possibilitando, o que
pode aumentar a eficiéncia do produto e seu tempo de vida util (Paolini, 2023).

O método da encapsulacao pode ser realizado por meio da técnica de gelificagao i6nica,
que consiste na formacao de estruturas gelatinas com formato esférico, resultantes da interacao
entre cargas opostas do polieletrdlito e do ativo, como representado na Figura 13 (Paolini,

2023).



39

Figura 13 - Sistema de interagdo de cargas opostas do Carbopol contendo o grupo carboxilico

negativo, enzima Alcalase® positiva e o extrato de Punica granatum L. negativo
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Fonte: Elaborada pela autora

Ao encapsular o material ativo, este deve permanecer no nucleo da capsula formada, a
fim de ser protegido contra a variagdes de temperatura, umidade, pH, radiagdo ultravioleta, além
da evaporagdo de compostos volateis (Paolini, 2023).

Para que o ativo seja liberado gradativamente no local desejado, é necessario conhecer
as propriedades do encapsulante e as caracteristicas fisico-quimicas do material ativo,
permitindo o acionamento do sistema de liberagdo das cdpsulas formadas. Esse sistema pode
ser ativado por gatilhos, como temperatura, variacdo do pH, acdo mecanica, difusdo, entre
outros mecanismos (Paolini, 2023). Na Figura 14, estd representado o sistema de liberagdao do

ativo encapsulado por meio do gatilho da agdo mecanica.
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Figura 14 - Sistema de acionamento de liberag¢do do ativo da parte de dentro do encapsulamento
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Fonte: Elaborada pela autora

Um exemplo de agente com propriedade encapsulante sdo os géis derivados do acido
poliacrilico (Carbopol), por possuirem estruturas poliméricas capazes de carregar substancias
de interesse, como enzimas, em seus grupos funcionais, por meio de interacdes promovidas
pelas forgas de van der Waals, ligagdao de hidrogénio ou atragdo eletrostatica. A possibilidade
de o Carbopol apresentar tamanho reduzido, entre 20 a 200 nm, também contribui para uma

excelente permeabilidade e responsividade a estimulos para a sua liberagdo (Weldrick ef al.,
2019).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

Neste trabalho, foi utilizado Carbopol 996 da empresa Ely Martins (Sdo Paulo, Brasil).
A enzima Alcalase® , uma protease derivada de Bacillus licheniformis, foi adquirida da
empresa Sigma-Aldrich (St. Louis, USA), com atividade minima especificada de > 2.4U/g de
produto comercial, conforme informado pelo fabricante. O substrato caseina também foi
adquirido da empresa Sigma-Aldrich.

O extrato de roma foi comprado da empresa Néctar Plus (Crato, Brasil). Acido galico
anidro purissimo ¢ a solugdo de Folin-Ciocalteu fenol 2M foram obtidos da empresa Exodo
Cientifica (Sumaré, Sao Paulo). O hidroxido de s6dio em micro pérola P.A., acido
tricloroacético P.A., fosfato de sddio bibasico anidro P.A., fosfato de s6dio monobasico anidro
P.A. foram adquiridos da empresa Neon Comercial (Suzano, Brasil). Todos os outros reagentes

quimicos utilizados foram de grau analitico e de diferentes marcas comerciais.

4.2 Métodos

4.2.1 Ensaios preliminares

4.2.1.1 Determinagdo das condic¢oes experimentais para medi¢do da atividade enzimadtica

4.2.1.1.1 Atividade enzimatica

O método utilizado para a determinagdo da atividade enzimadtica da enzima Alcalase®
foi adaptado da literatura (Miranda, 2012; Weldrick et al., 2019). As amostras consistiam em
caseina a 2,5% m/v dissolvida em tampao TRIS-HCI (pH 8,0), que foram incubadas a 37°C por
10 minutos. Em seguida, adicionou-se a enzima diluida ou as amostras descritas na Tabela 1,
procedendo-se a uma nova incubag¢do por mais 20 minutos a 37°C.

As reacOes foram interrompidas com 4cido tricloroacético 5% m/v, seguida de
centrifugacao. O sobrenadante foi entdo misturado ao hidroxido de sddio 2 M e a absorbancia

foi medida a 280 nm no espectrofotometro.
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Um controle foi realizado da seguinte forma: tampao TRIS-HCI (pH 8,0) e enzima
diluida (ou amostras) foram incubadas a 37°C por 30 minutos. Apos esse periodo, adicionou-
se acido tricloroacético 5% m/v e, em seguida, o substrato (caseina a 2,5% m/v). A mistura foi
centrifugada, o sobrenadante foi tratado com hidréxido de s6dio 2 M e a absorbancia foi medida
a 280 nm no espectrofotometro.

A atividade enzimatica foi calculada com base na equacdo adaptada Li ef al., (2024) e

Pande et al., (2006):

U ) B (Abs amostra — Abs controle) * Vt = df

Ativi o (_ _
tividade enzimatica - 14150 * 1,0 % t * Vs

Onde:

e Vt: Volume total (2,5 mL)

e Vs: Volume da amostra (0,02 mL)

e 14150: Coeficiente de extingdo do nimero de residuos de cisteina (M '*cm™)
e 1,0: Comprimento do caminho dptico (cm)

e t: tempo de reacdo (20 minutos)

e df: Fator de diluigao
Uma unidade de atividade enzimatica (U) foi definida como a quantidade de enzima,
sob as condi¢des descritas, capaz de promover um aumento de 0,01 unidade de absorbancia a

280 nm por minuto de digestao.

Tabela 1 — Descrigao das amostras utilizadas na determinagao da atividade enzimatica

Numero Amostra

1 Alcalase® + Polietilenoglicol 5.800

2 Alcalase® + Polietilenoglicol 5.800 + Extrato de roma comercial

3 Alcalase® + Polietilenoglicol 5.800 + Carbopol base 0,6% m/v

4 Alcalase® + Polietilenoglicol 5.800 + Carbopol base 0,6% m/v + Extrato de roma

comercial
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5 Alcalase® + Polietilenoglicol 6.000

6 Alcalase® + Polietilenoglicol 6.000 + Extrato comercial de roma

7 Alcalase® + Polietilenoglicol 6.000 + Carbopol base 0,6% m/v

8 Alcalase® + Polietilenoglicol 6.000 + Carbopol base 0,6% m/v + Extrato comercial de
roma

9 Alcalase® + 2,5 mg de agticar trealose

10 Alcalase® + 2,5 mg de aguicar trealose + Extrato comercial de roma

11 Alcalase® + 2,5 mg de agucar trealose + Carbopol base 0,6% m/v

12 Alcalase® + 2,5 mg de agticar trealose + Carbopol base 0,6% m/v + Extrato comercial
de roma

Fonte: Elaborada pela autora

4.2.1.1.2 Diluigao do extrato comercial da enzima Alcalase®

A metodologia empregada para a determinacdo da atividade enzimatica, descrita no item
4.2.1.1.1, fo1 modificada em relagdo as amostras utilizadas na realizacdo deste ensaio. As
amostras foram compostas pelo extrato enzimatico comercial da Alcalase ®, diluido de 1 até
1/500 (v/v) em tampao TRIS-HCI pH 8,0, mantendo-se o volume de 20 pL por amostra, a
temperatura ambiente.

As leituras foram realizadas no espectrofotometro, no comprimento de onda de 280 nm,

e a atividade foi reportada U/mL (Li et al., 2024; Pande et al., 2006).

4.2.1.1.3 Estabilidade térmica

A metodologia empregada para a determinacao da atividade enzimatica foi descrita no
item 4.2.1.1.1, com a modificacdo da temperatura de incubagdo das amostras antes de serem
adicionadas no protocolo de ensaio. As amostras (enzima soluvel diluida 1/400 v/v) foram

previamente incubadas em temperatura variando de 30°C a 70°C.
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Foram retiradas aliquotas a cada cinco minutos, durante um periodo total de 15 minutos,
para a determinag¢do da atividade da enzima.

O acompanhamento da atividade enzimatica foi realizado considerando que a atividade
residual a cada tempo foi expressa como percentual da atividade enzimatica inicial, ou seja, a

atividade relativa (Pessato, 2014).

4.2.1.1.4 Tempo de incubagao ideal para o protocolo de atividade enzimatica

A metodologia empregada para a determinacdo da atividade enzimatica, descrita no item
4.2.1.1.1, foi modificada em relagdo ao tempo de incubagdo, que variou entre 10 a 20 minutos.

No controle, o tempo de incubagdo a variou entre 20 a 30 minutos. Esse acréscimo de
10 minutos foi necessario porque, para cada tempo de incubagdo testado, a amostra foi
previamente incubada como o substrato por 10 minutos antes da adi¢ao da enzima, momento
em que se iniciava a hidrélise da caseina.

O acompanhamento da atividade enzimatica foi realizado considerando a atividade
residual em cada tempo, expressa como percentual da atividade enzimatica inicial, ou seja, a

atividade relativa (Pessato, 2014).

4.2.1.1.5 Efeito da concentragdo do substrato na atividade enzimatica

Para a determinagao do efeito da concentragdo do substrato na atividade enzimatica,
foram utilizadas diferentes concentracdes de caseina, mantendo-se constante a quantidade de
enzima soluvel diluida 1/400 (v/v) em tampao TRIS-HCI1 50 mM, pH 8,0, conforme descrito no
protocolo realizado no item 4.2.1.1.1.

Foi preparada uma solugdo de caseina a 5% m/v em tampao TRIS-HCI 50 mM, pH 8,0.
A partir dessa solucao, foram retirados volumes correspondentes as concentragdes finais de
0,1% (m/v) a 1,3% (m/v) para o volume final de 2 mL.

As leituras foram realizadas no espectrofotometro, no comprimento de onda de 280 nm,

e a atividade enzimatica foi expressa em U/mL (Li et al., 2024; Pande ef al., 2000).

4.2.2 Preparo de solugoes para promover a estabilizacdo da enzima frente ao extrato de romd

4.2.2.1 Solugdo de Alcalase® e Polietilenoglicol 5.800
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Pesou-se 50 mg de Polietilenoglicol (PEG) com massa molar média (Mn) de 5.800, que
foi disperso em agua ultra pura. Em seguida, adicionou-se a solugdo formada 150uL da enzima
Alcalase® e completou o volume até 25 mL. O pH foi ajustado para 5,5 com solugao de
hidréxido de sodio 0,25 M. A solugdo permaneceu em repouso por 30 minutos, em temperatura
ambiente e sem agita¢do, para permitir a formagao de interagdes entre o PEG e a proteina. Apds
esse periodo, o volume foi completado para 50 mL e o pH novamente ajustado, se necessario.
A solugdo final foi levada ao agitador tipo shaker, sob agitacao de 110 rpm, a 37°C, por 30

minutos.

4.2.2.2 Solugdo de Alcalase®, polietilenoglicol 5.800 e extrato de romd comercial a 1%

Com base no procedimento descrito em 4.2.2.1, apos o repouso inicial de 30 minutos
para interagdo PEG-proteina, adicionou-se 0,5 mL de extrato comercial de roma. A seguir, o
volume foi completado para 50 mL com agua ultrapura, e o pH ajustado para 5,5. A solugdo foi

entdo agitada por 30 minutos, a 110 rpm e 37°C.

4.2.2.3 Solugdo de Alcalase®, PEG 5.800 e Carbopol 0,1%

Ap0s seguir os passos iniciais do item 4.2.2.1 para a preparagao da solugdo de Alcalase®
com PEG 5.800, preparou-se separadamente a solu¢ao base de Carbopol 0,6% m/v, pesando-se
8,33 g do polimero e dispersando-o em 15 mL de agua ultrapura sob agitagdo (170 rpm,
temperatura ambiente). A solu¢do de PEG e Alcalase® foi entdo vertida sobre o gel de
Carbopol, homogeneizada a 110 rpm em temperatura ambiente, completando-se o volume para
50 mL com agua ultrapura. O pH foi ajustado para 5,5 e a solugdo final foi agitada em shaker

por 30 minutos, a 110 rpm e 37°C.

4.2.2.4 Solugao de Alcalase®, PEG 5.800, Carbopol 0,1% e extrato de roma comercial a 1%

Seguindo o mesmo protocolo descrito no item 4.2.2.3, preparou-se a solucdo de
Alcalase® com PEG 5.800, que permaneceu em repouso por 30 minutos em temperatura
ambiente e sem agitacdo. Simultaneamente, a base de Carbopol 0,6% m/v foi preparada
dispersando-se 8,33 g em 15 mL de é4gua ultrapura sob agitacdio a 170 rpm. Apds a
homogeneizag¢ao, a solu¢ao contendo PEG e enzima foi cuidadosamente vertida sobre a solugao

de carbopol, sendo a mistura agitada a 110 rpm, em temperatura ambiente, por 30 minutos.



46

Decorrido esse tempo, adicionou-se 0,5 mL do extrato de roma comercial. Em seguida,
completou-se o volume final para 50 mL com 4gua deionizada, verificando-se e ajustando-se o

pH para 5,5 com solugdao de NaOH 0,25 M, se necessario.

4.2.2.5 Solugoes contendo polietilenoglicol 6.000 e agucar trealose

As solugdes com PEG 6.000 e trealose seguiram os mesmos procedimentos descritos
nos itens 4.2.2.1 a 4.2.2.4, substituindo-se o0 PEG 5.800 por PEG 6.000. Para as preparagdes
com trealose, foram pesados 2,5 g do agucar, que foi solubilizado em agua ultrapura antes de

ser incorporado as respectivas solucdes.

4.2.3 Efeito do extrato de roma na atividade enzimadtica e preparagdo do gel base de Carbopol
996 0,6% m/v para imobilizacdo da enzima Alcalase® e incorporacio do extrato comercial

de roma

4.2.3.1 Efeito do extrato comercial de romad sobre a enzima soluvel

Em 25 mL de agua ultrapura, foram adicionados 150 pL de Alcalase®, com o pH
ajustado para 5,5 utilizando solugdo de hidréxido de sodio 0,25 M, sob agitagdo a 100 rpm.
Ap6s 30 minutos, foram adicionados 500 pL de extrato comercial de roma e o volume foi
ajustado para 50 mL. O pH foi novamente ajustado para pH para 5,5 com a mesma solugao
alcalina, mantendo-se agitado a 110 rpm. Em seguida, retirou-se uma aliquota de 20 uL da
amostra para a realizagdo do ensaio da atividade enzimatica, conforme descrito no item

4.2.1.1.1.

4.2.3.2 Preparagdo do gel base de Carbopol 996 a 0,6% m/v

A preparagdo do gel base foi realizada pesando-se 0,6 g de Carbopol 996, que foi
transferido para um becker de vidro contendo 100 mL de agua ultrapura. A mistura permaneceu
em repouso por 24 horas. Apos esse periodo, foi submetida a agitacdo no equipamento Ultra-
Turrax, na velocidade 4, por 30 minutos. O pH da solugao foi ajustado para 5,5 com solugdo de

hidroxido de s6dio 0,25 M, seguida de agitagdo a 250 rpm por 10 minutos.
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4.2.3.3 Imobilizagdo da Alcalase® em Carbopol 996 0,1% m/v

4.2.3.3.1 Imobilizacdo da Alcalase® em Carbopol 996 a 0,1% m/v em 25 mL de 4gua ultrapura

A imobilizagdo da enzima Alcalase® foi realizada pesando-se 8,33 g do gel base de
Carbopol a 0,6% m/v, ao qual foi adicionado agua ultrapura até completar o volume de 25 mL.
A mistura foi agitada a 110 rpm, sendo entdo adicionados 150 pL de Alcalase®. O pH foi
ajustado para 5,5, utilizando solu¢do de hidréxido de sodio 0,25 M. A solugdo foi incubada em

shaker por 30 minutos, sob agitagdo a 110 rpm e temperatura de 37°C.

4.2.3.2.2 Imobilizagdo da Alcalase® em Carbopol 996 0,1% m/v para volume final de 50 mL

Na imobiliza¢do descrita no item 4.2.3.2.1, foram adicionados 25 mL de 4dgua ultra pura
para alcangar o volume final de 50 mL. O pH foi ajustado para 5,5 utilizando solu¢ao de NaOH
0,25 M.

Para a avaliacdo da atividade enzimética desta preparacdo, foi retirada uma aliquota de
2 mL, a qual foi centrifugada a 13.000 rpm durante 20 minutos. O sobrenadante foi transferido
para um microtubo de centrifugagdo e reservado. O precipitado resultante continha apenas o
gel, agora compactado. Foram retiradas aliquotas de 20 pL de ambas fra¢des para realizagcao do

ensaio de atividade enzimatica, conforme descrito no item 4.2.1.1.1.

4.2.3.4 Imobiliza¢do da Alcalase® em Carbopol 996 a 0,1% m/v com incorpora¢do do extrato

comercial de romd (volume final de 50 mL)

Na solugdo contendo a enzima Alcalase® imobilizada, preparada conforme descrito no
item 4.2.3.2.1, foram adicionados 500 pl de extrato comercial de roma. O volume foi entdao
completado para 50 mL com dgua ultrapura. Em seguida, o pH foi ajustado para 7,5 utilizando
solu¢do de NaOH 0,25 M e a mistura foi mantida sob agita¢ao por 30 minutos, a 37°C, 108 rpm,
em shaker. Apds este periodo, o pH foi reduzido para 5,5 com solugao de HCI 0,25 M. Esse
valor de pH foi selecionado por ser compativel com o pH da pele, além de favorecer a
estabilidade da enzima e a eficiéncia da imobilizacdo. A amostra foi agitada por mais 10
minutos, a 100 rpm.

Para a determinac¢do da atividade enzimatica, foi retirada uma aliquota de 2 mL, que

foi centrifugada a 13.000 rpm durante 20 minutos. O sobrenadante foi transferido para um
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microtubo de centrifugacdo e reservado. O precipitado continha gel compactado. Foram
retiradas aliquotas de 20 uL de ambas as fra¢des para a realizacdo do ensaio de atividade

enzimatica, conforme descrito no item 4.2.1.1.1.

4.2.4 Influéncia da concentragdo do gel de Carbopol 996 na atividade da enzima

Foi utilizado o gel base produzido conforme descrito no item 4.2.3.1 para realizar o
estudo do efeito do aumento da concentragao do suporte na atividade da enzima.

Para preparar o gel de Carbopol 996 a 0,2% m/v, foram pesados 33,3 g do gel base a
0,6% m/v. Ja para a preparacao do gel a 0,3% m/v, foram utilizados 50 g do mesmo gel base.
Apobs a pesagem, seguiu-se o protocolo de imobilizagdo descrito para o gel a 0,1% m/v,

conforme apresentado nos itens 4.2.3.2 ¢ 4.2.3.3.

4.2.5 Eletroforese SDS-PAGE

A eletroforese foi utilizada para a analise qualitativa de proteinas por gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE), empregando-se a metodologia de Laemmli (1970). O tampao de
ruptura para desnaturacdo da enzima foi preparado conforme a metodologia proposta por
Garcia-Galan ef al. (2014).

Para a analise das amostras de enzimas imobilizadas e da enzima soltvel, foram
utilizados 20 pL de amostra misturados com 20 pL de tampdo de ruptura. A mistura foi
incubada a 100 °C durante 10 minutos. Em seguida, uma aliquota de 12 pLL de imediatamente
aplicada em gel de poliacrilamida a 12 %.

A eletroforese foi realizada sob tensao constante de 110 V, utilizando uma célula tetra-
Miniprotean (Biorad). Um marcador de proteinas de baixo peso molecular (14,4 - 97 kDa) foi
utilizado como padrdo. Ao término da corrida, o gel foi corado com Coomassie Brilliant Blue

G-250.

4.2.6 Concentracdo de fendis totais

Para a quantificagdo dos fenois totais, foi construida previamente uma curva de

calibragcdo com acido galico, seguido a metodologia descrita por Cheung, Cheung e Oi (2003).
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4.2.6.1 Construgdo da curva de calibragdo com dcido galico

A solugao padrao com acido galico na concentragao de 0,07 mg/mL foi diluida em 1
mL de etanol e posteriormente adicionada em 9 mL de 4gua destilada, totalizando o volume de
10,0 mL.

Foram utilizados 11 tubos de ensaio, sendo adicionadas aliquotas de 0 a 0,5 mL da
solugdo padrdo e completado para o volume de 0,5 mL com adi¢do de etanol a 10%. Os tubos
foram tampados e reservados. No tempo zero, adicionou-se 0,5 mL de solugdo de Folin-
Ciocalteu em cada tubo, sendo agitado no vortex. Apds 3 minutos, foi adicionado em cada tubo
0,5 mL de solu¢ao de Na.COs saturado a mistura e completado o volume final de 5 mL com
agua destilada, agitando-se novamente no vortex. Todos os tubos foram mantidos no escuro
durante 90 minutos e lidos na absorbancia de 725 nm (Cheung et al., 2003).

O calculo da curva padrao absorbancia versus mg de acido galico/mL foi conduzido
com valores de absorbancia dentro da faixa linear do espectrofotdmetro (0,1 - 1,0), tendo o

coeficiente de regressdo linear (R?) obtido superior a 0,98, como demonstrado no Apéndice 1.

4.2.6.2 Analise das amostras

Para a determinacao da concentracao dos fendis, foi utilizado 0,5 mL do sobrenadante
e do precipitado realizado no item 4.2.3.3, referente a imobilizagdo da Alcalase® e incorporacao
do extrato comercial de roma em Carbopol 996 a 0,1%.

O controle foi preparado com 0,5 mL de etanol a 10%. O controle positivo foi preparado
com 0,5 mL da solugdo de acido gélico.

Os tubos foram tampados e reservados. No tempo zero, adicionou-se 0,5 ml de solug¢do
de Folin-Ciocalteu em cada tubo, sendo agitado no vortice. Apds 3 minutos, foi adicionado em
cada tubo 0,5 ml de solugdao de Na>xCOj saturado a mistura e completado o volume final de 5
ml com adicdo de agua destilada, agitando-se novamente no vortice. Todos os tubos foram
mantidos no escuro durante 90 minutos e lidos na absorbancia do comprimento de onda de 725

nm (Cheung ef al., 2003).

4.2.7 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

As andlises de FTIR foram realizadas seguindo a metodologia de Reis (2021), com

adaptagdes, e foram conduzidas em espectrometro de Infravermelho por Transformada de
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Fourier utilizando um equipamento Crary 630 da Agilent Technologies. As amostras foram
previamente liofilizadas a 76 mmHg a -96°C no liofilizador K108 e inseridas diretamente no
espectrofotometro. Os espectros de absorbancia foram coletados com comprimento de onda na

faixa de 650 - 4000 cm™', com resolucdo espectral de 1 cm™ e 32 scans.

4.2.8 Determinacdo do potencial zeta

Este ensaio foi utilizado para determinar o diametro hidrodindmico médio das particulas
das amostras e seu potencial zeta. Foi utilizada a metodologia adaptada dos autores Weldrick,
Hardman e Paunov (2019). A medicdo ocorreu a 25°C, usando o equipamento Malvern
Zetasizer Nano ZS. O potencial zeta foi medido utilizando uma cubeta de quartzo e uma célula
de imersao ZEN1002, com um indice de refracao de 1,50 e absorcao de 0,001 com a dilui¢ao

de 1:100 UFC em é4gua ultrapura.

4.2.9 Analise reologica

O estudo da reologia foi realizado para identificar a resisténcia do gel formulado a um
fluxo constante. Utilizou-se o viscosimetro Brookfield DV-III Ultra Programmable Rheometer,
acoplado a uma unidade de refrigeragdo SL-130 da Solab, na temperatura de 30°C. Esse
equipamento permite medir eletronicamente a for¢a de torcdo e converté-la em viscosidade,
gerando o resultado em milipascal (mPa.s). O ensaio foi realizado em triplicata utilizando 30
mL da amostra e um cilindro com o spindle LV3 63 submerso na amostra analisada, para medir
a forca necessaria para superar a resisténcia a rotagao. Foi utilizada a metodologia adaptada do

autor Chorilli (2007).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Ensaios preliminares

5.1.1 Determinacdo das condicoes experimentais para medicdo da atividade enzimdtica

5.1.1.1 Diluicdo da enzima comercial

Para a determinagao da atividade enzimatica da Alcalase®, foi realizado o protocolo de
ponto final utilizando como substrato a caseina. Inicialmente, o extrato enzimatico comercial
foi utilizado sem diluicdo. No entanto, a alta atividade enzimatica ndo permitiu trabalhar sem
dilui¢do, uma vez que o valor de absorbancia (Abs) obtido ndo estava em conformidade a Lei
de Lambert-Beer, que prevé que as medi¢des de absorbancias devem ficar na faixa de 0,1 a 1.
Vale ressaltar que extratos comerciais enzimaticos, mesmo contendo aditivos, podem sofrer
com autocatalise (auto hidrélise), o que pode interferir nos resultados (Galo ef al., 2009).

Como podemos observar na Tabela 2, a diluicdo de 1/400 esta dentro do intervalo
recomendado pela lei de Lambert-Beer, com o valor de Abs de 0,328, mesmo considerando o
erro experimental de 10%. Além disso, cabe destacar que, em nosso laboratorio, opta-se por
realizar o experimento dentro da faixa de absorbancia de 0,2 a 0,8, visando garantir resultados
mais confiaveis e seguros. O valor obtido na dilui¢do de 1/400 também se encontra dentro desta

faixa.

Tabela 2 - Avaliagdo da atividade do extrato comercial enzimatico da enzima Alcalase® na
hidrélise de caseina se iniciando sem dilui¢ao e indo até 1/500 em tampao TRIS-HCI 50 mM,

pH 8,0

Dilui¢do  Absorbancial  Absorbancia2  Atividade Atividade Atividade
enzimatica  enzimatica 2 Enz. Média
1(U/mL) (U/mL) (U/mL)

1 2,238 2,269 0,001 0,001 0,001+0,000
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1/100 1,171 1,119 0,052 0,049 0,051+0,002
1/200 0,739 0,75 0,065 0,066 0,066+0,001
1/300 0,579 0,547 0,077 0,072 0,075+0,003
1/400 0,338 0,318 0,060 0,056 0,058+0,002
1/500 0,341 0,288 0,075 0,064 0,069+0,008

Fonte: Elaborada pela autora

A Tabela 2 mostra a relacdo entre a dilui¢do da enzima Alcalase® ¢ a atividade
enzimatica medida. Para as diluigdes mais altas, especialmente a amostra sem dilui¢do ¢ as
diluicoes 1/100, as leituras de absorbancia ultrapassaram o limite de 1,0, indicando que a enzima
estava muito concentrada para gerar uma leitura precisa, de acordo com a Lei de Lambert-Beer.
Isso comprometeria a linearidade da relacdo entre concentragdo e absorbancia, o que ¢ um ponto
critico em espectrofotometria.

As dilui¢des de 1/200 a 1/500 apresentaram valores de absorbancia dentro da faixa
recomendada, entre 0,1 e 1,0, com destaque para a dilui¢do de 1/400, que apresentou a melhor
conformidade com os valores esperados, com um valor médio de absorbancia de 0,328,
considerado adequado para a realizagdao do experimento. A atividade enzimatica média também
seguiu um padrao esperado, com valores mais altos observados nas dilui¢des mais baixas, e

uma ligeira reducdo conforme o fator de dilui¢do aumentava.

5.1.1.2 Estabilidade térmica a diferentes temperaturas

Para avaliar o efeito da temperatura na estabilidade da enzima Alcalase®, realizou-se
um ensaio no qual a enzima foi previamente incubada a diferentes temperaturas (30 °C, 40 °C,
50°C, 60°C e 70°C) antes de ser adicionada ao substrato. Os resultados obtidos estdo

representados na Figura 15.

Figura 15 - Efeito da temperatura na atividade da enzima Alcalase® durante a hidrélise de

caseina a 30°C, 40°C, 50°C, 60°C e 70°C em tampao TRIS-HCI 50 mM, pH 8,0. As atividades
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iniciais em absorbancia foram: 0,312 (30 °C), 0,276 (40 °C), 0,255 (50 °C), 0,175 (60 °C) e
0,202 (70 °C), sendo as atividade enzimatica inicial no tempo de zero minuto de 0,000276 U/mL
(30°C), 0,000244 U/mL (40 °C), 0,000226 U/mL (50 °C), 0,000151 U/mL (60 °C) e 0,000178
U/mL (70 °C) A concentragdo de proteina foi mantida constante em 0,095 + 0,005 mg/mL.

Atividade relativa (%)

Tempo de incubagéo (min)

Fonte: Elaborada pela autora

Observa-se na Figura 15 que, a temperatura de 30 °C, a enzima manteve 100% de sua
atividade ap6s 15 minutos de incubacdo, indicando auséncia de desativacdo térmica nesse
intervalo de tempo. A medida que a temperatura aumenta, verifica-se uma redugdo progressiva
da atividade enzimatica. Em 40 °C, embora haja uma diminui¢ao da atividade, nao foi possivel
determinar o tempo de meia-vida dentro dos 15 minutos avaliados. Ja nas temperaturas de 50 °C
e 60 °C, a meia-vida da enzima foi inferior a 10 minutos, evidenciando uma maior sensibilidade
térmica. Notavelmente, a 70 °C, a enzima perdeu toda a sua atividade em menos de 5 minutos,
indicando uma rapida desnaturagdo sob essa condi¢do térmica.

A Figura 15 ilustra o perfil de estabilidade térmica da enzima Alcalase® frente a
diferentes temperaturas. A manutencdo da atividade enzimatica a 30 °C sugere que essa
temperatura ¢ adequada para processos que requerem estabilidade prolongada da enzima. A

redugdo da atividade com o aumento da temperatura indica uma maior taxa de desnaturagao
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térmica, comum em proteinas enzimaticas, devido a quebra de interagdes ndo covalentes que
mantém sua estrutura tridimensional. A perda completa de atividade a 70 °C em menos de 5
minutos destaca a limitacdo da enzima em processos industriais que operam em altas
temperaturas, sendo crucial considerar essas caracteristicas para aplicagdes tecnologicas que

envolvam a Alcalase®.

5.1.1.3 Tempo de incubagdo ideal para o protocolo de atividade enzimatica

Tabela 3 - Produto da hidrolise da caseina quantificado em valores de absorbancia média com

o desvio padrao do tempo de incubagdo 10 a 20 minutos

Amostra Absorbancia Atividade Absorbancia Atividade
média em 10 enzimatica média em 20 enzimatica
minutos média em 10 minutos média em 20
minutos minutos
(U/mL) (U/mL)
Enzimaa36ha  0,116+0,043 0,000102 0,109 + 0,004 0,000048
25°C em agua
deionizada
Enzimaa36ha 0,096 + 0,002 0,000085 0,121 + 0,007 0,000054
25°C em

carbopol 0,1%

Fonte: Elaborada pela autora

A Tabela 3 apresenta os valores médios de absorbancia e atividade enzimatica obtidos
ap6s 10 e 20 minutos de incubagdo para a enzima Alcalase® em suas formas soluvel e
imobilizada. Observa-se que, para a enzima soluvel, a absorbancia média foi de 0,116 0,043
em 10 minutos e 0,109 0,004 em 20 minutos, indicando uma leve diminui¢do na quantidade
de produto formado ao longo do tempo. Em contrapartida, a enzima imobilizada apresentou um
aumento na absorbancia média de 0,096+ 0,002 em 10 minutos para 0,121 £0,007 em 20
minutos, sugerindo que a imobilizagdo pode ter causado um retardo na liberagao do produto,
possivelmente devido as limitagdes difusionais impostas pelo suporte. Esses resultados indicam
que o tempo de incubag¢do influéncia de maneira distinta a atividade enzimatica, dependendo

da forma em que a enzima se encontra.
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O tempo de incubacdo em protocolos de atividade enzimatica desempenha um papel
crucial, influenciando diretamente a interacdo entre a enzima e o substrato, seja em sua forma
livre ou imobilizada. A variagdo desse parametro pode afetar significativamente a quantidade
de produto gerado, impactando na eficiéncia da reagao.

Na Tabela 3, observa-se que, para a enzima soluvel, os valores de absorbancia média
foi de 0,116+ 0,043 apo6s 10 minutos e 0,109 £0,004 apds 20 minutos de incubacdo. Esses
resultados indicam que a maior parte do produto foi formada nos primeiros 10 minutos, com
uma leve diminui¢do ao longo do tempo, possivelmente devido a saturacdo do sistema ou a
inativacdo parcial da enzima.

Por outro lado, a enzima imobilizada apresentou uma absorbancia média de
0,096 £0,002 em 10 minutos, aumentando para 0,121 +£0,007 em 20 minutos. Esse
comportamento sugere que a imobiliza¢do pode ter causado um retardo na liberacao do produto,
possivelmente devido as limitacdes difusionais impostas pelo suporte, exigindo um tempo
maior para atingir uma conversao semelhante a da enzima solivel. Esse fendmeno ¢ consistente
com a literatura, que relata que a imobilizagao enzimatica pode levar a alteracdes na cinética da
reacdo devido a barreiras fisicas a difusdo do substrato até o sitio ativo da enzima (Illanes,
2008).

Ao comparar os resultados obtidos para ambas as formas da enzima, verifica-se que, em
10 minutos, a enzima soluvel produziu uma quantidade maior de produto em comparacao a
forma imobilizada. No entanto, apés 20 minutos, os valores de absorbancia tornaram-se
semelhantes, indicando que, com um tempo de incubag¢ao adequado, a enzima imobilizada pode
alcancar uma atividade comparavel a da enzima soluvel.

Dessa forma, conclui-se que o tempo de incubagao das amostras interfere nos resultados,
sendo o tempo de 20 minutos considerado ideal tanto para a enzima em sua forma soluvel
quanto imobilizada, respeitando a margem de erro experimental de 10%.

O tempo de 36 horas em temperatura ambiente para o inicio deste ensaio deve-se a
necessidade de investigar como o tempo de incubagdo afetaria a atividade da enzima. Essa
questao surgiu apos 36 horas das amostras estarem prontas, motivando a realizagdo deste estudo
para esclarecer a influéncia do tempo de incubag¢do na atividade da enzima, tanto em seu estado
solivel quanto imobilizado.

Observa-se que os valores de absorbancia e de atividade enzimética ndo apresentam
uma correspondéncia direta. Enquanto a absorbancia reflete a quantidade de produto formado
durante a reacdo, a atividade enzimatica considera a taxa de conversao do substrato em produto

por unidade de tempo. No caso da enzima imobilizada, fatores como limitagdes difusionais
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podem retardar a interagdo entre a enzima e o substrato, afetando a eficiéncia catalitica. Assim,
mesmo que a absorbancia indique uma quantidade de produto semelhante ou superior, a
atividade enzimatica pode ser inferior devido a menor taxa de reagao. Portanto, optou-se por
utilizar um tempo de incubagao de 20 minutos, buscando compensar as limitagdes difusionais

e garantir uma conversao adequada do substrato.

5.1.1.4 Efeito da concentragdo do substrato na atividade enzimdatica

Figura 16 - Efeito do aumento da concentragdo do substrato caseina de 0,1% a 1,3% m/v na

hidrolise enzimatica realizada pela enzima Alcalase®
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Fonte: Elaborado pela autora

O ensaio foi conduzido com o objetivo de avaliar o comportamento da enzima frente a
variacdo da concentracao de substrato, especificamente na hidrélise da caseina. A Figura 16
apresenta os resultados obtidos, demonstrando que o aumento da concentracao do substrato, na
faixa de 0,10% a 1,30% (m/v), resultou em um perfil de atividade enzimatica caracteristico de

inibi¢ao por substrato.
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Observa-se que a atividade enzimatica atinge seu pico na concentragdo de 0,5% (m/v)
de caseina. Acima desse valor, ha uma diminuigdo na atividade, indicando a ocorréncia de
inibi¢do enzimatica. Concentragdes superiores a 0,7% (m/v) devem ser evitadas, pois podem
levar a subestimagao da velocidade de reacdo e da formagdo de produtos. Por outro lado,
concentragdes inferiores a 0,3% (m/v) podem ndo explorar todo o potencial catalitico da
enzima, resultando em menor produg¢ao de produto. Considerando o erro experimental e visando
minimizar os efeitos de inibi¢do, optou-se por utilizar a concentracdo de 0,3% (m/v) de
substrato nos ensaios subsequentes.

E importante ressaltar que o processo de inibi¢io por substrato pode ocorrer durante a
etapa de ligacdo do substrato ou na pré-organizacdo conformacional da enzima, conforme
descrito por Zhang et al. (2022). A caracterizacdo detalhada do mecanismo de inibi¢cdo por
substrato requer a realizagao de ensaios especificos e a obtenc¢ao de dados fisico-quimicos, os
quais ndo foram realizados neste estudo. Entretanto, os resultados obtidos indicam que a enzima

em estudo sofre inibigdo em altas concentragdes de substrato.

5.1.2 Substincias para promover a estabilizacdo da enzima frente ao extrato de roma

Agentes estabilizantes podem ser utilizados para promover a estabilidade da estrutura
proteica da enzima, aumentar a estabilidade térmica e operacional, e evitar a agregagdo e
desnaturacdo enzimatica (Soares et al., 2003).

O ensaio para promover a estabilidade da enzima por meio de substancias
estabilizadoras utilizou polietilenoglicol 5.800 e 6.000, devido a indisponibilidade de outras
opgoes com diferentes pesos molecular, além do actcar trealose. Os resultados podem ser

visualizados nas Figura 17 e 18.
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Figura 17 - Trealose e polietilenoglicol e sua influéncia na atividade enzimatica da Alcalase®
durante hidrolise da caseina 2,5% a 37 °C e pH 5,5. Trealose 5% m/v. Alcalase 0,3% v/v.
Extrato comercial de roma a 1% (Roma). Polietilenoglicol 5.800 0,1% m/v (PEG 5.800).
Polietilenoglicol 6.000 0,1% m/v (PEG 6.000). Coluna na cor preta representa a enzima soltivel

na auséncia do extrato comercial de roma e na cor vermelha na presenca do mesmo

Atividade enzimatica da enzima soltivel
na presenca de substancias estabilizadoras
Il Sem extrato comercial de roma

0,00010 B Com extrato comercial de roma

0,00008 —

0,00006 —

0,00004 —

Atividade enzimatica (U/mL)

0,00002 —

0,00000 —

x
&

Q) < o

A

db

@

Fonte: Elaborada pela autora

O acucar trealose e os polietilenoglicois (PEG) 5.800 e 6.000, em contato direto com a
enzima solivel, demonstraram aumento da atividade enzimatica. A Alcalase® soluvel
apresentou atividade de 0,000028 U/mL; com o PEG 5.800, a atividade foi de 0,000045 U/mL;
com o PEG 6.000, de 0,000060 U/mL; e com a trealose, a atividade alcangou 0,000076 U/mL.

Entretanto, ao expor a enzima soluvel e as substancias estabilizadoras ao extrato
comercial de roma, observou-se uma diminui¢do da atividade enzimatica em algumas delas: o
PEG 6.000, com o extrato de roma e a enzima, apresentou atividade de 0,000056 U/mL,
enquanto a trealose, na mesma condigao, apresentou 0,000052 U/mL. O PEG 5.800, por sua
vez, com o extrato de roma e a enzima, apresentou atividade de 0,000070 U/mL, sendo a tinica
das substancias estabilizadoras testadas que demonstrou prote¢do frente ao extrato vegetal,

conforme apresentado na Figura 17.
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Entre as substancias avaliadas para promover a estabilizagdo e aumento da atividade
enzimatica, a trealose apresentou o melhor desempenho. Esse agucar pode proteger a enzima
tanto em solugdo quanto em seu estado seco (Brom et al., 2023).

O mecanismo de prote¢do pode ocorrer de trés maneiras: reposi¢ao de agua, retengcao
de agua e vitrificagdo (BROM; PETRIKIS; PIELAK, 2023). Na reposi¢do de dgua, o acucar
substitui as ligacdes de hidrogénio estabilizadoras fornecidas pela 4gua a enzima em solucgao.
No mecanismo de retencdo de agua, o agucar aprisiona uma camada protetora de agua na
superficie da enzima seca. Ja na vitrificagdo, forma-se uma matriz amorfa e vitrea de agucar
apos a secagem da enzima imobilizada abaixo da temperatura de transi¢do vitrea da matriz.
Essa matriz limita a mobilidade da enzima, diminuindo as chances de desdobramento e
degradacdo. (BROM et al., 2023).

O polietilenoglicol, por sua vez, ¢ um agente estabilizante macromolecular que, ao se
ligar a enzima, pode evitar que alteracdes estruturais e agregagdes, promovendo um controle
fino da estabilizagdo por interagdes eletrostaticas(Soares et al., 2003; Santos et al., 2023).
Devido a indisponibilidade de PEG com menor peso molecular, ndo foi possivel aprofundar o
estudo do seu efeito sobre a enzima Alcalase®.

A trealose e 0s PEGs 5.800 e 6.000, solubilizados e colocados em contato direto com a
enzima soluvel por 30 minutos antes da imobiliza¢ao, demonstraram potencial efeito protetor a
Alcalase®, conforme ilustrado na Figura 17.

. Ao imobilizar a enzima no Carbopol 996, observou-se um aumento da sua atividade
enzimatica, indicando prote¢ao conferida pelo polimero (Figura 18-a e Figura 18-b). Mesmo na
presenca do extrato comercial de roma, o Carbopol promoveu um pequeno aumento adicional
na atividade enzimdtica da Alcalase®. A enzima imobilizada em Carbopol na presenca de
trealose apresentou maior atividade, como demonstrado nas Figuras 18-a e 18-b.

Na presenga do extrato comercial de roma, os precipitados da imobilizagdo enzimatica
contendo substancias estabilizadoras apresentaram as seguintes atividades: 0,000072 U/mL
com PEG 5.800 (0,1%) + Alcalase® (0,3%) + Carbopol (0,1%) + roma; 0,000078 U/mL com
PEG 6.000 (0,1%) + Alcalase® (0,3%) + Carbopol (0,1%) + roma; e 0,000089 U/mL com
trealose (5%) + Alcalase® (0,3%) + Carbopol (0,1%) + roma. Na formulacdo sem
estabilizadores, a atividade enzimatica foi de 0,000075 U/mL (Alcalase® 0,3% + Carbopol
0,1% + roma).

Na auséncia do extrato vegetal, as formulagdes com estabilizadores apresentaram:
0,000059 U/mL com PEG 5.800 (0,1%) + Alcalase® (0,3%) + Carbopol (0,1%); 0,000073
U/mL com PEG 6.000 (0,1%) + Alcalase® (0,3%) + Carbopol (0,1%); e 0,000099 U/mL com
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trealose (5%) + Alcalase® (0,3%) + Carbopol (0,1%). A formulacdo controle, sem
estabilizadores, apresentou atividade de 0,000015 U/mL (Alcalase® 0,3% + Carbopol 0,1%).

Figura 18 (a) - Trealose e polietilenoglicol e sua influéncia na estabilidade da atividade
enzimatica da Alcalase® imobilizada em carbopol 996, com incorporagdo do extrato comercial
de roma durante hidrolise da caseina 2,5% m/v. Resultados obtidos no precipitado a 37 °C e pH
5.,5. Trealose 5% m/v. Alcalase® 0,3% v/v. Extrato de roma comercial 1% v/v (Roma). PEG
5.800 e PEG 6.000 a 0,1% m/v. Coluna na cor preta representa a enzima soluvel na auséncia do
extrato comercial de roma e na cor vermelha na presenca do mesmo
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Figura 18 (b) - Trealose e polietilenoglicol e sua influéncia na estabilidade da atividade
enzimatica da Alcalase® imobilizada em Carbopol 996, com incorporacdo de extrato comercial
de roma durante a hidrolise da caseina 2,5% m/v. Resultados obtidos no sobrenadante a 37 °C
e pH 5,5. Trealose 5% m/v. Alcalase 0,3% v/v. Extrato de roma comercial 1% v/v. PEG 5.800
e PEG 6.000 a 0,1% m/v. Coluna na cor preta representa a enzima soluvel na auséncia do extrato

comercial de roma e na cor vermelha na presenca do mesmo
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Fonte: Elaborada pela autora

Na presenca do extrato comercial de roma, os sobrenadantes obtidos da imobilizacao
enzimatica contendo substancias estabilizadoras apresentaram as seguintes atividades:
0,000008 U/mL com PEG 5.800 (0,1%) + Alcalase® (0,3%) + Carbopol (0,1%) + roma,
0,000023 U/mL com PEG 6.000 (0,1%) + Alcalase® (0,3%) + Carbopol (0,1%) + roma; e
0,000004 U/mL com trealose (5%) + Alcalase® (0,3%) + Carbopol (0,1%) + roma. Na
formulacao sem estabilizadores, a atividade enzimatica foi de 0,000008 U/mL (Alcalase® 0,3%
+ Carbopol 0,1% + roma).

Na auséncia do extrato vegetal, as formulagdes com estabilizadores apresentaram:
0,000005 U/mL com PEG 5.800 (0,1%) + Alcalase® (0,3%) + Carbopol (0,1%); 0,000025
U/mL com PEG 6.000 (0,1%) + Alcalase® (0,3%) + Carbopol (0,1%); e 0,000012 U/mL com
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trealose (5%) + Alcalase® (0,3%) + Carbopol (0,1%). A formulacdo controle, sem
estabilizadores, apresentou atividade de 0,000073 U/mL (Alcalase® 0,3% + Carbopol 0,1%).
A Figura 18-a apresenta os resultados obtidos no precipitado das amostras, enquanto a
Figura 18-b mostra os resultados obtidos no sobrenadante. A menor atividade enzimatica
observada no sobrenadante, em comparagdo ao precipitado, pode ser atribuida a efetiva

imobilizacdo da enzima, que permaneceu retida no precipitado.

5.1.3 Efeito do extrato de romd na atividade enzimadtica e preparacdo do gel base de Carbopol

996 0,6% para a imobilizacdo da enzima Alcalase® e incorporagdio do extrato comercial de

romda
5.1.3.1 Efeito do extrato de romd na enzima soluvel

No estudo da atividade enzimatica da Alcalase® na forma solavel, foi observado um
nivel de atividade enzimatica de 0,058 + 0,002 U/mL. No entanto, na presenga do extrato
comercial de roma, a atividade da enzima foi reduzida para 0,023 + 0,001 U/mL, conforme

demonstrado na Figura 19.

Figura 19 — Atividade de hidrolise da caseina pela enzima Alcalase® soluvel, na presenca e

auséncia do extrato de roma. Alcalase® 0,3% v/v e extrato de roma 1% v/v
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Fonte: Elaborada pela autora
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A Alcalase® apresentou uma reducao de 61% em sua atividade na presenca do extrato
de roma, o que indica inibi¢do provocada pelos metabolitos secundarios presentes nesse extrato.
Esse efeito inibitdrio ja foi relatado na literatura por Colares et al. (2016), que, ao estudarem a
classe das enzimas proteases, observaram que o extrato de roma contém compostos capazes de

inibir o sitio ativo das enzimas quimotripsina e tripsina, estruturas comuns em proteases.

5.1.3.2 Efeito do extrato de romd na enzima imobilizada e com incorporagdo do extrato

comercial de romd na imobilizacdo

A Figura 20 apresenta os resultados de atividade enzimatica obtidos a partir das
amostras do sobrenadante e do precipitado da imobilizacdo da enzima no Carbopol 996, com e
sem a incorporagdo do extrato comercial de roma. A enzima Alcalase®, imobilizada em
Carbopol 996, apresentou atividade enzimatica média de 0,029 + 0,000 U/mL no precipitado e
de 0,006 + 0,000 U/mL no sobrenadante.

A incorporagao do extrato comercial de roma durante a imobilizagdo enzimatica,
utilizando o Carbopol 996 como suporte, resultou em uma atividade enzimatica de 0,030 +
0,002 U/mL no precipitado e de 0,003 £+ 0,001 U/mL no sobrenadante. Esses resultados indicam
a retencao da enzima no precipitado, sugerindo a formagao de ligagdes que contribuem para a
protecao dos sitios ativos da enzima, como pode ser observado ao se comparar a atividade da

enzima solivel com a do precipitado.
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Figura 20 — Atividade de hidrolise da caseina pela enzima Alcalase® imobilizada, com e sem
a incorporacdo do extrato comercial de roma na imobilizag¢do. Alcalase® 0,3% v/v, Carbopol
0,1% m/v e extrato de roma 1% v/v. Coluna na cor preta representa a enzima soltivel na auséncia

do extrato comercial de roma e na cor vermelha na presenga do mesmo
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Fonte: Elaborada pela autora

Duas hipoteses podem ser levantadas: a primeira € que a imobilizagdo ocorreu por meio
de ligagdes eletrostaticas, considerando que o Carbopol apresenta cargas negativas em sua
superficie, enquanto a enzima Alcalase® possui cargas positivas (Weldrick et al., 2019;
Abrantes, 2016). A segunda hipdtese € que o extrato de roma nao interagiu com a enzima no
interior da particula, ja que os grupos fendlicos presentes em sua composi¢do conferem cargas
negativas, o que pode ter gerado repulsao em relagdo ao Carbopol (Paolini, 2023). Isso pode ter
resultado na auséncia de ligacdes tanto com o suporte quanto com a enzima, o que evidencia a
complexidade das interagdes eletrostaticas e aponta para a necessidade de uma avaliagdo mais

aprofundada do processo de imobilizagao.
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E importante mencionar que o rendimento global de imobilizagio foi, em média, de
52% (retencao de atividade no precipitado). No sobrenadante, na auséncia do extrato de roma,

apenas 10% da enzima permaneceu ativa.
5.1.4 Influéncia da concentragdo do gel de Carbopol

O efeito da concentracdo do Carbopol na atividade da enzima pode ser observado na

Figura 21, que apresenta os resultados obtidos para as trés concentracdes estudadas.

Figura 21 - Influéncia do aumento da concentracdo do suporte na atividade enzimatica durante
a hidroélise da caseina - Carbopol: 0,1% m/v; 0,2% m/v; 0,3% m/v. Enzima Alcalase®: 0,3%

v/v. As colunas na cor preto mostram os valores no precipitado e em vermelho no sobrenadante
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Fonte: Elaborada pela autora

Na concentrag¢ao de 0,1% de Carbopol 996, a enzima permaneceu firmemente ligada ao
suporte, apresentando atividade enzimatica de 0,081 + 0,000 U/mL no precipitado e 0,011 +

0,001 U/mL no sobrenadante. Ao aumentar a concentragdo para 0,2%, mantendo-se a
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quantidade de enzima constante, observou-se perda de enzima, com atividade enzimatica no
sobrenadante de 0,030 = 0,002 U/mL e no precipitado de 0,058 + 0,002 U/mL.

Na concentra¢do de 0,3% de Carbopol, houve uma limitagdo experimental, pois a
elevada viscosidade do gel impediu a separacdo eficiente entre o sobrenadante e o precipitado.
A atividade enzimatica obtida foi de 0,059 + 0,011 U/mL. A rotagdo méaxima da centrifuga
utilizada ndo foi suficiente para realizar essa separag¢do, conforme mostrado na Figura 22.
Assim, o ensaio foi conduzido sem essa distingao, resultando em uma atividade semelhante as

demais concentragdes testadas.

Figura 22 - Carbopol 996 nas concentragdes de 0,1% m/v, 0,2% m/V ¢ 0,3% m/v
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Fonte: Elaborada pela autora

Apesar da dificuldade observada na concentracao de 0,3%, as diferentes concentragdes
de Carbopol utilizadas ndo demonstraram impactos substanciais na atividade enzimatica. A
decisdo de trabalhar com a concentracao de 0,1% foi tomada com base na melhor separagao
entre o precipitado e o sobrenadante, proporcionando condi¢des ideais para os experimentos
subsequentes com a incorporagdo do extrato comercial de roma.

A incorporagdo do extrato comercial de roma ao gel de Carbopol 996 fundamenta-se na

capacidade do gel de expandir e contrair suas particulas conforme a variacdo do pH do meio. A
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elevacao e ajuste do pH para 5,5 com NaOH 0,25 M cria um ambiente 4cido propicio para a
interacdo com a enzima Alcalase®.

Essa enzima apresenta um ponto isoelétrico elevado, proximo de 9, conferindo-lhe uma
natureza cationica em pH neutro. Isso facilita sua ligagdo ao Carbopol 996, que possui natureza
anionica.

A escolha desse suporte foi baseada em sua estrutura quimica, que contém grupos
carboxilicos, conferindo-lhe uma superficie anionica. Essa caracteristica possibilita a formagao
de ligagdes eletrostaticas com a enzima Alcalase®, consolidando sua eficacia no processo de
imobilizagdo. No entanto, a concentragdo do Carbopol pode impactar a imobilizacdo ao gerar
uma quantidade limitada ou excessiva de locais de ligacdo para a enzima (Weldrick et al., 2019).

A determinagdo da concentragdo ideal do suporte buscou otimizar a quantidade de sitios
de ligagdo disponiveis, garantindo que a enzima se fixasse ao gel e evitando sua dispersdo no
meio, o que reduziria o risco de agregacgdo. Esse equilibrio também visou impedir o excesso de
enzima livre e prevenir a reversdo de cargas durante o processo de imobilizacdo, evitando a

transicao de uma superficie externa negativa para positiva (Weldrick et al., 2019).

5.2 Eletroforese SDS-PAGE

As amostras foram analisadas por eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil

sulfato de sodio (SDS-PAGE). O padrao de bandas foi avaliado por coloragdo com Coomassie

Brilliant Blue G-250, conforme demonstrado na Figura 23.
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Figura 23 - Eletroforese SDS-PAGE — 1: Marcador de baixo peso molecular; 2: Enzima
soluvel 0,30 mg/mL; 3: Amostra (Alcalase® 0,114 mg/ml com a incorporagio do extrato

comercial de roma 1% v/v e imobilizada em Carbopol 0,1% m/v; 4: Carbopol 0,1% m/v
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Fonte: Elaborada pela autora

Na Figura 23, o nimero 1 representa o marcador de baixo peso molecular utilizado
como referéncia. No numero 2, observa-se a amostra da enzima solivel. De acordo com
Amorim (2018), que utilizou o mesmo extrato comercial enzimatico, essa amostra contém
substancias conservantes e estabilizadoras, sendo necessaria a realizacdo de didlise para
elimina-las. Foi observada uma possivel banda proteica em 66 kDa. A enzima Alcalase® possui
massa molecular de aproximadamente 27 kDa, estando presente tanto na amostra da enzima
soluvel quanto na amostra 3 da enzima com a incorporacdo do extrato comercial de roma.

Segundo Tardioli et al. (2003), que realizaram eletroforese do extrato comercial da
Alcalase® em diferentes dilui¢gdes, também foi observada uma impureza com massa molecular
de 66 kDa, indicando a necessidade de didlise em estudos futuros. No entanto, os autores nao

identificaram qual proteina estava presente nessa banda. Foi relatado ainda que a principal
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proteina presente no extrato comercial € a subtilisina, o que também foi evidenciado no presente
estudo.

Na numeragdo 4 da Figura 23, encontra-se o controle com Carbopol na concentracdo de
0,1% m/v. A eletroforese revelou auséncia de proteinas nessa amostra, confirmando que o

Carbopol ndo apresenta proteina em sua estrutura.

5.3 Concentracao de fendis totais

O método de Folin-Ciocalteu foi empregado para a determinagdo dos fendis totais nas
amostras, conforme apresentado na Figura 24, sendo os resultados expressos em pug
equivalentes de acido gélico por mL de amostra. Todas as amostras exibiram a presenca de

compostos fenoélicos.

Figura 24 - Concentragdo de fendis totais, expressa em ug equivalentes de acido galico,
utilizando o método de Folin-Ciocalteu. Alcalase 0,3% v/v, extrato de roma comercial 1% v/v,

Carbopol 0,1% m/v. EAG: equivalentes de acido galico
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Devido a pequena quantidade utilizada — apenas 1% v/v de extrato de roma comercial
na amostra de 50 mL de gel — foram obtidos valores de 5,18 + 0,104 pg acido gélico/mL no
precipitado e 5,46 = 0,028 ug acido galico/mL no sobrenadante. Esses resultados indicam que
o Carbopol nao retém os compostos fenolicos de forma efetiva em sua estrutura, permitindo
que permanecam soluveis no meio.

Os nossos achados corroboram o estudo realizado por Marsou et al. (2020), que ao
analisarem a presenca de fendis no extrato utilizado, encontraram 272,82 + 3,05 pg de

equivalente de 4cido galico por miligrama de extrato utilizado.

5.4 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier

A espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) foi utilizada
para investigar a composicdo da imobilizacdo da enzima Alcalase® em Carbopol, com a
incorporagao do extrato comercial de roma. Na Figura 25, estdo apresentados os espectros de
FTIR das seguintes amostras: Carbopol a 0,1% m/v liofilizado; Alcalase® liofilizada a 0,3%
v/v; extrato comercial de roma liofilizado a 1% v/v; e da imobilizacdo em Carbopol 996 a 0,1%

m/v com Alcalase® a 0,3% v/v e extrato comercial de roma a 1% v/v.
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Figura 25 - Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier. 1 - FTIR do carbopol
a0,1% m/v liofilizado; 2 - FTIR Alcalase® liofilizada a 0,3% v/v; 3 - FTIR do extrato comercial
de roma liofilizado a 1% v/v; 4 - FTIR da imobilizagao em carbopol 996 a 0,1% m/v com

Alcalase a 0,3% v/v com a incorporagao de extrato comercial de roma a 1% v/v
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Fonte: Elaborada pela autora

O FTIR do Carbopol 996 liofilizado, Figura 25, apresenta um pico em 2922 cm™,
indicando a presenca de grupamentos de 4cido carboxilico, conforme descrito por Lopes e
Fascio (2004). Os autores Weldrick, Hardman e Paunov (2019) identificaram um pico forte em
3005 cm™', relacionado ao estiramento de ligacdes C—H alifaticas e a vibragdo de ligagdes
carbonila (C=0), resultado semelhante ao observado neste estudo. Outro pico foi identificado
em 1163 cm™, que, segundo os mesmos autores, esta dentro da faixa de 1000 a 1195 cm™,
indicando acoplamento entre a flexdo do OH no plano e o alongamento do CO de grupos
carboxilicos vizinhos.

O espectro de FTIR da enzima Alcalase® liofilizada apresentou um pico em 1543 cm™,

proximo ao relatado por Agrawal et al. (2018), que indica a presenga de estiramentos
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assimétricos e simétricos de carbonilas, bem como grupamentos amida, caracteristicos de
proteinas. O pico em 1636 cm™ indica uma amida tercidria com estiramento forte, estando
dentro da faixa de 1700—1630 cm™, conforme Lopes e Fascio (2004), que também relatam que
picos em 3265 cm™! indicam a presen¢a de amidas primarias ou secundarias, com estiramento
médio, na faixa de 3500-3070 cm™.

Segundo Soltanzadeh et al. (2021), em seu estudo sobre o extrato de roma, foi
identificada uma banda larga entre 3293 e 3450 cm™’, atribuida a vibragao de alongamento das
bandas N-H e O-H, ou seja, a grupamentos amida presentes em compostos como 4cido tanico,
acido elagico e acido galico. A amostra de extrato de roma liofilizado apresentou um pico em
3258 cm™, que, segundo Lopes e Fascio (2004), pode representar amidas primarias ou
secundarias ou ainda a presenca da propria enzima. Também foi identificado um pico em 2933
cm™!, proximo ao valor de 2930 cm™ relatado por Soltanzadeh et al. (2021), atribuido ao grupo
C-H.

Outro pico observado na amostra, em 1700 cm™, aproxima-se do valor de 1732 cm™
relatado pelos mesmos autores, referente ao grupamento C=0. Um pico em 1685 cm™' também
foi identificado, correspondendo ao encontrado por Soltanzadeh et al. (2021) em 1646 cm™,
atribuido a uma carbonila. Os picos observados em 1439, 1327 e 1226 cm ™! se assemelham aos
relatados por esses autores em 1437, 1350 e 1230 cm™!, sendo atribuidos a vibragdes do anel
aromatico.

O gel de Carbopol contendo Alcalase® com incorporagao do extrato de roma apresentou
picos associados aos componentes individuais. O pico em 649 e 1405 cm™' € analogo ao do
Carbopol isolado, assim como a banda em 1446 cm™, que foi deslocada para 1450 cm™, e a
banda em 2080 cm™, deslocada para 2087 cm ™. A Alcalase® apresentou picos caracteristicos
preservados em 850, 991, 1107, 1543, 2885 € 2937 cm™, exceto o pico em 1032 cm™!, que foi
deslocado para 1036 cm™. O extrato de roma também apresentou um pico analogo, deslocado
de 1700 cm™! para 1703 cm ™.

Weldrick, Hardman e Paunov (2019), ao encapsularem a Alcalase® em seus estudos,
observaram um pico em 1721 cm™, evidéncia de forte estiramento da ligagdo C=0, atribuido a
ligacdo carbonila adjacente a uma amida secunddria (péptida), resultado do efeito do
encapsulamento na superficie do Carbopol. Neste estudo, foi observada a presenca de um
possivel grupo amina primaria ou secundaria em 3280 cm™!, estando dentro da faixa de 3600—

3200 cm™, conforme descrito por Lopes e Fascio (2004).
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5.5 Determinacio do potencial zeta

O potencial zeta permite identificar a carga elétrica das particulas presentes no meio,
possibilitando avaliar a repulsao ou atragdo das cargas eletrostaticas, sendo um dos parametros
utilizados para determinar a estabilidade do sistema. Foram preparadas trés amostras para
analise do potencial zeta e do tamanho do didmetro médio das particulas, conforme apresentado
na Tabela 4: Carbopol a 0,1% m/v; extrato comercial de roma a 1% v/v; e a imobilizagao da
enzima Alcalase® 0,3% v/v em Carbopol a 0,1% m/v com a incorporacdo do extrato de roma

a 1% v/v.

Tabela 4 - Potencial zeta e tamanho de particulas

Amostra PE(mV) Size(nm)
Carbopol a 0,1% m/v -45,1 £ 1,10 3314+414,0
Extrato comercial de roma a 1% v/v -26,7+4,15 3054 +710,9
imobiliza¢do da enzima Alcalase® -42.3+ 1,44 3719 +£ 1055

0,3% v/v em Carbopol a 0,1% m/v
com a incorporacdo do extrato de roma

al%v/v

Fonte: Elaborada pela autora

O Carbopol, de maneira similar ao relatado na literatura pelos autores Weldrick et al.,
(2019), apresenta em sua superficie carga anidnica, gerando um potencial zeta de -45,1 = 1,10
mV, conforme demonstrado na Tabela 4. No estudo desses autores, foi encontrado o valor de -
30 mV no mesmo pH utilizado neste trabalho. Essa carga negativa superficial ¢ atribuida aos
grupos carboxilicos levemente reticulados presentes na molécula do Carbopol, conforme
descrito por Weldrick et al., (2019).

A enzima Alcalase® ja possui, conforme descrito no estudo dos mesmos autores, carga
superficial positiva, ou seja, trata-se de uma proteina de carater cationico. Essa diferenca de
potencial possibilita a imobiliza¢do da enzima na superficie do Carbopol por meio de interagdes

eletrostaticas.
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Abrantes (2016), em seu estudo, identificou que o extrato de roma, devido a presenga
de substancias fenolicas, possui carater anionico, corroborando os dados encontrados neste
trabalho. O extrato comercial de roma apresentou potencial zeta de -26,7 = 4,15 mV (Tabela
4), em solugdo aquosa ultrapura com pH ajustado para 5,5 utilizando NaOH 0,25 M. Pode-se
concluir que, por apresentar carga negativa, o extrato de roma sofre repulsao eletrostatica dos
grupos carboxilicos do Carbopol, permanecendo, assim, na superficie externa da matriz ¢ nao
sendo imobilizado, diferentemente do que ocorre com a enzima, que, por possuir cargas
positivas, se liga eletrostaticamente ao Carbopol.

A amostra contendo a imobilizagdo realizada com o suporte Carbopol a 0,1% m/v
utilizando a enzima Alcalase® a 0,3% v/v realizando a incorporagdo do extrato comercial de
roma a 1% v/v, apresentou um potencial zeta de -42,3 + 1,44 mV, Tabela 4, , valor diferente da
amostra contendo apenas Carbopol, o que indica que ocorreram interacdes eletrostaticas entre
os trés componentes.

Também foi avaliado o didmetro médio das particulas. O gel de Carbopol a 0,1% m/v
apresentou diametro médio de 3314 + 414,0 nm, valor superior ao encontrado por Weldrick et
al., (2019), que relataram 102 nm para o Carbopol em pH 5,0. Esses autores também
descreveram o diametro molecular da enzima Alcalase® em torno de 8 nm. Apds o inchago do
Carbopol em pH 7,5 para a incorporacdo do antibiotico clindamicina (um composto cationico
que se liga eletrostaticamente a matriz do gel) e o subsequente desinchaco em pH 5,0, o novo
diametro médio obtido foi de 140 nm. Quando a imobiliza¢do foi realizada com a Alcalase em
pH 5,0, o didmetro médio passou a ser de aproximadamente 149 nm.

No presente estudo, apds o inchago e desinchago do Carbopol para a imobilizacao da
Alcalase® e incorporagdo do extrato comercial de roma, foi obtido um didmetro médio de 3719
+ 1055 nm, em pH 5,5. Esse aumento em relagcdo ao valor inicial de 3314 + 414,0 nm pode ser
atribuido as interagdes eletrostaticas promovidas tanto pela Alcalase®, com seu potencial zeta
positivo (20 £ 0,2 mV, segundo Weldrick et al., (2019), quanto pelo extrato de roma, que

apresentou diametro médio de 3054 = 710,9 nm e potencial zeta de -26,7 £ 4,15 mV.

5.6 Analise reologica

Um fluido que apresenta variacao na viscosidade com a alteragao da velocidade de
cisalhamento ndo obedece a Lei de Newton, sendo, portanto, classificado como fluido nao
newtoniano. Ja fluidos simples, como a agua ou um xarope, sdo caracterizados como

newtonianos, enquanto sistemas dispersos, como emulsdes, suspensoes e géis, sao classificados
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como nao newtonianos. Os fluidos ndo newtonianos vém sendo cada vez mais utilizados em
sistemas sofisticados de liberacdo de farmacos, especialmente aqueles a base de polimeros

(Aulton, 2016).

O fluido newtoniano quando submetido a uma velocidade de cisalhamento crescente e
que nao varia com o tempo devido a viscosidade ser constante gera um grafico linear. Quando
um fluido foge dessa caracteristica podemos visualizar a caracteristica ndo newtoniana, como

presente na Figura 26 (Aulton, 2016; Chorilli, 2007)

Figura 26 - Reograma do gel de Carbopol contendo enzima Alcalase® e extrato comercial de
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Fonte: Elaborada pela autora

Os fluidos ndo newtonianos podem se classificar, como: plastico, pseudoplastico e
dilatante (Aulton, 2016).
Ao realizar o estudo da viscosidade da formulacao desenvolvida, observou-se que esta

apresenta comportamento ndo newtoniano do tipo pseudoplastico, conforme ilustrado na Figura
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26. E possivel verificar no grafico que a inclinagio da curva diminui proporcionalmente com o
aumento da velocidade de cisalhamento, ndo resultando em um grafico linear, como seria o
caso dos fluidos newtonianos (Aulton, 2016; Chorilli, 2007), e evidenciando a redugdo da
viscosidade com o aumento da velocidade.

Segundo Aulton (2016) e Chorilli (2007), o Carbopol apresenta naturalmente
comportamento de fluido pseudopléstico, o que também foi identificado neste estudo, mesmo
apo6s a adigdo da enzima e do extrato vegetal ao polimero.

Também foi realizado o estudo de tixotropia, com o objetivo de verificar se a
viscosidade da formulagdo sofre alteragdo ao longo do tempo (Aulton, 2016, p. 219). Esse
ensaio consiste em aumentar gradualmente a velocidade de cisalhamento e, em seguida, reduzi-
la até zero, gerando uma curva ascendente e outra descendente, conforme apresentado na Figura
26.

De acordo com Aulton (2016), fluidos pseudoplasticos geralmente apresentam a curva
descendente deslocada para a direita em relagdo a curva ascendente, enquanto os fluidos
dilatantes apresentam a curva descendente a esquerda. No entanto, o gel analisado neste estudo
apresentou comportamento dilatante, ou seja, contrario ao esperado para fluidos
pseudoplasticos, divergindo do comportamento descrito por Aulton (2016) e Chorilli (2007).

Esse resultado inesperado pode ser atribuido a utilizacdo de um spindle inadequado no
equipamento durante o ensaio e/ou a um tempo insuficiente para a variacao das velocidades de
cisalhamento, o que pode ndo ter permitido que a formulagao se reestruturasse, impedindo que
as moléculas retornassem ao seu estado original (Aulton, 2016).

A caracteristica dilatante indica que o material apresenta aumento de viscosidade com
o aumento da velocidade de cisalhamento, ou seja, o gel expande seu volume durante o processo
de cisalhamento. Esse comportamento pode gerar impactos relevantes, especialmente durante
o processamento industrial, como em misturadores ou moinhos de alta velocidade, podendo
causar sobrecarga e at¢é mesmo danos aos motores dos equipamentos. No contexto
farmaceéutico, pode afetar a distribui¢do do principio ativo, gerando aglomeracdes e regides

desprovidas do farmaco, comprometendo a uniformidade da formulacao (Aulton, 2016, p. 217).
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6 CONCLUSAO

O desenvolvimento deste estudo permitiu a analise da imobilizagdo da enzima
Alcalase® com a incorporagdo do extrato comercial de roma. A imobiliza¢do realizada
mostrou-se eficaz, mantendo a atividade hidrolitica da enzima sobre a caseina, mesmo diante
da presenca de substancias ativas no extrato de roma, conhecidas por sua capacidade inibitoria
sobre proteases.

Os resultados demonstraram que a trealose (0,000076 U/mL) e os polietilenoglicéis
PEG 5.800 (0,000045 U/mL) e PEG 6.000 (0,000060 U/mL) aumentaram a atividade da
Alcalase® soluvel em relagdo ao controle (0,000028 U/mL), sendo a trealose a mais eficaz. Na
presenca do extrato de romd, o PEG 5.800 manteve a maior atividade (0,000070 U/mL),
demonstrando efeito protetor superior quando comparado ao PEG 6.000 (0,000056 U/mL) e a
trealose (0,000052 U/mL).

Nas formulagdes imobilizadas com extrato vegetal, as maiores atividades foram
observadas com trealose (0,000089 U/mL), seguida por PEG 6.000 (0,000078 U/mL), PEG
5.800 (0,000072 U/mL) e a formulagdo controle sem estabilizadores (0,000075 U/mL). Na
auséncia do extrato, os valores mais elevados foram novamente obtidos com trealose (0,000099
U/mL), seguida por PEG 6.000 (0,000073 U/mL), PEG 5.800 (0,000059 U/mL) e a formulagao
controle (0,000015 U/mL).

Os sobrenadantes apresentaram atividades enzimdticas muito inferiores, como 0,000004
U/mL (trealose), 0,000008 U/mL (PEG 5.800 e controle), e 0,000023 U/mL (PEG 6.000),
reforgando a efetiva imobilizagdo da enzima no precipitado.

Também possibilitou a realizagdo da pesquisa com substancias estabilizadoras da
atividade enzimatica para verificar se elas poderiam aumentar a atividade da enzima junto ao
Carbopol 996, foi constatado que a utilizagdo do agtlicar trealose e polietilenoglicol trouxe um
pequeno aumento da estabilidade da atividade da enzima quando comparado a utilizagdo,
somente, do Carbopol 996, mas que nao justificava a sua incorporagao na formulagao.

Além disso, a pesquisa avaliou a agdo de substancias estabilizadoras da atividade
enzimadtica, como o agucar trealose e o polietilenoglicol (PEG), a fim de verificar possiveis
ganhos de desempenho quando associados ao Carbopol 996. Embora tenha sido observado um
leve aumento na estabilidade da atividade enzimatica com o uso dessas substincias, 0s
resultados obtidos ndo justificam sua incorporacdo definitiva a formulagao.

As analises por FTIR demonstraram que os grupamentos funcionais caracteristicos da

enzima, do extrato vegetal e do Carbopol 996 permaneceram preservados, mesmo apos o0s
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processos de imobiliza¢do e incorporagdo, indicando a manuten¢do de suas propriedades
quimicas. O ensaio de potencial zeta também indicou um aumento no diametro médio das
particulas do Carbopol 996, sugerindo a ocorréncia de imobilizagcdo da enzima e a incorporagao
do extrato de roma. Assim, permitindo que o objetivo principal do estudo proposto fosse
atingido.

O estudo reoldgico identificou que o gel obtido apresenta comportamento de fluido ndo
newtoniano do tipo pseudoplastico com tixotropia de natureza dilatante. Embora esse
comportamento ndo fosse o esperado, ¢ possivel que o resultado tenha sido influenciado pela
escolha inadequada do spindle e/ou pelo tempo insuficiente para a estabilizacdo do sistema
durante o ensaio.

Considerando a relevancia do tema, a imobilizagcdo de enzimas com incorporacdo de
extratos de plantas medicinais surge como uma estratégia promissora no desenvolvimento de
formulagdes farmacéuticas voltadas a cicatrizacdo de feridas. No entanto, torna-se
imprescindivel a realizagdo de novos ensaios, tanto farmacotécnicos quanto clinicos, para
validar a eficacia e a seguranca dessa proposta terapéutica. Este possivel tratamento alternativo
podera se tornar mais uma estratégia de enfrentamento a resisténcia bacteriana.

Dessa forma, conclui-se que o uso da imobilizagdo enzimatica associado a extratos
vegetais permite explorar, de maneira eficiente, o potencial biotecnologico de enzimas e
compostos naturais. Contudo, a consolida¢do dessa abordagem ainda depende de estudos

complementares que assegurem sua viabilidade para aplicagdo clinica e farmacéutica.
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APENDICE

A curva de calibragao gerada foi C = 13,4924 — 0,0178. O consciente de correlagao
linear foi R?= 0,9873. C corresponde a concentragiio de 4cido galico expresso em mg/mL, A

corresponde a absorbancia medida no comprimento de onda de 725 nm, Figura 27.

Figura 27 - Grafico da curva de calibragao do acido galico expresso em mg/mL
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Fonte: Elaborado pela autora



