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Avaliacao da estabilidade e da atividade
enzimatica de solucoes de papaina utilizadas
no desbridamento e cicatrizacao de feridas

Evaluation of the stability and the enzymatic activity of papain
solutions used in the debridement and wound healing
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ABSTRACT

Papain solutions (2 % w/v, 6 % w/v and 10 % w/v) used in debridement and wound healing, were prepared without
and with pharmaceutical adjuvants (propylene glycol, EDTA and methyl paraben) and were stored in environments
with different temperatures (5-10 °C and 30-35 °C). Some analyses were performed during the storage: organoleptic
analysis, pH, microbiological contamination and enzymatic activity (milk-clotting method). The results showed that
pH and organoleptic aspects are not reliable guides to monitor changes in enzymatic activity in the solutions. There
were no problems concerning microbiological contamination of the solutions during the evaluation period. Storage
environments with lower temperatures can maintain high enzymatic activities of the solutions. There was not a propor-
tional increase of the maximum enzymatic activity of the solutions without adjuvants and the concentration of papain
in the formulations. Initially, the papain solutions without adjuvants exhibited enzymatic activity three to five times
higher than the other samples, but there was rapid decrease. Therefore, papain solutions should be used in the form of
extemporaneous preparations in dressings. On the other hand, solutions with adjuvants have their enzymatic activities
preserved for a longer time.

Keywords: papain, production of products, quality control, microbiological analysis, enzyme stability.

RESUMO

Solug¢des de papaina (2% m/v, 6% m/v e 10% m/v), utilizadas no desbridamento e cicatrizagdo de feridas, foram pre-
paradas sem e com adjuvantes farmacotécnicos (propilenoglicol, EDTA dissddico e metilparabeno) e foram estocadas
em ambientes com diferentes temperaturas (5-10 °C e 30-35 °C). Analises organolépticas, de pH, contaminagdo mi-
crobioldgica e atividade enzimatica (método de coagulagdo do leite) foram realizadas durante o periodo de estocagem.
Os resultados mostraram que aspectos organolépticos e pH ndo sdo guias confiaveis para monitorar as variagdes de
atividade enzimatica nas solugdes. Nao houve problemas em relagdo a contaminagdo microbioldgica das solugdes du-
rante o periodo de avaliagdo. Ambientes de estocagem com temperaturas mais baixas conseguem manter elevadas as
atividades enzimaticas das solug¢des. Ndo se observou aumento proporcional entre a atividade enzimatica maxima das
solugdes sem adjuvantes e a concentragdo de papaina presente nas formulagdes. Inicialmente as solugdes de papaina
sem adjuvantes exibiram de trés a cinco vezes maiores suas atividades enzimaticas, mas houve rapido decaimento.
Deste modo, deve-se utiliza-las nos curativos, na forma de preparagdes extemporaneas. Por outro lado, as atividades
enzimaticas das solugdes com adjuvantes se mantem por maior periodo, apds preparo.

Palavras-chave: papaina, producdo de medicamentos, controle da qualidade, andlise microbioldgica, estabilidade
enzimatica.
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INTRODUCAO

A papaina ¢ uma enzima (cisteina protease) com
propriedades proteoliticas que ¢ obtida a partir do latex
dos frutos verdes de Carica papaya (mamio). A agdo
catalitica da papaina esta intimamente ligada a sua es-
trutura tridimensional, que € constituida por dois distin-
tos dominios estruturais com uma fenda entre eles. Esta
fenda contém o sitio catalitico, denominado “triade ca-
talitica”, que € constituido dos aminoacidos cisteina-25,
histidina-159 e aspartato-158. A acdo enzimatica tam-
bém ¢é dependente da manutengdo do estado reduzido do
grupamento tiol da cisteina-25 (1, 2).

Solugdes desta enzima tém inumeras utilizacdes
terapéuticas, entre elas, o uso em curativos de feridas.
Essa indicacdo ¢ dependente das caracteristicas de cada
fase da cicatrizagdo. Em casos de feridas secas ou com
tecido de granulacdo, a indicagdo ¢ o uso de solugdes
na concentragdo de 2 % m/v. Em preseng¢a de exsudato
purulento com infecc¢des, a concentragdo indicada é de
6% m/v. Em presenga de tecido necrotico abundante, re-
comenda-se a utilizagdo de papaina na concentracdo de
10 % m/v (3). Por outro lado, a agéncia norte-americana
que regula o registro de alimentos e medicamentos na-
quele pais, Food and Drug Administration (4), proibe a
comercializa¢do de produtos topicos a base de papaina,
com a alegacdo de produzirem efeitos nocivos, incluin-

Tabela 1: Formulacdes das solucdes de papaina (m/v)

Com adjuvantes
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Branco
2% 6%
Papaina 0,000 2,000 6,000
EDTA(Na), 0,004 0,004 0,004
Metilparabeno 0,180 0,180 0,180
Propilenoglicol 15,000 15,000 15,000
Agua pur. gsp 100,000 100,000 100,000

Todos os insumos citados na Tabela 1 eram grau
farmacopeico e foram obtidos dos seguintes fornece-
dores: papaina 6000 Ul/mg (70 Upe) (5) marca Allche-
mistry (lote: ALL056679); EDTA diss6dio DEG (lote:
100820#2); metilparabeno Fagron (lote: 13093869B);
propilenoglicol Fagron (lote: 14073478A) e agua puri-
ficada, obtida no Laboratério de Manipulagdo Farmacéu-
tica (lote: AP.05.15).

Os certificados de analises emitidos pelos fornece-
dores foram avaliados e também foram realizados tes-
tes de controle da qualidade dos insumos constantes na
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do hipersensibilidade resultante de reagdes anafilaticas,
devido a alergia ao latex.

No entanto, problemas mais comuns com a utiliza-
¢ao de solucdes de papaina estariam relacionados com a
instabilidade quimica e com contamina¢do microbiolo-
gica, com repercussdes na atividade enzimatica, essen-
cial para o desenvolvimento da atividade terapéutica (5).
Os problemas citados podem estar relacionados com a
temperatura e o tempo de estocagem das solugdes. Outro
fator que pode ser citado como interferente desse pro-
cesso estd relacionado com as caracteristicas da formu-
lagdo farmacéutica, onde o uso, ou ndo, de adjuvantes
farmacotécnicos pode interferir na estabilidade do prin-
cipio ativo e na proliferacdo de microrganismos (6, 7).

Deste modo, na tentativa de contribuir para a com-
preensdo dessa situagdo ¢ melhoria da forma de uso des-
sas preparacgdes, o presente trabalho visa avaliar a esta-
bilidade e a atividade enzimatica de solu¢des de papaina
com ¢ sem uso de adjuvantes farmacotécnicos, estoca-
dos em diferentes temperaturas.

MATERIAIS E METODOS

Insumos e formulacdes. Para o presente estu-
do, Sete formulagdes foram preparadas para desen-
volvimento desse experimento, conforme indicado
na Tabela 1.

Sem adjuvantes

10% 2% 6% 10%
10,000 2,000 6,000 10,000

0,004 0,000 0,000 0,000

0,180 0,000 0,000 0,000
15,000 0,000 0,000 0,000
100,000 100,000 100,000 100,000

Farmacopeia Brasileira 5* edi¢do (8) e foram aprovados
para serem utilizados em preparagdes farmacéuticas.

Apbs o preparo das solucdes, 100 g das mesmas
foram acondicionadas em frascos escuros fechados, la-
crados e rotulados.

Condicdes de estocagem. Cada tipo de formula-
¢a0 foi estocado em duas diferentes condigdes:

I. Em ambiente cuja temperatura se manteve entre
5-10 °C durante todo o periodo de estocagem (em gela-
deira, marca Elber modelo Re 280).



II. Em ambiente cuja temperatura se manteve entre
30-35 °C durante todo o periodo de estocagem (em estu-
fa, marca Marconi modelo MA032/4).

Tanto as formulagdes quanto as condigdes de esto-
cagem foram estabelecidas em virtude de serem as mais
usualmente utilizadas para preparo e estocagem de for-
mulagdes contendo papaina (6, 7, 9).

Avaliacdes realizadas. A partir do preparo ¢ es-
tocagem, as solugdes foram submetidas a analise orga-
noléptica, determinagdo do pH, andlise microbiologica
e determinacdo da atividade enzimatica. Foram subme-
tidas as analises trés amostras (n=3) de cada um dos ti-
pos de solugdes, em cada ambiente de estocagem. Cada
procedimento analitico foi realizado em triplicata. As
médias foram empregadas para apresentagdo dos resul-
tados. Para a atividade enzimatica foram calculadas as
médias de desvio padrdo para expressar as variagdes dos
dados.

A periodicidade das avaliagcdes se realizou, de
modo consecutivo, do seguinte modo: no tempo zero
(logo ap6s o preparo das solugdes); diariamente (até o
terceiro dia, 72 horas apds preparo); semanalmente (du-
rante o primeiro més. 4 semanas apos preparo) e mensal-
mente (a partir do segundo més, apos preparo). As ava-
liacdes realizadas nesta periodicidade foram mantidas
até que a atividade enzimatica de cada uma das solugdes
fosse praticamente nula.

Analises organolépticas. As caracteristicas or-
ganolépticas fornecem dados simples, porém normal-
mente relevantes sobre o estado do material analisado.
Foram avaliados o aspecto geral, homogeneidade e odor.

Determinacio do pH. Foi realizada a metodo-
logia descrita na Farmacopeia Brasileira 5* edi¢ao (8),
empregando aparelho de marca Orion modelo 420A.
A afericao do aparelho foi realizada com as leituras de
solugdes tampao (pH = 4,0 ¢ pH = 7,0) imediatamente
antes da determinagao do pH da solucgdo-teste.

Anadlise microbiolégica.As técnicas realizadas
visaram a contagem de microrganismos viaveis e foram
utilizados os meios de cultura Sabouraud (avaliagdo do
crescimento de fungos) e TSA (avaliacdo do crescimento
de bactérias). As amostras foram submetidas ao trata-
mento com solugdo neutralizante, com a finalidade de
inativar os conservantes utilizados e possibilitar comple-
ta homogeneizagdo das amostras. O possivel isolamento
de coliformes totais e fecais, Pseudomonas aeruginosa
e Staphylococcus aureus foi tentado usando os meios
de cultura MacConkey, Cetrimida e Vogel-Johnson. As
solucdes de papaina foram diluidas na proporcao de 1:10;
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1:100 e 1:1000, antes da semeadura nos meios de cultura,
e previamente incubadas para recuperagdo dos micror-
ganismos pesquisados (10, 11). Outras provas bioquimi-
cas ndo foram realizadas, pois o foco da analise foi para a
utilizagdo de formulagdes farmacéuticas para uso topico.

Tabela 2: Valores minimos e maximos de pH observados du-
rante o periodo de estocagem das solugdes de papaina

Solucdes 5-10 ‘:C 30-35 °C
geladeira estufa

Branco 5,5-6,0 4,9-5,2
2% com adjuvantes 5,0-6,0 4,9-5,2
6% com adjuvantes 4,8-5,3 4,8-5,3
10% com adjuvantes 4,8-5,2 4,9-5,2
2% sem adjuvantes 5,1-5,5 5,1-6,2
6% sem adjuvantes 5,1-6,0 5,1-5,6
10% sem adjuvantes 5,1-5,3 5,1-5,3

Determinac¢io da atividade enzimatica. Foi uti-
lizado o método de coagulacdo do leite, que se funda-
menta na alteracdo das caracteristicas de um substrato
proteico durante periodo de incubacdo (12). Por esse
método, 1 g da solugdo de papaina foi adicionado em
10 g de solugdo de acido acético 0,01% (m/m) e essa
mistura adicionada a 10 mL de leite (2,5 g do leite em p6
desnatado em 100 g de agua), previamente aquecido,
em banho de agua, até a temperatura de 50 °C. Essa
mistura foi agitada até o primeiro sinal de formacao de
coagulos. O tempo decorrido para a formagdo do coagu-
lo, a partir da adi¢do da amostra ao leite, foi empregado
no célculo da atividade enzimatica, que foi expressa em
unidade de poténcia de coagulago do leite por grama de
solugdo de papaina (Upe):

Upe

Onde:
E: massa (mg) de solu¢iio necessaria para precipi-
tar 10 mL do substrato (leite) no tempo t (min)

RESULTADOS E DISCUSSAO

Com relagdo as analises organolépticas, foi ob-
servado que, durante todo periodo de avaliacdo, as ca-
racteristicas de aspecto geral, homogeneidade ¢ odor se
mantiveram inalteradas para todos os tipos de solugdes
analisadas, em quaisquer dos ambientes de estocagem.
Tanto para as solugdes de papaina (com adjuvantes),
quanto para as solucdes de papaina (sem adjuvantes) foi
observado um liquido viscoso, homogéneo, amarelo cla-
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ro, com odor caracteristico de enxofre. Para as amostras
que ndo continham papaina (branco) foi observada uma
solugdo viscosa, transparente ¢ inodora.

O pH das diversas solugdes foi acompanhado du-
rante o periodo de estocagem e os intervalos de variacao
(valor minimo e méaximo) sdo apresntados na Tabela 2.

Todas as avaliacdes relativas a contaminagdo mi-
crobiologica das solugdes contendo ou ndo papaina, na
dilui¢do de 1:10 das amostras, com ou sem uso de ad-
juvantes, nas duas condi¢des de estocagem, ndo mos-
traram qualquer crescimento de microrganismos (<10
UFC/mL) nas culturas com TSA, Sabouraud, Mac-
Conkey, Cetrimida ¢ Vogel-Johnson.

As Figuras 1, 2 e 3 mostram as atividades enzi-
maticas das solugdes durante o periodo de estocagem.
A solugdo-branco foi avaliada e resultou na inexistén-
cia de atividade enzimatica nessa formulagdo (Upe =
zero), tanto para armazenagem na geladeira (5-10 °C),
quanto na estufa (30-35 °C), durante todo o periodo
de estocagem.
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Figura 1: Variacdo da atividade enzimatica das solugdes de
papaina 2% durante periodo de estocagem
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Figura 2: Variacdo da atividade enzimatica das solucdes de
papaina 6% durante periodo de estocagem
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Figura 3: Variacdo da atividade enzimatica das solugdes de
papaina 10% durante periodo de estocagem

As solugoes, que continham adjuvantes farmaco-
técnicos na composi¢do, foram elaboradas no sentido de
obter maior estabilidade e manutencao da atividade en-
zimatica. Nessas solugdes foram acrescentados, além da
papaina, propilenoglicol, usado como cossolvente polii-
droxilado, na tentativa de melhor estabilizar a enzima,
por causar menor intera¢do da enzima com a agua. O
EDTA diss6dico também foi utilizado, pois a papaina é
uma enzima que, quando nativa, exibe o grupamento tiol
da cisteina-25 bloqueada, apresentando por este motivo,
nesse instante, baixa atividade enzimadtica. A ativacao
desse grupamento pode ser obtida com adi¢do de agen-
tes redutores moderados. Neste caso, o EDTA foi empre-
gado para ativar a enzima para sua agdo catalitica, man-
tendo livre e reduzido o grupamento tiol da cisteina-25.
O metilparabeno foi usado como agente antimicrobiano,
na tentativa de prolongamento da vida util das solucdes,
em relagdo a contaminagdo microbiologica (6, 7).

Com relagdo a temperatura de estocagem, em to-
das as concentragoes avaliadas, com ou sem uso de ad-
juvantes, maiores valores de atividade enzimatica foram
encontrados nas preparagdes armazenadas entre 5-10
°C (geladeira). Estes dados vém ao encontro do que se
descreve na literatura que apontam a perda de ativida-
de enzimatica da papaina na presenga de temperaturas
mais elevadas, responsaveis por provocar alteragdes na
estrutura quimica da enzima, principalmente na “triade
catalitica” (2).

Inicialmente, as solugdes preparadas sem adigdo
de adjuvantes exibiram maiores atividades enzimaticas,
quando comparadas com aquelas formuladas com adju-
vantes. As solugdes 2 % m/v tiveram quase cinco vezes



maior a atividade enzimatica e as solu¢des a 6 % m/v e
10% m/v, de trés a quatro vezes maiores. No entanto,
as solugdes sem adjuvantes rapidamente tiveram decai-
mento na atividade enzimatica, fato que ndo foi obser-
vado nas solugdes preparadas com os adjuvantes. Esse
decaimento rapido que sofreram as solugdes sem adju-
vantes parece estar de acordo com dados da literatura
que citam a queda de 60 % da atividade enzimatica para
solugdes aquosas de papaina 2 % m/v, com armazena-
gem a 5 °C, ap6s 2 dias do preparo (13).

Tendo como pardmetro os picos de atividade en-
zimatica detectados, ndo foi observado aumento pro-
porcional entre as diversas concentragdes de papaina
nas solugdes sem uso de adjuvantes e suas atividades
enzimaticas. Estas solu¢des apresentaram para papaina
2 % m/v:9,52 Upe; para papaina 6 % m/v, 12,00 Upe;
e papaina 10% m/v, 18,33 Upe. Esses dados podem ser
explicados pelo mecanismo natural de abertura da pa-
paina, que acarreta em perda de atividade enzimatica em
solugdes aquosas, que ¢ proporcional as massas molares
contidas nas solugdes (2, 14). Por outro lado, as solugdes
com adjuvantes apresentaram para papaina 2 % m/v,
2,60 Upe; para papaina 6 % m/v, 9,30 Upe; e papaina
10% m/v, 13,10 Upe.

Esse comportamento mais proporcional em re-
lacdo a atividade enzimatica se deveu, principalmente,
pelo uso do propilenoglicol, que pode interferir na in-
teragdo da papaina com a agua e, por decorréncia, no
processo de abertura da enzima.

Avaliando somente as solu¢des com uso de adju-
vantes que foram armazenadas na geladeira (5-10 °C),
as atividades enzimaticas se mantiveram ou tenderam a
aumentar nos primeiros dias de estocagem, chegando a
um maximo com uma semana depois do preparo. A partir
dai ocorreu decréscimo dessa agéo e, apos dois meses do
preparo das solucdes, elas exibiram atividade enzimati-
ca praticamente nula. Esses dados podem ser explicados
pela gradual ativag@o dos sitios cataliticos presentes em
porgoes da enzima disponivel na solugdo (aumento da
atividade enzimaética) e pela alteragdo da estrutura protei-
ca (diminui¢do da atividade enzimatica) (6). Desta for-
ma, parece que a adi¢do dos adjuvantes farmacotécnicos
(propilenoglicol e EDTA dissodico) foi capaz de estabili-
zar a agdo catalitica e retardar a desnaturag@o da papaina.
Fato semelhante também foi observado em estudos com
formulagdes cosméticas contendo papaina modificada
por meio de reagdes com polietilenoglicol (6).

Embora fique evidente a grande alteragdo no poder
catalitico das solucdes analisadas durante o periodo de
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estocagem, isto ndo foi capaz de alterar significativa-
mente o pH destas solu¢des. Conforme indicado na mo-
nografia da papaina na USP 29 (15), solu¢des aquosas
de papaina 2 % (m/v) podem exibir pH entre 4,8 a 6,2.
Todas as solugdes testadas, inclusive a solug@o-branco
e solu¢des de papaina em outras concentragdes, com
ou sem adjuvantes, ndo ficaram fora desta faixa de pH,
mostrando que os resultados desta avaliagdo ndo tiveram
qualquer correlacdo com as atividades enzimaticas apre-
sentadas pelas solugdes.

A mesma observagdo pode ser mencionada em re-
lacdo as analises organolépticas, pois independentemen-
te da atividade enzimatica que as solugdes testadas pos-
suiam, os mesmos caracteres foram observados, durante
todo o periodo de avaliagdo, em quaisquer temperaturas
de estocagem.

Foi observado também que ndo houve proble-
mas em relagdo a contaminagdo microbioldgica das
preparagdes, independentemente da temperatura uti-
lizada para a estocagem, pois ndo houve qualquer
tipo de crescimento bacteriano ou fungico nas amos-
tras utilizadas para avalia¢do. Deste modo, poder-
-se-ia deduzir que o uso de metilparabeno seria
desnecessario, pois as solugdes sem adjuvantes nao
tiveram qualquer tipo de contaminacdo. No entanto,
as analises de contaminac¢do microbioldgica realiza-
das sobre essas solugdes foram feitas somente até a
primeira semana de estocagem, quando suas ativida-
des enzimaticas foram extintas, enquanto que para
as solugdes que continham adjuvantes, as analises se
estenderam por dois meses apds o preparo.

CONCLUSOES

Ap0s avaliagao dos resultados apresentados, pode
ser concluido que as andlises organolépticas e a determi-
na¢do do pH ndo sdo guias confiaveis em relacdo as va-
riagdes de atividade enzimatica das solugdes de papaina.

Contaminacdes microbioldgicas ndo se mostraram
como fator de risco para o armazenamento das solugdes
de papaina, tanto na geladeira como na estufa, e nenhum
agente deletério foi evidenciado nessas avaliagdes, quer
seja pelo curto espago de tempo de estocagem (para as
solugdes sem adjuvantes), quer seja pela utilizacdo de
agentes conservantes na formulacdo (para as solugdes
com adjuvantes).

Ambientes de estocagem com baixas temperatu-
ras (5-10 °C/geladeira) se mostraram mais eficientes na
manutencdo da atividade enzimatica das solugdes de pa-



paina com ou sem uso de adjuvantes, em detrimento de
ambientes com temperaturas mais elevadas (30-35 °C/
estufa).

Solucdes de papaina sem adjuvantes tem incial-
mente maiores atividades enzimaticas, porém essa con-
digdo se deteriora rapidamente. Desta forma, a indicagdo
para sua utilizagdo seria como solugdes extemporaneas
em curativos, quando se desejasse maior poténcia enzi-

matica.
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