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RESUMO

Bromelina € uma enzima de origem vegetal obtida de diversas espécies
da familia Bromeliaceae, presente na casca, no talo e no fruto do abacaxi. O Brasil
encontra-se entre um dos maiores produtores mundiais de abacaxi, ocupando o
terceiro lugar no ranking mundial. O desenvolvimento de novas técnicas de
extracdo e purificacdo da bromelina vem sendo bem explorado, entretanto, tornou-
se necessario um estudo de estabilidade desta protease, proporcéo pela qual a
bromelina conserva sua conformacao estrutural ou sua atividade quando sujeita a
estocagem, isolamento e purificacdo ou varias outras manipulacdes fisicas ou

quimicas, incluindo autodigestao, outras enzimas proteoliticas e aquecimento.

Tornou-se de fundamental importancia saber em que condicées a
bromelina se mantém estavel, ou seja, ativa e por qual periodo de tempo, ja que a
meta mais significante da enzimologia aplicada é obter compostos Uteis para
biocatdlise. Este trabalho apresenta um estudo das condicbes de pH e
temperatura nas quais a Bromelina P.A em solugdo aquosa em concentracao
préxima ao do suco extraido da polpa da fruta, mantém-se ativa, ou seja, nao
desnaturada. A atividade enzimatica da bromelina em solucao foi medida através
da hidrélise da caseina e a condicdo de pH e temperatura mais proxima da ideal
foi determinada.

Palavras Chave: Bromelina, Atividade Enzimatica, Estabilidade.
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ABSTRACT

Bromelain is a vegetable enzyme found in many species of Bromeliaceae
family, its present in pineapple skins, stem and fruit. Brazil is one of the world’s
largest producers of pineapples, its production being the third one in the world. The
development of new extraction and purification processes of bromelain have been
studied, however, its necessary a enzyme stabilization investigation, state that
bromelain remains its structure or biological activity when stored, isolated, purified
or any other manipulation, included autodigestion, proteolytic enzymes and
heating.

It became very important to know the conditions and the time which
bromelain remain stabilized, active. In applied enzymology, the most significant
goal is to achieve useful compounds by biocatalysis. This work presents a study
about pH and temperature conditions which a bromelain aqueous solution, in the
same concentration of a pineapple fruit extract, remains with biological activity. The
bromelain aqueous solution enzyme activity was tested across the casein

hydrolysis and the ideal pH and temperature was determinated.

Key-words: Bromelain, Enzyme Activity, Stability.
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1. Introducao

O uso de enzimas em aplicacdes industriais, medicamentos e analises
clinicas € uma tendéncia em todo o mundo. As enzimas sao utilizadas como
biocatalizadores em quimica organica como uma alternativa aos processos
quimicos classicos por apresentarem inumeras vantagens. Dentre estas se
destacam elevada velocidade de reacgdo; utilizacdo de condigdes brandas;
compatibilidade com substratos sintéticos; em alguns casos podem catalisar as
reacdes nos dois sentidos e podem, ainda, apresentar alguma seletividade quanto
ao tipo de reagcdo que catalisam. J& em medicamentos, a grande eficiéncia das
enzimas aliada a sua especificidade, tornam-nas, a principio, agentes de grande
potencial para uso terapéutico. Entretanto, deve-se levar em conta os aspectos
como especificidade, pH o6timo, temperatura de estabilidade, presenca de
ativadores ou inibidores, preco e viabilidade. Para aplicacées terapéuticas,
principalmente para uso interno, a enzima precisa ter um elenco de caracteristicas
apropriadas tais como: alta atividade e estabilidade em pH fisiologico, baixa

resposta imunoldgica e alta afinidade pelo substrato.

Bromelina € o nome genérico dado as enzimas proteoliticas encontradas
no abacaxi, bem como em outras espécies da familia Bromeliaceae. Conforme
sera discutido na revisdo bibliografica que se segue, esta enzima presente no
abacaxi mostrou-se um objeto de analise relevante e viavel ao estudo da
estabilidade enzimatica, ja& que, segundo BALDINI et. al. (1993), o abacaxi é o
unico fruto que possui concentragdes relativamente altas no estado maduro,
embora ligeiramente decrescentes. Estudiosos deste tema tém revelado que a
enzima nao esta presente nos primeiros estagios de desenvolvimento do fruto,
entretanto, seu nivel aumenta rapidamente, mantendo-se elevado até o
amadurecimento, diferente do que ocorre, por exemplo, com a proteina presente
no mamao, a papaina, a qual somente é encontrada em altos niveis quando o

fruto ainda esta verde.



Varias sdo as aplicagdes da bromelina. No segmento de andlises clinicas,
por exemplo, € utilizada em solugdo aquosa no pré-tratamento de amostras de
sangue a serem tipadas para o grupo ABO/Rh. A solugdo de enzima em contato
com a superficie das hemacias propicia a retirada das proteinas de superficie,
expondo os antigenos eritrocitarios, que responderdo melhor ao teste analitico de
tipagem. Como ja afirmado a respeito das enzimas em geral, a bromelina também
possui grande atividade terapéutica. Devido a sua propriedade antiinflamatéria,
ajuda na recuperacao de pequenos ferimentos, particularmente de entorses e
estiramentos, lesées musculares e dor, inchago e sensibilidade que acompanham
danos causados pela pratica de esportes. Os efeitos proteoliticos do uso oral de
bromelina combinada a outras enzimas e/ou bile ajudam na digestdo dos
alimentos, isso pode ser especialmente interessante para pessoas que hao
conseguem digerir proteinas adequadamente. A bromelina também previne a
agregacao plaquetaria excessiva, sendo um bom agente natural no decréscimo
dos sintomas de angina e tromboflebite. Além disso, a bromelina reduz a
espessura do muco, o que pode beneficiar pessoas com asma e bronquite

cronica.

Com estas inumeras possibilidades de aplicagdes e usos terapéuticos da
bromelina e o crescente desenvolvimento da biotecnologia, tornou-se necessario o
conhecimento de novas técnicas de separacao e purificacdo. Técnicas mais
antigas - como a precipitacao, extracdo com solventes e filtracdo - geralmente tem
alto poder de concentracao, contudo tém baixa eficiéncia na purificagdo. Por sua
vez, técnicas mais modernas - como a cromatografia de afinidade, troca i6nica ou
gel-filtracao, eletroforese, extracdo em duas fases aquosas, extragcdo com micelas
reversas - recuperam e purificam, muitas vezes até a homogeneidade. A
utilizagdo desta proteina, visando as diversas aplicagdes mencionadas acima, esta
condiciona a estabilidade das enzimas nos sistemas, sendo necessario um estudo
que defina as condicbes que nao propiciem a desnaturacdo enzimatica. Deste
modo, quando a enzima ja extraida é utilizada em solugdo, seja para fins
terapéuticos, industrias ou andlises clinicas, a solucdo enzimatica deve ser
preparada e armazenada em condigdes proprias, a fim de manté-la estavel e se
possivel por um periodo maior de tempo. Assim, este trabalho faz uma analise da



atividade enzimética de uma solugdao de Bromelina P.A. da Sigma-Aldrich, na
concentragcao de 0,2% (m/v) em diferentes condi¢coes de pH e temperatura a fim

de encontrar a melhor condi¢cao de seu armazenamento.

2. Revisao Bibliografica

2.1. Proteinas

Proteina vem do grego protéicos, que significa primeiro entre todos os
compostos quimicos. As proteinas devem certamente ser colocada em primeiro
lugar ja que sdo um dos principais constituintes dos organismos animais, mantém
as diferentes partes conjuntamente e dirigem o seu funcionamento. Sao
encontradas em todas as células vivas. Sao os principais constituintes da pele,
dos musculos, dos tenddes, dos nervos e do sangue; das enzimas, anticorpos e
muitos horménios (MORRISON, 1976). Sao as moléculas organicas mais
abundantes nas células e constituem 50% ou mais de seu peso seco. Existem
muitas espécies diferentes de proteinas, cada uma especializada em determinada
funcao biologica diferente.

Quimicamente, as proteinas sdo altos polimeros. Sdo poliamidas. Os
monémeros de que elas sdo formadas sdo os acidos a-amino-carboxilicos. Uma
unica molécula de proteina contém centenas ou mesmo milhares de unidades de
aminoacidos; estas unidades podem ser de cerca de vinte espécies diferentes. O
namero de combinacdes distintas, ou seja, o numero de diferentes moléculas

protéicas, que sao possiveis, € quase infinito (MORRISON, 1976).

Sua estrutura pode ser considerada em varios niveis. A estrutura primaria
€ 0 modo como os atomos da molécula protéica se unem uns aos outros por
ligacbes covalentes formando cadeias peptidicas. A estrutura secundaria é o
modo segundo o qual estas cadeias se dipdem espacialmente, formando hélices,
folhas ou esferdides compactos, com ligacées de hidrogénio a unir diferentes
cadeias ou diferentes partes da mesma cadeia. E assim, o entrelacamento das



cadeias helicoidais uma nas outras, com formacgao de trangas a varios cabos, ou 0
amontoamento de moléculas uma sobre as outras, com formacéo de agregados
maiores, vao formando os niveis mais altos da estrutura das proteinas.
(MORRISON, 1976).

2.1.1. Enzimas

Enzimas sdo moléculas de proteinas bastante grandes e complexas que
agem como catalisadores em reacdes bioquimicas. Como as proteinas, elas
consistem em longas cadeias de aminoacidos unidas por ligacdes de peptideos.
Elas sdo formadas dentro das células de todos seres vivos, plantas, fungos,
bactérias, e organismos microscopios unicelulares. As enzimas séo classificadas
segundo os compostos nos quais elas agem. Por exemplo, lipases atuam nas
gorduras decompondo-as em glicerol e acidos graxos, amilases decompdem o
amido em agucares mais simples, celulases decompdéem a celulose, proteases

decompdem as proteinas, entre outras.

Depois dos antibidticos, as enzimas sao os produtos mais explorados na
industria de biotecnologia. Sdo biocatalizadores que as células utilizam para uma
série de conversdes quimicas. A acao catalitica se faz, como a dos catalisadores
inorganicos, através da reducao da energia de ativacdo da reagao, sem alteracao
do seu equilibrio termodinamico. Além de reduzirem a energia de ativagao,
incrementando a velocidade da reacdo, as enzimas apresentam elevada
especificidade. As reagdes para digerir alimentos, enviar sinais através de nervos,
ou contrair um musculo, por exemplo, simplesmente ndo ocorrem em velocidade

util sem catalise.

Deste modo, a catdlise enzimatica das reacdes é essencial para os
sistemas vivos. Sob condi¢des biologicas relevantes, as rea¢des ndo catalisadas
tendem a serem lentas j4 que a maioria das moléculas biol6gicas é muito estavel
no ambiente aquoso de pH neutro e temperatura moderada encontradas no
interior das células. Muitas reagdes bioquimicas comuns envolvem eventos

quimicos que sdo muito improvaveis nas condicées do ambiente celular, como a

4



formacéao transiente de intermediarios eletricamente carregados e instaveis ou a
colisdo de duas ou mais moléculas com a orientacdo precisa e necessaria para
que ocorra a reacao. (LEHNINGER, 1995).

Uma enzima contorna estes problemas fornecendo um ambiente
especifico dentro do qual uma reagao dada é energeticamente mais favoravel. A
caracteristica distintiva de uma reacdo catalisada enzimaticamente € que ela
ocorre no interior dos limites de uma cavidade, ou fenda, na estrutura molecular da
enzima chamada sitio ativo. A molécula que se liga ao sitio ativo e que sofre a
acao da enzima é chamada substrato. O complexo enzima-substrato tem papel
central na reagdo enzimatica, ele é o ponto de partida para os tratamentos
matematicos que definem o comportamento cinético das reacdes catalisadas
enzimaticamente e para as descrigbes tedricas dos mecanismos enzimaticos.
(SARTORELLO, 2004).

2.1.2. Desnaturacao

Todas as moléculas de uma mesma proteina apresentam, em condices
fisiologicas, a mesma conformagdo que €& denominada nativa. Esta é a
conformacao mais estavel que a molécula pode assumir naquelas condigbes e
reflete um equilibrio delicado entre as interagbes ocorridas no interior da molécula
protéica e entre esta e seu meio ambiente. Ao se proceder ao isolamento e
purificacdo de uma proteina, sdo introduzidas alteragdes fisico-quimicas no seu
meio ambiente, que podem afetar sua estrutura espacial a ponto de ocasionar a
perda de sua funcao bioldgica. Neste caso, a proteina é dita, entdo, desnaturada
(CAMPESE, 2004).

Desnaturacao é a precipitacao irreversivel das proteinas, na medida em
que lhe causa uma modificagdo fundamental que destréi sua atividade fisiologica.
A coagulacgao da clara do ovo pelo calor, por exemplo, representa a desnaturacao
de uma proteina, a ovoalbumina. A facilidade extrema com que muitas proteinas
se desnaturam torna o seu estudo muito dificil. A desnaturacdo causa
modificagdes fundamentais nas proteinas, destruindo, em particular, a sua

5



atividade fisiol6gica. (MORRISON 1976). Assim, quando uma solucao aquosa de
uma enzima, por exemplo, € aquecida até seu ponto de ebulicdo por uns minutos
e depois resfriada, a enzima torna-se insoluvel e, principalmente, ndo mais
apresenta atividade catalitica. Esse efeito do aquecimento ocorre virtualmente
com todas as proteinas, ndo importando seu tamanho ou funcao biolégica, embora

a temperatura exata para provoca-lo varie.

A desnaturacéao de proteinas pode ser provocada nao apenas pelo calor (o
aquecimento da proteina nativa provoca rompimento de ligagcdes nao-covalentes),
mas também por valores inadequados de pH, por solventes orgéanicos, por solutos
como a uréia, pela exposicao da proteina a alguns tipos de detergentes, pela
agitacao vigorosa da solucao protéica, presenca de certos ions ou sais na solugéao
que contém as proteinas, entre outros. Segundo CAMPESE (2004), por exemplo,
valores de pH muito baixo ou muito alto, afetam a ionizacdo dos grupamentos da
proteina conferindo a molécula uma elevada carga positiva (ou negativa),
ocasionando repulsao intramolar, com exposi¢ao do interior hidrofébico. A adicao
de solventes organicos polares (alcoois, por exemplo) ou de compostos com
grande capacidade de formar pontes de hidrogénio (uréia, por exemplo) determina
a desnaturacdo da proteina, porque estes ultimos agentes estabelecem pontes de
hidrogénio com radicais da proteina, substituindo ligacbes que mantém a estrutura

nativa.

Os solventes organicos diminuem a solvatacao dos radicais polares
situados na superficie da proteina. A desnaturacdo também pode ser ocasionada
por detergentes. Uma molécula tipica de detergente € composta por uma cadeia
longa apolar ligada a um grupo terminal carregado eletricamente. Estes agentes
sdo desnaturantes porque a introdugdo de sua cauda hidrofébica (apolar) no

interior da proteina rompe interacoes hidrofébicas (CAMPESE, 2004).

Cada uma das formas citadas como causa de desnaturacdo pode ser
considerada como tratamento relativamente suave, isto €, a desnaturacdo pode
ocorrer em condicbes amenas, ndo ha necessidade de ocorrer em condicdes
drasticas. As moléculas de proteina nativa sdo frageis e facilmente
desorganizadas pelo calor e outros tratamentos aparentemente suaves. Retiradas

das condicbes desnaturantes, muitas proteinas podem reassumir sua
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conformacdo nativa em um processo chamado renaturacdo. A renaturagao
demonstra que a estrutura tridimensional (nativa) de uma proteina € uma

conseqUéncia de sua estrutura primaria.

ARROYO-REYNA et. al. (1995) estudaram a desnaturacdo térmica da
bromelina, que € uma proteina globular. Estudos cinéticos da desnaturacao da
bromelina a uma temperatura constante foram realizadas a pH 3,40. A analise da
fracao de proteina nativa (fy) mostra que esta varia com o tempo, sendo que a
temperaturas elevadas, esta diminui mais rapidamente. Por exemplo, a 30,5°C, fy
diminui de 1 a aproximadamente 0,2 em 300 min; a 36,1°C, fy diminui a
aproximadamente 0,1 em 300 min; a 42,3 °C, fy diminui de 1 a 0 em 150 min e a
46,1 °C, fy diminui de 1 a 0 em 50 min. Foram realizadas analises entre 30 e 50 °C.
Este estudo indica que a desnaturagao térmica da Bromelina segue um modelo de
dois estados irreversivel com cinética de 1% ordem. Neste estudo a desnaturagéo é

determinada por mudangas na conformacéo da enzima.

2.1.3. Bromelina

Por bromelina entende-se o conjunto de enzimas proteoliticas produzidas
por plantas da familia das Bromeliaceae. O abacaxi é o vegetal mais conhecido da
familia Bromeliaceae. De acordo com CESAR et al. (1999), a enzima ndo esta
presente nos primeiros estagios de desenvolvimento do fruto, porém seu nivel
aumenta rapidamente, mantendo-se elevado até o amadurecimento, quando tem
um pequeno decréscimo. Essa € uma das vantagens da utilizacdo das proteases
do abacaxi em comparacdo com outras proteases vegetais. Apesar da diminuicao
da atividade proteolitica durante a maturacao, o abacaxi € o unico fruto que possui
concentragdes relativamente altas de proteases no estado maduro. No mamao e
no figo, tanto a papaina quanto a ficina, somente sdo encontradas em altos niveis
quando o fruto esta verde; com o completo amadurecimento, a concentragdo de

proteases praticamente desaparece.

Para obtencdo da bromelina, podem ser utilizadas diferentes partes do
abacaxi: folhas, talos, polpa da fruta, cascas e residuos industriais do
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processamento do fruto. O fruto e o talo apresentam o mesmo teor de proteina
total, porém o talo apresenta cerca de 60% menor quantidade de enzimas
proteoliticas. As enzimas proteoliticas encontradas nos talos recebem o nome de
bromelina do talo e tem o numero sistematico EC 3.4.22.4, e as encontradas no
fruto sdo chamadas de bromelina do fruto ou ainda, bromelina, e tem o nimero
sistematico EC 3.4.22.5.

A bromelina comercial é obtida do caule do abacaxi apés moagem,
prensagem, filtracdo e precipitacdo do suco deste talo. Muitos precipitantes
classicos podem ser utilizados na preparacdo da enzima bruta ou no
fracionamento da enzima, tais como: sulfato de aménio, metanol, isopropanol e
acetona, combinados com variagbes do pH do suco. Contudo, no caso da
preparacao industrial, a acetona é o precipitante mais conveniente. A acetona é
adicionada ao suco do talo em dois estagios. Quando um ou dois volumes de
acetona sdo adicionados a dois volumes de suco de caule de abacaxi, 0
precipitado formado tem baixa atividade enziméatica, cor turva e baixa estabilidade,
sendo descartado. A adigdo de um outro volume de acetona precipita as principais
fracoes enzimaticas. Estas sdo coletadas através de centrifugacdo, sendo
posteriormente secas. O pd seco € a proteina do talo. A acetona € recuperada,
destilando-se o sobrenadante resultante da centrifugacdo (LIMA, 2001). A
precipitacdo com etanol a frio também é uma opc¢ao estudada para extracdo das

enzimas proteoliticas encontradas no abacaxi.

CESAR (2000) estudou a extracdo da bromelina, utilizando sistemas
aquosos bifasicos formados por PEG/sal (fosfato de potdssio). Foram obtidos
resultados favoraveis e promissores. Obteve-se o coeficiente de particido de
aproximadamente 3,9 com pH 9,0, PEG 1500 e concentracdo de 17,5% PEG e
15% de sal.

CESAR (1999) realizou as analises de proteina total, acicares redutores e
atividade enzimatica de amostras preparadas da polpa do fruto, da casca e do talo
para a caracterizagdo do meio inicial. O fruto e talo apresentam o mesmo teor de
proteina total, porém o talo apresenta cerca de 60% menor quantidade de enzimas
proteoliticas. Foi observado que por meio da precipitagdo em um estagio com 80%



(v/v) de etanol a 5°C, é possivel recuperar praticamente toda a enzima
originalmente presente, aumentando de 3 a 5 vezes a atividade especifica inicial.

A bromelina do talo do abacaxi contém varias proteases que diferem entre
si na sua acado em diversos substratos, bem como na suscetibilidade em oxidar-se
e reduzir-se, e especialmente no pH que elas hidrolisam mais rapidamente seus
substratos. O pH étimo de atividade é influenciado pela natureza do substrato,
pela concentracao e tipo de solugcao tampao utilizada e também pela presenca de
agentes redutores. Para auxiliar na classificacdo dessas enzimas, as proteases
sao designadas pelo pH 6timo de atividade, tendo-se verificado que a bromelina
comercial é uma mistura de quatro proteases: bromelinas pH 4,5; 5,5; 7,0; 8,5.
(LIMA, 2001).

A bromelina € uma glicoproteina, tendo um residuo oligossacarideo por
molécula, que esta covalentemente ligado a cadeia peptidica. A bromelina do talo
€ uma enzima sulfidrilica, o que é essencial para a sua atividade proteolitica. A
bromelina do fruto € uma proteina acida, e seu ponto isoelétrico foi determinado
por focalizagéo isoelétrica como pH 4,6 e mudangas conformacionais irreversiveis
ocorrem em valores de pH maiores que 10,3 (MURACHI, 1976). Segundo
ROWAN (1990), a bromelina do fruto possui atividade proteolitica maior do que a
bromelina do talo em diversos substratos protéicos, sendo sua atividade maxima
em pH 8,0 e temperatura de 70°C. A atividade maxima da bromelina do talo ocorre
em pH 7,0 e temperatura de 60°C.

SUH et. al. (1992) purificou a bromelina do fruto e do talo até a
homogeneidade (18 e 46 vezes de aumento de pureza respectivamente) por
cromatografia de gel-filtracdo e determinou os pesos moleculares em 32,5 e 35
kDa respectivamente, com rendimento de 23 % em atividade. MURACHI (1976)
purificou a bromelina do talo do abacaxi por cromatografia de gel filtracdo, e
determinou que o pesos molecular da fracao pura era de 28 kDa por SDS-PAGE.
ROWAN et. al. (1990) descreve a presenca de quatro proteases principais
presentes em abacaxis (Ananas comosus): bromelina de fruto, bromelina de talo,

ananaina e comosaina.



Além dessas proteases, a bromelina do talo de abacaxi também contém
outras enzimas, sendo uma fonte de fosfatase acida. Esta é uma enzima
relativamente estdvel e ndo se deteriora rapidamente sob armazenagem. A
bromelina quando recém preparada, contém também peroxidase. Contudo, em
contraste com a estabilidade de estocagem da fosfatase acida, a peroxidase do
talo de abacaxi € muito 1abil. Apos trés a seis meses de armazenagem o teor de
peroxidase praticamente desaparece. Esse comportamento é semelhante a
peroxidase do latex do fruto da Carica papaya. (LIMA, 2001).

EL-GHARBAWI e WHITAKER (1963) separaram cinco componentes
proteoliticamente ativos da bromelina do talo por cromatografia e eletroforese.
Esses componentes apresentaram absorbancia similar a 280 nm e atividade
especifica similar em caseina em pH 7. Eles diferem entre outras caracteristicas,
na absorbancia a 260 nm e 292 nm, estabilidade térmica e variagdo na atividade
em caseina em diferentes valores de pH. Todos cinco componentes tiveram
aproximadamente a mesma atividade especifica em pH 7 (aproximadamente 1,02
ou 1,03). Todos o0s componentes parecem ter ponto isoelétrico de
aproximadamente 9,6.

Segundo BALDINI et. al. (1993), a bromelina é uma enzima sulfidrica e
como caracteristica das enzimas pertencentes a esse grupo, requer grupamentos
sulfidricos livres para sua atividade catalitica. Agentes redutores como a cisteina,
sulfetos, sulfitos, e também cianetos atuam como ativadores da acédo enzimatica

de acordo com diversos autores citados em seu trabalho.

2.1.4. Proteases

A quebra proteolitica de ligagdes peptidicas € umas das mais freqlientes e
importantes modificagcbes enzimaticas das proteinas. Historicamente, protedlise
enzimatica tem geralmente sido associada com a digestao de proteinas e atraiu a
atencao de fisiologistas e bioquimicos que estavam interessados no processo de
digestao das proteinas nos animais e homens. Assim as proteases digestivas das

secregdes pancreatica e gastrica estdo entre as enzimas melhor caracterizadas e
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muito do atual conhecimento da estrutura da proteina e da funcdo das enzimas
tem sido derivado do estudo destas proteases. Investigacbes da cinética,
especificidade e inibicdo, junto com detalhadas analises de sua sequéncia de
aminoacidos e estrutura tém levado a identificacao dos componentes e geometria
de seus sitios ativos, e assim o0 mecanismo de agao destas proteases digestivas
sido deduzido. (BEYOND, 1989)

Atualmente, a classificacdo das proteases é baseada na comparagéao de
sitios ativos, mecanismos de acdo e estrutura tri-dimensional. Cada familia de
proteases tem um caracteristico grupo de residuos de aminoacidos funcionais
arranjados em uma particular configuragdo para formar o sitio ativo. (BEYOND,
1989). As proteases vegetais papaina e bromelina sdo classificadas como
“cysteine proteases”, sendo a papaina 0 membro mais estudado desta familia de

proteases.

As enzimas proteoliticas (proteases) sdo de grande valor comercial, e sdo
amplamente utilizadas nas industrias de biotecnologia. Na industria de alimentos
sdo usadas nos processos de fermentacao e producéo de alimentos orientais, na
producado de gelatina hidrolisada e leite de soja e na clarificacdo de sucos através
da hidrélise das proteinas soluveis. Também séo usadas na producgéo de cervejas,
para hidrdlise das proteinas responsaveis pela sua turvacdo. Na industria de
panificacdo, sdo utilizadas para a produgcdao da massa macia, com o resultado da
hidrélise do glaten, na fabricacao de queijos para maturacao e desenvolvimento da
textura e do sabor, na industria de carnes para tenderizacédo e condicionamento, e
para o melhoramento de alimentos para animais. Sao também amplamente
empregadas em detergentes, na industria de papel e de couros, e algumas
proteases de origem animal entre as quais destaca-se pepsina, tripsina,

quimotripsina, utilizadas na preparacao de alimentos infantis.

2.2. Abacaxi

2.2.1. Fruticultura Brasileira
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A fruticultura brasileira cresceu consideravelmente nos ultimos dez anos,
como podemos observar utilizando os dados comparativos de producao dos
biénios 1994/1995 e 2004/2005 apresentados na Tabela 1.

FRUTA 2005 2004 1994 1995
Abacaxi 2.279 2.297 1.558 1.463
Banana 6.606 6.691 7.438 7.384
Laranja 17.998 | 18.270 14.213 16.004
Maca 827 973 456 432
Uva 1.133 1283 807 825

Tabela 1 - Producédo de Frutas, Brasil — 1994/1995 e 2004/2005 (1000
toneladas). Fonte: IBGE (07/2005) Fatores de conversao: abacaxi: 1,6 kg/fruto;
banana 13kg/cacho; maga 130gramas/fruta; laranja 250 frutos por caixa com 40,8
kg.

No Estado de Sao Paulo, devido aos diferentes ciclos de maturacao
(desde muito precoces até tardias) e as diversas regides de cultivo, pode-se dizer
que a época de colheita das frutas se estende por nove meses até pelo ano todo.
No caso das frutas de clima temperado e subtropical a colheita se inicia em
setembro e se prolonga até junho, enquanto que para tropicais pode durar o ano

todo.

Em razdo de sua posigcdo geografica e do cultivo das variedades
especialmente criadas ou adaptadas para as condi¢cées de inverno brando, com
poucas horas de frio abaixo de 7,2°C, a producéo paulista € mais precoce que as
dos estados do Sul do Brasil, assim como de paises produtores como Argentina,
Uruguai e Chile, o que traz vantagens econdmicas, devido a auséncia de
concorrentes no inicio da safra. Ao mesmo tempo, para varias espécies permite-se
que sejam exportadas para paises do hemisfério Norte quando nao ha producao
regional tendo condicées de adentrarem os mercados com reducao ou auséncia
de tarifas aduaneiras de importacdo (CESAR, 2005).
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2.2.2. Cultivo e cultura

O abacaxizeiro € uma planta muito sensivel ao frio, mas resiste bem a
seca. Exige, por isso, clima quente ou mesotérmico, onde ndo ha perigo de
ocorréncia de geadas. A temperatura média favoravel situa-se entre 21 e 27°C.
Quando a temperatura se mantém acima de 32°C, verificam-se danos na planta
devido a transpiracdo excessiva, quando a temperatura cai abaixo de 20°C, a
planta entra em estado de inatividade (MEDINA, 1978). Portanto, o Brasil possui
um clima muito favoravel para a producao do fruto. Na Tabela 2 podemos
observar que o pais encontra-se em segundo lugar no ranking mundial de
producéao do fruto, contribuindo com mais de 13% da producao mundial.

ABACAXI PRODUGCAO(t) PRODUGAO(t/ha)
Mundial 15.288.018 843.231

PRODUCAO (t) | PRODUCAO (t/ha)
Tailandia 1.900.000 87.000
Filipinas 1.759.290 48.230
Brasil 1.435.190 54.683
China 1.320.000 70.500
india 1.300.000 90.000

Tabela 2: Produgdo mundial de abacaxi em 2005. Fonte: FAO (2005).
Atualizado em fevereiro/2005.

Os frutos colhidos durante o verao apresentam melhor qualidade do que
0s amadurecidos durante o inverno. Aqueles se apresentam mais aromaticos e
mais ricos em sélidos solluveis, menos acidos e com maior conteudo de éleos

volateis.

O momento da colheita depende do fim a que se destinam os frutos. Se
for para a fabricacdo de conservas, deve-se aguardar até que os frutos fiquem
maduros, ou seja, 0 momento em que suas qualidades organolépticas sejam
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6timas. Mas, se destinados a exportacdo como fruta fresca, a colheita deve ser
feita com antecipacao para que sua maturacao total ndo ocorra até o momento em
que seja ofertado ao consumidor. E preciso, contudo, neste caso, ndo colher frutos
demasiado verdes.

A coloracao da casca é habitualmente tomada como indicacao para julgar
se um fruto estda ou nao maduro. A madureza da polpa e a coloracdo da casca
ocorrem progressivamente, iniciando-se ambas pela base do fruto e se
estendendo paulatinamente para o apice. Tal avaliacdo, contudo, € muito mais
dificil do que parece a primeira vista, pois ha necessidade de se levar em conta o
tamanho do fruto, as condicbes ecoldgicas, por ocasidao da sua maturacao e

variedade do produto.

O abacaxizeiro frutifica dentro de 24 meses apds o plantio, quando as
mudas sédo do tipo coroa. De modo geral, pode-se obter 15 a 20 mil frutas por

hectare, por safra, servindo este valor como média para as variedades.

A época da colheita esta intimamente relacionada a época de plantio e ao
tipo e idade da muda. O plantio no Estado de Sao Paulo é feito de dezembro a
fevereiro, no periodo que coincide com a colheita das frutas (época de maior
producgéo) e, consequentemente, época favoravel para obtengcado de mudas.

As colheitas das frutas de um abacaxizal ndo podem ser feitas por meios
mecanicos, pois as frutas ndo amadurecem todas ao mesmo tempo. Todavia, no
Havai e em outras regides onde a cultura do abacaxi é feita com alto nivel técnico,
os trabalhos de colheita sdo grandemente facilitados gracas a utilizacdo de uma
esteira rolante, na qual as frutas sdo colocadas e transportadas para fora dos
talhdes tao logo sejam colhidas.

No Brasil, o trabalho de colheita geralmente é feito com auxilio de um
facdo, com o coletor tendo as maos protegidas por luvas de lona grossa. Enquanto
com a mao esquerda segura o fruto pela coroa, com a direita secciona, com o
facdo, a haste a 5-6 cm abaixo da fruta. As frutas colhidas vao sendo entregues a
outro operario, que é encarregado de transporta-las em cestas até a margem do
carreador. Necessita-se, em média, trés carregadores para cada colhedor. Tem
uma produtividade media de 30.000 a 40.000 frutos/ha/ano (CESAR, 2005).
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Em geral, a comercializagdo do abacaxi é feita com o fruto ainda no
campo, antecipadamente e a granel. Leva-se em conta o tamanho e a aparéncia
do fruto, de acordo com os padrdes das variedades. Para os grandes mercados
consumidores ao natural, seguem os frutos de primeira qualidade, sadios e com
peso igual ou acima de 1,5 kg. Os que nao atingem esse padrao sao vendidos nos
mercados locais, perto das regides produtoras, ou sado destinados a

industrializacao.

2.2.3. Composicao Quimica

O abacaxi apresenta uma variacdo muito grande na sua composicao
quimica, de acordo com a época em que € produzido. De modo geral, a sua
producdo ocorre no verao, sendo sua colheita uniformizada através da indugéo

quimica do seu florescimento.

Neste caso, as frutas apresentam maior teor de agucares € menor acidez.
Por outro lado, as frutas produzidas fora de época, ou seja, as frutas temporas,
apresentam alta acidez e baixo teor de acglcares, visto a producao ocorrer nos

meses que a temperatura ambiente é baixa .

O valor nutricional das frutas de abacaxi depende, principalmente, dos
seus agucares soluveis, das vitaminas e dos sais minerais que contém, uma vez

que os teores de proteinas e de lipideos sao relativamente baixos.

O abacaxi € uma fruta deliciosa, muito apreciada em todos os paises
tropicais; sua polpa sucosa, saborosa e ligeiramente acida é muito refrescante. Ao
lado das qualidades organolépticas, que o distinguem universalmente, ha seu alto
valor dietético, comparavel ao das melhores frutas tropicais. O suco de abacaxi é
um alimento energético, pois um copo do mesmo propicia cerca de 150 calorias ao
organismo humano. O teor de agucares varia em geral em torno de 12 a 15%, dos
quais aproximadamente 66% sao de sacarose e 34% de agucares redutores. As
cinzas, que apresentam 0,4-0,6% do peso total, sdo ricas em bases,
principalmente em potassio, ao qual seguem o magnésio e calcio, geralmente em

partes iguais, e essas caracteristicas permanecem em sua maioria nos residuos
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triturados do abacaxi para o processamento da bromelina, sendo entdo este
residuo de grande interesse por suas caracteristicas de alta riqueza nutricional.

2.2.4. Processamento da fruta

A fruta em calda, que é o principal produto industrializado do abacaxi,
ocupa, atualmente, a segunda posicdo em vendagem no mercado internacional,

logo em seguida do péssego em calda.

As técnicas industriais de preparo de fatias e pedacos para enlatamento
sdo conhecidas internacionalmente. Linhas completamente automatizadas
encontram-se em varias fabricas espalhadas pelo mundo tais como Havai,
Formosa, Filipinas, Tailandia, Australia, Africa do Sul e outros paises, no mundo
todo.

Essas linhas, em capacidade de 80 a 120 frutas por minuto, apresentam,
atualmente, rendimentos proximos de 46% de partes soélidas da fruta para

enlatamento.

2.2.5. Produtos e Subprodutos do Processamento.

Na grande industria do abacaxi, a industrializacao da fruta é integrada.
Isso significa que ndo existe uma industria trabalhando com um ou dois produtos,
mas procura-se tirar o maximo de rendimento da fruta em relacdo ao produto
principal (fruta em calda) e aos produtos de carater secundério (como € o caso do
suco simples e do suco concentrado), e mesmo os subprodutos, como € o caso
especifico do suco da casca e residuos e da racdo, esta ultima utilizada na

alimentacao animal.

O processamento tem inicio com a lavagem das frutas, que chegam do
campo em grandes recipientes ou carretas, ja desprovidas da coroa que pode ser
utilizada para o replantio da fruta. A seguir, as frutas sdo conduzidas por meio de
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transportadoras para uma secao superior onde a lavagem é completada. Um
sistema de transportadores conduz as frutas lavadas para um segundo pavimento,
no qual, é feito um corte em uma das extremidades da fruta. Essa operagéao tem
por finalidade principal eliminar as partes restantes da coroa e talo, a fim de
facilitar o trabalho posterior da maquina ginaca. Essas partes eliminadas seguem,
por meio de um transportador, para a linha de processamento de racao.

Na etapa seguinte, ainda no segundo pavimento, as frutas sé&o
selecionadas por tamanho, selecédo esta que é feita por meio de roscas sem fim,
dispostas de tal forma que permitem a classificacao das frutas em trés tamanhos
distintos: grande, médio e pequeno.

As frutas de tamanho médio constituem aproximadamente 60 a 65% do

total de abacaxis que entram na usina de processamento.

O processo tem por finalidade dar um fluxo continuo as fases posteriores,
reduzindo assim a capacidade ociosa da ginaca. Esta maquina cujo nome foi
dado em homenagem a seu inventor o engenheiro havaiano de sobrenome
Ginaca, é completamente automatizada e de grande capacidade (80-120 frutas
por minuto), executando uma série de operagdes sucessivas, € que Sao as
seguintes: - corte das extremidades, descascamento da fruta e encaminhamento
do cilindro a etapa seguinte do processamento. O equipamento também é dotado
de um dispositivo raspador, que erradica a polpa da casca e das extremidades do

Q-

fruto. A maior parte deste material erradicado (polpa erradicada) se destina

Q)

producdo de “crush’ (espécie de salada de frutas) e uma pequena parte
producgéo de suco.

Nas ginacas de produgdo mais antiga também havia um dispositivo para
remogao do miolo do cilindro da fruta

Dentro de um sistema mais moderno, conhecido como “sistema de
processamento de abacaxi em dois didmetros “ da Honiron, a remogéo da parte
central do cilindro da fruta é feita em fase posterior. Esse sistema permite maior
rendimento industrial em termos sélidos, pois o cilindro é cortado em fatias quando
ainda inteiro, isto €, com miolo, e estas apresentam maior resisténcia mecénica a

remocao do miolo, reduzindo-se assim, 0 numero daquelas quebradas.
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Nas diversas linhas de ginaca geralmente encontradas nas grandes
industrias de abacaxi do mundo, a maquina é usualmente regulada para o

processamento de frutas dos trés tamanhos anteriormente mencionados.

Pode-se entdo observar aqui, uma boa fonte da matéria prima a ser
utilizada no processo de recuperacao e purificacdo de enzimas do abacaxi, visto
que, uma das maiores dificuldades da industria de processamento do fruto é a
venda do suco, obtido como subproduto e posteriormente reprocessado, tratado,
pasteurizado e embalado para comercializagdo em um mercado que nao responde

a producéao de suco devido ao seu alto custo ocasionado pelo tratamento.

Do total de frutos produzidos nos Estados Unidos da América em 2003,
aproximadamente 73% foram industrializados (FAO, 2005) e os restantes 27%
consumidos na forma fresca. Do total mundial industrializado, 46% foram
comercializados no mercado mundial, com seu valor de mercado quintuplicado

gracas aos custos de processamento, embalagem e distribuigéo.

O Brasil diferencia-se completamente dos grandes produtores e
consumidores mundiais de abacaxi, pois quase toda sua producdo é consumida
na forma fresca, sendo a quantidade industrializada insignificante.(BERTEVELLO,
2001). Portanto, uma das principais fontes de matéria prima para a extragéo de
enzimas no Brasil, ndo seriam os subprodutos do processamento e sim 0s
residuos agricolas, especialmente a sua haste (stem) que tem demonstrado bons
resultados nos mais recentes estudos de extracao e purificacdo (RABELO, 2004)

e nas aplicagdes terapéuticas da Bromelina (MYNOTT, 1999).

2.3. Aplicacoes de enzimas

As aplicacbes de enzimas estdo obviamente vinculadas ao mercado
mundial e podem ser divididas em aplicagbes industriais, enzimas para uso
médico e enzimas para uso analitico e cientifico. As principais aplicacoes,
principalmente industriais, estdo dentro do que se convencionou chamar de
biotecnologia, termo este que transformou-se na ultima década numa panacéia de
atividades ligadas a ciéncia e tecnologia, que tornou-se dificil definir exatamente
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campos de atuacdo especificos mas certamente envolve microbiologia,
bioquimica, genética e engenharia quimica e bioquimica no processamento de
materiais por agentes biologicos. Dentre esses agentes, as enzimas sao
freqientemente utilizadas para melhoria de processos e possibilitar o uso de
novas matérias-primas, melhorando suas caracteristicas fisico-quimicas e também
as de varios produtos (LIMA, 2001).

Do ponto de vista industrial, para ser comercialmente utilizavel, a enzima
deve proporcionar a obtencdo de produtos com as seguintes caracteristicas: ser
de melhor qualidade que o produto tradicional, possibilitar uma melhoria no
processo, de tal forma a reduzir custos de laboratério e maquinaria envolvidos,
possibilitar a producao de produtos que nao sdo disponiveis ou somente em
pequenas quantidades. Em um amplo campo de aplicagdes, as enzimas podem
ser uteis no melhoramento da qualidade de diversos produtos, facilitando sua
obtencdo, ou produzindo um intermediario que seria dificil de ser obtido
quimicamente. Um exemplo desta intervencdo desejada das enzimas sao as
lipases na manufatura de queijos, mediante a qual acelera-se o processo de cura,
assim como as pectinases e amilases na fabricagdo de sucos de frutas, que atuam
na obtencdo da viscosidade e na clarificacdo destes produtos. Também no caso
da clarificagcdo de cervejas e amaciamento de carnes, as proteases podem ser
grandes aliadas destes processos industriais.

Entre as diversas industrias quimicas, nenhuma teve modificacdo
fundamental de matérias-primas tdo grande quanto a industria de saboaria. Entre
1940 e 1965, os detergentes passaram a responder por 80% da demanda anterior
em sabdes. Em 1975, bem mais de 80% do mercado estavam cobertos por novos
detergentes que utilizavam matérias-primas completamente novas, dentre elas as
enzimas. A substituicdo dos sabdes por produtos sintéticos se deu basicamente
por aspectos econémicos e técnicos, uma vez que as gorduras se tornaram cada
vez mais escassas e destinadas a alimentacdo humana e também a formacéao de
sais insoluveis com os agentes de dureza da agua como o calcio o magnésio;
além da insolubilizagdo em meio neutro e &cido levaram a intensificacdo das

pesquisas em torno da utilizacado das enzimas (LIMA, 2001).
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O aparecimento de enzimas adequadas, estaveis em pH alcalino, obtidas
por fermentacdo de bactérias, podendo ser obtidas em maiores quantidades e
menor tempo, com menor custo, possibilitou o uso de enzimas também em
detergentes liquidos que estdo em pleno crescimento no mercado, devido a sua

praticidade e facil incorporacao dos tensoativos e outros componentes na agua.

Na industria téxtii e em curtumes as enzimas também encontram
aplicacdo. No processamento de couros as proteases encontram uma ampla
aplicacao durante as varias fases (LIMA, 2001). Na fase inicial de limpeza é
necessario haver uma reidratacdo, passando pela remocao dos pelos, onde é
utiizada uma protease alcalina (subtilisina), porque o pH béasico ajuda na
exposi¢ao dos foliculos pilosos, facilitando sua remog&o. Nas fases iniciais, onde é
necessdaria uma degradacao parcial da queratina e elastina presentes, existindo
também a agao devido a quebra do colageno. As proteases mais utilizadas sao as
de origem animal, fungica e bacteriana, mas em alguns casos especiais, como

producao de couro extramacio, pode ser utilizada papaina.

Enzimas encontram também aplicagdo na producdo de antibi6ticos. A
molécula do antibidtico penicilina pode conter varios substituintes na cadeia lateral
ao grupo 6-amino, resultando nas penicilinas semi-sintéticas. A molécula natural
contém um grupo benzila ou fenoxi-metil (penicila G ou V, respectivamente).
Produzida por fermentacdo, € posteriormente tratada com a enzima penicilina
amidase (atualmente utilizada industrialmente na forma imobilizada) para a
remocao da cadeia lateral, sem degradar o anel B-lactamico e dando origem ao
acido 6-amino penicilamico (6-APA), a partir do qual sado produzidas as penicilinas
sintéticas. As novas cadeias laterais podem ser adicionadas ao 6-APA por via
quimica (atualmente a mais utilizada) ou enzimatica, utilizando a reagao inversa

da penicilina amidase (em pH acima de 7) (LIMA, 2001).

2.3.1. Aplicacoes de enzimas em medicamentos e analises clinicas

Grande parte dos medicamentos que estdo no mercado originam-se de
produtos naturais, em especial de plantas. Entre as vinte drogas mais vendidas
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nos EUA em 1988, apenas sete ndo derivam diretamente de produtos naturais.
Ainda assim, estes participaram em algum momento da histéria farmacologica
destas drogas. Naturalmente o Brasil com a sua enorme biodiversidade, pode
contribuir para o desenvolvimento de novos medicamentos produzidos a partir de

plantas.

O Brasil ja@ fez um consideravel investimento na formagédo de
investigadores e montagem de laboratérios. Houve um estimulo continuado no
estudo de propriedades farmacolédgicas, na sua maioria, tentando comprovar a
validade do uso popular de plantas medicinais. A idéia que presidia estes estudos
era de utilizar os produtos naturais como substituicdo barata a terapia
convencional. Porém, embora varias plantas estejam sendo utilizadas com fins
terapéuticos (e mesmo comercializadas) a grande maioria ndo possui dados
cientificos que comprovem a sua eficacia e seu aspecto toxicolégico no homem,

assim como garantia de qualidade do produto ou de sua producao.

A especificidade e grande eficiéncia das enzimas tornam-nas de grande
potencial para uso terapéutico. Dentre as enzimas atualmente em uso, destacam-
se aquelas empregadas no tratamento de pacientes com alguma forma de
leucemia, como por exemplo, L-asparginase (obtida de Escherichia coli ou Erwinia
carotovora). A base do tratamento € a degradacdo do aminoacido (L-asparagina)
encontrado no plasma, € que é essencial a sobrevida das células tumorais. No
tratamento de tromboembolias, inclusive infarto do miocardio, sdo utilizadas
streptoquinase e uroquinase que, aplicadas por via intravenosa, iniciam o
processo de dissolugcdo de coagulos por ativacao da fibrinolisina presente na
corrente sanguinea (LIMA, 2001).

Varias proteases sao utilizadas em alguns casos de condicdes
inflamatorias, dentre elas as mais utilizadas sao tripsina e quimotripsina,
geralmente associadas a antibidticos ou analgésicos. A papaina, uma mistura de
enzimas extraidas do latex do mamao, tem sido empregada com sucesso no

debridamento de feridas, escaras e enxerto de pele.

Como ja mencionado acima, no segmento de analises clinicas a bromelina

€ utilizada, em solugcdo aquosa, no pré-tratamento de amostras de sangue a
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serem tipadas para o Grupo ABO/Rh. A solugdo de enzima em contato com a
superficie das hemacias propicia a retirada das proteinas de superficie, expondo
melhor os antigenos eritrocitarios, que responderdao melhor ao teste analitico de
tipagem.

Ainda em andlises clinicas, as enzimas sado muito utilizadas como
reagentes na determinacdo da concentracdo de substratos, determinacdo da
atividade de enzimas presentes em fluidos biolégicos e também como marcadores
em enzimaimunoensaios. Sendo assim, podem ser chamadas de agentes de
diagnéstico, principalmente quando se trata do seu uso em Analises Clinicas. Em
enzimologia clinica, o que se procura é, através de doseamentos de atividade
enzimatica dos fluidos biolégicos, diagnosticar qualquer alteracao fisiol6gica
provocada por possiveis doencas ligadas a determinados 6rgaos. Como exemplo
de sua utilizacdo, enquanto agente de diagnostico, podemos citar a amilase no
soro e urina, com aumento nos niveis normais pode indicar uma pancreatite
aguda, carcinoma do pancreas ou Ulcera perfurada; por sua vez, uma diminuicao
pode indicar mongolismo e também pneumonia. Algo parecido ocorre com a
fosfatase acida, a qual, se encontrada em niveis elevados, pode indicar cancer na
prostata. A fosfatase alcalina pode indicar raquitismo e osteomalécia. Também a
enzima lactato desidrogenase € um agente de diagndstico, na medida em que sua
presenca em niveis elevados pode indicar infarto do miocardio e distrofia muscular
(LIMA, 2001).

2.3.2. Aplicacoes da bromelina

Atualmente a industria alimenticia ndo se apresenta como um mercado
atrativo para utilizagcdo da bromelina, pois vem sendo largamente utilizada a
papaina no amaciamento de carnes e a grande barreira seria romper o cartel de
indUstrias produtoras da enzima. Também existe a barreira de a Africa do Sul
produzir e exportar papaina a precos sem concorréncia a principio. A industria de
cervejas, nas quais a bromelina também poderia ser utilizada como clarificante,

aboliu a utilizacdo da mesma, alegando esta enzima produzir residuos de dificil
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retirada dos tanques de armazenagem do produto. A concentragao principal da
utilizacdo da bromelina esta na industria farmacéutica, uma das industrias que

mais investe em tecnologias e novos produtos nos ultimos tempos.

A bromelina foi reconhecida como agente medicinal em 1957 e, desde
entdo, mais de 200 documentos integraram a literatura medicinal. Tem sido
utilizada pelos seus efeitos em todas as condi¢des inflamatérias e em varios
outros problemas como angina, indigestdo e problemas respiratérios. E uma
endopeptidase que ndo necessita de sistema precursor para desempenhar suas
atividades farmacolégica e terapéutica. Além disso, o Anands comosus contém os
cations divalentes dos oligoelementos magnésio, manganés, zinco, ferro e célcio,

que atuam como cofatores nas fungdes das referidas enzimas.

A acéo da bromelina inclue: inibicdo da agregacao plaquetaria, atividade
fibrinolitica, acao antiinflamatéria, acdo antitumoral, modulacdo de citocinas e
imunidade, propriedade debridante de pele, aumento da absorcdo de outras
drogas, propriedades mucoliticas, facilitador da digestdo, acelerador da
cicatrizagdo, melhora da circulacdo e sistema cardiovascular. Bromelina é bem
absorvida por via oral e a evidéncia disponivel indica que sua atividade terapéutica
aumenta com as doses mais altas. Apesar de todos os seus mecanismos de agao
ainda nao estarem totalmente esclarecidos, foi demonstrado que é um seguro e
efetivo suplemento. A bromelina parece ter tanto acdo direta quanto indireta,
envolvendo outros sistemas enzimaticos, ao exercer seus efeitos antiinflamatoérios.
(MATTQOS, 2005)

As enzimas proteoliticas sao também aplicadas em formulag¢des topicas
coma finalidade de reduzir a espessura da camada cornea da pele por hidrolisar,
em pontos especificos, a queratina cutanea. E um peeling mais suave e seguro,
comparado aos tradicionais peelings quimicos, e mais eficaz que os métodos
fisicos comumente usados em formulagées cosméticas. (RACINE, 2004)

No segmento de anadlises clinicas, por exemplo, a bromelina é utilizada em
solucdo aquosa no pré-tratamento de amostras de sangue a serem tipadas para o
grupo ABO/Rh. A solugdo de enzima em contato com a superficie das hemacias
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propicia a retirada das proteinas de superficie, expondo os antigenos eritrocitarios,
que responderdao melhor ao teste analitico de tipagem.

O principal foco industrial da producdo de bromelina é a industria
farmacéutica que € um dos setores que mais investe em tecnologias e novos
produtos, tendo realizado uma previsdo de investimentos no periodo de 1997 —
2000 de U$ 1.300 milhdes (ABIFARMA). Segundo César (2000), até bem pouco
tempo atras um novo remédio que era lancado no mercado brasileiro néo tinha a
sua férmula protegida. Entdo, logo que era lancado, sem protecdo legal, um
concorrente logo aparecia. A protecao legal é muito importante na industria de
farmacoldgicos, pois se chega a gastar 15 anos com pesquisas, 0 que gera um
investimento de capital em torno de U$ 700 milhdes. Esta protecdo dura 20 anos
a partir disso entao a patente sera de conhecimento publico.

As plantacdes de abacaxi sdo culturas altamente padronizadas, que se
desenvolvem em areas sujeitas a variagdes climaticas minimas. Para o comprador
da bromelina, este € um dado muito importante, pois assegura um fornecimento
constante e uniforme da enzima a um custo relativamente estavel, estimulando
assim a sua utilizacdo nas diversas aplicagdes ja citadas. Além do mais, em
muitos aspectos, a producdo de bromelina a partir do caule do abacaxi, poderia
ser um exemplo classico de um subproduto ideal. O pico de coleta dos talos e
producdo da enzima ocorre quando a colheita do fruto ja estd geralmente
reduzida. Assim, parte do pessoal e equipamento destinado ao transporte da fruta

poderia também ser utilizado no transporte dos talos. (LIMA, 2001)

2.4. Atividade enzimatica

2.4.1. Método espectrofotométrico

Varios sdo os métodos utilizados para determinacao da atividade catalitica
de uma enzima, alguns deles sao muito diretos, como a espectrofotometria. A

espectrofotometria e a colorimetria sdo métodos analiticos de medida da
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quantidade de luz absorvida por uma substancia em solucdo. Sdo normalmente
utilizados em técnicas bioquimicas de determinacdo quantitativa de substancias.
Todas as substancias em solugédo absorvem luz num determinado comprimento de

onda e transmitem-na a outros comprimentos de onda.

Conceito importante para a compreensdao da espectrofotometria é a
aplicacdo da Lei de Lambert-Beer, que afirma que a intensidade da luz emitida
que atravessa um meio material é proporcional a poténcia do feixe e a quantidade
de substancia absorvente encontrada pela radiacdo no seu percurso através do

meio considerado:

-log lVlo=-1log T =A = abc

| = intensidade da luz incidente

lo = intensidade da luz que conseguiu atravessar a amostra
T = Transmitancia

A = Absorbéancia

a = absortividade

b = distancia que a luz atravessa

C = concentragao

Analisando-se detalhadamente os principios regentes da Lei de Lambert-
Beer, verifica-se que a representacao da absorbancia de um sistema absorvente
em funcéo da concentragdo molar da espécie absorvente, deve ser uma linha reta.
No entanto, as medidas de absorbéancia dos sistemas quimicos reais conduzem a
uma nao completa linearidade sobre toda a faixa das concentragdes interessadas.
Uma curvatura nao significa necessariamente que ndo seja uma constante,
independentemente da concentragcdo. Mas quando isso ocorre tem-se um desvio

real decorrente da limitacao da propria lei, anteriormente enunciada.
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Desvios reais ocorrem em consequiéncia de interacdes que envolvem os
centros absorventes e variagdo do indice de refracdo com a concentragdo. A Lei
prevé que os centros absorventes atuam independentemente uns dos outros, isto
€, manifestam interacdes reciprocas ou com ions e moléculas presentes. Esta
restricdo da a Lei de Lambert-Beer o carater de uma lei limite, que a rigor nao se
aplica apenas & descricdo do comportamento das solugdes diluidas (10°M). No
caso de solucbes mais concentradas a distancia média entre os centros
absorventes diminui a tal ponto que as interagdes reciprocas dos centros
absorventes, comecam a afetar a distribuicio das cargas nas espécies
absorventes e excitadas e, assim também a energia necesséaria para a excitagao.
Consequentemente, podem ocorrer alteracdes na capacidade absorvente do
sistema para um determinado comprimento de onda. Posto que a extensdo da
interagdo depende da concentracdo, a interacdo determina desvios da linearidade

na relagao entre absorbancia e concentragao.

A variacao do indice de refracdo com a concentragdo decorre do fato de
depender do indice de refracdo da solucdao. Quando variacées de concentracao
afetam significativamente o indice de refracdo de uma solucédo, observam-se
desvios reais. Em geral o efeito ndo é apreciavel para concentragdes inferiores a
10°M.

A maioria dos desvios observados na pratica da espectroscopia de
absorcdo sdo apenas desvios aparentes que podem estar relacionados com a
natureza do sistema quimico envolvido e com as limitagbes do instrumento
utilizado. Por exemplo, desvios quimicos ocorrem quando a espécie absorvente
sofre associagao ou dissociacao, ou entao reage com o solvente. O sistema assim
compreende um equilibrio quimico, facilmente afetado por efeito de diluigéo,
variacdo de concentracao, etc. Assim, desvios quimicos sao desvios aparentes,

s

pois a Lei de Lambert-Beer estabelece que a absorbancia €& diretamente

proporcional a concentracdo real da espécie absorvente, mas nao

necessariamente, a concentracéo analitica de um componente.

Desvios instrumentais também sao desvios aparentes relacionados com

as limitagbes do instrumento utilizado como, carater finito da faixa espectral
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isolada, radiacdes estranhas que alcancam o detector, ndo linearidade de

resposta do detector e instabilidade da fonte.

Em andlise quantitativa, € importante a escolha de um comprimento de
onda mais adequado para a medida. Sempre que nao haja motivo para proceder
diferentemente, a medida de absorbancia deve ser feita a um comprimento de
onda correspondente a um maximo de absorcdo. Entdo, é maior a variacdo de
absorbancia por unidade de concentracao, alcangcando-se a sensibilidade maxima.
Na préatica, a relacdo entre a absorbancia medida experimentalmente e a
concentracao da espécie é estabelecida com a construcao de uma curva-padrao.
Prepara-se para o elemento a determinar uma solugdo matriz. Com esta s&o
obtidas, mediante diluicdo, as solu¢cbes padrdo com as concentracdes desejadas.
As absorbancias das solucdes padrdao sdo medidas e entdo traca-se a curva de

calibracao.
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3. Materiais e Métodos

3.1. Preparo das amostras

Foram utilizadas como amostras solucado 0,2% (0,29/100mL ou 2g/L) de
Bromelina P.A da Sigma-Aldrich n° catalogo: 16990 Lote: 444431/1 e Bromelina
da polpa do abacaxi da espécie Pérola (descascados, triturados em liquidificador e
o caldo obtido filtrado em pano de nylon para eliminacao das fibras).

3.2. Dados experimentais

Para avaliacao do efeito do pH na estabilidade da atividade enzimatica da
bromelina, o pH das amostras provenientes da solucdo de bromelina p.a foi
ajustado para 4, 5, 6, 7, 8 e da polpa do abacaxi para 4 e 8 com tampao fosfato
de potassio 0,1M (preparado a partir de fosfato de potassio monobasico e fosfato
de potassio dibasico).

Apls ajuste de pH, as amostras foram armazenadas primeiramente em
geladeira a uma temperatura de 2° C e a atividade enzimatica medida
periodicamente.

Posteriormente, amostras recém preparadas de bromelina P.A. em pH 4 e
8 foram incubadas em Banho-Maria (Fanem 100) em diferentes temperaturas (2
°C, 25 °C, 35 °C, 45 °C e 55°C) e a atividade enzimatica de cada uma delas
determinada, logo apds a amostra ter atingido as respectivas temperaturas.

A Tabela 3 apresenta as variaveis estudadas neste trabalho (Tempo,
Temperatura e pH) para a Bromelina P.A.

A Tabela 4 apresenta as variaveis para Bromelina presente na polpa do
abacaxi Pérola. S&o estas: Tempo, Temperatura e pH.
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BROMELINA P.A
Tempo (dias) Temperatura °C
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Tabela 3: Varidveis estudadas para Bromelina P.A em solugéo.

BROMELINA - POLPA ABACAXI

Tempo (dias) Temperatura °C
0

0

8

8

22

22

43

43
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Tabela 4: Variaveis estudadas para Bromelina presente na polpa do
abacaxi Pérola.

29



3.3. Determinacao da Atividade Enzimatica

3.3.1. Curva de calibracao

Para determinacdo da atividade enzimatica da bromelina através da
hidrdlise da caseina foi construida uma curva de calibracido com L-Tirosina P.A da
Synth T1018.01.AD Lote: 67210 em diferentes concentracdes, abrangendo a faixa
de resultados obtidos nas amostras. As concentragdes foram de 0,25; 0,5; 1,0; 2,0

e 3,0 mM de tirosina e as determinagdes foram feitas em triplicatas.

3.3.2. Atividade enzimatica da bromelina

Determinou-se a atividade proteolitica da bromelina através da hidrélise
enzimatica da caseina a 2% (m/v) pH 7,5 a 37°C durante 10 minutos, seguindo-se
da precipitagdo do substrato ndo hidrolisado com solug¢do de acido tricloroacético
(TCA). A quantidade de peptideos soluveis em TCA (produtos hidroliticos néo
precipitados) foi determinada em Espectrofotometro UV-Vis (Spectronic 21D /
Milton Roy) a 280nm, conforme modificacbes das metodologias propostas por
KUNITZ, 1947 e WALTER, 1984. Utilizou-se Caseina Pura Synth C1014.06.AH
Lote: 53971.

Uma unidade (U) de atividade enzimatica corresponde a quantidade de
enzima capaz de variar em uma unidade a leitura de absorbancia a 280 nm,
durante 10 min a 37°C.

4. Resultados e Discussao

4.1. Apresentacao dos resultados obtidos
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BROMELINA P.A
Tempo Temperatura
(dias) (°C) pH | Atividade (U) |Perda de Atividade (%)
0 2 4 0,053 0,0
0 2 5 0,055 0,0
0 2 6 0,052 0,0
0 2 7 0,045 0,0
0 2 8 0,042 0,0
5 2 4 0,034 36,1
5 2 5 0,035 36,7
5 2 6 0,030 427
5 2 7 0,033 28,1
5 2 8 0,030 29,4
12 2 4 0,030 44,6
12 2 5 0,027 50,0
12 2 6 0,028 47,2
12 2 7 0,023 48,5
12 2 8 0,019 53,9
25 2 4 0,022 58,6
25 2 5 0,017 68,2
25 2 6 0,019 63,2
25 2 7 0,013 71,5
25 2 8 0,008 80,3
0 2 4 0,050 0,0
0 2 8 0,020 0,0
0 25 4 0,046 7,4
0 25 8 0,019 3,3
0 35 4 0,037 25,5
0 35 8 0,004 81,6
0 45 4 0,031 37,3
0 45 8 0,000 99,3
0 55 4 0,031 37,3
0 55 8 0,000 99,3

Tabela 5: Resultados de atividade enzimatica obtidos para Bromelina P.A.
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BROMELINA - POLPA ABACAXI
Tempo Temperatura
(dias) (°C) pH | Atividade (U) |Perda de Atividade (%)
0 2 4 0,088 0
0 2 8 0,031 0
8 2 4 0,088 0,4
8 2 8 0,025 20,5
22 2 4 0,086 2,4
22 2 8 0,024 21,8
43 2 4 0,078 10,8
43 2 8 0,022 28,2

Tabela 6: Resultados de atividade enzimatica obtidos para Bromelina
presente na polpa do abacaxi Pérola.

4.2. Curva de calibracao

A curva de calibracao construida a partir de diferentes concentragdes de
tirosina, para determinacdo da atividade enzimatica das amostras de bromelina

esta apresentada na Figura 4.1.1.

CURVA DE CALIBRACAO TIROSINA

L
o

y=4,1833x-0,108
R = 0,997

Concentracao de tirosina (mM)
o

O I I I
0,000 0,200 0,400 0,600 0,800

Absorbancia (280nm)
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Figura 4.2.1 Curva de calibracao tirosina para determinacao da atividade
enzimatica da bromelina.

4.3. Atividade enzimatica da solucao de bromelina p.a em funcao do tempo
para diferentes valores de pH

A atividade enzimatica das solugdes de bromelina p.aempH 4,5,6,7 ¢ 8
armazenadas em geladeira a temperatura de 2°C, foi determinada em triplicata

logo apds a preparacao, no quinto, décimo segundo e vigésimo quinto dias.

As amostras de menores pHs apresentaram atividade proteolitica maior

tanto inicialmente quanto com o passar dos dias, conforme figura abaixo.

PERDA DE ATIVIDADE X TEMPO
bromelina p.a 2°C

0,060 ——pH4
S 0,050 - —=—pHS5
© pH6
L i
:.g 0,040 oH7
N 0,030 - —x—pH8
()
(<))
® 0,020 -
o
2
s 0,010 -

0,000

0 5 12 25
tempo (dias)

Figura 4.3.1- Atividade enzimatica da bromelina p.a. em solugdo aquosa
0,2% (m/v) armazenada em geladeira (T = 2° C) em funcao do tempo.

Em pH 4 a bromelina apresentou uma queda total de 58,6% de sua
atividade proteolitica apdés 25 dias de armazenamento em geladeira a 2°C,
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enquanto em pH 8 a queda de atividade enzimatica nestas mesmas condi¢des foi
de 80,3%.

As amostras com pH 5, 6 e 7 ndo apresentaram diferencas relevantes de
perda de atividade enzimatica. Para pH 5 a queda na atividade proteolitica ap6s
25 dias de armazenamento em geladeira foi de 68,2%, enquanto para as amostras
empHG6e7,63,2% e 71,5%, respectivamente.

O gréfico abaixo mostra a atividade proteolitica restante da solugdo de
bromelina p.a no periodo estudado.

ATIVIDADE ENZIMATICA (%) x TEMPO
bromelina p.a 2°C
100,0
90,0
9 80,0 DpH4
‘gt’ 70,0 - EpH5
5 600 - DpH6
% OpH7
S 50,0 EmpH8
3 40,0 -
S
S 30,0 -
© 20,0
10,0
0,0
5 dias 12 dias 25 dias

Figura 4.3.2 - Atividade enzimatica restante da bromelina p.a. em solucao
aquosa 0,2% (m/v) armazenada em geladeira (T = 2° C) em fungao do tempo.

Apods o vigésimo quinto dia de armazenamento a bromelina em solugéo
pH 4 ainda possuia 41,4% de sua atividade enzimatica. Em pH 5, 6, 7 e 8 a
atividade enzimatica apds este periodo era de 31,8%, 36,8%, 28,5% e 19,7%
respectivamente.

Nas primeiras duas semanas de estudo a porcentagem de perda de
atividade enzimatica nao foi significativamente diferente entre as solucoes,

entretanto acentuou-se apos este periodo até o vigésimo quinto dia.
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A continuacdo da determinacao da atividade enzimatica ndo seria mais
relevante apos o periodo estudado, ja que em todos os pHs a perda ultrapassava
0s 50% de atividade proteolitica.

4.4. Atividade enzimatica da bromelina da polpa do abacaxi Pérola
em funcao do tempo para diferentes valores de pH

Visto que a maior diferenga inicial de atividades proteoliticas e de
porcentagem de perda estava entre os extremos de pH estudados, resolveu-se
avaliar o comportamento da bromelina presente na polpa do abacaxi Pérola
nestas mesmas condigdes de pH e temperatura (pH 4 e 8, temperatura 2°C) a fim
de avaliar a reproducédo dos resultados, ou seja, um comportamento semelhante
entre a bromelina p.a em solucdo e a bromelina presente na polpa do abacaxi
Pérola.

O comportamento da bromelina presente na polpa do abacaxi foi
semelhante ao da bromelina p.a. A atividade inicial da bromelina em pH 4 € maior
que em pH 8 e a queda de atividade proteolitica com o passar dos dias € maior
em pH 8 que em pH 4. Apés vinte e dois dias de armazenamento em geladeira, a
enzima(s) presente(s) na polpa do abacaxi com pH 4 havia perdido apenas 2,4%
de sua atividade inicial, enquanto em pH 8 a(s) enzima(s) havia perdido 21,8% de

sua atividade.
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PERDA DE ATIVIDADE X TEMPO
polpa abacaxi 2°C

0,100
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Figura 4.4.1 - Atividade enzimatica da bromelina presente na polpa do
abacaxi Pérola armazenada em geladeira (T = 22 C) em fungéo do tempo.

O grafico abaixo mostra a atividade enzimatica restante da bromelina
presente na polpa do abacaxi Pérola apés armazenamento em geladeira (T =2° C)
durante o periodo estudado.
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ATIVIDADE ENZIMATICA (%) x TEMPO
polpa abacaxi2°C

100,0
90,0 -
80,0 - BpH4
70,0 - EpH38
60,0 -
50,0 -
40,0 -
30,0 -
20,0 -
10,0 -

0,0

atividade enzimatica (%)

8 dias 22 dias 43 dias

Figura 4.4.2 - Atividade enzimatica restante da bromelina presente na
polpa do abacaxi Pérola armazenada em geladeira (T = 2° C) em funcao do
tempo.

Ap6s 43 dias em geladeira a bromelina presente na polpa do abacaxi
quando em pH 4 ainda possuia 89,2% de sua atividade enzimatica e em pH 8,
71,8%. Da mesma forma que a solucdo de bromelina p.a., a enzima presente no

extrato da fruta, perde sua atividade mais rapidamente em pH 8 do que em pH 4.

Também comparativamente a solucao de bromelina p.a., no mesmo pH
(por exemplo, 4), a perda de atividade da enzima na polpa da fruta € menor: 10,8
% apos 43 dias para bromelina da polpa contra 58,6% para solugédo de bromelina
p.a. apos 25 dias.

4.5. Atividade enzimatica da bromelina p.a. em solucdao em funcao da
temperatura
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A temperatura de armazenamento ou de exposicdo de uma enzima
também € um fator de extrema importéncia para a manutengéo de sua atividade
catalitica, jA que o calor é um agente desnaturante. Assim como o pH, a
temperatura pode ser um fator de desnaturagao protéica e consequientemente de
perda de atividade enzimatica. Como o propédsito deste estudo é de avaliar as
condicoes de pH e temperatura que favorecem a estabilidade enzimatica da
bromelina em solugdo, sua atividade proteolitica em pH 4 e 8 foi também
determinada nas temperaturas de 2°C, 25°C, 35°C, 45°C e 55°C.

Dos resultados obtidos verificou-se que a perda de atividade enzimatica
da solucao de bromelina p.a. em pH 4 é significativamente menor do que em pH 8.
A 35°C, a bromelina em pH 4 perde apenas 13,7% de sua atividade, enquanto em
pH 8, perde 33,9% da atividade proteolitica.

PERDA DE ATIVIDADE X TEMPERATURA
bromelina p.a
0,060
S 0050
©
Q
= 0,040
b ——pH4
N 0,030 - —=—pH5
(]
S
S 0,020 |
S
2 0010
«©
0,000 ]
2 25 35 45 55
temperatura (°C)

Figura 4.5.1 - Atividade enzimatica da solugcado de bromelina p.a. em pH 4
e 8 em funcao da temperatura.

Na Figura 4.4.2 abaixo é possivel verificar que quando submetida a
temperatura de 55°C, a bromelina em pH 8 é praticamente desnaturada, ou seja,

38



perde toda sua atividade enzimatica, enquanto em pH 4 nesta temperatura a
bromelina ainda possui 62,7% de sua atividade.

ATIVIDADE ENZIMATICA (% x TEMPERATURA
bromelina p.a 2°C

100,0
90,0 -
80,0 -
70,0 - @ pH 4
60,0 - ] ] EpH3
50,0 -
40,0 -
30,0 -
20,0 -

100 | J
0,0 \

20C 250C 350C 450C 550C

atividade enzimatica (%)

Figura 4.5.2 - Atividade enzimatica restante da bromelina p.a. em solucéo
em funcao da temperatura.

Apesar de a exposicao a altas temperaturas ser um fator de desnaturacao
para uma variedade grande de enzimas, no caso da bromelina foi possivel
verificar que a exposicdo a pHs mais alcalinos potencializa este efeito da
temperatura. Por exemplo, é possivel a exposicdo da solucao de bromelina p.a.
em pH 4 a uma temperatura de 55° C sem que ocorra desnaturacao total da

enzima, enquanto o0 mesmo nao ocorre quando esta se encontra em pH 8.

5. Conclusoes
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Este trabalho teve como objetivo determinar as condicbes de pH e
temperatura mais préximas da ideal, nas quais a Bromelina P.A em solugéo
aquosa em concentracao préxima ao do suco extraido da polpa da fruta, mantém-
se ativa, ou seja, ndo desnaturada. A atividade enziméatica foi determinada através
da hidrolise da caseina segundo modificacbes das metodologias propostas por
KUNITZ, 1947 e WALTER, 1984.

Como explicitado neste trabalho, a bromelina tem sido cada vez mais
estudada em virtude das aplica¢des variadas e das vantagens em relacao a outras
enzimas. Suas inuUmeras propriedades terapéuticas tornam-na de grande potencial
para a industria farmacéutica, uma das industrias que mais investe em tecnologia.
A despeito desta larga aplicacao e eficiéncia dessa enzima, a revisao bibliografica
deste estudo p6de constatar uma literatura ainda incipiente quanto aos métodos e
condigcbes de armazenamento da bromelina, sem consideravel perda de sua
atividade catalitica. Este estudo busca contribuir na constru¢cdo do um
conhecimento mais preciso e pratico acerca das condicées de estabilidade desta

enzima.

Concluiu-se que preparacdes de solugdo de Bromelina P.A com pH mais
proximo de 4, apresentaram-se mais estaveis tanto em relagdo ao tempo de
armazenamento quanto a temperatura de exposi¢cao. Quanto mais proximo do pH
8, mais susceptivel a desnaturacao ficou a bromelina, ou seja, menor a sua

estabilidade enzimatica.

Temperaturas altas, acima de 45° C desnaturam rapidamente a Bromelina
P.A em solucdo a pH 8, anulando toda a sua atividade enzimatica, ja quando em
pH 4 mais de 50% da atividade catalitica € mantida quando a solu¢do da enzima é
exposta a temperatura de 55° C.

Apl6s realizacdo deste estudo é possivel concluir que solugdes de
Bromelina P.A podem ser preparadas anteriormente ao seu uso, mantendo-se
relativamente estaveis por certo periodo, desde que armazenadas sob condi¢des
adequadas de pH e temperatura que nao favorecam a desnaturacao (inclusive

pela autodigestao da protease).
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Por fim, os resultados obtidos por meio deste trabalho de pesquisa
contemplaram os objetivos tedricos e praticos, propostos inicialmente a este
estudo. O conhecimento destes dados é relevante quando se usa a bromelina seja
em procedimentos de andlises clinicas ou até mesmo para uso terapéutico, pois
permite a otimizacdo das aplicacbées no que diz respeito a custos e tempo de

analise.

6. Sugestoes para trabalhos futuros
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O estudo da estabilidade enzimatica da Bromelina P.A em solucéao
mostrou-se analiticamente viavel e de grande importancia pratica. Uma vez que
seria impreciso e inviavel o estudo da variagcdo de um grande nimero de variaveis
em funcdo de outras fontes de bromelina a0 mesmo tempo, propde-se como
sugestdo para novos trabalhos um estudo de estabilidade da bromelina presente
na casca do abacaxi, 0 que seria muito interessante por tratar-se de residuo da

industria que utiliza a fruta.

Outro estudo interessante seria a comparacao da estabilidade enzimatica
da bromelina do talo, fruto e casca do abacaxi ou ainda a realizacdo de um estudo
de estabilidade da bromelina apds diferentes métodos de extracéao.
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ANEXOS

ANEXO 1 — Curva de calibragdo de tirosina para determinagdo da

atividade enzimatica da bromelina.
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Conc. Tirosina

Absorbancia

(mM) (280nm)
3 0,718
3 0,754
3 0,720
2 0,516
2 0,516
2 0,516
1 0,276
1 0,280
1 0,278

0,5 0,141
0,5 0,142
0,5 0,142

0,25 0,071

0,25 0,086

0,25 0,072

armazenada em geladeira a 2° C

ANEXO 2 - Atividade proteolitica (U) da solucdo de bromelina p.a.

Atividade enzimatica (U)
pH 0 dia 5dias | 12 dias | 25 dias
4 0,053 0,034 0,030 0,022
5 0,055 0,035 0,027 0,017
6 0,052 0,030 0,028 0,019
7 0,045 0,033 0,023 0,013
8 0,042 0,030 0,019 0,008

p.a. armazenada em geladeiraa 2° C

ANEXO 3 - Perda de atividade enzimatica (%) da solucdo de bromelina

Perda de atividade enzimatica (%)
pH 0 dia 5 dias 12 dias | 25 dias
4 0,0 36,1 446 58,6
5 0,0 36,7 50,0 68,2
6 0,0 42,7 47,2 63,2
7 0,0 28,1 48,5 71,5
8 0,0 29,4 53,9 80,3

abacaxi Pérola armazenada em geladeira a 2° C

ANEXO 4 - Atividade proteolitica (U) da bromelina presente na polpa do

Atividade enzimatica (U)

pH 0 dia

8 dias

22 dias

43 dias

4 0,088

0,088

0,086

0,078
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| 0,031 | 0025 | 0,024 | 0,022 |

ANEXO 5 - Perda de atividade enzimatica (%) da bromelina presente na
polpa do abacaxi Pérola armazenada em geladeiraa 2° C

Perda de atividade enzimatica (%)
pH 0 dia 8 dias 22 dias | 43 dias
4 0,0 0,4 2,4 10,8
8 0,0 20,5 21,8 28,2

ANEXO 6 - Atividade proteolitica (U) da solugdo de bromelina p.a. em

diferentes temperaturas

Atividade enzimatica (U)
pH 2°C 25°C 35°C 45°C 55°C
4 0,050 0,046 0,037 0,031 0,031
8 0,020 0,019 0,004 0,000 0,000

ANEXO 7 - Perda de atividade enzimatica (%) da solucdo de bromelina

p.a. em diferentes temperaturas

Perda de atividade enzimatica (%)
pH 2°C 25°C 35°C 45°C 552C
4 0,0 7,4 25,5 37,3 37,3
8 0,0 3,3 81,6 99,3 99,3
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APENDICE A

Descricao do método para a determinacao da atividade proteolitica
através da hidrdlise da caseina

A determinacdo da atividade proteolitica pode ser realizada conforme
modificagcdes das metodologias propostas por KUNITZ (1947) e WALTER (1984),
como esta descrito a seguir:

Reagentes:

1. NaOH 1 M: Dissolver 4 g de NaOH em 100 mL de agua (destilada ou

deionizada).
2. Tampéao fosfato 1 M, pH 7,5, dissolver:
a. 34 gde KH,PO4 em 250 mL de agua.

b. 43,59 de KoHPO4 ou 57 g KsPO4. 3 H2O em 250 mL de
agua.
Juntar (b) com (a) e ajustar o pH para 7,5.

3. Acido cloridrico, HCl 1 M: Adicionar 9,8 mL de HCI (a pelo menos
32%) em 72 mL de agua.

4. Preparo do substrato tamponado.
4.1.1 Solucdo tamponada de caseina (2% m/v; fosfato 0,1 M, pH
7,5):

Suspender 2 g de caseina com cerca de 5 mL de agua em um frasco
volumétrico, adicionar NaOH (1), cerca de 30 mL de agua e mexer bem com
agitador magnético até que a caseina esteja completamente dissolvida. Adicionar
5 mL de tampéo fosfato (2) para clarear a solugdo. Ajustar o pH 7,5 com HCI (3) e
diluir para 100 mL com agua. Solugéo estavel por 1 semana.

5.  HCI 0,05 mol/L: Diluir 1 mL da solucao (3) com 19 mL de agua.

6. Solucdo estoque de tirosina ( 5 mmol/L): dissolver 45,3 mg de
tirosina em 50 mL da solu¢ao de HCI (5) - Sp. Diluir para 3 (Po), 2 (P1), 1 (P2), 0,5
(P3) e 0,25 (P4) mM com a solucao (5). Homogeneizar a solugéo antes de diluir.
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7. Acido tricloroacético (TCA) 0,3 mol/L: Dissolver 4,9 g de TCA em 100
mL de agua (ou diluir 30 mL de TCA 15% para 90 mL).

8. NaOH 0,5 mol/L: Diluir 50 mL da solucao (1) em 50 mL de agua.

Procedimento

Pipetar em tubos de centrifuga separados: 2,5 mL de solucao de substrato
(4.1) nos tubos T e B3, 2,5 mL de solugao de HCI (5) em By e B> e 2,5 mL de cada

solucao padrao de tirosina (6) (Padrdes - Po, P1, P2, P3, Py).
Deixar em banho por 3 a 5 minutos em temperatura de 37°C.

Adicionar 0,2 mL da amostra (enzima) aos tubos T e By, e 0,2 mL de HCI
0,05 M (5) aos demais.

Misturar e deixar incubando por 10 minutos a 37°C.

Ao fim do tempo adicionar 5 mL de TCA (7a).

Misturar e adicionar 0,2 mL de amostra ao branco.

Deixar em repouso por 10 minutos a temperatura ambiente.

Remover o precipitado por filtragcdo ou centrifugacdo por 20 minutos a
2300 g.

Medida da Atividade

Ler a variacdo de absorbancia a 280 nm (no filtrado ou sobrenadante).
- Absorbéancia da amostra: At

- Absorbancia do branco Bi: Agt

- Absorbancia do branco Bs: Ags

- Através de Ar - Agi - Ags, encontra-se, na curva de calibracao, a
concentracao de tirosina, Gy, produzida pela agdo da protease presente em 0,2
mL de amostra em 10 minutos a 37°C.

O resultado final, em atividade enzimatica, € dado por:

Atividade = 0,02 . Cg  (umol/min
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