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Foram realizados estudos do processo de 

extração de bromelina de caules de abacaxizeiro Ananas 

comosus (L.) Merr. cultivar Cayenne, com a finalidade de 

avaliar o efeito da temperatura de filtração do extrato, da 

adição de ati vadores e de 

estabilidade da atividade 

material. 

agentes precipi tantes 

proteolitica e no 

sobre a 

balanço 

A filtração de ,extratos a 20, 30, 40, 50 e 

60oC, promoveu gradual elevação da atividade proteolítica 

para as temperaturas até 500 C e redução a 60oC. A atividade 

proteolítica foi determinada em Unidades Kunitz. 

A adição de agentes reconhecidamente 

ativadores de enzimas proteolíticas como benzoato de sódio, 

cloridrato de cisteina e edetato dissódico aos extratos 

filtrados em diferentes temperaturas, promoveu elevação da 

atividade enzimática, demonstrando um efeito somat6rio com a 

temperatura. O extrato filtrado a 50oC, contendo ativadores, 

manteve-se estável durante 60 dias, quando armazenado a 5 e 

20oC. 

o balanço material mostrou-se superavitário 

quando se precipitou bromelina por sulfato de amônio, de 

extrato filtrado a 40oC, contendo benzoato de s6dio, 

cloridrato de c iste ina e edetato diss6dico. A acetona 



demonstrou menor eficiência que o sulfato de amônio, em 

relação ao balanço material. 

o estudo de estabilidade nas temperaturas de 

5, 20, 30 e 40oC, durante 90 dias, das amostras de bromelina 

obtidas através do inter-relacionamento dos fatores 

temperatura, ativadores e precipitantes, revelou resultados 

mais favoráveis na amostra preparada a partir de extrato 

filtrado a 40oC, contendo benzoato de sódio, cloridrato de 

cisteina e edetato dissódico, e precipitado por sulfato de 

amônio. 

A performance conseguida na ati vação e 

estabilização do extrato e no balanço material não foi 

ratificada em relação à estabilidade da bromelina em pó. 

A bromelina em pó, seguramente, necessita de 

estabilizadores para consolidar as vantagens comprovadas no 

balanço material, na ativação e estabilização do extrato. 



smlMARY 

studies were ma de on the extraction process 

of bromelain obtained from the stem of pineapple plant 

Ananas comosus (L.) Merr. variety Cayenne, with the purpose 

to evaluate the effect of temperature of the filtration 

extract, addition of activators and of precipitants agents 

upon the stability of the proteolytic activity and upon the 

material balance. 

The fi~tration of the extracts at 20, 30, 40, 

50 and 600 C res~ ts in a gradual increase in the proteolytic 

activity of the extract til~ 500 C and a reduction at 600 C. 

The proteolytic acti vi ty was determined in Kuni tz uni ts . 

The addi tion of commons agents, proteolytic 

acti vators like sodium benzoate, cysteine hydrochloride and 

sodium edetate to the filtrated extracts of stem pineapple 

at different temperatures promote one elevation of the 

acti vi ty showing an addicti ve effect vi th the temperature. 

The filtrated extract at 500 C and with 

activators was stable for 60 days when stored at 5 and 200 C. 

The material balance showed a superavit when 

the precipitation of brom.elain was made by ammonium sulphate 

in relation to others filtrated at 400 C, obtained with 

sodium benzoate, cysteine hydrochloride and sodium edetate. 



The acetone showed less efficiency than the 

ammonium sulphate in relation to the material balance. 

The stabili ty study of the bromelain at the 

temperature of 5, 20, 30 and 400 C during a period of 90 days 

and obtained through the interrelationship of factors like 

temperature, activators and precipitants showed best results 

to bromelain sample prepared from the filtrated extract at 

400 C with sodium benzoate, cysteine hydrochloride and sodium 

edetate and precipitated with ammonium sulphate. 

The performance related to the acti vation , 

stabilization and in the material balance was not confirmed 

in relation to the stabili ty of the bromelain powder. 

The bromelain powder, certainly needs 

stabilizers to consolidate the advantages showed in the 

material balance in the activation and stabilization of 

pineapple extract. 
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1. INTRODUçAO 

o estudo de enzimas constitui um campo 

inesgotável de pesquisas. Desde 1833, quando PAYEN e PERSOZ 

isolaram uma substância termo-lábil do extrato de malte que 

convertia o amido em açúcar, até nossos dias, a enzimologia 

tem recebido significantes contribuições de investigadores. 

visavam 

De um modo geral os 

principalmente o isolamento 

primeiros trabalhos 

e a purificação de 

enzimas já conhecidas, bem como a identificação de novas 

fontes. 

Nas últimas décadas algumas técnicas foram 

estabelecidas e outras aprimoradas, as quais possibilitaram 

conhecer aspectos fundamentais da enzimologia. Esses 

resultados 

conhecimento 

permitiram atingir um 

global das enzimas , 

nível 

muito 

elevado do 

embora ainda 

estejamos relativamente distantes de algumas metas 

importa."ltes, tais como o completo conhecimento da biosíntese 

e a síntese laboratorial desses compostos. Quando se 

resolverem estes fenômenos, o ser humano certamente 

entenderá um dos mais fascinantes processos da vida. 

As enzimas proteolíticas vegetais, embora 

recebendo menor atenção que as outras proteases, são 

igualmente importantes em sua ocorrência, estrutura e modo 

de ação. 
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As proteases vegetais parecem ter semelhanças 

funcionais com as de origem animal e microbiana, mesmo 

diferindo na estrutura e nos grupos específicos que estão 

envol vidos em sua atividade catalí tica. Desta maneira, a 

investigação de enzimas proteolíticas vegetais aumenta não 

somente o conhecimento nesta área como também supre de 

informações válidas, por analogia, às outras proteases. 

É crescente a aplicação das enzimas 

proteolíticas de origem vegetal, animal e microbiana, em 

vários campos da atividade humana, muito particularmente no 

processamento de a] j mentos • Considerando-se que essas 

substâncias são obtidas por via extrati va, tornam-se cada 

vez mais importantes as pesquisas que tenham por finalidade 

trazer contribuições à tecnologia de enzimas. 



2. REVIsAo BIBLIOGRÁFICA 

2.1. Histórico 

A descoberta da bromelina é atribuída a 

PECKOLT & PECKOL~ que publicaram os resultados de suas 

pesquisas realizadas no Brasil, em 1888. 

Todavia, consta na literatura que MARCAN068 , 

em 1891, foi o primeiro pesquisador a descrever a atividade 

proteolí tica no suco de ananás. As substâncias ati vas do 

suco foram separadas por precipitação com sulfato de amônio, 

por CHI'l"l'ENDEN, JOSLIN e MAERA27 em 1891. 

HEINICKE, 

Sob o aspecto tecnológico, atribui -se a 

& GORTNER43 o primeiro trabalho científico 

publicado onde se procurou demonstrar a viabilidade de 

obtenção e heterogeneidade da brome1ina extraída de caules 

de abacaxizeiro. 

HEINICKE"4 utilizou pela primeira vez o têrmo 

BROMEI.AIN para designar a protease de qualquer das espécie 

da fam;] j a Bromeliaceae. Este autor também identificou a 

enzima em função da parte da planta de onde era obtida, 

resultando a terminologia bromelina do caule e bromelina da 

fruta. 

3 



2.2. Nomenclatura 

A brome~ina foi catalogada, em 1964, pela 

Comissão de Nomenclatura da IUB - International Union of 

Biochemistry com o nome de bromelain sob o número EC 

3.4.4.24. 

Em 1984 a IUB estabeleceu novos critérios, 

reclassificando-a para EC 3.4.22.4. Nesta classificação, 3 

corresponde à classe hidrolase, 4 à sub-classe hidrolases 

peptídicas, 22 à sub-sub-classe cisteína-proteinases e 4 ao 

número sequencial de enzimas conhecidas, pertencentes às 

classe, sub e sub-sub-classes. 
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De acordo com a IUB, a bromelina corresponde 

às frações enzimáticas predominantes A e B do caule com 11 e 

III do fruto, sendo que II e A, e III e B se correspondem em 

estrutura e modo de ação34. 

A utilização do nome coletivo bromelain tende 

a ser adotado exclusivamente para as frações A, B, II e 111, 

retroci tadas , sugerindo-se a denominação de ananaina e 

comosaina para outras frações enzimáticas existentes no 

caule90 • 

2. 3 • Composição 

o primeiro relato sobre a heterogeneidade da 

protease encontrada no caule de abacaxi zeiro foi fei to por 



HEINICKE & GORTNER43 , que através da técnica eletroforética 

identificaram 5 frações protêicas com atividade enzimática, 

as quais foram posteriormente separadas por EL GARBAWI & 

WHIT~l. 

2.3.1. Pesos JIlOlecu1ares das enzj-as proteolíticas 

do can1e 

FEINSTEIN & ~ analisaram os 5 

5 

componentes da composição enzimática isolada do caule de 

abacaxizeiro. De acordo com os autores, os pesos moleculares 

das frações I, li, III, IV e V foram respectivamente 18.997, 

19.650, 17.885, 18.020 e 20.011. O conteúdo em carboidratos 

das frações I a V da bromelina foi 4,62, 2,19, 2,25 e 2,46 

moles de carboidrato/moles de enzima, respectivamente. A 

composição das frações foi: I = 16,8% , li = 27,6%, 111 = 

30,4%, IV = 15,2% e V = 10,0%. 

TAKAHASHI et al. IOS , tomando por base estudos 

prévios realizados por SILVf':RTETN & KEZDy97 e SCOCCA & LEE93 , 

conseguiram identificar uma sexta fração na bromelina de 

caule de abacaxizeiro, a qual inclusive contém dois 

componentes estreitamente relacionados, mas não inteiramente 

idênticos. 

OTA et al. 79,81, realizaram um deta 1 bado estudo 

no sentido de identificar as frações enzimáticas das 

bromelinas do caule e da fruta. Foram caracterizadas 6 
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frações enzimáticas na bromelina do caule que foram 

denominadas 1-1, 1-2, 11-1, 11-2, III e IV, e 3 frações na 

bromelina da fruta que receberam as identificações de A, B e 

C. As frações 1-1 e 11-1 são praticamente idênticas às 

frações B e A respectivamente. A fração B mostrou-se similar 

à I - l, com exceção do resíduo amino-terminal principal que é 

valina para a 1-1 enquanto que a fração B contém alanina. De 

acordo com os autores, os pesos moleculares das frações 1-1, 

1-2, 11-1 e 11-2 foram respectivamente 28.000, 18.000, 

18.000 e 18.000, enquanto que para as frações A, B e C 

encontraram 18.000, 28.000 e 19.000. 

YASUDA et al. CW identificaram os resíduos de 

carboidratos presentes na bromelina, tendo encontrado 

fucose, manose ~ose e N-acetilglucosamina. 

ISHIHARA et al. 58 estabeleceram a estrutura 

completa dos oligosacarideos que constituem os resíduos de 

carboidratos que estão presentes na bromelina do caule, 

complementando os estudos de YASUDACW • 

OTA et al.~ separaram as frações enzimáticas 

da bromelina bruta de caules de abacaxizeiro, tendo 

encontrado atividade enzimática de 45% na fração I, 15% na 

fração lI, 20% na fração III-l, 8% na fração III-2 e 12% na 

fração IV. 

HUSAIN & LO~ elucidaram a sequência de 

aminoácidos do centro ativo da bromelina do caule. A 
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degradação Edman sequencial dos peptídeos I e 11 apresentou 

a seguinte estrutura para ambos os peptídeos : 

(I) (11) 

Asn-Gln-Asp-Pro-CMCys-Gly-Ala-cys-Trp 
I 
CH2 , 
CH(OH) 
I 
CH2 
I 
His-Ala-Val-Thr-Ala-IIe-Gly-Tyr 

(I) 

(11) 

A composição de aminoácidos em tôrno do sítio 

ativo (resíduos de cisteína e histidina) da bromelina do 

caule foi 

+ Asn-Gln-Asp-Pro-cys-Gly-Ala-cys-Trp 
,+ 

His-Ala-Val-Thr-Ala-Ile-Gly-Tyr 

Esses resultados estão em completo acordo com 

a sequência de aminoácidos em tôrno do resíduo ativo 

cisteinil relatado por CHAO & ~ • A fração I da 

bromelina do caule apresentou, em torno do sítio ativo 

cisteína, a seguinte composição de aminoácidos: 

+ Ser-Val-Lys-Asn-Gln-Asn-cys-Gly-Ala-cys-Trp 

I 
-Gly-cys-Lys-



STAMBUK100 realizou análises de bromelinas 

brutas extraídas do caule e da fruta de abacaxizeiro para 

determinar o teor de ferro, potássio, magnésio e cálcio. Os 

resultados percentuais encontrados para a bromelina de caule 

e da fruta foram: Fe 0,38 e 1,72; K 13,04 e 9,42; Mg 1,75 e 

1,43 e Ca 7,54 e 7,70, respectivamente. 

2.4. Iso1amento, purificação e balanço material 

Os processos clássicos de isolamento de 

bromelina bruta estão baseados na insolubilização da enzima 

com sulfato de amônio até 0,6 de saturação ou por adição de 

acetona à solução enzimática até se obter uma concentração 

em volume, de 30 - 80% do solvente orgânico. 

SOUZA98 obteve bro:melina de frutas de 

abacaxizeiro por precipitação com sulfato de amônio a 60% de 

saturação, a qual foi purificada por tratamento com solução 

a 1% de cianeto de potássio e reprecipitada com sulfato de 

amônio. 

O primeiro estudo realizado no sentido de se 

promover o aproveitamento do abacaxizeiro para obtenção de 

bromelina foi fei to por HEINICKE & GORTNER43 , os quais 

obtiveram substâncias denominadas "brutas" • Estes 

pesquisadores prensaram caules e frutos, precipi tando os 

extratos por acetona e sulfato de amônia. 
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~~ também descreveu o processo de 

isolamento de bromelina de caules de abacaxizeiro através da 

prensagem dos caules e resfriamento do extrato aI, 6 

7, 20 e, adição de agentes redutores, ajuste do valor de pH 

para 3,5 - 5 , 5 e precipitação por acetona. O rendimento 

obtido foi 0,96%, de bromelina em pó com atividade de 4.000 

unidades de coagulação de leite por grama. 

MARIN et al.~ obtiveram 0,4% de bromelina do 

extrato de caules de abacaxizeiro através de precipitação 

por sulfato de amônio e por acetona; a atividade da enzima 

obtida foi aumentada pela adição de versene (EDTA) ou 

cianeto de sódio, enquanto que a de ácidos cítrico e 

glucônico inativaram a bromelina. 

A separação da bromelina de caules de 

abacaxizeiro de 2-3 anos de idade foi feita após o 

congelamento do material descascado e cortado em fatias. 

Após o descongelamento, as fatias foram prensadas e o valor 

do pH do extrato foi ajustado em 5,0. Após centrifugação, a 

solução sobrenadante límpida foi resfriada a 100e e para 

cada litro de solução foram adicionados 5 9 de ácido tânico. 

O resíduo foi separado, lavado com acetona e secado sob 

vácuo. A recuperação da enzima foi de 82,6~. 

O teor de bromelina extraída de várias partes 

da planta de abacaxizeiro foi de 0,08% de frutos, 0,06% de 

haste, 0,075% de casca e 0,1-0,6% de caules; as folhas 

renderam ínfima quantidade de bromelina. A bromelina do 

9 



caule apresentou atividade por grama de 1.000-5.000 unidades 

de coagulação de leite e a da fruta de 500-900 unidades75 • 
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Amp lo estudo sobre o teor de bromelina em 

diferentes partes de 3 diferentes variedades de abacaxizeiro 

foi realizado por SUBRAMANIAN et al. 102 , utilizando sulfato 

de amônio, acetona e álcool etílico como precipi tantes . A 

pesquisa revelou que o cultivar pérola forneceu maior teor 

de bromelina por kg de caules, frutos verdes e maduros, 

quando precipitada por sulfato de amônio. O cultivar Smooth 

cayenne forneceu maior teor de bromelina por precipitação 

por acetona e por álcool etílico. O resfriamento do extrato 

a O - 3°C antes da precipitação com álcool etílico forneceu 

maior rendjmento em bromelina que idêntico tratamento a 24 -

260 C. ° rendimento de bromelina, expresso em gjkg de caules 

foi de 2,26, 2,45 e 1,77 para os cultivares pérola, Smooth 

cayenne e Jupi , respectivamente. 

A bromelina extraída de abacaxizeiro cultivar 

pérola, foi obtida após congelamento de caules descascados, 

utilizando-se acetona como agente precipitante. O rendimento 

em pó seco liofilizado foi de 1,3%~. 

2.5. Estabilização, inibição e ativação 

A preparação industrial de enzimas tem se 

defrontado com os reconhecidos problemas de estabilidade 



frente ao calor, diferentes valores de pH, presença de 

cátions metálicos, agentes oxidantes e inibidores. 

É difícil estabelecer, de modo específico e 

sistemático, todos os fatores que causam redução da 

atividade de uma enzima ou de uma classe de enzimas no 

decorrer do tempo. 

Até cerca de duas décadas atrás, as 

tentativas de estabilização da bromelina estavam centradas 

na incorporação de compostos redutores e de substâncias 

complexantes de cátions metálicos. As técnicas de preparação 

industrial de bromelina registravam a adição de substâncias 

auxiliares durante o processo ou a incorporação das mesmas 

nos preparados finais para manter a atividade dentro dos 

limites do padrão de uso. As quantidades dessas substâncias 

foram estabelecidas por testes experimentais. 

o tiosulfato de sódio demonstrou ser um 

agente ativador 

proteolí ticasS9 • 

da 

Produtos 

bromel.ina e de 

de hi.dr61ise 

outras enzimas 

de gelatina 

acidificados com ácidos clorídrico, ou fosfórico ou láctico, 

estabilizam preparações farmacêuticas injetáveis de 

bromelina 74. 

o ion henzoato estabilizou a bromelina na 

concentração de O, OOll! em valores de pH entre 3,5-5, O e na 
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concentração 

46 6, O • 

de O ,lM para valores de pH superiores a 

Bromelina, papaína e ficina, em soluções 

diluídas mantiveram-se estáveis por cerca de 60 dias quando 

se utilizou 35-60% de glicerol e 0,1-1,0% de colágeno 

parcialmente hidrolizadoM• 

Preparações contendo bromelina foram ativadas 

e estabilizadas com o emprego de acetato de chumbo, cloreto 

de chumbo, cloreto de bário, cloreto de cálcio, cloreto de 

estrôncio e sulfato de magnésio. A cisteína e ácido 

tiomálico exaltaram o efeito ativador, mantendo a bromelina 

estável e ativa por 50 dias a 40°c4Z. 

Bromelina purificada sofreu ativação quando 

tratada a com ion cianeto, cisteína, 2,3-

dimercaptopropanol, e mais eficientemente com cisteína e 

ácido etilendiaminotetracético~. 

Recentemente , várias pesquisas tem 

demonstrado que ° processo de estabilização e ati vação da 

bromelina está ligado à presença de inibidores da atividade 

enzimática, presentes no produto fjnal obtido pelos métodos 

tradicionais5~~. Os inibidores são polipeptideos com peso 

molecular 5.600, de composição similares entre si, porém 

cromatograficamente distintos. Estes isoinibidores contém 5 

ligações dissulfeto e cerca de 50 aminoácidos84 • A análise 

da estrutura primária de 1 dos 7 inibidores revelou extensa 

12 
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microheterogeneidade. Cada molécula do inibidor estudado era 

composta de duas cadeias peptídicas interligadas por uma 

ligação dissulfeto. Os inibidores diferiram entre si pelo 

número de resíduos de aminoácidos em cada cadeia e também 

pelo tipo de aminoácido terminal. Em função da semelhança 

dos resíduos de cisteína com aqueles de outros inibidores de 

proteases, supõe-se que os inibi dores da bromelina são 

gerados enzimaticamente de precursores de cadeia simples por 

ruptura de uma nponten peptídica que 1iga o NH2-terminal da 

cadeia A a um COOH-terminal da cadeia BU • 

A inibição da atividade proteolítica da 

bromelina pode estar relacionada com produtos de reação 

amarronzados de quercentina que existem em plantas, conforme 

comprovado com o ácido protocatechuico ou 

floroglucinol~". 

Estudos laboratoriais relataram a inibição da 

atividade proteolítica da bromeLina porpeptídeo da epiderme 

humana106 , derivado cloroacetilado de peptídeol13 , 

glicoproteina obtida de tubérculos de batatasW , inibidor de 

tripsina de soja107 , inibidor de tiol-proteinases produzido 

por Aspergillus nige~7, peptídeos de látex de Carica papaya 

L. S, e substâncias protéicas encontradas na urina humana103 • 



3. USOS 

A bromelina tem sido predominantemente 

utilizada em medicamentos e na tecnologia de alimentos. 

3.1. Usos c1ínicos e para-:médi.cos 

o emprego da bromelina para fins 

terapêuticos30,67,95J.08, tem sido preconizado em vários campos 

da medicina, como fármaco: 

- antiinflamatório nos processos edematososn~. 

mucolítico nas afecções bronco-pulmonares~~9. 

- coadjuvante no tratamento de processos infec

ciosos, em associação com antibióticog3~l. 

auxjljar da digestão, na terapia de 

substituição~G. 

como auxiljar no processo de tipagem san

guínea 65,85,86. 

agente de limpeza de lentes de contactoU • 

agente de remoção de crostas de feridas em 

cicatrização38 • 

componente em tônicos para cabelos104 • 
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agente potencial na prevenção e tratamento do 

câncer9,70,109,110,111. 

15 

3.2. Usos na tecnologia de a1i.wmtos 

Enzimas proteo li ti cas encontram diversas 

aplicações em processos tecnológicos de alimentos, 

principalmente em: 

- amaciamento de carnes6,10,16,.20,52,6l,62,63, 92,112,116,118. 

solubilização de proteínas bovina, de peixes e 

de cereaigl.,7 ,8,13,19,23,26,29,32,37,41,47 ,49, 

SO~,7~1,94,99,114,1l1 

coagulação de leite para a fabricação de 

queij osl4,57,72,87,89. 

- panificação17,lOl. 

- obtenção de produtos de ovos de galinha e como 

ingrediente de ração para aves 18,40,73 • 

- processos fermentativos e na clarificação de 

cervej as11).1S,ll9. 

- clarificação de sucos de frutas e de vegetais71 • 



4. PROPOSIÇÃO 

A identificação e reconhecimento dos fatores 

ou dos agentes responsáveis pela inativação de enzimas tem 

permi tido estabelecer procedimentos e métodos capazes de 

impedir parcialmente os efeitos inibidores exercidos sobre 

preparações enzimáticas. 

durante um 

A simples manutenção da atividade enzimática, 

certo intervalo de tempo, é denominada 

estabilização enzimática. Muitas vezes consegue-se, através 

de um bloqueio da ação de inibidores, uma exal tação da 

atividade enzimática a qual é denominada ativação. 

especial 

Sob o 

signUicado 

ponto 

o fato 

de vista 

de se 

tecnológico é de 

conseguir utilizar 

técnicas capazes de promoverem balanços 

superavitários na preparação de enzimas. 

materiais 

Essas técnicas que promovem estabilização e 

ativação enzimática permitem obter compostos com menor custo 

industrial. Isto possibili taria uma ampliação da gama de 

aplicações desses compostos. 

Com a finalidade de avaliar a aplicação de 

recursos que promovem estabilização e ativação da bromelina 

de caules de abacaxizeiro, elaborou-se um plano de pesquisas 

com o objetivo de demonstrar que : 

16 



- o uso de certos agentes químicos adicionados ao 

extrato de caules de abacaxizeiro exercem efeito 

ativante e estabilizante da bromelina, 

possibilitando o armazenamento do mesmo : 

- o tratamento térmico do extrato de caules de 

abacaxizeiro é um fator que influi na ativação e 

na estabilização da bromelina : 

- os agentes tradicionalmente utilizados para a 

precipitação da bromelina bruta promovem 

diferenças no balanço material e na estabilidade 

da enzima quando se combinam com os fatores 

temperatura e substâncias ativadoras. 
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5. MATERIAIS, HÉTOoos E PARTE EXPERIlIENTAL 

utilizou-se caules de abacaxizeiro Ananas 

comosus (L.) Merr. cultivar Cayenne, de 30 meses de idade, 

os quais foram colhidos após cerca de 10 meses da remoção 

dos frutos. 

18 

A coleta foi fei ta na Fazenda Suzuki, em 

BaUIÚ, Estado de São Paulo. 

Os caules foram removidos do solo e em 

seguida procedeu-se à retirada das foLhas ainda existentes. 

A preparação do material para a realização da 

parte experimental foi fei ta em etapas, conforme descrição 

que se seguem : 

5 • 1. T,j -.peza 

O processo de limpeza consistiu em remover 

completamente a casca externa dos caules por meio de facão. 

Nesta operação foram também removidas as raízes e o 

pedúnculo de cada caule. 

5 • 2. lIoaqe. 

Os caules Limpos foram moídos em moinho 

granulador TREU, na velocidade de 900 rpm, sem utilização de 

tamis. O material moído se apresentou com fragmentos de 

tamanhos variáveis de cerca de 2 a 10 mm. 



5. 3. Prensagem 

o material moído foi imediatamente submetido 

a prensagem na prensa hidráulica Agenzia Enologica Italiana 

à pressão de 150-200 bar. 

o extrato obtido por prensagem foi recolhido 

em baldes de plástico para decantação do amido e de resíduos 

sólidos. Após decantação I o liquido sobrenadante foi 

transferido para bombonas plásticas que foram armazenadas em 

câmara frigorífica a sOe. 

5.4. Tratawmto térwj co, filtração e ativação 

5.4.1. Preparação de alIOSt:ras para estudo do efeito 

de ativadores 

Ao extrato decantado foi adicionado 1% de 

auxiliar de fil tração dicali te 477 I aquecido a sooe, e a 

seguir filtrado em Büchner à vácuo através de papel de 

filtro S&S faixa preta contendo uma camada de pré-filtro de 

dicali te 477 de aproximadamente 15 mm de espessura. O 

extrato filtrado foi resfriado à temperatura ambiente. 

Prova 1 

Dois litros de extrato filtrado foram distribuídos 

em frascos de 100 ml, fechados com tampa hermética e 

armazenados em armários a 200 e e em geladeira a sOe. 
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Prova 2 

A 2 litros de extrato filtrado adicionou-se pela 

ordem, sob agitação mecânica, 

Benzoato de sódio · . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 
Cloridrato de cisteína 

6 g 

1 g 

mantendo-se a agitação até a dissolução completa das 

substâncias. 

A solução foi distribuída em frascos de 100 

mI, fechados com tampa hermética e armazenados em armários a 

200 C e em geladeira a SOC. 

Prova 3 

A 2 litros de extrato filtrado adicionou-se pela 

ordem, sob agitação mecânica, 

Benzoato de sódio · . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 
CIoridrato de cisteína . . . . . . . . . . . . . . . . . . 
Edetato dissódico · . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 

6 9 

1 9 

4 9 

matendo-se a agi tação até a dissolução completa das 

substâncias. 

A solução foi distribuída em frascos de 100 

ml, fechados com tampa hermética e armazenados em armários a 

200 e e em geladeira a 50 e. 

20 
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5.4.2. Preparação de amostras para estudo do efeito 

da temperatura de filtração, dos ativadores e 

dos agentes precipitantes, no balanço 

material e na estabilidade do extrato e da 

bromelina 

5.4.2.1. Provas da série A com aquecimento do 

extrato a 20°C 

A 5,0 1 de extrato decantado adicionou-se SOg 

de dicalite 477 e se aqueceu a 200 e por 10 minutos. A seguir 

filtrou-se em Büchner à vácuo com papel de filtro S&S faixa 

preta e uma camada de pré-filtro de dicalite 477 de 

aproximadamente 15 mm de espessura. Da solução filtrada 

foram separadas duas porções de 2,2 1. 

Da 1- parte retirou-se 200 ml, que foram 

fracionados em 4 frascos de 50 ml, destinados ao estudo de 

estabilidade nas temperaturas de sOe, 20oe, 30°C e 40°C. 

Estas amostras foram identificadas como E-AI. 

A solução restante foi dividida em duas 

porções de 1,0 I cada, que foram a seguir precipitadas com 

acetona e sulfato de amônio, conforme os seguintes 

procedimentos : 



Precipitado com acetona 

A 1,0 I de extrato filtrado foram adicionados 

3,0 I de acetona, sob intensa agitação. A bromelina 

precipitada ficou em repouso por cerca de 30 minutos. A 

seguir filtrou-se em Bücbner com papel de filtro tipo S&S 

faixa preta, sob vácuo de trompa de água. O produto 

recolhido no filtro foi lavado com cerca de 250 ml de 

acetona e finalmente com cerca de 100 ml de éter etílico. A 

bromelina separada foi tamisada sucessivamente em tamises de 

12, 40 e 60 mesh e a seguir secada em estufa com ventilação 

de ar aquecido a 4SoC por cerca de 3 horas. A bromelina foi 

identificada como A-I. 

Precipitação com sulfato de amônio 

A 1,0 I de extrato filtrado foram adicionados 

500 g de sulfato de amônio, sob intensa agitação. a 

bromelina precipitada ficou em repouso por cerca de 30 

minutos. A seguir filtrou-se em Büchner com papel de filtro 

tipo S&S faixa preta, sob vácuo de trompa de água, até o 

máximo de esgotamento das águas-mãe de precipitação. A massa 

obtida foi secada em estufa com ventilação de ar aquecido a 

4SoC por 15 horas e a seguir tamisada em tamis de 60 mesh. A 

bromelina obtida foi identificada como A-II. 

A 2,2 1 da 2· parte foram adicionados pela 

ordem e sob agitação, 
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Benzoato de sódio . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 
eloridrato de cisteína 

Edetato dissódico . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 

6,6 9 

1,1 9 

4,4 9 

mantendo-se a agitação até a completa dissolução das 

substâncias. 

Da 2· parte retirou-se 200 ml, que foram 

fracionados em 4 frascos de 50 ml, destinados ao estudo de 

estabilidade nas temperaturas de 50 e, 20oe, 300 e e 40oe. 

Estas amostras foram identificadas como E-AII. 

Os 2, O 1 restantes foram di vididos em duas 

porções de 1,0 I cada, a seguir precipitadas com acetona e 

sulfato de amônio, conforme os procedimentos anteriormente 

descritos; as bromelinas obtidas foram identificadas por A

III e A-IV, respectivamente. 

5.4.2.2. Provas da série B co. aquecimento do 

extrato a 30°C 

A 5,0 I de extrato decantado adicionou-se 50q 

de dicalite 477 e se aqueceu a 300 e por 10 minutos.A seguir 

filtrou-se em Büchner à vácuo com papel de filtro S&S faixa 

preta e uma camada de pré-filtro de dicalite 477 de 

aproximadamente 15 mm de espessura. Da solução filtrada 

foram separadas duas porções de 2 I 2 1. 
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Da primeira parte retirou-se 200 ml, que 

foram fracionados em 4 frascos de 50 ml, os quais foram 

destinados ao estudo de estabilidade nas temperaturas de 

50 C, 200 C, 300 C e 400 C. Estas amostras foram identificadas 

como E-BI. 

A solução restante foi dividida em duas 

porções de 1,0 1 cada, a seguir precipitadas com acetona e 

sulfato de amônio, conforme os seguintes procedimentos : 

Precipitação com acetona 

A 1,0 I de extrato filtrado foram adicionados 

3,0 I de acetona, sob intensa agitação. A bromelina 

precipitada ficou em repouso por cerca de 30 minutos. A 

seguir filtrou-se em Büchner com papel de filtro tipo S&S 

faixa preta, sob vácuo de trompa de água. O produto 

recolhido no fil tro foi lavado com cêrca de 250 ml de 

acetona e fjnalmente com cêrca de 100 ml de éter etílico. A 

bromelina separada foi tamisada sucessivamente em tamises de 

12, 40 e 60 mesh e a seguir secada em estufa com ventilação 

de ar aquecido a 450 C por cêrca de 3 horas. A bromelina 

obtida foi identificada como B-I. 

Precipitação com sulfato de amônio 

A 1,0 I de extrato filtrado foram adicionados 

500 g de sulfato de amônio, sob intensa agitação. A 

bromelina precipitada ficou em repouso por cerca de 30 
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minutos. A seguir filtrou-se em Büchner com papel de filtro 

tipo S&S faixa preta, sob vácuo de trompa de água, até o 

máximo esgotamento das águas-mãe de precipitação. A massa 

obtida foi secada em estufa com ventilação de ar aquecido a 

450 C por 12 horas e a seguir tamisada em tamis de 60 mesh. A 

bromelina obtida foi identificada como B-II. 

Aos 2,2 I da 2& parte foram adicionados pela 

ordem e sob agitação, 

Benzoato de sódio ...................... . 

Cloridrato de cisteína • • ••.••••••••••••• 

Edetato dissódico . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 

6,6 g 

1,1 9 

4,4 9 

mantendo-se a agitação até a completa dissolução das 

substâncias. 

Desta solução retirou-se 200 m1, que foram 

fracionados em 4 frascos de 50 mI, destinados ao estudo de 

estabilidade nas temperaturas de sOe, 200e, 300e e 400e. 

Estas amostras foram identificadas como E-BII. 

Os 2, O 1 restantes foram divididos em duas 

porções de 1,0 I cada, a seguir precipitadas com acetona e 

sulfato de amônio, conforme os procedimentos anteriormente 

descritos; as bromelinas obtidas foram identificadas por B

III e B-IV, respectivamente. 
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5.4.2.3. Provas da série C com aquecimento do 

extrato a 40°C 

A 5,0 1 de extrato decantado adicionou-se 50g 

de dicalite 477 e se aqueceu a 400 C por 10 minutos.A seguir 

filtrou-se em Büchner à vácuo com papel de filtro S&S faixa 

preta e uma camada de pré-filtro de dicalite 477 de 

aproximadamente 15 mm de espessura. Da solução filtrada 

foram separadas duas porções de 2,2 1. 

Da primeira parte retirou-se 200 ml, que 

foram fracionados em 4 frascos de 50 ml, destinados ao 

estudo de estabilidade nas temperaturas de 5 0 e, 200 e, 300 e e 

400 e. Estas amostras foram identificadas como E-Cr. 

Os 2, O I restantes foram divididos em duas 

porções de 1,0 1 cada, a seguir precipitadas com acetona e 

sulfato de amônio, conforme os seguintes procedimentos : 

Precipitação com acetona 

A 1,0 1 de extrato filtrado foram adicionados 

3,0 1 de acetona, sob intensa agitação. A bromelina 

precipitada ficou em repouso por cerca de 30 minutos. A 

seguir filtrou-se em Büchner com papel de filtro tipo S&S 

faixa preta, sob vácuo de trompa de água. O produto 

recolhido no fil tro foi lavado com cêrca de 250 ml de 

acetona e finalmente com cêrca de 100 ml de éter etílico. A 

bromelina separada foi tamisada sucessivamente em tamises de 
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12, 40 e 60 mesh e a seguir secada em estufa com ventilação 

de ar aquecido a 450 C por cêrca de 3 horas. A bromelina 

obtida foi identificada como C-I. 

Precipitação com sulfato de amônio 

A 1,0 1 de extrato filtrado fom adicionados 

500 9 de sulfato de amônio, sob intensa agitação. A 

bromelina precipitada ficou em repouso por cerca de 30 

minutos. A seguir filtrou-se em Büchner com papel de filtro 

tipo S&S faixa preta, sob vácuo de trompa de água, até o 

máxi mo esgotamento das águas-mãe de precipitação. A massa 

obtida foi secada em estufa com ventilação de ar aquecido a 

450 C por 12 horas e a seguir tamisada em tamis de 60 mesh. A 

bromelina obtida foi identificada como C-II. 

Aos 2,2 I da 2& parte foram adicionados pela 

ordem e sob agitação, 

Benzoato de sódio ••••••••••••••••••••••• 6 I 6 9 

Cloridrato de cisteína •••••••••••••••••• 1,1 q 

Edetato dissódico . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 4,4 9 

mantendo-se a agitação até a completa dissolução das 

substâncias. 

Desta solução retirou-se 200 ml, que foram 

fracionados em 4 frascos de 50 ml , destinados ao estudo de 

estabilidade nas temperaturas de 5°C, 20°C, 300 C e 40°C. 

Estas amostras foram identificadas como C-EII. 

27 



Os 2, O I restantes foram di vididos em duas 

porções de 1,0 I cada, a seguir precipitadas com acetona e 

sulfato de amônio, conforme os procedimentos anteriormente 

descritos; as bromelinas obtidas foram identificadas por C-

111 e C-IV, respectivamente. 

5.4.2.4. Provas da série D com aquecimento do 

e.xt:rato a 50°C 

A 5,0 I de extrato decantado adicionou-se 50g 

de dicalite 477 e se aqueceu a 500 C por 10 minutos.A seguir 

filtrou-se em Büchner à vácuo com papel de filtro S&S faixa 

preta e uma camada de pré-filtro de dicalite 477 de 

aproximadamente 15 mm de espessura. Da solução filtrada 

foram separadas duas porções de 2,2 1. 

Da primeira parte retirou-se 200 ml, que 

foram fracionados em 4 frascos de 50 ml, destinados ao 

estudo de estabilidade nas temperaturas de 50 C, 200 C, 300 C e 

400 C. Estas amostras foram identificadas como E-DI. 

Os 2, O 1 restantes foram divididos em duas 

porções de 1,0 I cada, a seguir precipitadas com acetona e 

sulfato de amônio, conforme os seguintes procedimentos : 
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Precipitação com acetona 

A 1,0 I de extrato filtrado foram adicionados 

3,0 1 de acetona, sob intensa agitação. A bromelina 

precipitada ficou em repouso por cerca de 30 minutos. A 

seguir filtrou-se em Büchner com papel de filtro tipo S&S 

faixa preta, sob vácuo de trompa de água. O produto 

recolhido no filtro foi lavado com cêrca de 2S0 m1 de 

acetona e finalmente com cêrca de 100 ml de éter etílico. A 

brome1ina separada foi tamisada sucessivamente em tamises de 

12, 40 e 60 mesh e a seguir secada em estufa com ventilação 

de ar aquecido a 4SoC por cêrca de 3 horas. A bromelina 

obtida foi identificada como D-I. 

Precipitação com sulfato de amônio 

A 1,0 I de extrato filtrado foram adicionados 

SOO g de sulfato de amônio, sob intensa agitação. A 

bromelina precipitada ficou em repouso por cerca de 30 

minutos. A seguir filtrou-se em Büchner com papel de filtro 

tipo S&S faixa preta, sob vácuo de trompa de água, até o 

máxj mo esgotamento das águas-mãe de precipitação. A massa 

obtida foi secada em estufa com ventilação de ar aquecido a 

4SoC por 12 horas e a seguir tamisada em tamis de 60 mesh. A 

bromelina obtida foi identificada como D-II. 

Aos 2,2 1 da 2- parte foram adicionados pela 

ordem e sob agitação, 
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Benzoato de sódio 

Cloridrato de cisteína . . . . . . . . . . . . . . . . . . 
Edetato dissódico . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 

6,6 9 

1,1 9 

4,4 9 

mantendo-se a agitação até a completa dissolução das 

substâncias. 

Desta solução retirou-se 200 m1 , que foram 

fracionados em 4 frascos de 50 ml, destinados ao estudo de 

estabilidade nas temperaturas de 5°C, 200 C, 300 C e 400 C. 

Estas amostras foram identificadas como C-EII. 

Os 2, O I restantes foram di vididos em duas 

porções de 1,0 I cada, a seguir precipitadas com acetona e 

sulfato de amônio, conforme os procedimentos anteriormente 

descritos; as bromelinas obtidas foram identificadas por 0-

III e O-IV, respectivamente. 

5.4.2.5. Provas da série E co. aqueci1lento do 

extrato a 60°C 

A 5,0 I de extrato decantado adicionou-se 50g 

de dicalite 477 e se aqueceu a 60°C por 10 minutos.A seguir 

filtrou-se em BÜCbner à vácuo com papel de filtro S&S faixa 

preta e uma camada de pré-filtro de dicalite 477 de 

aproximadamente 15 mm de espessura. Da solução filtrada 

foram separadas duas porções de 2,2 1. 
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Da primeira parte retirou-se 200 ml, que 

foram fracionados em 4 frascos de 50 ml, destinados ao 

estudo de estabilidade nas temperaturas de 50 C, 20oC, 300 C e 

400 C. Estas amostras foram identificadas como E-EI. 

Os 2, O I restantes foram di vididos em duas 

porções de 1,0 1 cada, a seguir precipitadas com acetona e 

sulfato de amônio, conforme os seguintes procedimentos : 

Precipitação com acetona 

A 1,0 1 de extrato filtrado foram adicionados 

3,0 I de acetona, sob intensa agitação. A bromelina 

precipitada ficou em repouso por cerca de 30 minutos. A 

seguir filtrou-se em Bücbner com papel de filtro tipo S&S 

faixa preta, sob vácuo de trompa de água. O produto 

recolhido no fil tro foi lavado com cêrca de 250 ml de 

acetona e finalmente com cêrca de 100 ml de éter etílico. A 

bromelina separada foi tamisada sucessivamente em tamises de 

12, 40 e 60 mesh e a seguir secada em estufa com ventilação 

de ar aquecido a 450 C por cêrca de 3 horas. A bromelina 

obtida foi identificada como E-I. 

Precipitação com sulfato de amônio 

A 1,0 I de extrato filtrado foram adicionados 

500 g de sulfato de amônio, sob intensa agitação. A 

bromelina precipitada ficou em repouso por cerca de 30 

minutos. A seguir filtrou-se em Búcbner com papel de filtro 
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tipo S&S faixa preta, sob vácuo de trompa de água, até o 

máximo esgotamento das águas-mãe de precipitação. A massa 

obtida foi secada em estufa com ventilação de ar aquecido a 

450 e por 12 horas e a seguir tamisada em tamis de 60 mesh. A 

bromelina obtida foi identificada como E-II. 

Aos 2,2 1 da 2- parte foram adicionados pela 

ordem e sob agitação, 

Benzoato de sódio ....................... 6 I 6 9 

Cloridrato de cisteína ••••••••••.••••••• 1,1 9 

Edetato dissódico . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 4,4 g 

mantendo-se a agitação até a completa dissolução das 

substâncias. 

Desta solução retirou-se 200 ml, que foram 

fracionados em 4 frascos de 50 ml, destinados ao estudo de 

estabilidade nas temperaturas de 50 e, 20oe, 300 C e 400 C. 

Estas amostras foram identificadas como E-EII. 

Os 2, O 1 restantes foram divididos em duas 

porções de 1,0 1 cada, a seguir precipitadas com acetona e 

sulfato de amônio, conforme os procedimentos anteriormente 

descritos: as bromelinas obtidas foram identificadas por E

III e E-IV, respectivamente. 



5.5. Esquema geral das provas 

caules de abacaxizeiro 
! 

limpeza externa dos caules 
! 

moagem 
! 

prensagem 
J. 

extrato bruto 
! 

decantação 
J. 

extrato decantado 
! 

filtração 

Temperatura 
Temperatura 
Temperatura 
Temperatura 
Temperatura 

extrato filtrado 
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20°C - Série A 
30°C - Série B 
40°C - Série C 
50°C - Série D 
60°C - Série E 

1 
Sem ativadores-Partes I e 11 
Com ativadores-Partes 111 e TV 

l 
acetona 

extratos I e 

precip'itação 

III f Extratos IIeIVJ, 

! 
filtração 

! 
secagem 

! 
tamisação 

1 
bromelina, parte I e III 
das Séries A, B, C, D e E 

sulfato de amônio 
! 

filtração 
! 

secagem 
! 

tamisação 

~ 
bromelina, partes 11 
e IV das Séries A,B, 
C, D e E 



5.6. Determinação da atividade proteolí tica 

A determinação da atividade proteolítica do 

extrato de abacaxizeiro e da bromelina em pó seco foi 

realizada pelo método KunitzM adaptado à técnica CP-test~. 

5.6.1. Princípio do .aétodo 

o método de Kunitz avalia a atividade 

proteolítica através da digestão da caserna em condições 

controladas de valores de pH, variável para cada enzima, 

através da determinação dos produtos solúveis em ácido 

tricloroacético por espectrofotometria na região do ultra

violeta. 

o cP-test utiliza caserna como substrato em 

gel de agar, avaliando a atividade proteolí tica através do 

halo de digestão do substrato, em comparação com um padrão 

de referência. 

5.6.2. Solução tampão pU 7,6 

KH2P04 •••••••••••••••••••••• 2,210 g 

Na2HP04 •••••••••••••••••••••• 17,100 g 

Água destilada q. s • p • 2000 ml 

Pesar exatamente os componentes da fórmula e 

dissolver em água destilada, levando a volume de 2000 ml. 

Determinar o valor do pH da solução em potenciômetro a 250 C. 
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5 .6 • 3. Substrato sól.ido para as pl.acas 

o meio para a determinação em placas de Petri 

é preparado com a fórmula e técnicas a seguir descritas : 

Caseína seg. Hammarsten Herck (Art. 2242) 10g 

Agar Merck (Art. 1613) ....••••••.•••••.•..•.• 25g 

Tampão fosfato pH 7,6 q.s.p .•••..••..•••••. 1000 ml 

Separadamente, dissol ver a quente a caseína 

em 500 ml de tampão fosfato e o agar nos restantes 500 ml, 

também sob aquecimento. Misturar as soluções, agitar até a 

completa homogeneização. Filtrar através de filtro de gaze e 

resfriar a 450 C. 

5.6.4. Preparação das pl.acas 

Verter em placas de Petri (20 x 160 mm) 50 ml 

do meio preparado de acordo com o i tem 5.6.3. Colocar as 

placas sobre uma superfície plana e deixar solidificar. A 

seguir, perfurar o agar com um furador de 8 mm de diâmetro, 

perfazendo um total de 9 cavidades em cada placa. Usar 3 

placas para cada ensaio. 

5.6.5. Preparação do padrão 

Pesar exatamente o equivalente a 400 unidades 

Kunitz (U .K. ) da bromelina padrão e transferir 
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quantitativamente para um balão volumétrico de 100 ml, 

adicionar aproximadamente 50 ml de tampão fosfato pH 7,6, 

deixar agitando até a completa dissolução. Completar o 

volume com o mesmo tampão. A concentração obtida é de 4 

U.K.jml, que corresponde ao ponto do padrão de maior 

concentração = YS 2 - Para preparar o padrão de menor 

concentração tomar uma alíquota de 10 ml da concentração YS 2 

e levar a volume de 20 ml com o tampão fosfato pH 7,6. A 

concentração obtida é de 2 U. K. jml , que corresponde ao 

padrão YS1 • 

5.6.6. Preparação da amostra 

5.6.6.1. ExLtato 

Pipetar exatamente 10 ml de extrato filtrado 

(aproximadamente 20 U.K.jml), transferir quantitativamente 

para um balão volumétrico de 50 ml, adicionar 0,5 ml de 

solução a 0,1% de benzoato de sódio e completar o volume com 

tampão fosfato pH 7,6. Concentração aproximada da amostra: 4 

U.K.jml. 

5.6.6.2. Brameljna (amostra) 

Pesar exatamente uma quantidade de bromelina 

a ser analisada que contenha cerca de 400 U.K., transferir 

para um bequer e juntar 20 ml de solução tampão fosfato pH 

7 , 6; agi tar com bastão de vidro e transferir 

quantitativamente para um balão volumétrico de 100 ml, 
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juntar 50 ml de solução tampão fosfato pH 7,6 e deixar sob 

agi tação até a completa dissolução da amostra. Completar o 

volume com o mesmo tampão. Concentração aproximada da 

amostra: 4 O.X./ml. 

5.6.7. Real i zação do ensaio 

Com "microdispenser", pipetar 50 uI do padrão 

YS1 em 3 cavidades, 50 u1 do padrão YS 2 em 3 cavidades e 50 

uI da amostra nas outras 3 cavidades do meio. Deixar em 

repouso, à temperatura ambiente, por 30 minutos. Incubar as 

placas a 350 C durante 20 horas. Ao término deste intervalo 

de tempo medir em mm o diâmetro do halo de digestão da 

caseína , delimitado por um anel de precipi tação de para

caseína, tanto para as concentrações do padrão quanto para a 

amostra. 

5.6.8. Cálculo 

o cálculo foi feito através de interpolação 

numa reta padrão, elaborada a partir de diâmetros de halos 

de digestão da caseína em função do logari tmo da 

concentração da bromelina 

utilizada como padrão. 

(Enzyme Deve I opment Co.), 
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5.7. Identificação 

A identificação da bromelina extraída por 

precipitação com acetona e com sulfato de amônio foi 

realizada por eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE). 

5.7.1. Preparação das amostras e do padrão 

Pesar exatamente 2 mg de amostra de bromelina 

em pó e dissolver em solução de sacarose a 40% contendo azul 

de bromofenol (BPB . O ,2mM), de modo a se obter uma 

concentração de 2 mg/200~l. 

Proceder de modo idêntico com bromelina 

padrão Sigma. 

5.7.2. Preparação do qel de poli..acri.l.émida 

A preparação do qel de poliacrilamida foi 

feita de acordo com o método de DAVIS & ORNSTEIN~, 

utilizando-se tubos de 70 mm de comprimento por 7 mm de 

diâmetro. 

5.7.3. Separação eletroforética 

Aplicar 20-50 ~l de solução de amostra sobre 

o gel de poliacrilamida (uma amostra para cada tubo) e 

submeter o conjunto a uma tensão de 1 mA/tubo, até a 

penetração da amostra no gel de separação. A seguir aumentar 
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para 2 mA/tubo, até se atingir uma migração do corante 

indicador próximo à extremidade do tubo (cerca de 5 mm). 

5. 7 .4. Coloração e descoloração 

Imergir o gel de poliacrilamida em solução a 

2% de azul brilhante de Coomassie - R-250, e deixar em 

repouso por 2 horas. Após esse período, lavar o gel com 

banhos descolorantes, até se eliminar o excesso de azul 

bri~ante de Coomassie R-250. 
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6. RESULTAOOS E DISCOssAo 

Os processos clássicos de insolubilização de 

proteínas e de enzimas proteolíticas estão baseados no 

emprêgo do sulfato de amônio e da acetona. 

A principal preocupação dos pesquisadores tem 

sido a elaboração de técnic as que permitam obter bromelina 

com a maior eficiência possível, tentando impedir a 

influência de inibi dores naturais e controlando os fatores 

que reconhecidamente promovem um balanço material 

deficitário. 

Os conhecimentos adquiridos nas últimas duas 

décadas acerca dos inibidores e dos fatores que bloqueiam o 

sítio ativo da bromelina possibilitam novas indagações. O 

desenvolvimento de técnicas que procurem evitar, no início 

do processo extrativo, a influência dos inibi dores e dos 

fatores poderá resultar em metodologia capaz de promover um 

processo de obtenção superavi tário. Em consequência, o 

produto obtido poderá apresentar maior atividade específica, 

bem como maior estabilidade, além de menor custo. 

Os benefícios decorrentes de processos 

tecnológicos aprimorados justificam pesquisas que comprovem 

hipóteses originais. 

Os objetivos desta pesquisa visaram avaliar: 

a influência de benzoato de sódio, cloridrato de cisteína e 
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edetato dissódico sobre a atividade proteolítica do extrato 

de caules de abacaxizeiro; o efeito da temperatura do 

extrato sobre a atividade proteolítica e a influência dos 

agentes clássicos de insolubilização da bromelina, acetona e 

sulfato de amônio, no balanço material. 
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6.1. Ativação e estabilização da atividade proteolítica 

do extrato 

o uso de ativantes e estabili z antes da 

atividade proteolítica da bromelina tem sido preconizado 

sobre a enzima isolada. Supõe-se que todas as precauções 

reconhecidas como importantes sejam tomadas para a 

manutenção da atividade proteolítica durante o processo. 

o objetivo estabelecido para este ítem visou 

avaliar a eficiência do benzoato de sódio, cloridrato de 

cisteína e edetato dissódico sobre a ativação e 

estabilização do extrato de caules de abacaxizeiro, logo 

após o processo de prensagem e filtração. 

Em base a experimentos preliminares que 

comprovaram a dificuldade de purificação do extrato, somente 

viável a temperaturas acima de 400 e e, considerando-se que a 

filtração em temperaturas superiores a 500 e promovem perda 

da atividade proteoU tica, optou-se pela realização de 

ensaio de ativação de extrato filtrado a 50oe. 



A tabela I relaciona os valores determinados 

da atividade proteolítica de extratos filtrados a 500 C, 

durante um período de 60 dias, armazenados a 5 e 200 C, sem 

ativadores (prova 1), com benzoato de sódio e cloridrato de 

cisteína (prova 2) e com benzoato de sódio, cloridrato de 

cisteína e edetato dissódico (prova 3). 

As fig. 1, 2 e 3, reproduzem em gráficos os 

resultados da tabela I. 
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Tabela I. Atividade proteolítica em U.R./ml e valores de pH 

de extratos filtrados a 50oC, após 5, lO, 15, 20, 30, 40, 50 

e 60 dias, armazenados a 5 e 20o C. 

Prova 1 - sem ativadoresi prova 2 com benzoato de sódio e 

cloridrato de cisteínai prova 3 com benzoato de sódio, 

cloridrato de cisteína e edetato dissódico. 

Tempo de Ensaios 
armaze-

PROVA 1 PROVA 2 PROVA 3 

gem 

o dias 

5 dias 

10 dias 

15 dias 

20 dias 

30 dias 

40 dias 

50 dias 

60 dias 

Atividade UK/ml 
Valor de pH 

Atividade UK/ml 
Valor de pH 

Atividade UK/ml 
Valor de pH 

Atividade UK/ml 
Valor de pH 

Atividade UK/rnl 
Valor de pH 

Atividade UK/ml 
Valor de pH 

Atividade UK/ml 
Valor de pH 

Atividade UK/rnl 
Valor de pH 

Atividade UK/ml 
Valor de pH 

soe 

13,0 
4,2 

12,8 
4,4 

11,0 
4,2 

8,0 
4,2 

8,0 
4,1 

8,5 
3,8 

9,0 
3,9 

8,0 
3,8 

7,5 
3,8 

20 0 e soe 

13,0 
4,2 

12,6 
4,3 

9,6 
4,1 

8,5 
4,0 

7,5 
3,9 

8,5 
3,8 

8,8 
3,8 

9,0 
3,8 

8,5 
3,8 

16,9 
3,8 

14,6 
4,6 

13,4 
4,6 

9,0 
4,5 

8,3 
4,6 

8,8 
4,5 

10,4 
4,4 

12,1 
4,3 

9,3 
4,2 

20 0 e soe 

16,9 
3,8 

16,7 
3,8 

15,9 
3,8 

13,5 
3,7 

13,9 
3,7 

14,9 
3,7 

12,7 
3,8 

12,0 
4,3 

11,0 
3,8 

18,5 
4,0 

19,6 
4,0 

18,5 
4,0 

17,5 
4,0 

18,2 
4,6 

19,6 
4,1 

18,6 
4,1 

19,3 
4, 1 

17,7 
4,1 

20 0 e 

18,5 
4,0 

18,6 
4,0 

18,1 
4,0 

17,2 
4,0 

17,7 
4,6 

18,3 
4,1 

17,8 
4,0 

18,1 
4,3 

17,2 
4,1 
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A análise destes dados demonstra que o 

extrato sem ativadores (prova 1) sofre uma nítida perda de 

atividade proteolítica no decorrer do período, que se 

manifesta a partir do 15 11 dia de armazenamento a 5 e 200 C. 

A amostra contendo benzoato de sódio e 

cloridrato de cisteína (prova 2) apresentou maior atividade 

proteolítica inicial, quando comparada com a amostra sem 

ativadores (prova 1). No entanto, também apresentou menor 

estabi~idade após o 15 11 dia de armazenamento a 5 e 200 C. 

A amostra contendo benzoato de sódio, 

cloridrato de cisterna e edetato dissódico (Prova 3 ) , 

permaneceu estável durante o período de avaliação, tendo 

inclusive apresentado uma atividade proteolítica superior em 

relação às provas 1 e 2. 

o estudo comparativo destes dados permi te 

supor que os agentes ati vadores bloqueiam os inibidores da 

bromelina presentes no extrato. Este desbloqueio se reflete 

nos valores encontrados na prova 3, que além de se manterem 

praticamente in a! terados após 60 dias, são superiores 

àqueles das provas 1 e 2. 

A manutenção da atividade proteolí tica do 

extrato submetido a teste de estabilidade também se reflete 

no aspecto da solução. A amostra sem ativadores (prova 1) 

sofreu escurecimento gradual com o tempo de armazenamento, 

enquanto que aquela com benzoato de sódio e cloridrato de 
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cisterna (prova 2) apresentou escurecimento menos intenso. 

Nesta prova, a amostra armazenada a sOe apresentou um 

depósi to esbranquiçado. A amostra com benzoato de sódio, 

cloridrato de cisterna e edetato de sódio manteve-se 

praticamente inalterada em relação ao aspecto da solução. 

Os valores de pH em todas as provas 

praticamente não se modificaram durante o período, indicando 

que este fator não contribuiu para a instabilidade da 

atividade proteolítica. 

6.2. Efeito do tratamento térwi CO e de ati vadores sobre a 

purificação por filtração do extrato, na ativação e 

na estahi 1 j zação da ati vida.de proteoU tica 

Para se avaliar os reflexos do tratamento 

térmico sobre a purificação por filtração, foram efetuados 

ensaios de filtração de extratos a 20, 30, 40, 50 e 600 e, 

conforme ilustrado no fluxograma em 5.5. 

As amostras filtradas a 20 e 

apresentaram-se opalescentes, com maior intensidade para a 

tratada a 200 e, enquanto que aquelas aquecidas a 40, 50 e 

600 e mostraram-se ~pidas após a filtração. 

idênticas 

Em relação à duração de 

condições, a amostra filtrada a 

f il tração, em 

200 e consumiu 

tempo muito superior. A razão de filtração foi cerca de 1 
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litro por hora, com decréscimo gradual da quantidade 

filtrada, exigindo a renovação da camada de pré-filtro a 

cada litro filtrado. A amostra aquecida a 300 C foi filtrada 

em cerca de 2 horas, exigindo apenas uma renovação da camada 

de pré-filtro. As amostras aquecidas a 40, 50 e 600 C foram 

filtradas em aproximadamente 30 minutos, sem necessidade de 

renovação da camada de pré-filtro. 

A tabela rI relaciona os dados de 

estabilidade de amostras de extratos filtrados a 20, 30, 40, 

50 e 600 C, designados por E-AI, E-BI, E-CI, E-DI e E-EI, sem 

ati vadores, e por E-AII, E-BIT, E-CIT, E-DII e E-EII 

contendo benzoato de sódio, cloridrato de cisteína e edetato 

dissódico , respectivamente. Estas amostras foram armazenadas 

em ambientes com temperaturas de 5, 20, 30 e 400 C, por um 

período de 90 dias. 

As fig. 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12 e 13 

reproduzem graficamente os resultados da tabela lI. 
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Tabela II. Atividades proteolíticas em U.K./ml de extratos 

armazenados a 5, 20, 30 e 40oC, após O, 30, 60 e 90 dias. 

Provas das séries E-A, E-B, E-C, E-O e E-E, com aquecimento 

dos extratos a 20, 30, 40, 50 e 60o C, respectivamente. As 

partes I não contém ativadores e as TI contém benzoato 'de 

sódio, cloridrato de cisteína e edetato dissódico. 

TEMPO T.FIL- ARMAZENAGEM ARMAZENAGEM 
DIAS TRAÇA0 50C 20 0C 300C 40 0C 50C 20 0C 300C 400C 

UK/ml UK/ml UK/ml UK/ml UK/ml UK/ml UK/ml UK/ml 

200C PROVA E-AI PROVA E-AlI 

O 17,2 17,2 17,2 17,2 18,4 18,4 18,4 18,4 
30 12,2 12,8 11,8 10,6 19,4 20,4 20,8 9,0 
60 10,8 11,4 11,7 8,3 21,2 18,8 17,2 4,4 
90 9,4 9,0 4,0 2,0 21,3 18,7 7,3 2,0 

300C PROVA E-BI PROVA E-BII 

O 17,8 17,8 17,8 17,8 18,6 18,6 18,6 18,6 
30 17,3 17,6 12,4 9,5 21,0 18,4 17,0 8,8 
60 16,6 16,0 7,0 6,0 19,8 18,3 16,5 6,4 
90 13,9 15,4 3,4 2,0 18,6 18,0 9,6 2,0 

400C PROVA E-CI PROVA E-CII 

O 18,2 18,2 18,2 18,2 19,2 19,2 19,2 19,2 
30 14,5 17,8 12,1 8,4 23,3 21,8 16,8 10,8 
60 15,4 16,4 7,0 6,4 21,0 19,7 12,2 6,9 
90 12,8 13,6 5,2 2,0 19,7 17,5 7,5 2,0 

50 0C PROVA E-DI PROVA E-DII 

O 21,4 21,4 21,4 21,4 22,2 22,2 22,2 22,2 
30 19,1 19,1 12,8 8,8 21,8 20,1 15,0 12,0 
60 18,6 18,4 9,4 6,1 20,9 21,5 10,4 7,4 
90 14,1 15,2 4,8 2,0 17,2 16,9 6,8 2,0 

600C PROVA E-EI PROVA E-EII 

° 9,2 9,2 9,2 9,2 10,9 10,9 10,9 10,9 
30 6,4 6,4 6,4 6,4 12,5 11,2 7,6 5,2 
60 6,4 4,9 4,0 4,7 14,6 10,2 6,6 3,3 
90 5,8 2,0 2,0 2,0 8,4 6,3 4,7 2,0 
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A análise comparativa das unidades totais 

recuperadas revela que o maior índice se obteve quando se 

utilizou sulfato de amônio como agente precipi tante sobre 

extrato filtrado a 400 C (bromelina C-IV), contendo 

ati vadores. O aparente paradoxo constatado neste balanço 

material, expresso em unidades de atividade proteolí tica, 

poderia ser interpretado como sendo decorrente de 

decomposição ou de insolubilização dos inibi dores presentes 

no extrato. Desta maneira, a brome1ina livre de bloqueantes 

apresenta maior atividade específica, justificando um 

balanço material superavitário. 

Através da Fig. 15 verifica-se que o balanço 

material mostrou-se, em todos os casos, mais favorável 

quando se utilizou temperatura de 400 C para filtração do 

extrato. Nesta temperatura, o sulfato de amônio é mais 

eficiente que a acetona, tanto com extratos sem ativadores 

quanto naqueles contendo benzoato de sódio, cloridrato de 

cisteína e edetato dissódico. 

O incremento no balanço material, promovido 

pelo uso da acetona no extrato contendo ati vadores , em 

comparação com aquele sem essas substâncias foi de 10,9%, 

muito embora a recuperação não tenha sido superior a 85,3% 

das unidades existentes no material de partida. 

Ainda pela Fig. 15 constata-se que o balanço 

material promovido pelo emprego do sulfato de amônio em 

extrato contendo ati vadores é nitidamente superior áqueles 
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obtidos no extrato sem aditivos, superando em 26,4%. 

Verifica-se inclusive que a quantidade recuperada foi 

superior à existente, provavelmente resultante 

conjunta do tratamento térmico, ativa dores 

precipitante. 

da ação 

e agente 

6.4. Efeito do trataJDpnto té:rlrlco e de ativadores sobre a 

estabilidade da brOJDelina precipitada por acetona e 

por su1fato de alDÔni o 

Para avaliar a influência do tratamento 

térmico ap1icado aos extratos em conjunto com o uso de 

ativadores (benzoato de sódio, cloridrato de cisterna e 

edetato dissódico) sobre a atividade da bromelina em pó 

precipi tada por acetona e por sulfato de amônio, foram 

realizados estudos de estabilidade. 

As amostras de bromelina correspondentes às 

partes I, TI, In e IV das séries A, B, C, D e E foram 

acondicionadas em frascos de vidro e fechados com tampas de 

plástico e armazenadas a temperaturas de 5, 20, 30 e 400 C. 

As análises, para determinação da atividade 

proteolítica, foram realizadas logo após a obtenção das 

amostras e após 30, 60 e 90 dias. 

Os resul tados das aná 1 j ses , expressos em 

unidades Kuni tz por grama de bromelina em pó, estão contidos 

na tabela IV. 
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As Fig. 16 e 17 relacionam as atividades em 

U.K./g das amostras de bromelina precipitadas por acetona a 

partir de extratos filtrados a 20, 30, 40, 50 e 60°C sem 

ativadores (A-I, B-I, C-I, O-I e E-I), após O e 90 dias, 

armazenadas a 5 e 20°C, respectivamente. 

As Fig. 18 e 19 reproduzem graficamente as 

atividades em U.K./g das amostras precipitadas por sulfato 

de amônio a partir de extratos filtrados a 20, 30, 40, 50 e 

60°C sem ativadores (A-II, B-II, C-II, O-II e E-II), após O 

e 90 dias, armazenadas a 5 e 20°C, respectivamente. 

As Fig. 20 e 21 mostram as atividades em 

U.K./g das amostras precipitadas por acetona a partir de 

extratos filtrados a 20, 30, 40, 50 e 60°C com ativadores 

(A-III, B-In, C-In, O-In e E-In), após O e 90 dias, 

armazenados a 5 e 20°C, respectivamente. 

As Fig. 22 e 23 relacionam as atividades em 

U.K./g das amostras precipitadas por sulfato de amônio a 

partir de extratos filtrados a 20, 30, 40, 50 e 60°C com 

ativadores (A-IV, B-IV, C-IV, O-IV e E-IV), após O e 90 

dias, armazenados a 5 e 20°C , respectivamente. 
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Tabela IV. Atividades em U.K./9 de bromelina armazenadas a 

5, 20, 30 e 40oC, após 30, 60 e 90 dias. Provas das séries 

E-A, E-B, E-C, E-D e E-E, com aquecimento dos extratos a 20, 

30, 40, 50 e 60oC, respectivamente. As partes I e 11 não 

contém ati vadores, precipi tadas por acetona e sulfato de 

amônio; partes III e IV com benzoato de sódio, cloridrato de 

cisteína e edetato dissódico, precipi tadas por acetona e 

sulfato de amônio. 

TEMPERATURAS TEMPERATURAS 
PROVA DIAS 50e 20 0C 300c 400c PROVA DIAS 

UNIDADES KUNITZ / 9 
50e 200C jooe 400C 

UHIDA.DES JWNlTZ / 9 

A-I 

A-II 

B-I 

B-II 

C-I 

C-n: 

O-I 

D-II 

E-I 

E-n: 

o 
30 
60 
90 

o 
30 
60 
90 

o 
30 
60 
90 

o 
30 
60 
90 

o 
30 
60 
90 

o 
30 
60 
90 

o 
30 
60 
90 

o 
30 
60 
90 

o 
30 
60 
90 

411,6 
414,0 
405,6 
406,0 

492,0 
520,0 
498,4 
493,6 

487,6 
517,2 
444,0 
411,6 

522,0 
450,0 
361,2 
324,0 

490,4 
507,6 
521,2 
520,8 

557,0 
490,8 
453,6 
424,8 

525,6 
518,4 
370,8 
314,4 

644,4 
573,6 
506,4 
220,2 

400,0 
421,8 
267,6 
207,6 

411,6 
408,8 
412,4 
379,2 

492,0 
488,4 
472,8 
422,4 

487,6 
519,6 
448,8 
402,2 

522,0 
483,2 
308,4 
300,0 

490,4 
428,4 
432,8 
442,8 

557,0 
393,6 
386,4 
375,6 

525,6 
486,0 
344,4 
312,0 

644,4 
538,8 
474,0 
177,0 

400,0 
354,2 
207,6 
186,0 

411,6 
416,8 
418,0 
346,0 

492,0 
468,0 
394,8 
352,8 

487,6 
484,8 
297,6 
295,2 

522,0 
343,2 
268,8 
207,6 

490,4 
404,4 
417,2 
409,2 

557,0 
357,6 
321,6 
295,2 

525,6 
384,0 
312,0 
289,2 

644,4 
493,2 
378,0 
161,4 

400,0 
235,2 
162,0 
139,2 

411,6 A-nI 
411,6 
387,2 
270,0 

492,0 A-IV 
448,8 
221,6 
214,8 

487,6 B-In 
444,0 
259,2 
206,4 

522,0 B-IV 
268,8 
142,8 
120,0 

490,4 C-In 
272,4 
278,0 
244,8 

557,0 C-IV 
169,2 
144,8 
120,0 

525,6 D-In 
336,0 
174,8 
160,8 

644,4 D-IV 
468,8 
282,4 
123,6 

400,0 E-In 
206,8 
153,6 
100,0 

o 466,0 466,0 466,0 466,0 E-IV 
30 461,8 440,6 457,0 323,2 

o 
30 
60 
90 

o 
30 
60 
90 

o 
30 
60 
90 

o 
30 
60 
90 

o 
30 
60 
90 

o 
30 
60 
90 

o 
30 
60 
90 

o 
30 
60 
90 

o 
30 
60 
90 

513,2 513,2 513,2 
481,2 483,6 440,4 
525,0 534,0 508,2 
536,8 516,0 400,8 

582,0 582,0 582,0 
580,8 508,8 472,8 
543,6 405,6 394,8 
495,6 260,4 208,8 

556,8 556,8 556,8 
604,8 519,6 324,0 
595,0 453,6 279,6 
559,2 343,2 228,0 

634,8 634,8 634,8 
589,6 558,4 412,4 
489,6 455,6 398,0 
469,2 246,0 18L,2 

616,0 616,0 616,0 
633,6 598,8 576,4 
608,8 576,4 566,4 
568,8 477,6 399,6 

740,4 740,4 740,4 
739,6 714,8 663,2 
701,6 646,8 404,0 
631,6 498,0 320,0 

693,6 693,6 693,6 
592,8 580,0 571,6 
524,8 516,0 469,2 
493,6 474,0 388,8 

714,0 714,0 714,0 
635,6 633,0 578,6 
560,8 461,2 454,4 
506,8 439,2 346,0 

444,0 444,0 444,0 
443,7 428,6 265,0 
336,0 198,0 124,8 
244,8 170,4 120,0 

513,2 
450,0 
475,8 
260,4 

582,0 
241,2 
171,4 
120,0 

556,8 
205,2 
120,0 
80,0 

634,8 
363,2 
181,6 
120,0 

616,0 
492,8 
436,8 
326,4 

740,4 
402,0 
330,8 
120,0 

693,6 
514,0 
396,0 
234,0 

714,0 
524,4 
328,4 
230,0 

444,0 
189,2 
120,0 
100,0 

o 522,0 522,0 522,0 522,0 
30 518,4 471,6 466,4 335,2 
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Figura 16. Atividades em U.K./g de bromelina (A-I, B-I, C-I, 

O-I e E-I) obtidas de extratos filtrados a 20, 30, 40, 50 e 

60°C, sem ativadores, precipitadas por acetona, após O e 90 

dias de armazenamento a sOe. 
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Figura 17. Atividades em U.K./q de brome1ina (A-I, B-I, C-I, 

O-I e E-I) obtidas de extratos filtrados a 20, 30, 40, 50 e 

60°C, sem ativadores, precipitadas por acetona, após O e 90 

dias de armazenamento a 20°C. 
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Figura 18. Atividades em U.K./g de bromelina (A-II, B-II, C

II, O-II e E-II) obtidas de extratos filtrados a 20, 30, 40, 

50 e 60°C, sem ativa dores , precipitadas por sulfato de 

amônio, após ° e 90 dias de armazenamento a SOC. 



ell 

,.. 
li 
" 688 
~ 
-.; 

« 
O 
H ... « 
E 
H 

~ w 

I 
H 
:> 
H ... « 

• 
488 .... 

281 

I 

21 

.... 
.... -.... -

31 

_. 
" 

41 

" " 
" " " " .... -

SI 

68 

I DIAS 

-+- SI D:IAS 

SI 

Fiqura 19. Atividades em U.K./q de bromelina (A-II, B-II, C-

11, D-rI e E-II) obtidas de extratos filtrados a 20, 30, 40, 

50 e 60°C, sem ativadores, precipitadas por acetona, após O 

e 90 dias de armazenamento a 20oC. 
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Figura 20. Atividades em U.K./q de brome~a (A-III, B-III, 

e-III, D-III e E-III) obtidas de extratos filtrados a 20, 

30, 40, 50 e 60oe, com benzoato de sódio, cloridrato de 

cisteína e edetato dissódico , precipitadas por acetona, após 

O e 90 dias de armazenamento a sOe. 
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Figura 21. Atividades em U.K./9 de bromelina (A-III, B-III, 

e-III, D-III e E-III) obtidas de extratos filtrados a 20, 

30, 40, 50 e 60oe, com benzoato de sódio, cloridrato de 

cisteína e edetato dissódico , precipitadas por acetona, após 

O e 90 dias de armazenamento a 20oe. 
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