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Foram realizados estudos do processo de
extracdao de bromelina de caules de abacaiizeiro Ananas
comosus (L.) Merr. cultivar Cayenne, com a finalidade de
avaliar o efeito da temperatura de filtragdo do extrato, da
adicdo de ativadores e de agentes precipitantes sobre a
estabilidade da atividade proteolitica e no balango

material.

A filtracdo de -extratos a 20, 30, 40, 50 e
60°C, promoveu gradual elevagdo da atividade proteolitica
para as temperaturas até 50°C e redugdo a 60°C. A atividade

proteolitica foi determinada em Unidades Kunitz.

A adigao de agentes reconhecidamente
ativadores de enzimas proteoliticas como benzoato de sédio,
cloridrato de cisteina e edetato dissédico aos extratos
filtrados em diferentes temperaturas, promoveu elevacdo da
atividade enzimdtica, demonstrando um efeito somatério com a
temperatura. O extrato filtrado a 50°C, contendo ativadores,
manteve-se estidvel durante 60 dias, quando armazenado a 5 e

20°c.

O balango material mostrou-se superavitdrio
quando se precipitou bromelina por sulfato de aménio, de
extrato filtrado a 40°C, contendo benzoato de sédio,

cloridrato de cisteina e edetato dissédico. A acetona



demonstrou menor eficiéncia que o sulfato de aménio, em

relagcao ao balango material.

O estudo de estabilidade nas temperaturas de
5, 20, 30 e 40°C, durante 90 dias, das amostras de bromelina
obtidas através do inter-relacionamento dos fatores
temperatura, ativadores e precipitantes, revelou resultados
mais favordaveis na amostra preparada a partir de extrato
filtrado a 40°C, contendo benzoato de sédio, cloridrato de
cisteina e edetato dissédico, e precipitado por sulfato de

ambnio.

A performance conseguida na ativagdo e
estabilizagao do extrato e no balango material nao foi

ratificada em relagao a estabilidade da bromelina em pé.

A bromelina em pd, seguramente, necessita de
estabilizadores para consolidar as vantagens comprovadas no

balango material, na ativagao e estabilizacdo do extrato.



SUMMARY

Studies were made 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 filtration of the extracts at 20, 30, 40,
50 and 60°C results in a gradual increase in the proteolytic
activity of the extract till 50°C and a reduction at 60°cC.

The proteolytic activity was determined in Kunitz units.

The addition of commons agents, proteolytic
activators like sodium benzoate, cysteine hydrochloride and
sodium edetate to the filtrated extracts of stem pineapple
at different temperatures promote one elevation of the

activity showing an addictive effect with the temperature.

The filtrated extract at 50°C and with

activators was stable for 60 days when stored at 5 and 20°c.

The material balance showed a superavit when
the precipitation of bromelain was made by ammonium sulphate
in relation to others filtrated at 40°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 stability study of the bromelain at the
temperature of 5, 20, 30 and 40°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
40°C with sodium benzoate, cysteine hydrochloride and sodium

edetate and precipitated with ammonium sulphate.

The performance related to the activation,
stabilization and in the material balance was not confirmed

in relation to the stability 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.



1. INTRODUGAO

O estudo de enzimas constitui um campo
inesgotidvel de pesquisas. Desde 1833, quando PAYEN e PERSOZ
isolaram uma substdncia termo-1dbil do extrato de malte que
convertia o amido em agicar, até nossos dias, a enzimologia

tem recebido significantes contribuigdées de investigadores.

De um modo geral os primeiros trabalhos
visavam principalmente o isolamento e a purificagdo de
enzimas ja& conhecidas, bem como a identificagdo de novas

fontes.

Nas iudltimas décadas algumas técnicas foram
estabelecidas e outras aprimoradas, as quais possibilitaram
conhecer aspectos fundamentais da enzimologia. Esses
resultados permitiram atingir um nivel elevado do
conhecimento global das enzimas, muito embora ainda
estejamos relativamente distantes de algumas metas
importantes, tais como o completo conhecimento da biosintese
e a sintese laboratorial desses compostos. Quando se
resolverem estes fendmenos, O ser humano certamente

entenderd um dos mais fascinantes processos da vida.

As enzimas proteoliticas vegetais, embora
recebendo menor atencdo gque as outras proteases, sao
igualmente importantes em sua ocorréncia, estrutura e modo

de agao.



As proteases vegetais parecem ter semelhangas
funcionais com as de origem animal e microbiana, mesmo
diferindo na estrutura e nos grupos especificos que estéao
envolvidos em sua atividade catalitica. Desta maneira, a
investigacdao de enzimas proteoliticas vegetais aumenta néao
somente o conhecimento nesta &rea como também supre de

informagdes validas, por analogia, as outras proteases.

E crescente a aplicacgéao das enzimas
proteoliticas de origem vegetal, animal e microbiana, em
vdrios campos da atividade humana, muito particularmente no
processamento de alimentos. Considerando-se que essas
substancias sdo obtidas por via extrativa, tornam-se cada
vez mais importantes as pesquisas que tenham por finalidade

trazer contribuigbées a tecnologia de enzimas.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Histérico

A descoberta da bromelina ¢é atribuida a
PECKOLT & PECKOLTS que publicaram os resultados de suas

pesquisas realizadas no Brasil, em 1888.

Todavia, consta na literatura que MARCANOGS,
em 1891, foi o primeiro pesquisador a descrever a atividade
proteolitica no suco de anands. As substéncias ativas do
suco foram separadas por precipitagao com sulfato de aménio,

por CHITTENDEN, JOSLIN e MAERA?’ em 1891.

Sob o aspecto tecnoldégico, atribui-se a
HEINICKE, & GORTNERY o primeiro trabalho cientifico
publicado onde se procurou demonstrar a viabilidade de
obtengcdo e heterogeneidade da bromelina extraida de caules

de abacaxizeiro.

HEINICKE¥ utilizou pela primeira vez o térmo
BROMEIATIN para designar a protease de qualquer das espécie
da familia Bromeliaceae. Este autor também identificou a
enzima em fungdo da parte da planta de onde era obtida,
resultando a terminologia bromelina do caule e bromelina da

fruta.



2.2. Nomenclatura

A bromelina foi catalogada, em 1964, pela
Comissdo de Nomenclatura da IUB - International Union of
Biochemistry com o nome de bromelain sob o nuimero EC

3.4.4.24.

Em 1984 a IUB estabeleceu novos critérios,
reclassificando-a para EC 3.4.22.4. Nesta classificagao, 3
corresponde a classe hidrolase, 4 a sub-classe hidrolases
peptidicas, 22 a sub-sub-classe cisteina-proteinases e 4 ao
numero sequencial de enzimas conhecidas, pertencentes as

classe, sub e sub-sub-classes.

De acordo com a IUB, a bromelina corresponde
as fragdes enzimdticas predominantes A e B do caule com II e
ITI do fruto, sendo que IT e A, e IIT e B se correspondem em

estrutura e modo de aq:éou.

A utilizagdo do nome coletivo bromelain tende
a ser adotado exclusivamente para as fragbées A, B, II e III,
retrocitadas, sugerindo-se a denominagdo de ananaina e
comosaina para outras fragbées enzimidticas existentes no

cau1e90 .

2.3. Composigao

O primeiro relato sobre a heterogeneidade da

protease encontrada no caule de abacaxizeiro foi feito por



HEINICKE & GORTNERY, que através da técnica eletroforética
identificaram 5 fragdes protéicas com atividade enzimatica,

as quais foram posteriormente separadas por EL GARBAWI &

WHITAKER!.

2.3.1. Pesos moleculares das enzimas proteoliticas

do caule

FEINSTEIN & WHITAKER® analisaram os 5
componentes da composigdo enzimdtica isolada do caule de
abacaxizeiro. De acordo com os autores, os pesos moleculares
das fragdées I, II, ITI, IV e V foram respectivamente 18.997,
19.650, 17.885, 18.020 e 20.011. O conteudo em carboidratos
das fragées I a V da bromelina foi 4,62, 2,19, 2,25 e 2,46
moles de carboidrato/moles de enzima, respectivamente. A
composigao das fragbes foi: I = 16,8%, ITI = 27,6%, III =

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

TAKAHASHI et al.“s, tomando por base estudos
prévios realizados por SILVERTEIN & KEZDY” e scoccA & LEE®,
conseguiram identificar uma sexta fragcdo na bromelina de
caule de abacaxizeiro, a qual inclusive contém dois
componentes estreitamente relacionados, mas ndao inteiramente

idénticos.

OTA et al.ﬂun, realizaram um detalhado estudo
no sentido de identificar as fragdées enzimdticas das

bromelinas do caule e da fruta. Foram caracterizadas 6



fragdes enzimAticas na bromelina do caule que foram
denominadas I-1, I-2, II-1, II-2, IIT e IV, e 3 fragbes na
bromelina da fruta que receberam as identificagdes de A, B e
C. As fragdes I-1 e II-1 sao praticamente idénticas as
fracdes B e A respectivamente. A fragdo B mostrou-se similar
a I-1, com excegdo do residuo amino-terminal principal que é
valina para a I-1 enquanto que a fragdo B contém alanina. De
acordo com Os autores, os pesos moleculares das fragdes I-1,
I-2, II-1 e II-2 foram respectivamente 28.000, 18.000,
18.000 e 18.000, enquanto que para as fragbes A, B e C

encontraram 18.000, 28.000 e 19.000.

YASUDA et al.l?0 jdentificaram os residuos de
carboidratos presentes na bromelina, tendo encontrado

fucose, manose xilose e N-acetilglucosamina.

ISHIHARA et al.®® estabeleceram a estrutura
completa dos oligosacarideos que constituem os residuos de
carboidratos que estdao presentes na bromelina do caule,

complementando os estudos de YAsuDal?,

OTA et al.8%0 separaram as fragdes enzimaticas
da bromelina bruta de caules de abacaxizeiro, tendo
encontrado atividade enzimdtica de 45% na fragao I, 15% na
fracao II, 20% na fragao ITI-1, 8% na fragdo III-2 e 12% na

fracao IV.

HUSAIN & LOWE® elucidaram a sequéncia de

aminodcidos do centro ativo da bromelina do caule. A



degradagdo Edman sequencial dos peptideos I e II apresentou

a seguinte estrutura para ambos os peptideos :

(1) (II)

Asn-Gln-Asp-Pro-CMCys-Gly-Ala—-Cys-Trp
I
?Hz
CH(OH)
|
fﬁz
His-Ala-Val-Thr-Ala-ITe-Gly-Tyr
(T)

(IT)

A composicdo de aminodcidos em térno do sitio
ativo (residuos de cisteina 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 estdo em completo acordo com
a sequéncia de aminodcidos em térno do residuo ativo
cisteinil relatado por CHAO & LIENER®. A fragdo I da
bromelina do caule apresentou, em torno do sitio ativo

cisteina, a sequinte composicdo de aminodcidos:

+
Ser-Val-Lys~-Asn—Gln-Asn—-Cys—Gly-Ala-Cys-Trp

|

-Gly-Cys-Lys-



sTAMBUK'® realizou andlises de bromelinas
brutas extraidas do caule e da fruta de abacaxizeiro para
determinar o teor de ferro, potdssio, magnésio e cdlcio. 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. Isolamento, purificagdao e balango material

Os processos classicos de isolamento de
bromelina bruta estdo baseados na insolubilizacdao da enzima
com sulfato de aménio até 0,6 de saturagcdo ou por adigdo de
acetona a solugdao enzimatica até se obter uma concentracao

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

souza® obteve bromelina de frutas de
abacaxizeiro por precipitacao com sulfato de aménio a 60% de
saturagdo, a qual foi purificada por tratamento com solugio
a 1% de cianeto de potassio e reprecipitada com sulfato de

amdénio.

O primeiro estudo realizado no sentido de se
promover o aproveitamento do abacaxizeiro para obtencdo de
bromelina foi feito por HEINICKE & GORTNEKB, 0SS quais
obtiveram substancias denominadas "brutas”. Estes
pesquisadores prensaram caules e frutos, precipitando os

extratos por acetona e sulfato de aménio.



HEINICKEY também descreveu o processo de
isolamento de bromelina de caules de abacaxizeiro através da
prensagem dos caules e resfriamento do extrato a 1,6 -
7,2°C, adicao de agentes redutores, ajuste do valor de pH
para 3,5 - 5,5 e precipitagcdo por acetona. O rendimento
obtido foi 0,96%, de bromelina em pé com atividade de 4.000

unidades de coagulagao de leite por grama.

MARIN et al.% obtiveram 0,4% de bromelina do
extrato de caules de abacaxizeiro através de precipitacao
por sulfato de aménio e por acetona; a atividade da enzima
obtida foi aumentada pela adigao de versene (EDTA) ou
cianeto de sdédio, enquanto que a de 4&cidos citrico e

glucdénico inativaram a bromelina.

A separagcao da bromelina de caules de
abacaxizeiro de 2-3 anos de idade foi feita apés o
congelamento do material descascado e cortado em fatias.
Apds o descongelamento, as fatias foram prensadas e o valor
do pH do extrato foi ajustado em 5,0. Apés centrifugagdo, a
solugdo sobrenadante limpida foi resfriada a 10°C e para
cada litro de solugdo foram adicionados 5 g de acido téanico.
O residuo foi separado, lavado com acetona e secado sob

vacuo. A recuperacgao da enzima foi de 82,6%>.

O teor de bromelina extraida de vadrias 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 infima gquantidade de bromelina. A bromelina do
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caule apresentou atividade por grama de 1.000-5.000 unidades

de coagulagao de leite e a da fruta de 500-900 unidades™.

Amplo estudo sobre o teor de bromelina em
diferentes partes de 3 diferentes variedades de abacaxizeiro
foi realizado por SUBRAMANIAN et al.“n, utilizando sulfato
de ambénio, acetona e &lcool etilico como precipitantes. 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 aménio. O cultivar Smooth
cayenne forneceu maior teor de bromelina por precipitagao
por acetona e por &alcool etilico. O resfriamento do extrato
a 0 - 3% antes da precipitacdo com 4lcool etilico forneceu
maior rendimento em bromelina que idéntico tratamento a 24 -
26°Cc. 0 rendimento de bromelina, expresso em g/kg de caules

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

cayenne e Jupi, respectivamente.

A bromelina extraida de abacaxizeiro cultivar
pérola, foi obtida apés congelamento de caules descascados,
utilizando-se acetona como agente precipitante. O rendimento

em pé seco liofilizado foi de 1,3%66.

2.5. Estabilizacdo, inibicdao e ativacgao

A preparacao industrial de enzimas tem se

defrontado com os reconhecidos problemas de estabilidade



frente ao calor, diferentes valores de pH, presenga de

cations metdlicos, agentes oxidantes e inibidores.

E dificil estabelecer, de modo especifico e
sistemdtico, todos os fatores dque causam redugao da
atividade de uma enzima ou de uma classe de enzimas no

decorrer do tempo.

Até cerca de duas décadas atras, as
tentativas de estabilizagdao da bromelina estavam centradas
na incorporagao de compostos redutores e de substéncias
complexantes de cdtions metdlicos. As técnicas de preparagao
industrial de bromelina registravam a adicao de substdncias
auxiliares durante o processo ou a incorporagdo das mesmas
nos preparados finais para manter a atividade dentro dos
limites do padrdao de uso. As gquantidades dessas substéincias

foram estabelecidas por testes experimentais.

O tiosulfato de sédio demonstrou ser um
agente ativador da Dbromelina e de outras enzimas

proteoliticas”.

Produtos de hidrélise de gelatina
acidificados com acidos cloridrico, ou fosférico ou lactico,

estabilizam preparacgodes farmacéuticas injetdveis de

bromelina’4.

O ion benzoato estabilizou a bromelina na

concentragcao de 0,001M em valores de pH entre 3,5-5,0 e na

11
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concentragao de 0,1M para valores de pH superiores a

6,0%.

Bromelina, papaina e ficina, em solugdes
diluidas mantiveram-se estdveis por cerca de 60 dias quando
se utilizou 35-60% de glicerol e 0,1-1,0% de colageno

parcialmente hidrolizado®.

Preparagdes contendo bromelina foram ativadas
e estabilizadas com o emprego de acetato de chumbo, cloreto
de chumbo, cloreto de bdrio, cloreto de calcio, cloreto de
estréncio e sulfato de magnésio. A cisteina e Acido
tiomdlico exaltaram o efeito ativador, mantendo a bromelina

estidvel e ativa por 50 dias a 40°c4.

Bromelina purificada sofreu ativagao quando
tratada a 50°C com ion cianeto, cisteina, 2,3-
dimercaptopropanol, e mais eficientemente com cisteina e

dcido etilendiaminotetracético.

Recentemente, vdrias pesquisas tem
demonstrado que o processo de estabilizagdo e ativagdao da
bromelina estd ligado a presenc¢a de inibidores da atividade
enzimatica, presentes no produto final obtido pelos métodos
tradicionais®®8488 o5 inividores sao polipeptideos com peso
molecular 5.600, de composigdo similares entre si, porém
cromatograficamente distintos. Estes isoinibidores contém 5
ligagées dissulfeto e cerca de 50 aminoicidos®. A analise

da estrutura primidria de 1 dos 7 inibidores revelou extensa



microheterogeneidade. Cada molécula do inibidor estudado era
composta de duas cadeias peptidicas interligadas por uma
ligagdo dissulfeto. Os inibidores diferiram entre si pelo
nimero de residuos de aminodcidos em cada cadeia e também
pelo tipo de aminodcido terminal. Em fungdo da semelhanca
dos residuos de cisteina com aqueles de outros inibidores de
proteases, supde-se que os inibidores da bromelina sao
gerados enzimaticamente de precursores de cadeia simples por
ruptura de uma "ponte" peptidica que liga o NH,-terminal da

cadeia A a um COOH-terminal da cadeia B88,

A inibicido da atividade proteolitica da
bromelina pode estar relacionada com produtos de reacgao
amarronzados de quercentina que existem em plantas, conforme
comprovado com o acido protocatechuico ou

floroglucinols@n.

Estudos laboratoriais relataram a inibicdo da
atividade proteolitica da bromelina por peptideo da epiderme
humanal®®, derivado cloroacetilado de peptideoll3,
glicoproteina obtida de tubérculos de batatasm, inibidor de
tripsina de sojalm, inibidor de tiol-proteinases produzido

por Aspergillus niqerlu, peptideos de l4tex de Carica papaya

L.5, e substancias protéicas encontradas na urina humanal®,

13



3. USOS

A bromelina tem sido predominantemente

utilizada em medicamentos e na tecnologia de alimentos.

3.1. Usos clinicos e para-médicos

(o] emprego da bromelina para fins

terapéuticosw'm’s’ms, tem sido preconizado em varios campos

da medicina, como farmaco:

antiinflamatério nos processos edematosos339,
mucolitico nas afecgdes bronco-pulmonareslﬂ“'”.

coadjuvante no tratamento de processos infec-

ciosos, em associagao com antibiéticos3?l,
auxiliar da digestéo, na terapia de

substituigéols’zz'“.

como auxiliar no processo de tipagem san-

quinea‘s'as'“'

agente de limpeza de lentes de contactol?.

agente de remogao de crostas de feridas em
cicatrizaq:éo“.

componente em tdénicos para cabelosi®,

i4
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- agente potencial na prevengdao e tratamento do

cancer®70,109,110,111

3.2. Usos na tecnologia de alimentos

Enzimas proteoliticas encontram diversas
aplicacgoes em processos tecnolégicos de alimentos,

principalmente em:

- amaciamento de carnes$10:16,20,52,61,62,63, 92,112,116,118

- solubilizagao de proteinas bovina, de peixes e
de cereaisT813,19,23,26,29,32,37,41,47,49,
50,51,53,76,82,91,94,99,114,121

~ coagulagdo de leite para a fabricagdo de
queij os1457,7281,89
- panificagao!?10l,

- obtengao de produtos de ovos de galinha e como

ingrediente de ragao para aves1840,73

- processos fermentativos e na clarificagao de
cervej asibl1S119

- clarificagdo de sucos de frutas e de vegetais7l.



4. PROPOSIGAO

A identificagao e reconhecimento dos fatores
ou dos agentes responsdveis pela inativagdao de enzimas tem
permitido estabelecer procedimentos e métodos capazes de
impedir parcialmente os efeitos inibidores exercidos sobre

preparagdes enzimaticas.

A simples manutengdo da atividade enzimatica,
durante um certo intervalo de tempo, é denominada
estabilizagao enzimatica. Muitas vezes consegue-se, através
de um bloqueio da agdo de inibidores, uma exaltagdo da

atividade enzimdtica a qual é denominada ativagao.

Sob o ponto de vista tecnolégico ¢é de
especial significado o fato de se conseguir utilizar
técnicas capazes de promoverem balang¢os materiais

superavitdarios na preparagdo de enzimas.

Essas técnicas que promovem estabilizagdo e
ativagdo enzimidtica permitem obter compostos com menor custo
industrial. Isto possibilitaria uma ampliagdo da gama de

aplicacdes desses compostos.

Com a finalidade de avaliar a aplicagdo de
recursos que promovem estabilizagdo e ativagdo da bromelina
de caules de abacaxizeiro, elaborou-se um plano de pesquisas

com o objetivo de demonstrar que :

16



- o uso de certos agentes quimicos 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 ativagédo e

na estabilizagdo da bromelina ;

os agentes tradicionalmente utilizados para a
precipitagao da bromelina bruta promovem
diferengas no balan¢go material e na estabilidade
da enzima gquando se combinam com os fatores

temperatura e substancias ativadoras.

17



5. MATERTAIS, METODOS E PARTE EXPERIMENTAL

Utilizou-se caules de abacaxizeiro Ananas
comosus (L.) Merr. cultivar Cayenne, de 30 meses de idade,
os quais foram colhidos apdés cerca de 10 meses da remogao

dos frutos.

A coleta foi feita na Fazenda Suzuki, emn

Bauryi, Estado de Sao Paulo.

Os caules foram removidos do solo e em

seguida procedeu-se a retirada das folhas ainda existentes.

A preparacdo do material para a realizagdo da
parte experimental foi feita em etapas, conforme descrigéao

que se seqguem

5.1. Limpeza

O processo de limpeza consistiu em remover
completamente a casca externa dos caules por meio de facao.
Nesta operagao foram também removidas as raizes e o

pedinculo de cada caule.

5.2. Moagem

Os caules limpos foram moidos em moinho
granulador TREU, na velocidade de 900 rpm, sem utilizagdo de
tamis. O material moido se apresentou com fragmentos de

tamanhos varidveis de cerca de 2 a 10 mm.

18
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5.3. Prensagenm

O material moido foi imediatamente submetido
a prensagem na prensa hidraulica Agenzia Enologica Italiana

a pressao de 150-200 bar.

O extrato obtido por prensagem foi recolhido
em baldes de plastico para decantagao do amido e de residuos
sélidos. Apés decantagcdao, o 1liquido sobrenadante foi
transferido para bombonas plasticas que foram armazenadas em

cdmara frigorifica a 5°cC.

5.4. Tratamento térmico, filtracdo e ativacgao

5.4.1. Preparagao de amostras para estudo do efeito
de ativadores

Ao extrato decantado foi adicionado 1% de
auxiliar de filtragdo dicalite 477, aquecido a 50°C, e a
sequir filtrado em Buchner a vadcuo através de papel de
filtro S&S faixa preta contendo uma camada de pré-filtro de
dicalite 477 de aproximadamente 15 mm de espessura. O

extrato filtrado foi resfriado a temperatura ambiente.
Prova 1

Dois litros de extrato filtrado foram distribuidos
em frascos de 100 ml, fechados com tampa hermética e

armazenados em armirios a 20°C e em geladeira a 5°cC.



Prova 2

A 2 litros de extrato filtrado adicionou-se pela

ordem, sob agitag¢ao mecénica,

Benzoato de s6di0 ..cccceeccccncsceccsses 6 Qg

Cloridrato de cisteina ....cccccceceeeeeceae 1 g

mantendo-se a agitagcdo até a dissolugdo completa das

substancias.

A solugao foi distribuida em frascos de 100
ml, fechados com tampa hermética e armazenados em armarios a

20°C e em geladeira a 5°c.
Prova 3

A 2 litros de extrato filtrado adicionou-se pela

ordem, sob agitagao mecanica,

Benzoato de so’dio ® ® 00000000000 000000000o0 6g
Cloridrato de cisteina ..... S Y |

Edetato diss6dico ......ccicieeciennee... 4 g

matendo-se a agitacgao até a dissolugdo completa das

substancias.

A solugao foi distribuida em frascos de 100
ml, fechados com tampa hermética e armazenados em armdrios a

20°C e em geladeira a 5°c.

20
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5.4.2. Preparacio de amostras para estudo do efeito
da temperatura de filtracado, dos ativadores e
dos agentes ﬁrecipitantes, no balango
material e na estabilidade do extrato e da

bromelina

5.4.2.1. Provas da série A com aguecimento do

extrato a 20°C

A 5,0 1 de extrato decantado adicionou-se 50g
de dicalite 477 e se aqueceu a 20°C por 10 minutos. A seguir
filtrou-se em Bichner a vacuo com papel de filtro S&S faixa
preta e uma camada de pré-filtro de dicalite 477 de
aproximadamente 15 mm de espessura. Da solugdo filtrada

foram separadas duas porg¢des 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 59, 20°c, 30°Cc e 40°c.

Estas amostras foram identificadas como E-AI.

A solugdo restante foi dividida em duas
porgbes de 1,0 1 cada, que foram a seguir precipitadas com
acetona e sulfato de amdnio, conforme os seguintes

procedimentos :



Precipitado com acetona

A 1,0 1 de extrato filtrado foram adicionados
3,0 1 de acetona, sob intensa agitagdo. A bromelina
precipitada ficou em repouso por cerca de 30 minutos. A
sequir filtrou-se em Buchner com papel de filtro tipo S&S
faixa preta, sob vacuo de trompa de 4&gua. O produto
recolhido no filtro foi lavado com cerca de 250 ml de
acetona e finalmente com cerca de 100 ml de éter etilico. A
bromelina separada foi tamisada sucessivamente em tamises de
12, 40 e 60 mesh e a seguir secada em estufa com ventilagao
de ar aquecido a 45°C por cerca de 3 horas. A bromelina foi

identificada como A-I.
Precipitagdo com sulfato de aménio

A 1,0 1 de extrato filtrado foram adicionados
500 g de sulfato de amdnio, sob intensa agitagdo. a
bromelina precipitada ficou em repouso por cerca de 30
minutos. A sequir filtrou-se em Bichner com papel de filtro
tipo S&S faixa preta, sob vdcuo de trompa de &agua, até o
miaximo de esgotamento das 5guas—mée de precipitagdo. A massa
obtida foi secada em estufa com ventilagido de ar aquecido a
45°C por 15 horas e a seguir tamisada em tamis de 60 mesh. A

bromelina obtida foi identificada como A-IT.

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

ordem e sob agitacao,
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Benzoato de Sédio » o0 0600600006000 000600000so0 6,69
Cloridrato de cisteina .......ccc0c0ceeee. 1,1 g

Edetato dissédico .....ccccecccceen ceesss 4,4 g

mantendo-se a agitagdo até a completa dissolugao das

substancias.

Da 2* parte retirou-se 200 ml, gque foram
fracionados em 4 frascos de 50 ml, destinados ao estudo de
estabilidade nas temperaturas de 5°c, 20°c, 30° e 40°.

Estas amostras foram identificadas como E-AIT.

Os 2,0 1 restantes foram divididos em duas
porgoes de 1,0 1 cada, a seguir precipitadas com acetona e
sulfato de amdénio, conforme os procedimentos anteriormente
descritos; as bromelinas obtidas foram identificadas por A-

IITI e A-IV, respectivamente.

5.4.2.2. Provas da série B com aquecimento do

extrato a 30°C

A 5,0 1 de extrato decantado adicionou-se 50g
de dicalite 477 e se aqueceu a 30°C por 10 minutos.A sequir
filtrou-se em Buchner a vacuo com papel de filtro S&S faixa
preta e uma camada de pré-filtro de dicalite 477 de
aproximadamente 15 mm de espessura. Da solugdo filtrada

foram separadas duas porgdes de 2,2 1.
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Da primeira parte retirou-se 200 ml, que
foram fracionados em 4 frascos de 50 ml, os gquais foram
destinados ao estudo de estabilidade nas temperaturas de
59c, 20°C, 30°C e 40°C. Estas amostras foram identificadas

como E-BI.

A solugdao restante foi dividida em duas
porgdes de 1,0 1 cada, a seguir precipitadas com acetona e

sulfato de aménio, conforme os seguintes procedimentos :
Precipitacdo com acetona

A 1,0 1 de extrato filtrado foram adicionados
3,0 1 de acetona, sob intensa agitagdo. A bromelina
precipitada ficou em repouso por cerca de 30 minutos. A
seguir filtrou-se em Buchner com papel de filtro tipo S&S
faixa preta, sob védcuo de trompa de 4&agua. O produto
recolhido no filtro foi lavado com cérca de 250 ml de
acetona e finalmente com cérca de 100 ml de éter etilico. A
bromelina separada foi tamisada sucessivamente em tamises de
12, 40 e 60 mesh e a sequir secada em estufa com ventilacgao
de ar aquecido a 45°C por cérca de 3 horas. A bromelina

obtida foi identificada como B-I.

Precipitagdo com sulfato de amébnio

A 1,0 1 de extrato filtrado foram adicionados
500 g de sulfato de aménio, sob intensa agitacdo. A

bromelina precipitada ficou em repouso por cerca de 30



minutos. A sequir filtrou-se em Buchner com papel de filtro
tipo S&S faixa preta, sob vacuo de trompa de &gua, até o
miAximo esgotamento das &4guas-mae de precipitagao. A massa
obtida foi secada em estufa com ventilagdo de ar aquecido a
45°C por 12 horas e a seguir tamisada em tamis de 60 mesh. A

bromelina obtida foi identificada como B-II.

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

ordem e sob agitacéo,

Benzoato de So’dio o..ooooo.ooo.oo.ooooo.oo 6,6g
Cloridrato de cisteina .......cc0c00eeeee 1,1 g

Edetato dissédico .....cccce.n cecccsceane 4,4 g

mantendo-se a agitagdo até a completa dissolugdo das

substancias.

Desta solugdo retirou-se 200 ml, que foram
fracionados em 4 frascos de 50 ml, destinados ao estudo de
estabilidade nas temperaturas de 5°, 20°c, 30°% e 40°.

Estas amostras foram identificadas como E-BITI.

Os 2,0 1 restantes foram divididos em duas
porgoes de 1,0 1 cada, a sequir precipitadas com acetona e
sulfato de ambdnio, 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 40°C por 10 minutos.A seguir
filtrou-se em Buchner a vacuo com papel de filtro S&S faixa
preta e uma camada de pré-filtro de dicalite 477 de
aproximadamente 15 mm de espessura. Da solugao filtrada

foram separadas duas por¢des 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°c, 20°c, 30°C e

40°C. Estas amostras foram identificadas como E-CI.

Os 2,0 1 restantes foram divididos em duas
porgoes de 1,0 1 cada, a seguir precipitadas com acetona e

sulfato de aménio, conforme os seguintes procedimentos :
Precipitacdao com acetona

A 1,0 1 de extrato filtrado foram adicionados
3,0 1 de acetona, sob 1intensa agitagdo. A bromelina
precipitada ficou em repouso por cerca de 30 minutos. A
sequir filtrou-se em Buchner com papel de filtro tipo S&S
faixa preta, sob vAcuo de trompa de 4&gua. O produto
recolhido no filtro foi lavado com cérca de 250 ml de
acetona e finalmente com cérca de 100 ml de éter etilico. A

bromelina separada foi tamisada sucessivamente em tamises de



12, 40 e 60 mesh e a sequir secada em estufa com ventilagao
de ar aquecido a 45°C por cérca de 3 horas. A bromelina

obtida foi identificada como C-I.

Precipitagdo com sulfato de aménio

A 1,0 1 de extrato filtrado fom adicionados
500 g de sulfato de aménio, sob intensa agitagdo. A
bromelina precipitada ficou em repouso por cerca de 30
minutos. A seguir filtrou-se em Buchner com papel de filtro
tipo S&S faixa preta, sob vacuo de trompa de dgua, até o
midximo esgotamento das &guas-mde de precipitagdo. A massa
obtida foi secada em estufa com ventilagdo de ar aquecido a
45°C por 12 horas e a sequir tamisada em tamis de 60 mesh. A

bromelina obtida foi identificada como C-II.

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

ordem e sob agitagao,

Ben.zoato de sédio e e o o0oeeecoeecso0o00000000s0oe 6,69
Cloridrato de cisteina .....cccccceeeeees 1,1 g

Edetato dissédico .....cceeeececcccsces.. 4,4 g

mantendo-se a agitagdo até a completa dissolugdo das

substincias.

Desta solugdo 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, 30°C e 40°c.

Estas amostras foram identificadas como C-EII.
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Os 2,0 1 restantes foram divididos em duas
porgdes de 1,0 1 cada, a sequir precipitadas com acetona e
sulfato de aménio, conforme os procedimentos anteriormente
descritos; as bromelinas obtidas foram identificadas por C-

III e C-IV, respectivamente.

5.4.2.4. Provas da série D com agquecimento do

extrato a 50°C

A 5,0 1 de extrato decantado adicionou-se 50g
de dicalite 477 e se aqueceu a 50°C por 10 minutos.A sequir
filtrou-se em Buchner a vacuo com papel de filtro S&S faixa
preta e uma camada de pré-filtro de dicalite 477 de
aproximadamente 15 mm de espessura. Da solugao filtrada

foram separadas duas porgboes de 2,2 1.

Da pfimeira parte 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, 30°c e

40°C. Estas amostras foram identificadas como E-DI.

Os 2,0 1 restantes foram divididos em duas
porgoes de 1,0 1 cada, a seguir precipitadas com acetona e

sulfato de ambénio, conforme os seguintes procedimentos :
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Precipitagao com acetona

A 1,0 1 de extrato filtrado foram adicionados
3,0 1 de acetona, sob intensa agitagdao. A bromelina
precipitada ficou em repouso por cerca de 30 minutos. A
seguir filtrou-se em Biuchner com papel de filtro tipo S&S
faixa preta, sob vacuo de trompa de 4&4gua. O produto
recolhido no filtro foi lavado com cérca de 250 ml de
acetona e finalmente com cérca de 100 ml de éter etilico. A
bromelina separada foi tamisada sucessivamente em tamises de
12, 40 e 60 mesh e a seguir secada em estufa com ventilagdo
de ar aquecido a 45°C por cérca de 3 horas. A bromelina

obtida foi identificada como D-I.

Precipitacdo com sulfato de aménio

A 1,0 1 de extrato filtrado foram adicionados
500 g de sulfato de amdnio, sob intensa agitacdo. A
bromelina precipitada ficou em repouso por cerca de 30
minutos. A seguir filtrou-se em Bichner com papel de filtro
tipo S&S faixa preta, sob vdcuo de trompa de &gqua, até o
maximo esgotamento das &Aquas-mide de precipitacdo. A massa
obtida foi secada em estufa com ventilagdo de ar aquecido a
45°C por 12 horas e a seqguir 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 agitacgao,
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Benzoato de Sédio e ® 0 0000600000000 000060s00 o0 6,69
Cloridrato de cisteina .....cec0veeceeses 1,1 g

Edetato dissddico .......... ceesssssescsss 4,4 g

mantendo-se a agitagdo até a completa dissolugao das

substancias.

Desta solugao 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, 30° e 40°c.

Estas amostras foram identificadas como C-EITI.

Os 2,0 1 restantes foram divididos em duas
porgoées de 1,0 1 cada, a seguir precipitadas com acetona e
sulfato de aménio, conforme os procedimentos anteriormente
descritos; as bromelinas obtidas foram identificadas por D-

IIT e D-IV, respectivamente.

5.4.2.5. Provas da série E com agquecimento 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 sequir
filtrou-se em Buchner a vdcuo com papel de filtro S&S faixa
preta e uma camada de pré-filtro de dicalite 477 de
aproximadamente 15 mm de espessura. Da solugdo filtrada

foram separadas duas porgdes 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°c, 20°c, 30°c e

40°C. Estas amostras foram identificadas como E-EI.

Os 2,0 1 restantes foram divididos em duas
por¢cdes de 1,0 1 cada, a seqguir precipitadas com acetona e

sulfato de aménio, conforme os seguintes procedimentos :
Precipitagao com acetona

A 1,0 1 de extrato filtrado foram adicionados
3,0 1 de acetona, sob intensa agitagido. A bromelina
precipitada ficou em repouso por cerca de 30 minutos. A
sequir filtrou-se em Buchner com papel de filtro tipo S&S
faixa preta, sob vacuo de trompa de 4&gua. O produto
recolhido no filtro foi lavado com cérca de 250 ml de
acetona e finalmente com cérca de 100 ml de éter etilico. A
bromelina separada foi tamisada sucessivamente em tamises de
12, 40 e 60 mesh e a seguir secada em estufa com ventilagao
de ar aquecido a 45°C por cérca de 3 horas. A bromelina

obtida foi identificada como E-I.

Precipitacao com sulfato de amdénio

A 1,0 1 de extrato filtrado foram adicionados
500 g de sulfato de amdénio, sob intensa agitagao. a
bromelina precipitada ficou em repouso por cerca de 30

minutos. A seguir filtrou-se em Biichner com papel de filtro
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tipo S&S faixa preta, sob vdcuo de trompa de &gua, até o
maximo esgotamento das &guas-mide de precipitagdo. A massa
obtida foi secada em estufa com ventilagdo de ar aquecido a
45°C 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 agitacgao,

Benzoato de sédio °°c°c°**°°°°" seecerens *** 6,6 g
Cloridrato de cisteina ...cccceecececss ... 1,1 g

Edetato diss6diCO .ccccccccccsccccccccces 4,4 g

mantendo-se a agitacao até a completa dissolugao das

substancias.

Desta solugdo 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, 30°c e 40°cC.

Estas amostras foram identificadas como E-EII.

Os 2,0 1 restantes foram divididos em duas
porgdes de 1,0 1 cada, a seguir precipitadas com acetona e
sulfato de aménio, conforme os procedimentos anteriormente
descritos; as bromelinas obtidas foram identificadas por E-

IIT e E-IV, respectivamente.
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5.5. Esquema geral das
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provas

caules de abacaxizeiro

i

limpeza externa dos caules

!
moagem
!
prensagem
!

extrato bruto

1
decantacgao
i

extrato decantado

!
filtragao

Temperatura 20°C - série
Temperatura 30°C - Série
Temperatura 40°C - Série
Temperatura 50°C - Série
Temperatura 60°C - Série

HOOW»

v

extrato filtrado

4
Sem ativadores-Partes I e II

J Com ativadores-Partes III e IV

precipitacao
extratos I e IITI Extratos II e I!j
ace;ona sulfato de aménio
filtragéo filtriqéo
sec;gem secaéem
tamisacgao tamis;géo

l

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

!

bromelina, partes II
e IV das Séries A,B,
C,DeE



5.6. Determinacdao da atividade proteolitica

A determinagcao da atividade proteolitica do
extrato de abacaxizeiro e da bromelina em pé seco foi

realizada pelo método Kunitz® adaptado a técnica CP-test36,

5.6.1. Principio do método

0 método de Kunitz avalia a atividade
proteolitica através da digestdo da caseina em condigdes
controladas de valores de pH, variavel para cada enzima,
através da determinagdo dos produtos soluveis em 4cido
tricloroacético por espectrofotometria na regido do ultra-

violeta.

O CP-test utiliza caseina como substrato em
gel de agar, avaliando a atividade proteolitica através do
halo de digestdo do substrato, em comparagdo com um padrao

de referéncia.

5.6.2. Solucao tampao pH 7,6

KH2P04 ® ® 8 0000000 000000 000 000 2’210g
NaZHPO4.......o....-..o.o....17’100g

Agua destilada gq.s.p. ....... 2000 ml

Pesar exatamente os componentes da fdérmula e
dissolver em &gua destilada, levando a volume de 2000 ml.

Determinar o valor do pH da solugdo em potenciémetro a 25°c.
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5.6.3. Substrato sélido para as placas

O meio para a determinagdo em placas de Petri

é preparado com a férmula e técnicas a sequir descritas :

Caseina seqg. Hammarsten Merck (Art. 2242) .... 10g
Agar Merck (Art. 1613) ...... caceaccese cessceese 25g

Tampao fosfato pH 7,6 g.S.P. ccccccees eesees 1000 ml

Separadamente, dissolver a quente a caseina
em 500 ml de tampao fosfato e o agar nos restantes 500 ml,
também sob aquecimento. Misturar as solugdes, agitar até a
completa homogeneizagdo. Filtrar através de filtro de gaze e

resfriar a 45°c.

5.6.4. Preparagao das placas

Verter em placas de Petri (20 x 160 mm) 50 ml
do meio preparado de acordo com o item 5.6.3. Colocar as
placas sobre uma superficie plana e deixar solidificar. A
sequir, perfurar o agar com um furador de 8 mm de diadmetro,
perfazendo um total de 9 cavidades em cada placa. Usar 3

placas para cada ensaio.

5.6.5. Preparacao do padrao

Pesar exatamente o equivalente a 400 unidades

Kunitz (U.K.) da bromelina padréo e transferir



quantitativamente para um baldo volumétrico de 100 ml,
adicionar aproximadamente 50 ml de tampao fosfato pH 7,6,
deixar agitando até a completa dissolugdao. Completar o
volume com o mesmo tampdo. A concentragdo obtida €é de ¢
U.K./ml, que corresponde ao ponto do padrdo de maior
concentragdo = Y¥S,. Para preparar o padrao de menor
concentragdo tomar uma aliquota de 10 ml da concentragdo YS,
e levar a volume de 20 ml com o tampdo fosfato pH 7,6. A
concentracdo obtida é de 2 U.K./ml, que corresponde ao

padrao YS,.

5.6.6. Preparacao da amostra
5.6.6.1. Extrato

Pipetar exatamente 10 ml de extrato filtrado
(aproximadamente 20 U.K./ml), transferir quantitativamente
para um baldo volumétrico de 50 ml, adicionar 0,5 ml de
solugdo a 0,1% de benzoato de sdédio e completar o volume com
tampao fosfato pH 7,6. Concentracao aproximada da amostra: 4

U.K./ml.

5.6.6.2. Bromelina (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 solugdo tampdo fosfato pH
7,6; agitar com bastao de vidro e transferir

quantitativamente para um baldo volumétrico de 100 ml,
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juntar 50 ml de solugdo tampado fosfato pH 7,6 e deixar sob
agitagcao até a completa dissolugao da amostra. Completar o
volume com o mesmo tampdao. Concentragao aproximada da

amostra: 4 U.K./ml.

5.6.7. Realizacao do ensaio

Com "microdispenser™, pipetar 50 ul do padrao
¥S, em 3 cavidades, 50 ul do padrdo ¥YS, em 3 cavidades e 50
ul da amostra nas outras 3 cavidades do meio. Deixar em
repouso, a temperatura ambiente, por 30 minutos. Incubar as
placas a 35°C durante 20 horas. Ao término deste intervalo
de tempo medir em mm o didmetro do halo de digestdao da
caseina, delimitado por um anel de precipitagdo de para-
caseina, tanto para as concentrag¢des do padrdao quanto para a

amostra.

5.6.8. Calculo

O calculo foi feito através de interpolagao
numa reta padrao, elaborada a partir de dilmetros de halos
de digestdo da <caseina em fungdo do 1logaritmo da
concentragcdo da bromelina (Enzyme Dévelopment Co.),

utilizada como padrao.
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5.7. Identificacgao

A identificagio da bromelina extraida por
precipitacdo com acetona e com sulfato de amdénio foi

realizada por eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE).

5.7.1. Preparagao das amostras e do padrao

Pesar exatamente 2 mg de amostra de bromelina
em pé e dissolver em solugao de sacarose a 40% contendo azul
de bromofenol (BPB - 0,2mM), de modo a se obter uma

concentracao de 2 mg/2004l.

Proceder de modo 1idéntico com bromelina

padrao Sigma.
5.7.2. Preparagao do gel de poliacrilamida

A preparagao do gel de poliacrilamida foi
feita de acordo com o método de DAVIS & ORNSTEIst,
utilizando-se tubos de 70 mm de comprimento por 7 mm de

didmetro.

5.7.3. Separagao eletroforética

Aplicar 20-50 gl de solugdo de amostra sobre
o gel de poliacrilamida (uma amostra para cada tubo) e

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

penetragao da amostra no gel de separagdo. A seguir aumentar
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para 2 mA/tubo, até se atingir uma migragao do corante

indicador préximo a extremidade do tubo (cerca de 5 mm).

5.7.4. Coloragao e descoloragao

Imergir o gel de poliacrilamida em solugdo a
2% de azul brilhante de Coomassie - R-250, e deixar em
repouso por 2 horas. Apdés esse periodo, lavar o gel com
banhos descolorantes, até se eliminar o excesso de azul

brilhante de Coomassie R-250.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os processos cldssicos de insolubilizagao de
proteinas e de enzimas proteoliticas estdo baseados no

emprégo do sulfato de aménio e da acetona.

A principal preocupagao dos pesquisadores tem
sido a elaboracdo de técnicas que permitam obter bromelina
com a maior eficiéncia possivel, tentando impedir a
influéncia de inibidores naturais e controlando os fatores
que reconhecidamente promovem um balang¢o material

deficitario.

Os conhecimentos adquiridos nas udltimas duas
décadas acerca dos inibidores e dos fatores que blogqueiam o
sitio ativo da bromelina possibilitam novas indagagdes. O
desenvolvimento de técnicas que procurem evitar, no inicio
do processo extrativo, a influéncia dos inibidores e dos
fatores poderd resultar em metodologia capaz de promover um
processo de obtencao superavitdrio. Em consequéncia, o
produto obtido podera apresentar maior atividade especifica,

bem como maior estabilidade, além de menor custo.

Os beneficios decorrentes de processos
tecnolégicos aprimorados justificam pesquisas que comprovem

hipéteses originais.

Os objetivos desta pesquisa visaram avaliar:

a influéncia de benzoato de sédio, cloridrato de cisteina e
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edetato dissédico sobre a atividade proteolitica do extrato
de caules de abacaxizeiro; o efeito da temperatura do
extrato sobre a atividade proteolitica e a influéncia dos
agentes classicos de insolubilizagdo da bromelina, acetona e

sulfato de amdénio, no balango material.

6.1. Ativacdo e estabilizagdo da atividade proteolitica

do extrato

O uso de ativantes e estabilizantes da
atividade proteolitica da bromelina tem sido preconizado
sobre a enzima isolada. Supde-se que todas as precaugdes
reconhecidas como importantes sejam tomadas para a

manutengdao da atividade proteolitica durante o processo.

O objetivo estabelecido para este item visou
avaliar a eficiéncia do benzoato de sédio, cloridrato de
cisteina e edetato dissédico sobre a ativacdo e
estabilizacdo do extrato de caules de abacaxizeiro, 1logo

apdés o processo de prensagem e filtracgao.

Em base a experimentos preliminares que
comprovaram a dificuldade de purificagdo do extrato, somente
vidvel a temperaturas acima de 40°C e, considerando-se que a
filtragdo em temperaturas superiores a 50°C promovem perda
da atividade proteolitica, optou-se pela realizagio de

ensaio de ativagdo de extrato filtrado a 50°c.



A tabela I relaciona os valores determinados
da atividade proteolitica de extratos filtrados a 50°cC,
durante um periodo de 60 dias, armazenados a 5 e 20°C, sem
ativadores (prova 1), com benzoato de sédio e cloridrato de
cisteina (prova 2) e com benzoato de sdédio, cloridrato de

cisteina e edetato dissédico (prova 3).

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

resultados da tabela I.
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Tabela I. Atividade proteolitica em U.K./ml e valores de pH
de extratos filtrados a 50°C, apdés 5, 10, 15, 20, 30, 40, 50
e 60 dias, armazenados a 5 e 20°cC.

Prova 1 - sem ativadores; prova 2 com benzoato de sédio e
cloridrato de cisteina; prova 3 com benzoato de sédio,

cloridrato de cisteina e edetato dissdédico.

Tempo de Ensaios PROVA 1 PROVA 2 PROVA 3
armaze-
gem 50C 200C 5o0C 200C 50ocC 200C

0 dias Atividade UK/ml1 13,0 13,0 16,9 16,9 18,5 18,5
Valor de pH 4,2 4,2 3,8 3,8

5 dias Atividade UK/ml 12,8 12,6 14,6 16,7 19,6 18,6

Valor de pH 4,4 4,3 4,6 3,8 4,0 4,0
10 dias Atividade UK/ml 11,0 9,6 13,4 15,9 18,5 18,1
Valor de pH 4,2 4,1 4,6 3,8 4,0 4,0
15 dias Atividade UK/ml 8,0 8,5 9,0 13,5 17,5 17,2
Valor de pH 4,2 4,0 4,5 3,7 4,0 4,0
20 dias Atividade UK/ml 8,0 7,5 8,3 13,9 18,2 17,7
Valor de pH 4,1 3,9 4,6 3,7 4,6 4,6
30 dias Atividade UK/ml 8,5 8,5 8,8 14,9 19,6 18,3
Valor de pH 3,8 3,8 4,5 3,7 4,1 4,1
40 dias Atividade UK/ml 9,0 8,8 10,4 12,7 18,6 17,8
Valor de pH 3,9 3,8 4,4 3,8 4,1 4,0
50 dias Atividade UK/ml 8,0 9,0 12,1 12,0 19,3 18,1
Valor de pH 3,8 3,8 4,3 4,3 4,1 4,3
60 dias Atividade UK/ml 7,5 8,5 9,3 1,0 17,7 17,2
Valor de pH 3,8 3,8 4,2 3,8 4,1 4,1
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A andlise destes dados demonstra que o
extrato sem ativadores (prova 1) sofre uma nitida perda de
atividade proteolitica no decorrer do periodo, dque se

manifesta a partir do 15° dia de armazenamento a 5 e 20°cC.

A amostra contendo benzoato de sédio e
cloridrato de cisteina (prova 2) apresentou maior atividade
proteolitica inicial, quando comparada com a amostra sem
ativadores (prova 1). No entanto, também apresentou menor

estabilidade apés o 15¢ dia de armazenamento a 5 e 20°cC.

A amostra contendo benzoato de sédio,
cloridrato de cisteina e edetato dissédico (Prova 3),
permaneceu éstével durante o periodo de avaliagao, tendo
inclusive apresentado uma atividade proteolitica superior em

relagao as provas 1 e 2,

O estudo comparativo destes dados permite
supor que os agentes ativadores blogueiam os inibidores da
bromelina presentes no extrato. Este desbloqueio se reflete
nos valores encontrados na prova 3, que além de se manterem
praticamente inalterados apdéds 60 dias, sdo superiores

aqueles das provas 1 e 2.

A manutengdo da atividade proteolitica do
extrato submetido a teste de estabilidade também se reflete
no aspecto da solugdo. A amostra sem ativadores (prova 1)
sofreu escurecimento gradual com o tempo de armazenamento,

enquanto que aquela com benzoato de sdédio e cloridrato de



cisteina (prova 2) apresentou escurecimento menos intenso.
Nesta prova, a amostra armazenada a 5°C apresentou um
depbésito esbranquicado. A amostra com benzoato de sddio,
cloridrato de cisteina e edetato de s&édio manteve-se

praticamente inalterada em relagdo ao aspecto da solugédo.

Os valores de pH em todas as provas
praticamente ndo se modificaram durante o periodo, indicando
gque este fator ndo contribuiu para a instabilidade da

atividade proteolitica.

6.2. Efeito do tratamento térmico e de ativadores sobre a
purificacdao por filtracio do extrato, na ativacgao e

na estabilizacdo da atividade proteolitica

Para se avaliar os reflexos do tratamento
térmico sobre a purificacdo por filtracdo, foram efetuados
ensaios de filtragdo de extratos a 20, 30, 40, 50 e 60°C,

conforme ilustrado no fluxograma em 5.5.

As amostras filtradas a 20 e 30°%
apresentaram-se opalescentes, com maior intensidade para a
tratada a 20°c, enquanto que aquelas aquecidas a 40, 50 e

60°C mostraram-se limpidas apés a filtracao.

Em relacdao a duragcao de filtragcdo, em
idénticas condigbdes, a amostra filtrada a 20°C consumiu

tempo muito superior. A razao de filtragdo foi cerca de 1
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litro por hora, com decréscimo gradual da quantidade
filtrada, exigindo a renovagao da camada de pré-filtro a
cada litro filtrado. A amostra aquecida a 30°C foi filtrada
em cerca de 2 horas, exigindo apenas uma renovagao da camada
de pré-filtro. As amostras aquecidas a 40, 50 e 60°C foram
filtradas em aproximadamente 30 minutos, sem necessidade de

renovagao da camada de pré-filtro.

A tabela I1 relaciona os dados de
estabilidade de amostras de extratos filtrados a 20, 30, 40,
50 e 60°C, designados por E-AI, E-BI, E-CI, E-DI e E-EI, sem
ativadores, e por E-AII, E-BII, E-CII, E-DII e E-EII
contendo benzoato de sdédio, cloridrato de cisteina e edetato
dissédico, respectivamente. Estas amostras foram armazenadas
em ambientes com temperaturas de 5, 20, 30 e 40°C, por um

periodo de 90 dias.

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

reproduzem graficamente os resultados da tabela II.
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Tabela II. Atividades proteoliticas em U.K./ml de extratos
armazenados a 5, 20, 30 e 40°C, apés 0, 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 60°C, respectivamente. As
partes I nao contém ativadores e as II contém benzoato de

s6édio, cloridrato de cisteina e edetato dissédico.

TEMPO T.FIL- ARMAZENAGEM ARMAZENAGEM
DIAS TRAGAO 50C 200C 300C 40¢C 50C 200C 300C 400C
UK/ml UK/ml UK/ml UK/ml UK/ml UK/ml UK/ml UK/ml
200C PROVA E-AI PROVA E-AII
0 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 lo,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
0 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
0 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
500C PROVA E-DI PROVA E-DII
0 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
0 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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Os resultados obtidos revelam que extratos
filtrados, sem ativadores, apresentam menor atividade
proteolitica que os correspondentes ativados, para cada

temperatura, segundo a tabela II.

A anilise da tabela II revela que a atividade
proteolitica dos extratos também aumenta gradualmente de 20

a 50°C, sofrendo uma sensivel redugdo a 60°C.

Os estudos de estabilidade realizados nas
amostras iniciais e apds 30, 60 e 90 dias, armazenados nas
temperaturas de 5, 20, 30 e 40°C, revelam que as amostras
sem ativadores (E-AI, E-BI, E-CI, E-DI e E-EI) apresentam
menor estabilidade quando comparadas com as ativadas (E-AII,
E-BII, E-CII, E-DIT e E-EII), conforme se visualiza nas Fig.

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

Pode-se também verificar que as amostras
mantidas a 5 e 20°C apresentaram maior estabilidade que

aquelas a 30 e 40°c.

As amostras armazenadas a 40°C demonstraram
redugao da ordem de 50% da atividade proteolitica apés 30

dias de armazenamento.

Em fungao dos resultados comparativos das
amostras armazenadas a 5 e 20°C, constata-se que o extrato

E-DII apresentou valores mais elevados em unidades Kunitz e

melhor estabilidade apés 60 dias.
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O tratamento térmico do extrato a 60°C
promove uma perda irreversivel da atividade da amostra sem
ativadores (E-EI), com decaimento gradual até 90 dias,
conforme mostra a Fig. 12. No entanto, o extrato filtrado
contendo ativadores (E-EII) apresenta uma discreta
recuperacao da atividade proteolitica apés 30 e 60 dias na

amostra armazenada a 5°C, segundo a Fig. 13.

6.3. Efeito do tratamento térmico no extrato e de
ativadores sobre o rendimento de bromelina e no

balanco material

Com a finalidade de se avaliar o efeito do
tratamento térmico e de ativadores aplicado a amostras de
extratos filtrados a 20, 30, 40, 50 e 60°C sobre o
rendimento de bromelina precipitada por acetona e por
sulfato de aménio, foram realizadas provas de preparacgdo de

enzima em pé, conforme jlustrado no fluxograma 5.5.

As provas foram divididas em 5 séries,
denominadas A, B, C, D e E, que respectivamente foram
aquecidas a 20, 30, 40, 50 e 60°C. As partes I e II nio
continham ativadores e foram precipitados por acetona e
sulfato de aménio; as partes III e IV continham benzoato de
sédio, cloridrato de cisteina e edetato dissédico, foram

precipitadas por acetona e sulfato de amdnio.



56

As amostras de bromelina em pé foram
identificadas através de eletroforese de gel de
poliacrilamida, utilizando-se bromelina SIGMA como padrao de
referéncia. O perfil eletroforético basico das amostras foi
idéntico ao do padrao, apresentando ainda outras fragdes
protéicas, normalmente presentes em bromelinas denominadas

brutas.

Os resultados obtidos, que relacionam as
atividades iniciais e totais dos extratos, o rendimento em
gramas e as correspondentes atividades, bem como as

atividades totais calculadas, encontram—-se na tabela III.

A Fig. 14 reproduz graficamente os resultados
da tabela III relativos as quantidades totais de unidades

existentes nos extratos sem e com ativadores.

Na Fig. 15 relacionam-se os resultados das
atividades totais obtidas, calculadas a partir dos

rendimentos e das respectivas atividades de cada prova.



Tabela ITII.

suas respectivas partes I, II, III e IV.

Balango material das provas A, B, C,

57

D e E e

Provas das séries A, B, C, D e E, com tratamento térmico dos

extratos a 20, 30, 40, 50 e 60°C, respectivamente. Partes I

e II sem ativadores, precipitadas por acetona e por sulfato

de amdbénio; partes III e IV com benzoato de sédio, cloridrato

de cisteina e edetato dissdédico, precipitadas por acetona e

sulfato de ambénio.

PROVA
NUMERO

A-1I
A-11
A-III
A-1IV

B-1I
B-11
B-III
B-1IV

C-1I
C-11
C-I11
C-1V

D-I11I
D-II1I
D-1IV

E-I
E-II
E-III
E-IV

ATIVI-
DADE
UK/ml

17,2
17,2
18,4
18,4

17,8
17,8
18,6
18,6

18,2
18,2
19,2
19,2

21,4
21,4
22,2
22,2

Qoo NN

.« W N ow

—
O O WwWw

ATIVIDADE

1000 ml
UK

17200,0
17200,0
18400,0
18400,0

17800,0
17800,0
18600,0
18600,0

18200,0
18200,0
19200,0
19200,0

21400,0
21400,0
22200,0
22200,0

9200,0
9200,0
10800,0
10800,0

RENDI
MENTO

g

26,1
31,3
26,0
31,7

26,6
32,1
27,4
32,8

27,6
32,2
26,6
32,4

23,5
20,0
23,0
28,5

23,0
19,0
26,2
19,5

ATIVI
DADE
UK/g

411,6
492,0
513,2
582,0

487,6
522,0
556,8
634,8

490,4
557,0
616,0
740,4

525,6
644,4
693,6
714,0

400,0
466,0
444,0
523,0

ATIVIDADE

TOTAL
UK

10742,8
15399,6
13343,2
18449,4

12970,2
16756,2
15256,3
20821,4

13535,0
17935,4
16385,6
23989,0

12351,6
12888,0
15952,8
20349,0

9200,0
8854,0
11632,8
10202,4

RECUPE
RAGAO
%

62,5
89,5
72,5
100,3

72,9
94,1
82,0
111,9

74,4
98,5
85,3
124,9

57,7
60,2
71,9
91,7

100,0
96,2
107,7
94,5
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Figura 14. Atividades totais em U.K. de 1000 ml de extratos

sem e com benzoato de sdédio,

cloridrato de cisteina e

edetato dissddico em fungdo das temperaturas de aquecimento

20, 30, 40, 50 e 60°C correspondente as séries A, B, C, D e

E, respectivamente.
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Figura 15. Atividades totais em U.K. calculadas em relagio
aos rendimentos das provas A, B, C, D e E e suas respectivas
partes I, II, IT e IV, de extratos: sem ativadores
precipitados por acetona (A-I, B-I, C-I, D-I e E-I) e por
sulfato de ambénio (A-II, B-II, C-II, D-II e E-II) com
benzoato de sédio, cloridrato de cisteina e edetato
dissédico precipitados por acetona A-ITII, B-III, C-III, D-
IT1I e E-III) e por sulfato de amdénio (A-IV, B-IV, C-IV, D-IV

e E-IV).
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Através dos dados da tabela III constata-se
que as atividades dos extratos cresceram & medida que foram
aumentadas as temperaturas de filtragdo até 50°C, tanto sem
gquanto com ativadores (séries A, B, C e D), diminuindo
abruptamente para os extratos filtrados a 60°C (série E). As
quantidades totais de nunidades presentes nos extratos
submetidos a processos de precipitagdo estdao reproduzidos na
Fig. 14, mostrando nitidamente o efeito da temperatura e dos

ativadores sobre a atividade proteolitica.

Os resultados dos processos de precipitagao
indicam que as quantidades em gramas de bromelina obtidas
sao praticamente idénticas quando se utilizou acetona (A-I,
A-III, B-I, B-ITI, C-I e C-I1II), muito embora se tenha
constatato crescente aumento da atividade proteolitica
recuperada, a medida que se elevou a temperatura de
filtragdo do extrato. Fendmeno semelhante se constata quando
foi utilizado sulfato de aménio (A-II, A-IV, B-II, B-IV, C-

IT e C-1IV).

As massas de enzima obtidas de extratos
filtrados a 50 e 60°C sdo inferiores as demais, tanto para a
acetona (D-I, D-ITIT, E-I e E-ITI), quanto paira sulfato de
aménio (D-II, D-IV, E-II e E-IV). Em correspondéncia com as
quantidades, o total de unidades recuperadas também foi
inferior, diminuindo ainda mais para as amostras de extratos

filtrados a 60°cC.
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A andlise comparativa das unidades totais
recuperadas revela que o maior indice se obteve quando se
utilizou sulfato de aménio como agente precipitante sobre
extrato filtrado a 40°c (bromelina C-IV), contendo
ativadores. O aparente paradoxo constatado neste balango
material, expresso em unidades de atividade proteolitica,
poderia ser interpretado como sendo decorrente de
decomposigdao ou de insolubilizagdo dos inibidores presentes
no extrato. Desta maneira, a bromelina livre de bloqueantes
apresenta maior atividade especifica, Jjustificando um

balangco material superavitario.

Através da Fig. 15 verifica-se que o balang¢o
material mostrou-se, em todos os casos, mais favoravel
quando se utilizou temperatura de 40°C para filtragao do
extrato. Nesta temperatura, o sulfato de ambnio €é mais
eficiente que a acetona, tanto com extratos sem ativadores
quanto naqueles contendo benzoato de sédio, cloridrato de

cisteina e edetato dissédico.

O incremento no balango material, promovido
pelo uso da acetona no extrato contendo ativadores, em
comparagdao com aquele sem essas substancias foi de 10,9%,
muito embora a recuperagdo nio tenha sido superior a 85,3%

das unidades existentes no material de partida.

Ainda pela Fig. 15 constata-se que o balango
material promovido pelo emprego do sulfato de aménio em

extrato contendo ativadores é nitidamente superior A4queles
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obtidos no extrato sem aditivos, superando em 26,4%.
Verifica-se inclusive que a quantidade recuperada foi
superior a existente, provavelmente resultante da acao
conjunta do tratamento térmico, ativadores e agente

precipitante.

6.4. Efeito do tratamento térmico e de ativadores sobre a
estabilidade da bromelina precipitada por acetona e

por sulfato de amdnio

Para avaliar a influéncia do tratamento
térmico aplicado aos extratos em conjunto com © uso de
ativadores (benzoato de sdédio, cloridrato de cisteina e
edetato dissdédico) sobre a atividade da bromelina em pé
precipitada por acetona e por sulfato de ambénio, foram

realizados estudos de estabilidade.

As amostras de bromelina correspondentes as
partes I, II, III e IV das séries A, B, C, D e E foram
acondicionadas em frascos de vidro e fechados com tampas de

plastico e armazenadas a temperaturas de 5, 20, 30 e 40°cC.

As andlises, para determinacdo da atividade
proteolitica, foram realizadas logo apdéds a abtencdo das

amostras e apdés 30, 60 e 90 dias.

Os resultados das andlises, expressos em

unidades Kunitz por grama de bromelina em péd, estdo 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, D-I e E-I), apés 0 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 ambénio a partir de extratos filtrados a 20, 30, 40, 50 e
60°C sem ativadores (A-II, B-II, C-II, D-II e E-II), apés O

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

As Fig. 20 e 21 mostram as atividades en
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-III, C-III, D-III e E-III), apés 0 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 aménio a
partir de extratos filtrados a 20, 30, 40, 50 e 60°C com
ativadores (A-IV, B-IV, C-IV, D-IV e E-IV), apés O e 90

dias, armazenados a 5 e 20°C, respectivamente.
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Tabela IV. Atividades em U.K./g de bromelina armazenadas a
5, 20, 30 e 40°C, apés 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 60°C, respectivamente. As partes I e II ndo
contém ativadores, precipitadas por acetona e sulfato de
aménio; partes III e IV com benzoato de sdédio, cloridrato de
cisteina e edetato dissdédico, precipitadas por acetona e

sulfato de aménio.

TEMPERATURAS TEMPERATURAS
PROVA DIAS 50C 200C 300oC 400C PROVA DIAS Soc  200C 30oC 400C
UNIDADES KUNITZ / g UNIDADES KUNITZ / g
A-1 0 411,6 411,6 411,6 411,6 A-ITI 0 513,2 513,2 513,2 513,2
30 414,0 408,8 416,8 411,6 30 481,2 483,6 440,4 450,0
60 405,6 412,4 418,0 387,2 60 525,0 534,0 508,2 475,8
90 406,0 379,2 346,0 270,0 90 536,8 516,0 400,8 260,4
A-II 0 492,0 492,0 492,0 422,0 A-IV 0 582,0 582,0 582,0 582,0
30 520,0 488,4 468,0 448,8 30 580,8 508,8 472,8 241,2
60 498,4 472,8 394,8 221,6 60 543,6 405,6 394,8 171,4
90 493,6 422,4 352,8 214,8 90 495,6 260,4 208,8 120,0
B-1 O 487,6 487,6 487,6 487,6 B-III 0 556,8 556,8 556,8 556,8
30 517,2 519,6 484,8 444,0 30 604,8 519,6 324,0 205,2
60 444,0 448,8 297,6 259,2 60 595,0 453,6 279,6 120,0
90 411,6 402,2 295,2 206,4 90 559,2 343,2 228,0 80,0
B-II 0 522,0 522,0 522,0 522,0 B-IV 0 634,8 634,8 634,8 634,8
30 450,0 483,2 343,2 268,8 30 589,6 558,4 412,4 363,2
60 361,2 308,4 268,8 142,8 60 489,6 455,6 398,0 181,6
90 324,0 300,0 207,6 120,0 90 469,2 246,0 181,2 120,0
c-1 O 490,4 490,4 490,4 490,4 C-III 0 616,0 616,0 616,0 616,0
30 507,6 428,4 404,4 272,4 30 633,6 598,8 576,4 492,8
60 521,2 432,8 417,2 278,0 60 608,8 576,4 566,4 436,8
90 520,8 442,8 409,2 244,8 90 568,8 477,6 399,6 326,4
c-I1 0 557,0 557,0 557,0 557,0 C-IV O 740,4 740,4 740,4 740,4
30 490,8 393,6 357,6 169,2 30 739,6 714,8 663,2 402,0
60 453,6 386,4 321,6 144,8 60 701,6 646,8 404,0 330,8
90 424,8 375,6 295,2 120,0 90 631,6 498,0 320,0 120,0
D-I 0 525,6 525,6 525,6 525,6 D-ITI 0 693,6 693,6 693,6 693,6
30 518,4 486,0 384,0 336,0 30 592,8 580,0 571,6 514,0
60 370,8 344,4 312,0 174,8 60 524,8 516,0 469,2 396,0
90 314,4 312,0 289,2 160,8 90 493,6 474,0 388,8 234,0
D~-II O 644,4 644,4 644,4 644,4 D-IV 0 714,0 714,0 714,0 714,0
30 573,6 538,8 493,2 468,8 30 635,6 633,0 578,6 524 ,4
60 506,4 474,0 378,0 282,4 60 560,8 461,2 454,4 328,4
90 220,2 177,0 161,4 123,6 90 506,8 439,2 346,0 230,0
E-1 0 400,0 400,0 400,0 400,0 E-IIT O 444,0 444,0 444,0 444,0
30 421,8 354,2 235,2 206,8 30 443,7 428,6 265,0 189,2
60 267,6 207,6 162,0 153,6 60 336,0 198,0 124,8 120,0
90 207,6 186,0 139,2 100,0 90 244,8 170,4 120,0 100,0
E-II O 466,0 466,0 466,0 466,0 E-IV 0 522,0 522,0 522,0 522,0

30 461,8 440,6 457,0 323,2 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,
D-I e E-I) obtidas de extratos filtrados a 20, 30, 40, 50 e

60°C, sem ativadores, precipitadas por acetona, apés 0 e 90

dias de armazenamento a 5°cC.
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Figura 17. Atividades em U.K./g de bromelina (A-I, B-I, C-I,
D-I e E-I) obtidas de extratos filtrados a 20, 30, 40, 50 e

60°C, sem ativadores, precipitadas por acetona, apés 0 e 90

dias de armazenamento a 20°cC.



67

— ® DIAS

-+ 980 DIAS

800
- |
a
AY 600 —
X
: -
~
g -
- S
= B ~
a ~ _«
X ~ - ~
H 408 — ~ -7 ~
N ~ - N +
4 | ~ ,” ~ /’
u \\r’ A ’/
l | ~ -
Y Pd
g ..
[=] - ~
LN w
- 288 —
[
c -
o —J 1 1 1 I L 2 ] A I i L ' ] I 1 i 1 1 l
20 30 40 58 60

TEMPERATURA (%C)

Figura 18. Atividades em U.K./g de bromelina (A-II, B-II, C-
II, D-IT e E-~II) obtidas de extratos filtrados a 20, 30, 40,

50 e 60°C, sem ativadores, precipitadas por sulfato de

aménio, apés 0 e 90 dias de armazenamento a 5°cC.
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Figura 19. Atividades em U.K./g de bromelina (A-II, B-II, C-
II, D-IT e E-II) obtidas de extratos filtrados a 20, 30, 40,
50 e 60°C, sem ativadores, precipitadas por acetona, apés 0

e 90 dias de armazenamento a 20°cC.
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Figura 20. Atividades em U.K./qg de bromelina (A-III, B-III,
C-III, D-III e E-III) obtidas de extratos filtrados a 20,
30, 40, 50 e 60°C, com benzoato de sédio, cloridrato de
cisteina e edetato dissédico, precipitadas por acetona, apés

0 e 90 dias de armazenamento a 5°C.
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Figura 21. Atividades em U.K./g de bromelina (A-III, B-III,
C-III, D-IIT e E-ITII) obtidas de extratos filtrados a 20,
30, 40, 50 e 60°C, com benzoato de sédio, cloridrato de
cisteina e edetato dissédico, precipitadas por acetona, apés

0 e 90 dias de armazenamento a 20°cC.
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Figura 22. Atividades em U.K./g de bromelina (A-IV, B-IV, C-
IV, D-IV e E-IV) obtidas de extratos filtrados a 20, 30, 40,
50 e 60°C, com benzoato de sédio, cloridrato de cisteina e
edetato dissédico, precipitadas por sulfato de aménio, apés

0 e 90 dias de armazenamento a 5°cC.
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Figura 23. Atividades em U.K./g de bromelina (A-IV, B-IV, C-
IV, D-IV e E-IV) obtidas de extratos filtrados a 20, 30, 40,
50 e 60°C, com benzoato de sédio, cloridrato de cisteina e
edetato dissédico, precipitadas por sulfato de ambénio, apds

0 e 90 dias de armazenamento a 20°cC.
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Os resultados do estudo de estabilidade
demonstram que a bromelina (amostras A-I e A-III), obtida
por precipitagdo com acetona, a partir de extratos filtrados
a 20°C, apresentou melhor estabilidade que as demais, em
todas as temperaturas de armazenagem. Para as referidas
amostras, a incorporacdo de benzoato de sédio, cloridrato de
cisteina e edetato dissédico no extrato aumentou a atividade
proteolitica do produto final e a manteve praticamente
inalterada apés 90 dias nas temperaturas de armazenamento de
5 e 20°C. As amostras submetidas a estabilidade a 30 e 40°C
apresentaram redugdo da atividade apés 90 dias, porém em
proporgdes inferiores as constatadas nas demais provas,

conforme ilustrado na tabela IV.

Pelos dados constantes da tabela IV constata-
se que as amostras armazenadas a 5Cc apresentaram maior
estabilidade que aguelas mantidas a 20°C, apés 90 dias de
estudo. Em idéntico periodo de estabilidade, as amostras
armazenadas a 30 e 40°C sofreram maior perda de atividade,

acentuando-se naquelas a 40°c.

De um modo geral os ativadores, adicionados
aos extratos antes do processo de precipitagdo da bromelina,
nao contribuiram para a estabilizagdo das enzimas, muito
embora se constate que as atividades absolutas, apés 90 dias
sejam superiores aquelas encontradas nas respectivas

amostras que nao continham benzoato de sédio, cloridrato de
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cisteina e edetato dissédico, conforme se pode verificar

através dos dados da tabela IV.

O efeito de agentes precipitantes sobre a
estabilizagcdo da bromelina ndo pode ser caracterizado
através dos dados da tabela IV, muito embora se consiga
identificar uma ligeira superioridade do sulfato de aménio
sobre a acetona, quando se comparam os resultados das provas
C-ITI com C-I e C-IV com C-ITI, provas essas que apresentaram

balango material mais favordvel em relagdo as demais.

As Fig. 16 e 17 relacionam as atividades em
U.K./g, apés 0 e 90 dias, A-I, B-I, C-I, D-I e E-I, obtidas
com acetona de extratos de caules de abacaxizeiro filtrados
a 20, 30, 40, 50 e 60°C sem ativadores; estas amostras foram

armazenadas a 5 e 20°c, respectivamente.

As Fig. 18 e 19 relacionam as atividades em
U.K./g, apés 0 e 90 dias, de amostras de bromelina A-II, B-
IT, C-II, D-ITI e E-II, obtidas com sulfato de aménio de
extratos de caules de abacaxizeiro filtrados a 20, 30, 40,
50 e 60°C, sem ativadores; estas amostras foram armazenadas

a 5 e 20°C, respectivamente.

As Fig. 20 e 21 relacionam as atividades em
U.K./g, apés 0 e 90 dias, de amostras de bromelina A-III, B-
ITT, C-III, D-IITI e E-III, obtidas com acetona de extratos
de caules de abacaxizeiro filtrados a 20, 30, 40, 50 e 60°c,

contendo benzoato de sédio, cloridrato de cisteina e edetato
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dissédico; estas amostras foram armazendas a 5 e 20°c,

respectivamente.

As Fig. 22 e 23 relacionam as atividades em
U.K./g, apés 0 e 90 dias, de amostras de bromelina A-IV, B-
IV, C-IV, D-IV e E-IV, obtidas com sulfato de ambénio de
extratos de caules de abacaxizeiro filtrados a 20, 30, 40,
50 e 60°C, contendo benzoato de sédio, cloridrato de
cisteina e edetato dissdédico; estas amostras foram

armazendas a 5 e 20°9C, respectivamente.

A interpretagcdo das Fig. 16 a 23 permite
caracterizar o efeito de ativadores (benzoato de sédio,
cloridrato de cisteina e edetato dissédico) na estabilidade
da bromelina, quando submetida a armazenamento a 5 e 20°C. A
presenca de ativadores em extratos filtrados a 40°C fornece
bromelinas relativamente mais estdveis que aquelas obtidas

de extratos filtrados em outras temperaturas.

Muito embora ndo tenha sido possivel
comprovar uma condigdo o6tima de efeitos combinados de
temperatura de filtragdo com ativadores e com agentes
precipitantes sobre a estabilidade de bromelina em pé, esta
nitidamente caracterizada a importincia do tratamento
térmico do extrato, da presenga dos ativadores (benzoato de
sédio, cloridrato de cisteina e edetato dissédico) e dos
agentes precipitantes no processo de extragdao da bromelina.
Pode-se supor que a bromelina em pé, apés o0 processo de

obtencdo, deve ser adicionalmente protegida para consolidar
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os ganhos comprovados na ativagao e estabilizagdao do extrato

e no balango material.
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7. CONCLUSOES

Em base Aas proposigées estabelecidas e

resultados obtidos, pode-se concluir :

7.2.

O extrato de caules de abacaxizeiro pode ser puri-
ficado por filtragdao, com aumento da atividade

proteolitica, por aquecimento até 50°c.

O tratamento térmico do extrato de caules de abaca-
xizeiro facilita a operagao de purificagdao por
filtragao, reduzindo consideravelmente o tempo gasto

quando se utilizam aquecimento a 40 e 50°cC.

0 extrato filtrado, sem adigdo de agentes ativa-
dores, sofre gradual perda de sua atividade
proteolitica, independentemente da temperatura de
filtragcao, quando submetido a teste de estabilidade.

O extrato filtrado a 20, 30 e 40°C, contendo
benzoato de sédio, cloridrato de cisteina e edetato
dissédico, pode ser estabilizado por um periodo de
pelo menos 90 dias, quando armazenado entre 5 e

20°c.

Extrato filtrado a 60°C, com ou sem benzoato de
sédio, cloridrato de cisteina e edetato dissédico,

sofre intensa redugdo da atividade proteolitica.
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0 balango material mais favoravel, expresso em
unidades de atividade proteolitica, se obtém quando
ao extrato filtrado a 40°C se adiciona benzoato de
sédio, cloridrato de cisteina e edetato dissédico, e

se precipita a bromelina com sulfato de aménio.

A capacidade extrativa do sulfato de aménio é
superior a da acetona quando se utiliza filtragao do
extrato entre 20 e 50°C. Com extrato aquecido a
60°C, a acetona promove maior rendimento em unidades

de atividade proteolitica recuperada.

A recuperagao da atividade proteolitica, tanto com
acetona quanto com sulfato de aménio, aumenta
gradualmente quando se filtra o extrato a 20, 30 e
40°c, decrescendo gradualmente com aquecimento a 50

e 60°c.

A bromelina precipitada por acetona e sulfato de
aménio, a partir de extrato filtrado a 20°C, sem
incorporagdao de agentes ativantes/estabilizantes,

mostrou-se estivel por 90 dias quando mantida a 5°c.

7.10. A bromelina precipitada por acetona, a partir de

extrato filtrado a 30°C contendo benzoato de sédio,
cloridrato de cisteina e edetato dissédico,
manteve-se estivel por 90 dias quando mantida a

5°c¢.
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A bromelina precipitada por sulfato de aménio, a
partir de extrato filtrado a 40°C contendo benzoato
de <sédio, cloridrato de cisteina e edetato
dissdédico apresentou a maior atividade proteolitica

apés 90 dias, quando mantida a 5°c.
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