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RESUMO. A bromelina, enzima presente no abacaxi, hidrolisa liga¢des peptidicas das
protefnas; tem aplicagio em diversas dreas envolvendo alimentos e medicina. Visando o
aproveitamento da bromelina recuperada, a partir dos residuos da industrializagio do fruto
(variedade pérola), foram pesquisadas condi¢oes de pH e temperatura para maior atividade,
empregando caseina como substrato. O extrato foi obtido pela trituragio da casca e do talo
interno do fruto. A atividade foi expressa em mmol tirosina L' min.”! pela absorbincia a
280 nm dos aminoicidos aromiticos gerados na hidrélise da caseina. Os ensaios foram
efetuados em duplicata para duas relagdes enzima/substrato: 1/25 e 1/125 (em massa). Foi
estabelecido um planejamento experimental em estrela tendo como ponto central pH em
7,0 e temperatura de 35°C. Os resultados foram tratados empregando o aplicativo
computacional MINITAB 15 da Minitab Inc. que forneceu as equagoes do modelo e as
superficies de resposta. As equagdes foram tratadas matematicamente (cilculo diferencial),
fornecendo grificos da melhor atividade em fungio da temperatura. Observou-se perda da
atividade enzimdtica com a elevagio da temperatura para relagio 1/25, atribuida 2 maior
presenca de enzima livre em comparagio com a relagio 1/125.

Palavras-chave: enzima, planejamento, decomposicio térmica, proteinase, sulfidril protease.

ABSTRACT. Temperature and pH conditions for maximum activity of bromelain
extracted from pineapple (Ananas Comosus L. Merril) Bromelain, the enzyme found in
pineapple, hydrolyzes proteins’ peptide bonds, has several applications in the food industry
and in medicine. Temperature and pH conditions for highest activity with casein as
substrate were investigated from the bromelain recovered from industrialized pineapple
(‘pérola’ variety) fruit residues. Extract was obtained by grinding fruit rind and its internal
stem. The activity was expressed in mmol tyrosine L' min." by absorbance at 280 nm of
aromatic amino acids produced in casein hydrolysis. Assays were undertaken in duplicate
for two enzyme/substrate with ratios: 1/25 and 1/125 (mass). Eight-pointed experimental
design was undertaken with central value for pH at 7.0 and for temperature at 35°C.
Experimental results were processed by MINITAB 15 (Minitab Inc) software which
provided model’s equations and surface responses. Equations were mathematically
processed by differential calculus producing graphs which exhibit the best activities
according to temperatures. Loss of enzyme activity was reported with temperature increase
at 1/25 ratio, due to a higher free enzyme, when compared to 1/125 ratio.

Keywords: enzyme, planning, thermal decomposition, proteinase, sulphhydril protease.

Introdugao

A bromelina pertence ao grupo de proteases, que
tem a caracteristica de hidrolisar ligagdes peptidicas
das proteinas. Encontra-se presente no abacaxi
(Ananas comosus), cujas enzimas sio referidas de
forma genérica como “bromelinas” (ROWAN,
2004). Como estio intimamente relacionadas ¢é
possivel entidade
substratos suscetiveis 3 bromelina incluem muitas
proteinas comuns, como caseina, gelatina, coldgeno,

trati-las como uma Gnica;

globulinas e fibra muscular. A bromelina do
abacaxizeiro (Ananas comosus (L.) Merril), existente
no Brasil, é uma protease encontrada no fruto, talo,
caule, folhas e raizes (FREIMAN; SABAA SRUR,
1999).

A bromelina tem aplicagio em diversas dreas. Na
inddstria de alimentos pode ser usada para hidrolisar
a miosina produzindo efeito de amaciamento da
(OLIVEIRA, 2001). Na
demonstrado que a bromelina pode ser de interesse

carne medicina foi
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para os cirurgides plasticos pela sua capacidade de

reduzir dor, edema e inflamagio, além de
potencializar antibidticos, o que pode ser benéfico
no pés-operatério (ORSINI, 2006). A bromelina do
abacaxi serve como auxiliar digestivo na quebra de
proteinas (ROXAS, 2008).

Com relacio 2 desativagio térmica da bromelina,
as publicacées consultadas (LI; LIN, 2001,
YODOYA et al., 2003) referem-se a ela como sendo
uma cinética de ordem um. A cinética da hidrdlise
de proteinas catalisada pela bromelina segue o
mecanismo de Michaelis-Menten (HUNG et al,,
2002; INOUYE; NAGAI, 2004; KHAN et al.,

2003), que envolve trés etapas:

E+S —% > ES M
ES —2 > E+S @
ES —“ > E+Pp ©)
em que:

E, S e P sio enzima, substrato (proteina) e
produto, respectivamente, ¢ ES o complexo que
envolve a enzima e o substrato. k;, k, ¢ k; sio as
constantes de velocidade da reagio.

A bromelina pode ser obtida das diversas partes
do abacaxizeiro. O processo envolve a desintegragio
das partes da planta e filtracio, obtendo-se o extrato
bruto e, a seguir, precipitagio com ilcool etilico e
centrifugagio. A extragio da bromelina por micelas
reversas foi estudada por Hemavathi et al. (2007) e
Umesh et al. (2008).

O presente trabalho foi realizado com o objetivo
de determinar as condi¢ées de maior atividade
enzimitica para a bromelina presente nos residuos
de industrializacio do fruto, tomando como
referéncia a bromelina pura.

Material e métodos

A parte experimental foi efetuada nos
laboratérios de pesquisa da Escola de Engenharia
Maud em Sio Caetano do Sul, Estado de Sao Paulo.
O abacaxi foi adquirido no mercado local. Os frutos
foram lavados e cortados, separando-se a casca ¢ o
talo interno, que foram triturados juntos. O extrato
foi coletado em frascos plasticos de 500 mL e
estocado em  freezer a  20°C  negativos.
Imediatamente, antes dos ensaios elevou-se a
temperatura do extrato até a ambiente e centrifugou-
se (5000 rpm) por 3 min. para separar os sélidos.
Como referéncia foi empregada bromelina pura
liofilizada (Fluka and Riedel Haén, lote 444431/1).
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O substrato foi a casefna (caseina pura
C1014.06.AG, lotes 78689 ¢ 105320 fornecida pela
Labsynth).

As dispersdes foram tamponadas com tampio
fosfato (68 g KH,PO, + 87 g K,HPO, diluidos para
1 L) na propor¢io de 1 mL para cada 20 mL da
dispersio de caseina ou de bromelina pura, e de 1
mL para cada 15 mL da dispersio do extrato dos
residuos do fruto. O pH foi ajustado para o valor
desejado pela adi¢io de solugio de NaOH ou de
HCI 1 M.

As reagdes de hidrdlise da caseina foram
efetuadas em reator (75 mL volume dtil) em
constante agitagdo. As relagdes enzima/substrato
foram de 1/25 e de 1/125 (em massa), com a
concentragio de casefna de 13,333 ¢ L' no reator,
em ambos os casos. A quantidade de extrato do
abacaxi foi previamente determinada como a
necessiria para fornecer a mesma atividade
produzida nos ensaios com bromelina pura tomando
como base o ponto central do planejamento
experimental.

Apébs o tempo de reagio de 10 min. foi pipetada
uma amostra do meio reacional e adicionada em
tubo de centrifuga contendo 4cido tri cloro acético
(TCA) 0,3 mol L'. A amostra foi centrifugada (5000
rpm) por 20 min. e determinou-se a absorbincia do
sobrenadante a 280 nm. Os aminodcidos aromiticos
gerados na reacio de hidrélise foram expressos em
mmol de tirosina L' empregando uma curva de
calibragio da concentragio de tirosina pura (mmol L
") em fungio da absorbincia. Assim, a atividade
enzimitica foi expressa em mmol tirosina L™ min.™.
Substincias presentes na bromelina pura e na caseina
que absorvem a 280 nm, porém nio geradas pela
hidroélise enzimatica, foram previamente
determinadas e consideradas nos célculos; para o
extrato do abacaxi foi determinado um branco para
cada conjunto de ensaios: adicionou-se a quantidade
de extrato, avolumou-se para 75 mL com 4gua, uma
amostra foi retirada, adicionada em TCA 0,3 mol L™,
centrifugada e a absorbincia do sobrenadante lida a
280 nm.

Pela literatura citada na introdugio, os estudos
que envolvem a bromelina referem-se ao pH em
torno de 7 e temperaturas em torno de 35°C (exceto
os trabalhos referentes 2 estabilidade térmica).
Conforme Neto et al. (2002), foi elaborado um
planejamento experimental em estrela tendo como
ponto central pH = 7,0 e temperatura = 35°C para
verificar como a atividade varia em fungio destes
parimetros. Os valores do pH ¢ da temperatura
foram codificados conforme apresentam as equagoes
(4) e (5). A Tabela 1 apresenta o planejamento
aplicado.
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H-7,0
pH g = (4)
t-35,0
T 5
T 5)
cem que:

pH.4 € tq sio o pH e a temperatura codificadas,
respectivamente.

Tabela 1. Conjunto de ensaios previstos para o planejamento.

Nitimero de pH tq Valores para os ensaios
ensaios pH t Q)
1 0 2 7,0 21
1 -1 -1 6,0 25
1 1 -1 8,0 25
1 2 0 5,6 35
3 0 0 7,0 35
1 2 0 8,4 35
1 -1 1 6,0 45
1 1 1 8,0 45
1 0 V2 7,0 49

Para cada relacio  enzima/substrato o
planejamento foi efetuado em duplicata. Os
resultados obtidos para a atividade enzimiética foram
tratados empregando o aplicativo computacional
MINITAB 15 da Minitab Inc., o qual fornece as
constantes para a equacio (6) que descreve a
atividade em funcio das varidveis codificadas, bem
como a superficie de resposta correspondente ¢ os
parimetros para o cilculo do coeficiente de
determinacio do modelo.

A =b, + b, pH, + b,ty + by, pH*, + (6)
+ by, Py + by pHegte

em que:
A ¢é a atividade, by, b,, b,, b;;, by € by, sio as
constantes.

Resultados e discussao

A Tabela 2 apresenta os resultados encontrados
para as constantes da equagio (6) referentes aos
ensaios para bromelina pura e para o fruto,
acompanhados dos coeficientes de determinagio do
modelo.

Apesar de o tratamento estatistico, feito com
nivel de 95% de confianga, sugerir que os valores
com significincia na ordem de 10° podem ser
desconsiderados, decidiu-se manté-los, uma vez que
as superficies de resposta obtidas sio compativeis
com o esperado experimentalmente, conforme serd
discutido mais adiante. Os coeficientes de
determinagio R? indicam que em todos os casos
mais que 93% da variagdo ¢ explicada pelo modelo;
considerado satisfatério.
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Tabela 2. Constantes da equacio (6) e coeficientes de
determinagio do modelo.

1 enzima/25 substratos 1 enzima/125 substratos
Bromelina pura_Extrato abacaxi_Bromelina pura Extrato abacaxi

b, 0,3369 0,3754 0,0690 0,0808
b, -0,0299 - 0,0658 -0,0038 -0,0045
b, 0,0653 0,1006 0,0396 0,0424
by, -0,0422 -0,0383 -0,0087 -0,0157
b,, - 0,0084 -0,0158 0,0069 0,0065
by, -0,0205 -0,0154 - 0,0061 - 0,0089
R’ (%) 0,9357 0,9656 0,9582 0,9551

(*) R? ¢ o coeficiente de determinagio do modelo.

As Figuras 1 e 2 apresentam as superficies de
resposta para os ensaios empregando bromelina pura
¢ para o extrato do fruto, ambas na relagio 1
enzima/25 substratos, ¢ as Figuras 3 e 4 as supertficies
de resposta para a relacio 1/125.

Bromelina pura: relagio 1/25

0,4
0,3
0,2

0,1

Atividade (mmol L' min.™")

pHe

Figura 1. Superficie de resposta para a relagio 1 bromelina/25
substratos.

Para dada temperatura codificada t,; constante,
um plano paralelo ao plano definido pelos eixos da
atividade e do pH corta a superficie de resposta
resultando em uma curva da atividade em fungio do
pH.4. Derivando a equagio (6) com relagio ao pHy
para dada t, constante, obtém-se¢ a derivada da
referida curva (equagio 7).

Extrato abacaxi: relagio 1/25

Atividade (mmol L min.™")

pHeu

Figura 2. Superficies de resposta para a relagio 1 extrato
abacaxi/25 substratos.
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Bromelina pura: relagio 1/125
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0
3010
£
E 005
o
'g
T 0,00
E
<

pHe

Figura 3. Superficie de resposta para a relagio 1 enzima/125
substratos.

Extrato abacaxi: relagio 1/125

0,15
0,10
0,05
0,00

Atividade (mmol L' min.™)

Figura 4. Superficie de resposta para a relagio 1 extrato
abacaxi/125 substratos.

Igualando a equagio (7) a zero, obtém-se a
equagio (8), que define 0 (pH)gumo cOrrespondente
4 mixima atividade para dada t4 constante.

5 =b1p teg

(pHCd )(')timo - 2by, ()

Substituindo a equacio (8) na equagio (6) e
fazendo as transformagdes algébricas adequadas,
obtém-se a equagio (9) que corresponde 2 atividade
6tima em fungio de ty, tendo implicito 0 (PH.g) stimo-

Agima = By + Bty + Bot', )

em que:

Agima € a atividade 6tima, By, B, e B, sio as
constantes  resultantes do  desenvolvimento
algébrico.

A Tabela 3 apresenta os valores encontrados de
By, B, ¢ B, para a equagio (9).

Elias et al.

Tabela 3. Constantes da equagio (9).

1 enzima/25 substratos 1 enzima/125 substratos

Bromelina pura_Extrato residuo_Bromelina pura_Extrato residuo

B, 0,3423 0,4037 0,0694 0,0811
B, 0,0726 0,1138 0,0409 0,0437
B - 0,0060 -0,0143 0,0080 0,0078

Os valores na ordem de 107 sio os coeficientes
de t%; apesar de pequena significincia, eles sio os
responsiveis por mostrar a tendéncia de taxa de
aumento  decrescente da  atividade com a
temperatura para a relacio 1 enzima/25 substratos, e
a tendéncia de taxa de aumento crescente da
atividade com a temperatura para a relagio 1
enzima/125 substratos.

A partir da equagio (9) e dos valores da Tabela 3,
foram construidos os grificos da atividade étima em
fungio da temperatura codificada t4. A Figura 5
apresenta as curvas obtidas.

1 1 enzima /25 substratos
R ®  bromelina pura
059 & extram

1 1 enzima /125 substratos
0.4+ bromelina pura
¥ cxirat

Atividade étima (mmol L min.")

O-O T T T T T T T T T T '
-5 .10 05 00 05 1.0 L5
Temperatura codificada (te)

Figura 5. Atividade 6tima em fungio da temperatura codificada

Para a relacio 1 enzima/25 substratos observa-se
maior atividade em funcio da temperatura para o
extrato; nos dois casos observa-se uma taxa de
aumento decrescente com a temperatura. Para a
relacio 1/125 as duas curvas foram praticamente
coincidentes mostrando que a taxa de aumento da
atividade aumenta com o aumento da temperatura; o
que é esperado considerando que a constante de
velocidade de decomposig¢io do complexo
enzima-substrato (equagio 3) aumenta com a
temperatura.

Para a relacio 1 enzima/25 substratos a constante
B, é negativa, o que corresponde a uma taxa de
aumento  decrescente da atividade com a
temperatura, comportamento inverso ao da relagio
1 enzima/125 substratos; notam-se estas tendéncias
pela observagio da Figura 5. A tendéncia apresentada
pela relagio 1/25 pode ser explicada pela desativagio
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térmica da enzima (atividade aumenta com a
temperatura pelo aumento da velocidade de
hidrélise, enquanto que diminui pela desativagio
térmica). Para a relagio 1 enzima/125 substratos é
teoricamente esperado que este fendémeno venha a
acontecer em temperaturas maiores do que aquelas
ensaiadas.

A discussio sobre o comportamento para a
relacio 1/25 encontra apoio quando se considera o
modelo de acio enzimitica pseudo-estacionirio
(SEGEL, 1993), com base na sequéncia de reacoes
apresentadas pelas equagdes (1), (2) e (3). Neste
modelo, a maior parte da enzima combina-se com o
substrato formando um complexo intermedidrio,
restando a presenga de enzima livre, a Figura 6
ilustra este comportamento.

concentracao

substrato produto

enzima livre
\

complexo
epzima - substrato
|

total
A 4
>< "

Fonte: adaptado de SEGEL (1993).
Figura 6. Concentragdes ao longo do tempo: estado pseudo-
estaciondrio.

enzima \

temno

Considerando que a concentragio de substrato
fol a mesma para as duas relagdes estudadas, a
enzima livre estd presente em menor quantidade nos
ensaios referentes a relagio 1/125, do que nos
ensaios referentes 3 relagio 1/25. Como para a
relagio 1/25 observa-se a tendéncia da atividade nio
aumentar com a temperatura da mesma forma como
ocorre para a outra relagio, pode-se entender que a
enzima, combinada com o substrato (complexo
enzima-substrato), ¢ menos suscetivel 2 desativagio
térmica. Em outras palavras, a enzima livre é mais
suscetivel 2 desativagio térmica do que quando
combinada com o substrato e, por estar presente em
maior quantidade na relagio enzima/substrato 1/25,
o grifico da atividade em func¢io da temperatura
mostra uma taxa de aumento decrescente. Estas
consideracdes encontram apoio no trabalho de Ko e
Kang (1990).

Resta considerar se a taxa de aumento
decrescente da atividade observada para a relagio
1/25 nio seria pela caseina ter sido ji quase que
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totalmente consumida, isto é, nas condigdes do
planejamento experimental na temperatura ty > 0
os 10 min. de tempo de teste da atividade terem sido
suficientes para hidrolisar a caseina quase que
totalmente, o que resultaria na atividade decrescente
pela falta de substrato, ¢ nio pela desativagio térmica
da enzima. Para dirimir esta davida, foi realizado um
teste em duplicata no ponto de maior temperatura
previsto pelo planejamento experimental (pHy = 0
e ty = ++2), avaliando a hidrélise da caseina ao
longo de 20 min., cujos resultados encontram-se na
Figura 7, em que nota-se que apés 10 min. de reagio
hi ainda quantidade aprecidvel de
significando que as concentragdes do complexo
enzima - substrato e da enzima livre correspondem 2
regiio do patamar apresentado na Figura 4 (estado
pseudo-estaciondrio). Portanto, a taxa de aumento
decrescente da atividade observada para a relagio
1/25 nio se deve 2 falta de substrato.

caseina,

4 e 1° ensaio =
’ 2° ensaio @

mmol tirosina L™!

O T T T T
0 5 10 15 20

tempo (min.)

Figura 7. Formagio de aminoicidos aromdticos na hidrélise da
casefna (bromelina pura 1/25; 49°C e pH 7,0).

Conclusao

A bromelina pura e a encontrada na casca e no
talo do abacaxi apresentaram o mesmo
comportamento: maior propor¢io de enzima livre
encontrada na relagio 1 enzima/25 substrato
resulta na sua maior perda por desativagio
térmica; para a relacio 1/125, em que a maior
parte da enzima estd combinada com o substrato, a
taxa de aumento da atividade aumenta com a
temperatura. Conclui-se que a enzima, na forma
de complexo intermedidrio, é protegida contra a
desativagio térmica.

Como a bromelina encontrada no abacaxi pode
ser considerada igual a pura, sua aplicagio ¢é
indicada as diversas dreas envolvendo alimentos e
medicina.
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