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RESUMO

A bromelina e uma enzima proteolitica encontrada no fruto do abacaxizeiro, tanto no
fruto, casca e coroa, quantidade de enzima encontrada no fruto dependente das
estacdes do ano, tipos de solo e maturagao do fruto. Sua utilizagdo no meio econémico
tanto no consumo e na industria téxtil, alimenticia e farmacéutica com tratamento dos
distarbios digestivos, com grande viabilidade econ6mica, tendo um extracdo e
purificacdo com alto rendimento e baixo custo, com poucas etapas para obtencéo da
enzima bromelina. Foi utilizado a precipitacdo no etanol gelado entre 2 a 5° C a 80%
em contato com amostra etanol agem na parte hidrofoba da enzima sem alterar sua
estrutura molecular e funcdo proteolitica apos foi centrifugado a 400 rpm por 20
minutos, e descartado sobre nadante e adicionado tampéao fosfato 0,1 mol, como
substrato para enzima gelatina sem sabor. Onde suas estruturas moleculares sao
ligadas por 3 cadeias de aminoacidos em espiral, com ligacGes fracas, a enzima
bromelina tem a acdo de que quebrar essa cadeia entre aminoacidos, mantendo a
gelatina amolecida, e um indicativo da presenca da enzima nas amostras. Com
precipitagédo no etanol, e um reagente de baixo custo podendo ser reaproveitado com
processo de destilacdo, preservando o meio ambiente. A leitura no espectrofotdbmetro
pelo reagente biureto possibilitou a leitura das amostras, ap0s a reacdo da bromelina

com gelatina comprimento de onda 540nn.

Palavras-chave: Bromelina. Abacaxizeiro. Precipitacdo etanol.



ABSTRACT

Bromelain is a proteolytic enzyme found in pineapple fruit, both in the fruit, skin and
crown, the amount of enzyme found in the fruit depending on the seasons, soil types
and fruit maturation. Its use in the economic environment both in consumption and in
the textile, food and pharmaceutical industry with the treatment of digestive disorders,
with great economic feasibility, having an extraction and purification with high yield and
low cost, with few steps to obtain the enzyme bromelain. Precipitation in cold ethanol
between 2 to 5° C to 80% in contact with sample ethanol was used, acting on the
hydrophobic part of the enzyme without changing its molecular structure and
proteolytic function after being centrifuged at 400 rpm for 20 minutes, and discarded
over swimmer and added 0.1 mol phosphate buffer, as substrate for unflavored gelatin
enzyme. Where their molecular structures are linked by 3 loosely linked spiral amino
acid chains, the enzyme bromelain has the action of breaking this chain between amino
acids, keeping the gelatin soft, and an indication of the presence of the enzyme in the
samples. With ethanol precipitation, and a low cost reagent that can be reused in a
distillation process, preserving the environment. The reading on the spectrophotometer
by the biuret reagent enabled the reading of the samples, after the reaction of

bromelain with gelatin at wavelength 540nn.

Keywords: Bromelain. Pineapple tree. Ethanol precipitation.
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1 INTRODUCAO

A planta do abacaxizeiro que pertence a familia das Bromeliaceae essa classe
tende a possuir uma grande adaptacdo a ambiente, tem uma boa adaptacdo em
ambiente quente, umidade elevada em condi¢des aridas, climas tropicais e atitudes
elevadas acima do nivel do mar. Distribuem-se por ampla area geogréfica, desde o
centro dos Estados Unidos até as regides do norte da Argentina e do Chile (VIEIRA,
2006).

A mais conhecidas mundialmente e Smooth cayenne dada sua qualidade e
aceitacdo comercial sendo a mais cultivada. A parte mais utilizada séo os frutos, os
principais produtos séo frutos em calda e o suco pasteurizados, os restantes dos frutos
casca, coroa, folhas, talo e nicleo séo direcionados a residuo agricola é ndo séo bem

aproveitado com desperdicio econémico (LEITE, 2010)

A sua infrutescéncia do abacaxi e consumida in natura, sem precisar de
preparos, também pode ser processada e feito sucos, calda e enlatado, pode atribuir
grande valor comercial, na indUstria umas das partes mais importante sdo a polpa,
essa parte utilizada apés processo sédo gerados residuos. Apresenta uma mistura de
casca, folha, coroa e haste, que possui uma quantidade razoavel dos grupos de
enzimas proteolitica bromelina (VIEIRA, 2006).

A enzima bromelina e o nome dado ao conjunto de enzimas que possui
atividade proteoliticas presente nos vegetais das familias Bromeliaceae, da qual o
abacaxi e a referéncia em termo de quantidade de enzima presente. Onde pode ser
encontrado tanto nas haste, raiz, folha e infrutescéncia do vegetal. Comparados a
demanda e necessidade do mercado sua producéo se torna pequena gerando grande
valor comercial (SANTOS et al, 2009).

As proteinas sdo de extremas importancia para nosso sistema fisiologico de
forma eficiente e seletiva, participando de diversas reac6es bioquimicas, onde sdo
gerados metabolitos dessas reacdes, as proteinas catalizadoras permanecem
inalteradas apos as reacfes. Um dos fatores de extrema importancia para industrias
farmacéuticas e alimenticia, na producéo de produtos que envolve reacdes quimicas,

na maioria das vezes sao utilizadas enzimas para acelerar esses processos reduzindo



custos, mas também para tratamento de patologias hoje em dia encontramos diversos

farmacos a com ativos a base de enzimas (LEHNINGER, 2007).

Os processos bioquimicos séo gerados a partir de proteinas que possui funcao
catalizadoras poder apresentar superior aos catalisadores sintéticos e inorganicos.
Tem um grau elevado de especificidade a respeito ao substrato, tem uma capacidade
de acelerar as rea¢des quimicas especificas e tem a capacidade de atuar condi¢des
suaves de temperatura e pH em solu¢fes aquosas. De modo que as enzimas tém se
convertido em ferramentas importantes, nao apenas na medicina como também na

industria quimica, alimenticia e na agricultura (LEHNINGER, 2007).

A bromelina € uma das proteases mais utilizadas na industria que se encontra
presente nos vegetais da familia Bromeliaceae. Sua utilizagdo na industria vai desde
a farmacéutica, passando pela alimenticia e téxtil em diversos processos tais como:
producao de queijos, 0 amaciamento de carnes, tratamento do couro, da |a e da seda,
a clarificacéo de cervejas, bem como no tratamento de disturbios digestivos, feridas e

inflamacgdes, preparo de colageno hidrolisado, entre outros. (BORRACINI, 2006).

Um dos métodos de separacdo mais tradicionais para recuperacdo e
purificacdo de biomoléculas é a precipitacdo de proteinas de meios aquosos. A
precipitacdo € uma operacdo unitdria muito comum amplamente utilizada na
separacdo de proteinas. O método provoca alteracdo estrutural tridimensional na
proteina levando a alteracdo da sua estrutura. Podendo ser muito agressivo, e
podendo ser utilizado o ressolubilizacédo séo possiveis no precipitado. Os precipitados
proteicos sao agregados de moléculas grandes o suficiente para serem decantados
ou centrifugados. E uma técnica de facil ampliacdo de escala e com viabilidade para
operacao continua a custos aceitaveis para grandes volumes. Porém, € uma técnica
mais de concentracdo do que propriamente purificacdo. (SANTOS, 2006)

A solubilidade das proteinas depende da distribuicdo de grupos ionizaveis,
hidrofébicos e hidrofilicos na superficie da molécula. As caracteristicas responsaveis
por provoca as interacdes polares solvente aquoso, a interacdes ibnicas sao
provocadas por sais presentes no meio, com a repulséo eletrostatica com molécula
de mesmas cargas. A presenca de sais, solventes organicos e pH sao fatores

importantes na solubilidade das proteinas (SCOPES,1994).



Ao adicionar solventes organicos exemplo misciveis como acetona, metanol e
etanol ao meio aquoso onde contém as proteinas podendo causar uns efeitos que
provoca a precipitacdo das proteinas. O solvente promove a destruicdo das camadas
de hidratacdo nos grupos hidrofébicos e passa a circular nas regides devido
solubilidade e maior meio ao solvente. As regides carregadas com a carga positiva ou
negativa da superficie da proteina passam a interagir, devido a retencéo de agua pelo
solvente organico, atraindo-se umas as outras e formando agregados. As interacdes
do solvente com as zonas hidrofobas internas causam desconformacéo irreversivel
da proteina. Podendo ser minimizados com a redugdo da temperatura onde pode
levar valor da ordem zero ou abaixo, com a temperatura baixas faz flexibilidade da
molécula e reduzindo a capacidade da penetracdo do solvente e a desnaturacdo das
proteinas. Os alcoois de cadeia mais longa apresentam maior. Desnaturaste do que
os de cadeia mais curta (SCOPES,1994).

Com a carga global aproximada de zero na proteina na sua superficie, causa
no seu ponto isoelétrico, pode ser minimizado a repulséo eletrostatica que causa a
precipitagdo por meio interagdes entre as zonas hidrofobicas. Esse processo chama-
se precipitacdo isoelétrica, sendo realizado apenas com a corre¢do do pH. Em geral
a precipitacado por método qualquer pode ser facilitada no ponto isoelétrico. A adicdo
de sais neutros, principalmente (NH4)2S0O4 a elevadas concentracdes (1,5 a 3,0 M)
reduz a disponibilidade da agua devido a hidratacao dos ions, criando condi¢des para
precipitacdo, a qual ocorre principalmente por interagdo das zonas hidréfobas. O sal
e outros precipitantes no meio ndo provocam a precipitacdo de todas as proteinas do
meio, pois o efeito € o de reduzir a solubilidade. A concentracdo de solvente ou sal
podem provocar a precipitacdo pode variar com concentracdo da proteina e a
presenca de contaminantes. Este fato pode ser aproveitado se existir a intencdo de
realizar-se um fracionamento. (SANTOS, 2006).

A precipitacdo das proteinas em etanol 80% v/v, com a temperatura a 5°C em
pH onde sem encontra amostra original e uma das formas mais adequada para ser ter
uma boa recuperacao da bromelina que esta pressente no fruto do abacaxi, gera um
rendimento de 100%. Uma das grandes vantagens da utilizacdo do solvente etanol
com uma agente precipitacdo pode ser obtida com baixo custo e abundancia, se
tornando interessante economicamente. Podendo ser reaproveitado em processo

destilacao, assim reduz impactos ambientais pela liberagcdo no meio ambiente, como



e causo quando a utilizado o sulfato de aménia. As desvantagens do uso do etanol
sdo: necessidade de operacao a baixa temperatura para minimizar a desnaturacéo da
enzima e o perigo de inflamabilidade deste solvente (CESAR1999).

A determinagé&o qualitativa das proteinas, com uma variedade de reagentes que
reagi que resulta em produtos coloridos. Certos grupos funcionais tende a ter reacoes
especificas ou sejam comuns nas proteinas. Destaca-se a reacao de Biureto com a
caracteristica com a formacédo de complexo de ligacdo peptidicas com ion metalico
cuprico Cu2+, sendo encontrado no reagente de Biureto, dendo uma utilizagdo para
determinar concentracfes de proteinas. As reacao de Biureto que tem caracteristicas
pela formacdo do complexo de ligacdes peptidicas e o ion metalico cuprico, Cu2+,
gue se encontra no reagente de Biureto, sendo este um método usado para a
determinacdo de concentracbes de proteinas totais em meios distintos, como o0s
alimentos, soro sanguineo e urina (BRITO E FREITAS 2018).



2 OBJETIVO

O presente trabalho tem como objetivo o processo de extracdo enzimas
proteoliticas, presente no fruto (Ananas comosus L. Merril) por métodos de solventes

organicos com etanol a 80% e quantificacao.



3. MATERIAIS E METODOS
3.1 MATERIAIS

Na realizacdo dos testes foram utilizados: Béquer 500ml, béquer 1000ml,
béquer 250, proveta 25ml, proveta 500ml, tubos de ensaio, baldo 1000ml, baldo 50ml,
funil, bureta 50ml, tamisa malha 20mm,alco6metro, pipeta volumétrica 10ml, pipeta
volumétrica 5ml, erlenmeyer 250ml.

Equipamentos Utilizados: Centrifuga excelsa baby 1 marca fanem, triturador
industrial marca metvisa, modelo Iro3 3,5ml, estufa marca olidef modelo cz,
espectrofotometro (FEMTO - Modelo 482) e cubeta, balanca analitica gehaka - modelo
AG-200, banho maria nova Instruments, modelo NI 1229.

Reagentes utilizados: Etanol do fabricante rioquimica, reagente biureto
fabricante bioanalitica, gelatina sem sabor fabricante royal, tampéao fosfato fabricante

nuclear.

3.2 METODOS
3.2.1 Isolamento do grupo da enzima bromelina

Utiliza como principal matéria-prima frutos verdes e maduros de Ananas
comosus L. Merril (abacaxi) coletados no centro de comercializacdo de frutas na Av.
Reinaldo Guareto em Uberaba n° 450 em 15 novembro 2021.

As amostras foram levadas para laboratorio da universidade de Uberaba,
lavadas para retiradas de impureza, logo apds foram separadas retirando casca e
coroas foram descartadas, sobrando apenas o nucleo central do fruto, foram fatiados,
foi utilizado um liquidificador industrial da marca (METVISA) para reduzir tamanho das
particulas. Para melhor homogeneidade fora processada no processador de alimentos
marca (IKA MODELO A 11B).


about:blank

Figura 1: Frutos (amostras)
& Fonte: Do Autor

Figura 2: Amostra apos centrifugagcao
Fonte: Do Autor

O material precipitado na etapa de centrifugacéo foi separado por filtracdo com gazes
estéreis. O sobrenadante foi armazenado em frascos estéreis e identificado como

extrato bruto, armazenado em freezer a 0 ° C (Figura 3).

Figura 3: Amostra apos filtracdo em gazes ésteres
Fonte: Do Autor




Precipitacédo com etanol

Foram preparados solucdo de etanol a 80%, com uma proveta volumétrica
de 500ml e com auxilio alcobmetro, apos preparado fui armazenado em um béquer
500ml, em um freezer a temperatura 0 °C, por uma hora.

Apo6s uma 1 hora em banho gelado, com auxilio de uma proveta volumétrica
50ml foi adicionado, lentamente 40 ml etanol gelado gotejando lentamente por 15
minutos, tempo necessario para o etanol desestabiliza a camada hidr6foba da enzima,
apos centrifuga por 20 minutos a 3000 Rpm, descartar sobre nadante, adicionar 2 ml

solucao tampao fosfato a 0,1 mol em pH 7, ap6s passada em um agitador vortex.

3.2.2 Métodos analiticos

A) Teste da gelatina

Preparou-se uma solucdo de gelatina em béquer solubilizando-se 12 gramas
de gelatina sem sabor em 300ml solucdo tampao. Aguardou-se a solubilizacéo
completa da gelatina em banho maria a 37° C por 5 minutos. Adicionou-se 2 ml da
amostra apos extracdo e 5 ml suspenséo de gelatina em trés tubos separados, levou-

se o0s tubos para geladeira. Apds 15 minutos, observou-se a gelificagéo.

B) Método do Biureto

Pesou-se 1g de gelatina sem sabor, hidratada em agua destilada em banho
maria a 37° C até a solubilizagéo total.

Preparou-se 4 tubos de ensaio: branco, padrdo, amostra A e amostra B. Foram
adicionados ao tudo A 1ml de extrato bruto mais 5ml gelatina, tudo B 1ml de extrato
bruto mais 5ml gelatina, tudo padrdo 1ml dgua destilada mais 5ml gelatina e tubo
branco 1ml 4gua.

Apds 10 minutos em banho maria, centrifugou-se a 400 rpm por 3 minutos em
seguida adicionou-se 1ml do reagente de biureto e aguardou-se 10 minutos para

reacdo. Na sequéncia mediu-se a absorbancia em 540 nm.

B) Determinacdo de umidade

Colocou-se dois béqueres na estufa a 115°C por 15 minutos para retirar toda

umidade da vidraria, apdés foram condicionados em dessecador até resfriamento.



Pesou-se 0s béquers vazios em uma balanca analitica. Em seguida transferiu-se 59
de cada amostra do abacaxi para cada béquer e pesou-se novamente. Os béquers
foram colocados na estufa a 105° C por 2 horas. Depois deste tempo os béquers foram
resfriados em dessecador e pesados novamente. O procedimento foi repetido até

peso constante.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
A) Teste da gelatina
Apo6s os 15 minutos de resfriamento, observou-se que nao houve formacao de

gel nos tubos 1 e 2, apenas tubo nimero 3 onde ndo continha amostra apenas gelatina

hidratada no tampé&o fosfato (Figura 4).

Figura 4. Amostra de gelatina com extrato do abacaxi
Fonte: Do Autor

B) Método do Biureto

Apoés a adicdo dos componentes do teste aos tubos, pode-se observar a
coloracao violeta do padréo indicando presenca de proteina (Figura 5). O Teste do
Biureto € um teste geral para proteinas e peptideos com mais de dois aminoacidos. A

reacdo do Biureto é o resultado da formacdo de um complexo entre Cu?* e as

proteinas ou peptideos com mais de dois aminoacidos (CAPONI, 2016).

Figura 5: Amostra apés adicionar reagente biureto

Fonte: Do Autor
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Para determinar a concentracdo das amostras A e B, utilizou a lei de Lei de Beer-

Lambert, A =¢-Cd.

AMOSTRA PROTEINA BROMELINA
FRUTO MADURO 0,43 mg/ml
FRUTO VERDE 0,41mg/ml

Tabela:1 Concentracdo de bromelina mg/ml
Fonte: Do Autor

Amostra fruto maduro apresenta quantidade de enzima maior em relagcdo ao
fruto verde, podendo variar pelo clima, temperatura, pH e tipos de solo. Podendo
apresentar uma concentragdo maior quando purificada, apresentado uma
recuperacao de 3 a 5 vezes, demonstrando um aumento significativo na atividade, e

consequentemente uma quantidade maior de enzimas (CAPONI, 2016).

C) Teor de umidade
Apés a pesagem dos béquers ao final do teste, procedeu-se ao calculo da
porcentagem de umidade empregando-se a diferenca dos pesos dos béquers antes e

apos o teste. Os resultados sdo apresentados na tabela 2.

AMOSTRA NUCLEO TEOR UMIDADE %
Fruto maduro 92,78%
Fruto verde 92,37%

Tabela: 2 Teores umidade
Fonte: Do Autor

Observa-se que h& grande quantidade de agua nas amostras analisadas o que
era esperado uma vez que o material em questao foi preparado empregando-se este

solvente.
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5 CONCLUSAO

Tendo em vista 0s aspectos observados no teste de gelificagdo da bromelina
em frutos maduro e verde comprova-se que o método de extracdo é eficiente para a
obtencéo da enzima. Em relagédo a concentracdo da enzima nos frutos maduro e verde

constata-se que apresentam valores proximos.
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