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RESUMO

LEITE, Nadjma Souza. Purificacdo parcial e caracterizacdo da enzima bromelina do
abacaxi cultivar pérola. Sergipe: UFS, 2009. 62p.

O abacaxi (Ananas comosus) € uma das principais fontes da enzima proteolitica bromelina,
uma protease encontrada no caule, folhas, raizes e no fruto dessa planta e em todas as ou-
tras da familia Bromeliaceae. A producdo da bromelina ainda é pequena, comparada as ne-
cessidades do mercado, tornando-se um produto de alto valor comercial que ndo é produzi-
do no Brasil. A Bromelina tem amplo uso na industria alimenticia, téxtil, cervejeira e farma-
céutica, assim como na medicina. Com isso, varios métodos de purificacdo da bromelina
estdo em estudo, sobretudo da bromelina do fruto. A separacgéo e purificacdo de biomolécu-
las, tais como proteinas, € extremamente importante para o estudo e caracterizacao. O pre-
sente trabalho tem como objetivo a purificacdo e caracterizacdo da bromelina da polpa do
abacaxi cultivar Pérola. Trés protocolos de purificacdo da enzima bromelina foram testados.
A purificagcdo envolveu a precipitacdo com sulfato de amonio, seguida de cromatografia de
gel-filtracdo em Sephadex G-100 ou cromatografia de troca ibnica em CM-Sephadex C-50.
As fracBes parcialmente purificadas foram caracterizadas quanto ao pH e temperatura 6ti-
mos, e parametros cinéticos Kmapp € Vmaxapp Para o substrato caseina. O pH 6timo encontra-
do para a bromelina do extrato protéico e a parcialmente purificada foi pH 5,0, assim néo
houve diferenca na acdo de pH étimo entre o extrato protéico e a fragdo 3 obtida da purifica-
cdo com Sephadex G-100. A temperatura étima obtida no extrato protéico bruto de 40°C
enquanto que na fracdo foi de 60°C. O Kpap encontrado foi 0,6910% € Vmaxapp 1,913
mmols.min.mg™. A eletroforese SDS-PAGE mostrou que a bromelina da polpa do Ananas
comosus teve peso molecular de aproximadamente 30 kDa.

Palavras-chave: Ananas comosus, protease vegetal, atividade proteolitica, parametros bio-
quimicos

Orientacdo: Roberta Pereira M. Fernandes — UFS
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ABSTRACT

LEITE, Nadjma Souza. Partial purification and characterization of pineapple enzyme
bromelain. Sergipe: UFS, 2009. 62p. (Dissertation — Master in Biotecnology)

Pineapple tree (Ananas comosus) is the main source of bromelain, a proteolytic en-
zyme found in wood, leaves, roots and fruit of this plant and all other species of the Brome-
liaceae family. Bromelain production is still smaller than the amount required which results in
the high price of this enzyme. In Brazil there is no comercial bromelain production. Brome-
lain is used in food, drink and pharmaceutical industry, as well as in medicine. Because of its
the wide use of bromelain several studies aim to purify this enzyme. These studies use main-
ly pineapple fruit. Biomolecules separation, such as protein purification, is the importance to
study and characterize these molecules. The purpose of this study was purification and cha-
racterization of bromelain present in the pineapple fruit Pérola cultivar. Three purification pro-
tocols were tested in this work. Purification involved protein precipitation with ammonium
sulfate, gel filtration chromatography in Sephadex G-100 column or ion-exchange chromato-
graphy in CM Sephadex C-50. Bromelain from the crude extract and partially purified was
characterized regarding to optimal pH e temperature and the kinetic parameters Kyapp € Vimax-
app fOr casein substrate. The enzyme from the crude extract and partially purified had the
same optimum pH, which was 5,0. Optimum temperature was 40°C and 60°C for the enzyme
in the crude extract and partially purified, respectively. The Knyap found was 0,6910% and
Vinaxapp 1,913 mmols.min*.mg™. Electrophoresis in a polyacrylamide gel under denaturing
conditions, SDS-PAGE, showed that bromelain from Ananas comosus fruit Pérola cultivar
has molecular weight of about 30 kDa.

Key words: Ananas comosus, vegetal protease, proteolytic activity, biochemical parameters

Advisor: Roberta Pereira M. Fernandes — UFS



1 INTRODUCAO

O abacaxi (Ananas comosus L. MERRIL) € uma fruta bastante apreciada nos
paises tropicais e subtropicais por apresentar excelente qualidade sensorial decorrente
do sabor e aroma caracteristicos que lhe sdo atribuidos por diversos constituintes
guimicos tais como o0s acUcares, 0s acidos, os ésteres, os carotendides e demais
constituintes vitaminicos, aminoéacidos e protéicos (BOTREL & ABREU, 1994).

O Brasil é um dos grandes produtores mundiais de abacaxi, sobretudo das
cultivares Pérola e Smooth Cayenne. O fruto é a parte comercializavel da planta. A fruta
em calda e suco pasteurizado sdo os principais produtos e o restante, formado por caule,
folhas, casca, coroa e talos, que representam cerca de 70% da planta, é considerado
residuo agricola e ndo tem sido devidamente aproveitado, resultando em desperdicio
econdmico.

A bromelina é uma protease de origem vegetal obtida de diversas espécies da
familia Bromeliaceae. O abacaxizeiro, Ananas comosus, € a principal fonte dessa
enzima, um produto de alto valor comercial, que néo é fabricado no Brasil. Esta protease
encontra-se presente no fruto, folhas, caule e raizes da planta. Os diversos tipos de
utilizacdo sdo todos baseados em sua atividade proteolitica, como nas industrias
alimenticias para o amaciamento de carnes vermelhas, na producéo de paes e biscoitos
a partir de farinha de trigo de alto teor protéico, na preparacdo de leite de soja e na
clarificacio de cerveja (FREIMAN e SABAASRUR, 1999 e CESAR, 2000). O extrato da
bromelina bruta do abacaxi (Ananas comosus) € uma mistura complexa rara de
diferentes proteinases e de outros inibidores peptideos, em adicdo a outros componentes
ndo caracterizados. As cisteino proteineses tém recentemente atraido interesses
renovados ao se mostrarem envolvidas na progresséo de véarias doencas humanas. Uma
importante aplicagdo farmacéutica de cisteino proteinases é o desbridamento enzimatico
de tecidos necroticos de Ulceras e feridas de queimaduras. Desta maneira, a bromelina
também tem aplicagdo na inddstria farmacéutica. Sua agéo tem sido relatada em varios
processos bioldgicos, tais como: inibicdo da agregagéo plaquetaria, atividade fibrinolitica,
acado anti-inflamatéria, acdo antitumoral, modulagcdo de citocinas e imunidade,
propriedade debridante de pele, aumento da absor¢cdo de outras drogas, propriedades
mucoliticas, facilitador de digestéo, acelerador da cicatrizagdo, melhora da circulacdo e
sistema cardiovascular (HALE et al., 2005).

A bromelina comercial é obtida do caule do abacaxi. No entanto, o fruto também é
uma alternativa de matéria-prima devido ao fato de que a enzima presente neste
apresenta uma atividade proteolitica maior que a do caule (PARK, 2001). A bromelina do
caule € uma enzima sulfidrilica enquanto que a do fruto € uma proteina acida. As
enzimas proteoliticas encontradas nos caules recebem o nome de bromelina do caule e
tem numero sistematico EC 3.4.22.32, e as encontradas no fruto sdo chamadas de
bromelina do fruto ou simplesmente, bromelina, com o ndmero sistematico EC 3.4.22.33
(CESAR, 2000). Esta possui especificidade ampla para ligacdes peptidicas.

Com o crescente desenvolvimento da biotecnologia, tornou-se necessario o
conhecimento de novas técnicas de separagdo e purificacdo de biomoléculas, tais como
enzimas e proteinas de origem animal, vegetal e microbiana. Estas técnicas devem
manter as propriedades quimicas e fisicas das biomoléculas e, além disso, devem ser
altamente eficazes na purificacdo. A enzima purificada pode entdo ser caracterizada
quanto aos parametros bioquimicos tais como pH e temperatura 6timos de acéo,
parametros cinéticos e determinacdo do peso molecular. O conhecimento sobre pH e
temperatura 6timos de acdo das enzimas é de grande importancia, visto que a maioria €
sensivel a alteragdo do pH e temperatura do meio. Devido ao amplo uso e importancia da
bromelina ha crescente necessidade de estudar processos viaveis de extracéo,
purificacdo e caracterizacdo dessas enzimas. Assim, esse trabalho teve como objetivo a
purificacdo e caracteriza¢do bioquimica da enzima bromelina.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 O abacaxizeiro

O abacaxi (Ananas comosus) é uma espécie frutifera de grande importancia
econbmica e social cultivada em mais de 70 paises de clima tropical e subtropical. A
participacdo brasileira de produtos de abacaxi no mercado externo ainda é bastante
reduzida, concentrando-se, basicamente, 0s seus envios para paises como ltalia,
Alemanha e Paises Baixos (AGRIANUAL, 2008). Além do Ananas comosus todas as
outras espécies de Ananas séo encontradas no Brasil, sendo este pais um dos principais
centros de diversidade genética (CABRAL, 2000). As excelentes -caracteristicas
qualitativas do fruto abacaxizeiro refletem na sua importancia socio-econémica
(CARVALHO & BOTREL, 1996).

O Brasil constitui um dos principais centros de diversidade de abacaxi, cujos re-
cursos genéticos tém sido utilizados para intercambio de germoplasma. Como 0 sucesso
dos programas de melhoramento genético depende de ampla variabilidade é imprescin-
divel a coleta, preservagédo e avaliagdo de germoplasma de abacaxi. A Embrapa conta
com Banco Ativo de Germoplasma de abacaxi que retne ampla variabilidade genética,
constituido de 678 acessos pertencentes a espécies de interesse imediato e/ou potencial
para o melhoramento genético do abacaxizeiro (TODAFRUTA, 2005).

No Brasil o cultivo do abacaxizeiro visa principalmente o mercado de frutas
frescas, o que justifica o fato de mesmo sendo grande produtor mundial, ter participacdo
modesta no mercado internacional (AGRIANUAL, 2008). Seu fruto € consumido ao
natural ou na forma de sorvetes e doces. Quando industrializado, o fruto pode
apresentar-se como polpa, xarope, caldas ou suco pausterizado. O caule é matéria-prima
para a industria de alimentos e para obtencéo de alcool etilico e gomas. As demais partes
do abacaxizeiro podem ser usadas na alimentagcdo animal, como material fresco ou
ensilado.

O Nordeste do Brasil destaca-se como a principal regido produtora de abacaxi,
além de apresentar a maior area colhida, com uma producao de 1.353.497 toneladas de
frutos em 26.111 hectares (AGRIANUAL, 2008). A cultura predomina na costa brasileira,
com o foco dos produtores direcionado as variedades destinadas ao mercado interno. A
safra se concentra, principalmente, entre os meses de outubro a janeiro, tendo os
estados do Para (895.089 t), Paraiba (630.585 t) e Minas Gerais (597.803 t) como 0s
principais produtores nacionais (AGRIANUAL, 2008).

As principais variedades plantadas nas regi6es produtoras de abacaxi do mundo
sdo: Smooth Cayenne, Pérola, Perolera, Red Spanish, Natal Qeen, Manzana, Kew e
Cabezona. A variedade Smooth Cayenne representa 75% da produg¢do mundial. Entre as
variedades de abacaxi mais cultivadas no Brasil destacam-se a Smooth Cayenne e a
Pérola que lideram o mercado brasileiro (CABRAL & FERREIRA, 2001). Estes autores,
como citado anteriormente, referem-se a vulnerabilidade da cultura do abacaxi que tem
como base quase que exclusivamente um ou dois genétipos.

A cultivar Pérola, também conhecida como Pernambuco ou Branco de
Pernambuco, produz muitas mudas do tipo filhote, tem porte ereto e folhas espinhosas.
Apresenta frutos com forma cbnica, a casca pouco colorida, a haste frutifera, folhas
longas com finos espinhos, polpa de coloracdo amarelo-clara, doce e menos acida que o
Smooth Cayenne e possui coroa grande (CARVALHO & BOTREL, 1996).

2.2 Propagacdo do abacaxizeiro

O Abacaxizeiro apresenta sistema de reproducdo sexuada e sistema de
propagacdo vegetativa dominante e muito eficiente. E de fundamental importancia para
obtencdo de producdo conhecer o método de propagacdo da cultura. Na cultura do
abacaxi, a qualidade da muda tem influéncia tdo forte no estado fitossanitério,
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desenvolvimento, produgéo e rendimento das plantagcdes, que a obtencéo e utilizacdo de
material de plantio, com vigor e sanidade superiores, podem ser consideradas fatores
decisivos para se alcancar sucesso econdmico no cultivo da fruteira (REINHARDT &
CUNHA, 1999).

A muda do abacaxizeiro € o principal elemento disseminador do patdgeno
causador da fusariose, doenca causada pelo fungo Fusarium subglutinans, que ataca a
planta tanto na fase vegetativa quanto produtiva, estando presente no Brasil em todas as
regibes produtoras. Além disso, o Brasil ocupa a terceira coloca¢do no ranking mundial
na producdo de abacaxi (Tabela 1) e sendo assim, assume grande importancia a
utilizacdo de um método eficiente, seguro e de baixo custo para a propagacao da cultura.

Tabela 1 — Producgé&o de abacaxi, em 2007.

Quantidade produzida, valor da producéo, area plantada e area colhida da lavoura
temporaria

Lavoura temporéaria = Abacaxi

Ano = 2007
Variavel
Brasil e Unidade  freq plantada  Area colhida Quantidade Valor da
da Federacao (Hectares- (Hectares- produzida (Mil  producao (Mil
SIDRA) SIDRA) frutos) Reais)
Brasil 72.055 71.886 1.784.278 951.296

Fonte: IBGE — Producéo Agricola Municipal (2007)

2.3 A bromelina

A Bromelina é uma protease vegetal encontrada no caule, folhas, raizes e no fruto
do abacaxi (Ananas comosus) e em todas as espécies do género Bromeliaceae. No
entanto, sua producdo ainda € pequena, comparada as necessidades do mercado,
tornando-se um produto de alto valor comercial, por ndo ser produzido no Brasil.

A atividade proteolitica é o principal parametro de avaliacdo da qualidade e do va-
lor comercial da bromelina. O pre¢o no catélogo da Sigma (2009) de um preparado parci-
almente purificado é de cerca de US$3179/kg e o preco da enzima usada industrialmente
€ em média 20% menor que este (MEINIG, 1999). O valor comercial aumenta a medida
gue aumenta sua pureza e, conseqlientemente, a sua atividade. A bromelina comercial é
formada por uma mistura de quatro proteases: bromelina do fruto, bromelina do talo, a-
nanaina e comosaina.

Nos primeiros estagios de desenvolvimento do fruto do abacaxizeiro, os tecidos
menos maduros, especialmente aqueles ainda suculentos, contém pouca ou nenhuma
atividade de bromelina detectavel, porém seu nivel aumenta rapidamente, mantendo-se
elevado até o amadurecimento (BORZANI et al., 2001). Essa é uma das vantagens da
utilizacdo das proteases do abacaxi em comparagdo com proteases de outros frutos.
Durante a maturacdo ocorre uma diminuicdo da atividade proteolitica, mas, mesmo
assim, o abacaxi 0 unico fruto que possui concentracdes relativamente altas de protease
no estado maduro. No mama&o e no figo, as proteases papaina e ficina, respectivamente,
somente sdo encontradas em altos niveis quando o fruto esta verde, com o
amadurecimento a concentracdo das proteases praticamente desaparecem (LOPES et
al., 2009 e RABELO et al., 2004).
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As enzimas séo moléculas organicas presentes nas células de organismos vivos,
com a funcdo especifica de catalisar reacbes quimicas (SAID & PIETRO, 2002). Nessa
classe de moléculas estdo as proteases vegetais, entre elas: a papaina, bromelina, ficina,
fastousaina e a quimopapaina. Essas proteases, assim como algumas proteases
microbianas, contém o grupo —SH, no sitio ativo. A bromelina do caule do abacaxizeiro,
por exemplo, possui 0 grupo sulfidrila, no sitio ativo, que € essencial para a sua atividade
proteolitica (REGULY, 2000). Esse residuo sufidrilo define a classe dessas enzimas
como cisteino proteinase (Figura 1).
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Figura 1 — Esquema do mecanismo de agéo catalitico das cisteino-endopeptidases (Price
& stevans, 1993; Wong, 1995; Belitz et al., 2004).

As cisteino proteinases sao um grupo de enzimas que pertence a uma das quatro
classes principais de enzimas proteoliticas, e é gerado por uma variedade de organis-
mos, inclusive virus (ALLAIRE et al., 1994), bactérias, protozoarios, fermentos, plantas,
helmintos, insetos, e mamiferos (BAKER & DRENTH, 1987; POLGAR, 1989; SHAW,
1990; BERTI & STORER, 1995). As cisteino proteinases sdo grupos difundidos de enzi-
mas que catalisam a hidrolise de diferentes proteinas e executam um papel importante na
degradacdo e processamento de proteinas intracelular (BOND & BUTLER, 1987,
CHAPMAN et al., 1997). Além disso, nas plantas, as cisteino proteinases podem estéao
presentes em todos os 0rgaos e sédo envolvidas em praticamente todo aspecto da fisiolo-
gia e desenvolvimento da planta.
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O extrato bruto a partir do talo do abacaxi (Ananas comosus) € uma mistura
complexa e rara de diferentes cisteino proteinases e outros inibidores peptideos, em
adicdo a alguns outros componentes nao ainda caracterizados. Estudos recentes tem
relatado semelhangas, tais como sequéncia e alinhamento de residuos de aminoacidos
entre a enzima do abacaxi e a papaina (PAYROL et al., 2008).

Alguns inibidores tipicos de grupos sulfidrilicos, tais como metais pesados e
agentes oxidantes sdo potentes inibidores de bromelina. A maioria de inibidores de
proteases isoladas de materiais biologicos € especifico para tripsina e quimiotripsina,
assim como para proteases de serina (RYAN, 1973 e VOGEL, 1968). Em contraste com
o grande numero de estudos dedicados ao mecanismo de acdo desta classe de
inibidores naturais, muito pouco € conhecido sobre o mecanismo de inibicdo das
proteases sulfidrilas através de inibidores de proteina (LASKOWSKI & SEALOCK, 1971).

Bromeliaceae é uma familia de plantas caracterizada como possuindo
quantidades altas de enzimas proteoliticas incluidas na subfamilia de C1A das cisteino
peptidases (BARRET et al., 2004). Estudos prévios feitos em espécies que pertencem a
esta familia mostraram que Ananas comosus (MURACHI & YAMAZAKI, 1970 e ROWAN
& BUTTLE, 1994), Bromelia antiacantha (VALLES et al., 2007), B. balansae (PARDO et
al.,2001), B. fastuosa (CABRAL et al., 2006), B. hieronymi (BRUNO et al., 2006), B.
pinguin (ABREU et al., 2007) e Pseudananas macrodontes (LOPES et al., 2001)
possuem mais de uma protease e, ha maioria dos casos, estdo presentes isorformas. Do
Ananas comosus foram purificadas e caracterizadas quatro cisteino peptidases:
bromelina do caule (ROWAN & BUTTLE, 1994; HARRACH et al., 1995; NAPPER et al.,
1994 e ROWAN et al.,, 1988), bromelina da fruta (ROWAN et al., 1990 e ROWAN &
BUTTLE, 1994), comosaina (NAPPER et al., 1994; ROWAN et al., 1990 e SILVERSTEIN,
1974) e ananaina (ROWAN & BUTTLE, 1994; HARRACH et al., 1995; NAPPER et al.,
1994; ROWAN et al., 1988; SILVERSTEIN, 1974; CARTER et al., 2000 e LEE et al.,
1997).

Murachi et al. (1960) demostrou que a bromelina, quando comparada a papaina
(Tabela 2), apresenta atividades similares para a caseina, mas que a bromelina frente a
hemoglobina é quatro vezes mais ativa que a papaina. Considerando que para substratos
sintéticos de tripsina, a bromelina sé tem 1/15 ou 1/20 da atividade da papaina, sugerindo
gue a especificidade das duas enzimas ndo é a mesma.



Tabela 2 — A¢édo da bromelina do extrato do talo em varios substratos.

Substrato pH Atividade especifica Relacéo de
Atividade: bromelina
para papaina

Caseina 7,2 7,98 1,1
Hemoglobina 7,2 6,32 4,1
BAEE 7,2 1,10 0,065
BAA 7,2 0,6 0,043
L-leucinamida 8,1 0,31
HPLA® 7,5 0,2
ATEE 7,2 0
CBZ-L-Glu-L-Tyr 40e7,6 0
CBZ-L-Gly e anilina 5,0 0,28 x 10° 0,35

()

Fonte: The Journal of Biological Chemistry © Hippuryl-dl-B-phenyllactate; ©” A sintese de
CBZ-L-glycinanilide foi determinado.

Segundo Rowan et al. (1988), existem dois tipos distintos de bromelina do
abacaxi, a do talo subterraneo e a da fruta, que diferem basicamente na seqiéncia de
amino&cidos de sua composi¢do, sdo imunologicamente diferentes e assim, certamente
produtos de genes distintos. A bromelina produzida e utilizada industrialmente é uma
mistura das duas.

Rowaw et al. (1990), demonstrou que a bromelina do fruto apresentou atividade
proteolitica maior que a bromelina do talo, quando ensaiadas com diversos substratos
protéicos. No entanto, a bromelina do fruto apresentou maxima atividade em pH 8,0 e
temperatura de 70°C, enquanto que a do talo apresentou atividade maxima a 60°C e pH
7,0. A bromelina do caule € uma enzima relativamente estavel, ndo se deteriorando
rapidamente sob armazenagem.

De acordo com Murachi (1970), a bromelina da fruta tem peso molecular de 31
kDa, possui menor concentragdo de lisina, arginina e histidina e o aminoacido terminal é
um residuo de alanina. Isto comprova estudos realizados por Martin et al. (1992), que
mostraram que a bromelina do fruto € uma protease de massa molecular igual a 31 kDa
com ponto isoelétrico 4,5, enquanto que a bromelina do caule tem massa molecular igual
a 28 kDa e ponto isoelétrico 9,55.

A atividade da enzima bromelina tem sido estudada por varios pesquisadores,
usando a técnica de micropropagacédo. A técnica de propagacao in vitro, sistema réapido
de clonagem quando comparado com o sistema de propagacdo convencional, pois
permite obter milhares de plantas a partir de uma Unica gema axilar em pequeno periodo
de tempo, é uma técnica que pode ser utilizada como alternativa para o aumento da
producdo do abacaxi, aumentando assim a disponibilidade para consumo e extragdo da
enzima.

De acordo com Hernadéz et al. (1998), os extratos obtidos de folhas possuem
maiores valores de atividade quando comparado com gemas e agregado de gemas de
abacaxi in vitro. Por outro lado, Mercier & Yoshida (1998) compararam a atividade
proteolitica da bromelina em folhas de bromelina antiacantha cultivadas in vitro recém
formadas e com seis meses de cultivo e concluiram que a atividade foi maior em plantas
cultivadas aos seis meses in vitro. A atividade proteolitica da enzima depende de varios
fatores como variedade, parte e idade da planta da qual é extraida. Piza et al. (2002),
comparou a atividade da enzima bromelina em gemas, raizes e parte aérea de plantas de
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abacaxi micropropagado em meio salino, onde observaram que a atividade da enzima
bromelina foi maior em gemas e raizes, variando em funcdo dos tratamentos salinos e
fase do desenvolvimento vegetal.

A Bromelina possui diversos usos, todos baseados em sua atividade proteolitica. A
sua importancia econbmica esta relacionada com a producdo de farmacos para o
tratamento de distlrbios digestivos, feridas e inflamacdes, preparo de colagenos
hidrolisados, na sua utilizagdo nas industrias téxteis para amaciamento de fibras e a
bromelina ainda é usada na inddstria alimenticia para clarificagdo de cervejas, na
fabricacdo de queijos, no amaciamento de carnes, no preparo de alimentos infantis e
dietéticos, entre outros. Além desses a bromelina é usada na producéo de detergentes.
Também é usada em composi¢des cosméticas (CHATSWORTH, 1996).

A atividade da bromelina tem sido também demonstrada em varios processos
biolégicos relacionados a saude, atuando na inibicdo da agregacéo plaguétaria (ROWAN
et al,, 1990); possui atividade fibrinolitica (TAUSSIG & NIEPER, 1979); acdo anti-
inflamato6ria e imunomodulatéria (HALE et al., 2005; SECOR et al., 2005; WEN et al.
2006); acao anti-tumoral (JEUNG & FOSTER, 1980); atua sobre a modulacdo de
citocininas e do sistema imune (WHITE et al., 1988); como adjuvante na absorcdo de
drogas (MORITA et al., 1979); possui propriedade mucoliticas (LIVIO et al., 1978);
assisténcia na digestdo (DE-GIULI & PIROTTA, 1978); adjuvante na cicatrizacdo (INOUE
et al., 1994); e aumento na capacidade cardio-respiratéria (UHLIG & SEIFERT, 1981).
Além disso, foi aplicado na atividade anticancer (HARRACH et al., 1994) e na imunizacao
de virus de gripe (VARENIKOVA et al. 1995).

Wen et al. (2006) mostrou que administracdo oral de bromelina aumenta a
diminuicdo na defecacdo em ratos pds-operatdrios abdominais. Resultados mostraram
que a bromelina aumentou o peso molhado, peso seco, conteldo de agua e numero de
pelotas fecais nos ratos labaratomizado, além de ratos manipulados mecanicamente,
sugerindo melhoria de ileumes po6s-operatorio.

2.4 Separacgdao e Purificagdo de proteinas

O Brasil possui uma grande variedade de frutas e vegetais, sendo que a maioria é
de baixo custo e facilmente encontrada em todo o territorio nacional. Essas frutas e
vegetais sdo fontes inesgotaveis de enzimas que podem ser utilizadas in natura ou como
extrato bruto, obtido por procedimentos simples de extracdo. Dependendo da aplicagéo
analitica, faz-se necessaria a purificacdo da enzima de interesse que, geralmente, é feita
empregando-se procedimentos envolvendo varias etapas de pré-purificacdo, e uma delas
consiste no emprego de coluna cromatograficas. Esta etapa do processo de purificacéo
pode resultar em um grande numero de fragdes, tornando assim o monitoramento da
atividade enzimatica das fragbes uma etapa lenta.

Muitas técnicas tém sido utilizadas para a recuperacédo e purificacdo de proteinas
e enzimas de origem animal, vegetal ou microbiana. Técnicas tradicionais como a
precipitacdo, extragdo com solventes e filtracdo geralmente tem alto poder de
concentracdo mais baixa purificacdo. Técnicas mais modernas como cromatografia de
afinidade, troca ibnica ou gel-filtracdo, eletroforese, extracdo em duas fases aquosas,
extracdo com micela reversa sdo mais eficientes, resultando em maior recuperacdo e
purificagdo, muitas vezes até a homogeneidade.

A escolha do método depende das propriedades da proteina e do grau de pureza
desejado. Com relacdo a cromatografia, por exemplo, existem varios principios de sepa-
racdo que sdo selecionados de acordo com as propriedades fisico-quimicas de cada
substancia de interesse. Assim, para uma amostra que contém uma mistura de proteinas
de diversas massas molares, pode-se aplicar a gel filtracdo que utiliza o principio de se-
paracdo por tamanhos. Quando o fator € a hidrofobicidade, a melhor opgéo é a cromato-
grafia por interacéo hidrofébica (ASENJO, 1990).

A grande questao ao iniciar um processo de purificacao é o grau de pureza exigido
para a proteina. Proteinas para fins terapéuticos ou de uso direto em humanos
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necessitam de alto grau de pureza, o0 que nem sempre é necessario para as enzimas que
serdo aplicadas em processos industriais. Em purificacdo em larga escala, 0 processo
normalmente consiste de 4 a 6 etapas que podem ser divididas em dois grupos. O
primeiro, formado pelos processos de obtencdo do extrato proteico: separacao e ruptura
de células, separacdo dos fragmentos e concentracdo da proteina. No segundo, o
objetivo é purificar a proteina através das seguintes etapas: pré-tratamento ou isolamento
primario, purificacéo e refinamento final (ASENJO, 1994).

Neste sentido, o avanco no desenvolvimento de pesquisas do campo da
bioseparacdo tem sido limitado pela complexidade do processamento de produtos
farmacéuticos e biolégicos. De fato, 50 a 90% do custo para obtencdo de um produto
biol6gico estd na estratégia de purificagdo, havendo necessidade de se buscar técnicas
de bioseparacdo eficientes e econbmicas para se atingir altos indices de purificacdo e
recuperacao, além de preservar atividade biolégica da molécula (DIAMOND & HSU,
1992).

Os processos de recuperagdo e isolamento sdo distintos para cada enzima,
embora tenham em comum a maior parte do processo e operacdo envolvidas. A variacao
de escala, ou seja, a ampliagdo de um processo de recuperacao, acertado em escala de
laboratério, para escala ou dimensdo maior, de bancada ou industrial, € um dos
problemas complexos que envolvem o isolamento de enzimas e, por extensédo, todos os
processos biotecnoldgicos de uma maneira bem geral (REGULY, 2000).

Estudo de purificacdo de endopeptidases realizados recentemente por Payrol et
al. (2008) mostrou que a fragdo maior (NR) e a menor (NR1) resultante da cromatografia
de troca catidnica foram misturadas e carregadas na cromatografia de troca anidnica,
obtendo logo em seguida duas principais fracdes (Al e A2), seguidas por outras trés
fracbes menores (A3 a A5) apOs a aplicacdo do gradiente salino. Os dois principais
componentes proteoliticos foram purificados, fracdes Al e A2, apresentando pl acido e
alta atividade proteolitica. A massa molecular foi determinada por MALDI-TOF com
aproximadamente 23 kDa. Sendo assim, foi proposto estas duas novas endopepdidases,
Pinguinain Al e Pinguinain A2.

Rowan et al. (1988) usou cromatografia de troca catidnica de alta resolugéo e
cromatografia de afinidade em Sepharose-Phe-glicinaldeido para obter uma preparagéo
altamente purificada de ananaina, a qual foi caracterizada como uma nova cisteino
proteinase distinto da bromelina do talo (EC 3.4.22.32), a maior proteinase derivada de
talo do abacaxi.

Segundo Napper et al. (1994), a bromelina do talo e uma mistura de anaina e
comosaina foram purificadas a partir do extrato bruto do talo do abacaxi por dois estagios
de cromatografia de troca catibnica em S-Sepharose. Andlise cromatografica Mono S
comecgando do material bruto revelou um perfil de eluicdo similar ao que foi previamente
reportado por Rowan et al.(1988). Apos purificacdo foi julgada uma pureza maior que
90% por SDS-PAGE, o qual revelou uma propor¢do de 5:1 de ananaina
(aproximadamente 23,8 kDa) para comosaina (aproximadamente 24,4 kDa). O produto
exibiu amidolitica para ambos Bz-Phe-Val-Arg-pNA e Z-Arg-Arg-pNA, confirmando a
presenga de anaina e comosaina, respectivamente.

A caracterizacdo bioquimica da bromelina tem evidenciado diferentes
caracteristicas entre as enzimas produzidas por diferentes espécies.

A caracterizacdo da bromelina por cromatografia de troca iénica usando Duolite
CS101 a pH 6,05 resultou em boa resolucéo de dois componentes, 0s quais parecem
corresponder a dois componentes principais encontrados por eletroforese do material
bruto a pH 7,4. Os dois componentes sdo notavelmente semelhantes um ao outro nas
suas atividades frente a varias proteinas, polipeptideos e substratos sintéticos (MURACHI
& NEURATH, 1960).

O uso de diferentes procedimentos de cromatografia de troca-ibnica resultou em
uma pequena proteinase ndo glicosilada basica chamada ananaina EC 3.4.22.31
(ROWAN et al.,1988), ou bromelina F9 (HARRACH et al., 1995). Muito recentemente a
sequéncia completa de aminoacido de ananaina/F9 foi informada (LEE et al.,1997). Além
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disso, a fracdo do lado da ananaina e comosaina foi isolada e parcialmente caracterizada
(ROWAN et al., 1990 e NAPPER et al., 1994). Ambas apareceram em separaveis e ca-
racterizaveis formas de enzimas mdultiplas. As trés enzimas basicas de talo, bromelina do
caule, ananaina, e comosaina, foram consideradas ser geneticamente distintas como
proteinases de cisteina, as quais sdo responsaveis pelo metabolismo de proteinas, uma
rede fundamental de reacdes requeridas durante o ciclo de vida.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Desenvolver um protocolo de purificagéo total, usando métodos cromatogréficos,
para a enzima bromelina do fruto do abacaxizeiro.

3.2 Objetivos Especificos
e Purificar e caracterizar bioquimicamente a enzima bromelina do fruto do

abacaxizeiro.

e Caracterizar a bromelina purificada quanto aos parametros bioquimicos:
temperatura e pH étimos.

e Caracterizar a bromelina purificada quanto aos pardmetros bioquimicos:
cinéticos: Kne Vimax -



11

4 METODOS

O presente trabalho foi realizado no Laboratorio de Enzimologia do Departamento
de Fisiologia da Universidade Federal de Sergipe, utilizando o abacaxizeiro cultivar
Pérola. O abacaxi foi obtido no Mercado Municipal de Aracaju no estagio maduro.

4.1.1 Preparo do extrato protéico bruto
O extrato bruto foi obtido da polpa do fruto (1052 g) do abacaxi cultivar Pérola.

Apbs retirada das cascas e talos o fruto foi macerado e filtrado 2 vezes em algodéao,
resultando no volume final de 630 mL (Figura 2).

PESAGEM DA POLPA MACERAGAO

ABACAXI RETIRADA
COMERCIAL DA CASA

DO FRUTO

ENSAIOS/ FILTRACAO
AVALIACOES

Figura 2 — Fluxograma da obteng&o do extrato bruto da enzima bromelina a partir do fruto
de abacaxi cultivar Pérola.

4.2 Determinacdo de concentracao de proteinas totais
4.2.1 Determinacdo do conteudo protéico pelo método modificado

A determinacao da concentracdo da proteina total foi realizada utilizando o método
de BRADFORD (1976) com modificacdes. O procedimento de andlise foi realizado da
seguinte forma: em um tubo de ensaio colocou-se 20 yL da amostra e 980 pL de agua
destilada, acrescentou-se 1000 pL do reagente, agitou-se o tubo em vortex, deixando-se
em repouso por cinco minutos. Em seguida realizou--se a leitura de absorbancia a 595
nm. As analises foram feitas em triplicatas. O branco foi preparado com 1000 uL de agua
destilada e 1000 pL do reagente.

Para os calculos da concentragdo de proteina, fez-se uma curva de calibracéo
utilizando solucdes de Albumina de Soro Bovino (BSA) com concentra¢des variando de
2,5a40mg.L™

4.2.2 Determinacgdo do conteudo proteico

A determinacdo da concentracdo da proteina total foi realizada utilizando o método
de BRADFORD (1976). O procedimento de andlise foi realizado da seguinte forma: em
um tubo de ensaio colocou-se 100 uL da amostra e 2,5 mL do reativo, agitou-se o tubo
em vortex, deixando-se em repouso por cinco minutos. Em seguida, realizou-se a leitura
em espectrofotdbmetro Femto, modelo 800 XI com absorbancia a 595 nm. As analises
foram feitas em triplicata. O branco foi preparado com 100 pL de agua destilada e 2,5 mL
do reagente de Bradford.

Para os célculos da concentracdo de proteina, utilizou-se uma curva padréo de
Albumina de Soro Bovino (BSA) com concentracdes variando de 2,5 a 50 ug/100 pl.
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4.3 Método de determinacdo da atividade enzimatica

4.3.1 Determinacdo da atividade enzimatica segundo Kunitz (1947)

Em tubo de ensaio (bioreatores) foram adicionados 5 mL de caseina e 0,2 mL do
extrato proteico, seguido de vigorosa agitacdo. Imediatamente (tempo O da reacao)
retirou-se uma aliquota de 0,02 mL da amostra, adicionou-se 0,98 mL de 4gua destilada
e 1 mL do reagente de Bradford. Ap6s agitacdo em vortex e incubacdo a temperatura
ambiente por 5 min realizou-se leitura de absorbancia em espectrofotometro a 595 nm.
Apo6s 20 min de reacao retirou-se mais uma aliquota de mesmo volume do biorreator e foi
realizado o teste de Bradford como descrito acima.

A atividade enzimatica foi calculada como mostrado na equacéao 1.

ibs

— inicial
A =

ENZ

Al L]
-~ Abs ,, >C, dc, dv

MM 'tV

lin reator

(1)

Onde Agy; € a atividade enzimética da enzima expressa em [umol.min™ .mL™] ou
[U.mL™], d é o fator de diluicdo (volume total/volume da aliquota), MMpp & massa molar
da proteina degradada [g.mol™], V o volume de enzima [ML], Viear O VOlume do reator
[mL], Absincia € Abssng S@0 as leituras inicial e final de absorbancia, t; o tempo para
degradagdo da proteina [min] e cj, € Cang 0S coeficientes linear e angular da curva de
calibragcéo do reagente Bradford.

4.3.2 Determinacao da atividade enzimatica segundo Kunitz (1947) e Walter (1984)

A determinac@o da atividade proteolitica pode ser realizada conforme modifica-
¢bes das metodologias propostas por Kunitz (1947) e Walter (1984), como descrito a
seqguir:

A. Reagentes
1. Solucao estoque de tirosina (5 mmol/L): dissolver 45,3 mg de tirosina em 50 mL da
solucéo de HCI (5) — S,. Diluir para 3 (Pg), 2 (P1), 1 (P,), 0,5 (P3) e 0,25 (P;) mM
com a solucéo (5). Homogeneizar a solucao antes de diluir.

B. Procedimento
1. Pipetar em tubos de centrifuga separados: 2,5 mL de solucao de substrato (4.1)
nos tubos T e Bs, 2,5 mL de solugéo de HCI (5) em B; e B, e 2,5 mL de cada solu-
¢ao padréo de tirosina (6) (Padrdes - Po, P1, Py, P3, Py). .

2. Deixar em banho por 3 a 5 minutos em temperatura de 37 C.
3. Adicionar 0,2 mL da amostra (enzima) aos tubos T e Bl, e 0,2 mL de HCI 0,05 M (5)

aos demais.

o

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

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

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

. Deixar em repouso por 10 minutos a temperatura ambiente.

. Remover o precipitado por filtracdo ou centrifugacdo por 20 minutos a 4000 g (cen-
trifuga Fanem em velocidade 10 por 20 minutos).

co~NO O1h~

C. Medida da Atividade

Ler a variacdo de absorbancia a 280 nm (no filtrado ou sobrenadante).
» Absorbancia da amostra: At
» Absorbancia do branco B;: Ag;
» Absorbancia do branco Bs: Ags
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* Através de At - Ag; - Ags, €ncontra-se, na curva de calibracdo, a concentracdo de ti-
rosina, Cy, produzida pela acéo da protease presente em 0,2 mL de amostra em 10

minutos a 37 C.
O resultado final, em atividade enzimética, é dado por:

Atividade = 0,02 . Cy; (umol/min)

4.4 Determinacgdo da atividade enzimatica

A atividade especifica, Ags, [umol.min™ .mg™] ou [U.mg™], foi expressa como
unidades de enzima por quantidade de proteina total, Cpoweina [Mg.mL™], conforme a
Equacéo 3.

C

proteina

4.5 Purificacdo da bromelina para caracterizacdo do pH e temperatura
6tima — Protocolo 1

Em todas as fases da purificacdo foram determinadas as atividades de Bromelina
e concentragdo total de proteina.

ETAPA 1 — ap0s a maceragao da polpa do fruto, 630 mL do suco (extrato proteico)
foi submetido a precipitacdo com sulfato de amonio solido (80% de saturacdo). A adicdo
foi realizada lentamente, sob agitacdo em banho gelo, até completa dissolu¢éo do sulfato
de amonio. Apos a dissolucdo, deixou-se a suspensdo sob agitagdo a 4°C, por mais 2
horas. A solucao foi centrifugada por 15 min, 12500 rpm, em centrifuga sorvall modelo
Avanti J-25.

ETAPA 2 — ap6s centrifugagéo, o precipitado resultante foi ressuspendido em 10
mL de tampéo fosfato de s6dio 50 mM, pH 5,7, e dialisado por 19 horas a 4°C contra o
mesmo tampao, com duas trocas de 12 e 7 horas, respectivamente.

ETAPA 3 — O precipitado ressuspendido em tampao fosfato de sédio 50 mM foi
concentrado por liofilizag&o por 72 horas.

ETAPA 4 — o liofilizado foi ressuspendido em 8 mL de tampéo fosfato de sddio 50
mM, pH 5,7, e fracionado em uma coluna de vidro com dimensdes de 1,5 x 48 cm
contendo a resina Sephadex G-100 Pharmacia Biotec®. Essa resina é usada para
fracionar moléculas de 4.000 a 150.000 Da. A coluna foi previamente equilibrada com 5
vezes 0 volumes da coluna (250 mL) de tampéo fosfato de s6dio 50 mM, pH 5,7. Foram
coletadas 46 fragbes de 3 mL com um fluxo de 15 mL/hora.

ETAPA 5 — a fragdo de numero 3 foi caracterizada quanto o seu pH e temperatura
Otima.

4.6 Purificacdo da bromelna para caracterizacdo dos parametros
cinéticos

4.6.1 Precipitacao fracionada com sulfato de aménio

Em todas as fases da purificacdo foram determinadas as atividades de Bromelina
e concentragdo total de proteina.

ETAPA 1 — A polpa do fruto foi macerada. Ap6s maceracdo 0 extrato bruto
proteico foi submetido a precipitacdo com sulfato de aménio solido (20% de saturacéo). A
adicdo foi realizada lentamente, sob agitagdo em banho gelo, até completa dissolu¢éo do
sulfato de aménio. Apos a dissolucao, deixou-se a suspensdo sob agitacao a 4°C, por

(2)

3)
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mais 2 horas. A solucéo foi centrifugada por 15 min, 12500 rpm, em centrifuga sorvall
modelo Avanti J-25.

ETAPA 2 — ap6s centrifugacéo, o precipitado resultante foi ressuspendido em 2,8
mL de tampdo fosfato de sodio 50 mM, pH 5,7, e o sobrenadante foi submetido a
precipitacdo com sulfato de amdnio sélido (40% de saturacdo). A adicdo foi realizada
lentamente, sob agitacdo em banho gelo, até completa dissolucdo do sulfato de aménio.
Apo6s a dissolucao, deixou-se a suspensdo sob agitacdo a 4°C, por mais 2 horas. A
solucao foi centrifugada por 15 min, 12500 rpm, em centrifuga sorvall modelo Avanti J-25.

ETAPA 3 — apos centrifugacdo, o precipitado resultante foi ressuspendido em 5
mL de tampédo fosfato de sédio 50 mM, pH 5,7, e o sobrenadante foi submetido a
precipitacdo com sulfato de aménio solido (60% de saturacdo). A adi¢do foi realizada
lentamente, sob agitacdo em banho gelo, até completa dissolucdo do sulfato de ambnio.
Apbs a dissolucdo, deixou-se a suspensdo sob agitacdo a 4°C, por mais 2 horas. A
solucao foi centrifugada por 15 min, 12500 rpm, em centrifuga sorvall modelo Avanti J-25.

ETAPA 4 — apos centrifugacdo, o precipitado resultante foi ressuspendido em 7
mL de tampédo fosfato de sédio 50 mM, pH 5,7, e o sobrenadante foi submetido a
precipitacdo com sulfato de aménio sélido (80% de saturacdo). A adicédo foi realizada
lentamente, sob agitagcdo em banho gelo, até completa dissolu¢éo do sulfato de amonio.
ApoGs a dissolucdo, deixou-se a suspensdo sob agitacdo a 4°C, por mais 2 horas. A
solucéo foi centrifugada por 15 min, 12500 rpm, em centrifuga sorvall modelo Avanti J-25.

ETAPA 5 — O precipitado resultante da precipitacdo com sulfato de amoénio (80%
de saturacgéo) foi ressuspendido em tampéo fosfato de sédio 50 mM, pH 5,7, e dialisado
por 19 horas a 4°C contra 0 mesmo tampao, com duas trocas de 12 e 7 horas,
respectivamente.

ETAPA 6 — ap0s dialise, verificou-se que a maior parte de Bromelina estava
concentrada no precipitado, e o sobrenadante foi descartado.

4.6.2 Cromatografia de trocaidnica

ETAPA 1 — ApGs o procedimento descrito no item 4.6.1, 1 mL do precipitado com
sulfato de amonio 80% de saturacéo foi fracionado em cromatografia de troca i6nica (0,7
X 41 cm) com resina CM-Sephadex C-50 Pharmacia Biotec®, previamente equilibrada
com 5 vezes o volumes da coluna (120 mL) de tampao citrato 20 mM a pH 3,6. Foram
coletadas 40 fracfes de 3 mL cada uma. Apds a coleta das fracdes, foi realizada a
eluicdo por aumento da forca i6nica adicionando-se 50 mL de cada solucdo de NacCl 0,1-
0,5 M no tampdo citrato. Foram coletadas mais 42 fracdes de 3 mL com um fluxo de
26mL/hora, sendo adicionado continuamente solugdo de NaCl em acido citrico em
diferentes concentracdes (0,1 — 0,5 M).

4.7 Cromatografia em coluna de sephadex G-100

ETAPA 1 — Como descrito no item 4.6.1, o precipitado com sulfato de amonio 80%
de saturacdo foi fracionado em coluna Sephadex G-100 (1 x 48 cm), previamente
equilibrada com 5 vezes o volumes da coluna (250 mL) com tampao fosfato de sodio 50
mM a pH 5,7.

ETAPA 2 — Apos equilibrio, 1 mL da solucad de blue dextran foi aplicada no topo
da coluna e fracbes de 1 mL foram coletas. As fracbes foram coletadas até o ultimo
volume da solucdo. Em seguida, realizou-se a leitura em espectrofotdmetro Femto,
modelo 800 XI com absorbancia a 280 nm. Observou-se o volume vazio de 19 mL.

ETAPA 3 — Apds a determinag&o do volume vazio, 2,8 mL do concentrado foram
aplicados na coluna, contendo a resina Sephadex G-100 Pharmacia Biotec®. Foram
coletadas 40 fragdes de 3 mL com um fluxo de 18 mL/hora.
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4.8 Eletroforese em gel de poliacrilamida sob condi¢des desnaturantes
(SDS-PAGE)

A eletroforese foi realizada de acordo com Laemmli (1970) para observagdo do
grau de purificacdo da bromelina em gel de corrida de 12%. As amostras protéicas em
tampdo de amostra contendo azul de bromofenol foram levadas a ebulicdo durante 5 mi-
nutos e entdo aplicadas ao gel.

Os géis foram preparados a partir da solucao estoque de acrilamida/N,N-metileno
bisacrilamida (bis) 30% (p/v), tampao Tris/HCI 1,5 M, pH 8,8, para o gel de corrida, e
tampéo Tris/HCI 1,0 M, pH 6,8, para o gel concentrador, persulfato de amoénio 10% (p/v),
dodecil sulfato de sddio (SDS) 10% (p/v) e N,N,N,N-tetrametiletilenodiamino (TEMED). A
corrida eletroforéticas foi realizada em sistema vertical modelo TV100 (Scie-Plas) a tem-
peratura ambiente com voltagem constante de 60V por 4 horas até que a frente de corri-
da chegasse ao fim do gel. Foram aplicadas no gel aliquotas contendo 10 pg de proteina.
O marcador de massa molecular usado foi Sigmamarker (6,5 KDa — 200 KDa). Apés a
eletroforese, o gel foi corado com Coomasie Brilhant Blue R-250 durante 12 horas. Em
seguida, o gel foi submetido a duas lavagens com agua destilada e descorado com uma
mistura de 30% de metanol e 10% de &cido acético.

4.9 Caracterizacdo da bromelina

A caracterizacao foi realizada para o extrato protéico bruto (suco) e as fracdes re-
sultantes da purificag@o pelos métodos de cromatografia de gel-filtragao.

Os métodos de purificagdo e caracterizagao utilizados seguiram o fluxograma
apresentado na (Figura 3).
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Figura 3 — Fluxograma da purificacédo e caracterizagdo da enzima bromelina.

4.9.1 Temperatura 6tima de atividade

A determinacgédo da atividade da bromelina em funcéo da temperatura foi realizada
incubando-se a mistura de reagdo em banho-maria, por 20 minutos, com temperatura
variando de 20°C a 70°C, com intervalos de 10°C. A atividade foi determinada como
descrita no item 4.3.1.

4.9.2 pH 6timo de atividade

A atividade da bromelina foi avaliada em diferentes valores de pH, sob
temperatura ambiente usando a caseina como substrato. O efeito do pH na atividade
enzimatica foi medido usando diferentes tamp&es a 50 mM, tamp&o acetato de sédio (pH
3,0 a 6,0); tampéo fosfato de sédio (6,0 e 7,0) e tampéo Tris-HCI (pH 8,0 e 9,0) na
concentracdo de 50 mM, com intervalos de 1 unidade de pH. A atividade foi determinada
como descrita no item 4.3.1.
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4.9.3 Detreminagdo dos parametros cinéticos Kmapp € Vimaxapp

Os valores de Knapp, € Vmaxapp fOram determinados com base nas velocidades
iniciais de reacdo em presenca do substrato tamponado, variando de 0,1 a 1%. Os

parametros cinéticos foram calculados por regressao nao-linear usando o programa
GraphPad Prism.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da atividade da enzima, atividade especifica, concentracdo de
proteina total e recuperacado de todas as etapas da purificacdo sdo apresentadas na
(Tabela 3).

Tabela 3 — Purificagéo da bromelina do fruto do abacaxizeiro (protocolo 1).

Etapa de Proteina Atividade Atividade Fator de
purificacdo total (mg) enziméatica (U) especifica Purificacdo
(U/mg)
Suco do abacaxi 2076,48 6331,5 3,05 1
Precipitacdo
(NH4)2SO4
0-80% saturacao 778,45 56,09 0,072 0,024
Fracéo 1 3,9 95,334 24,634 8,076
Fragéo 3 32,04 162,933 5,085 1,667

O maior teor de protéina total foi encontrado no suco, seguido pela precipitacdo de
80% com sulfato de amonio. Isso pode ter acontecido, provavelmente, pela precipitagéo
das proteinas presentes, enquanto que 0S outros componentes pemaneceram no
sobrenadante. Embora desejava-se obter apenas proteinas que é de grande interesse, o
suco também contém outros constituintes, por exemplo, carboidratos, gomas e outras
substancias, elevando assim, sua absorbancia pelas interferéncia dos mesmos.

Desta maneira, outros estudos foram realizados na determinacao de proteinas to-
tais do suco do abacaxi. Por exemplo, Gharbawi & Whitaker (1963) determinaram a con-
centracao de proteina pelo método do Biureto (1980), e encontraram valores entre 28,7 e
31,70% de proteina para a bromelina do caule de abacaxi de variedade ndo mencionada,
no entanto, Awang & Razak (1978) encontraram resultados de proteina na bromelina do
caule em torno de 65,25%, ambos utilizaram como agente precipitante o alcool etilico p.a
e os resultados apresentados foram superiores aos do presente trabalho.

Os resultados mais elevados da atividade enzimatica especifica obtidos neste
trabalho ocorreram nas fragéo 1 (24,63 U.mL™), seguido pela fracdo 3 (5,08 U.mL™) da
cromatografia, colaborando assim, para o aumento no fator de purificacdo das mesmas.
O precipitado resultante da precipitacdo com sulfato de aménio a 0-80% apresentou
maior fator de purificagédo na fragéo 1, seguido pela fragdo nimero 3 da cromatografia. Ao
final do processo, observa-se que houve um aumento de 8 vezes no valor do fator de
purificacdo da fracdo 1 e de 1 ¥ na fracdo 3. Embora o fator de purificagdo obtido na
fracdo 3 seja considerado o menor, a mesma foi usada para a caracterizagdo. Isso
aconteceu devido a fragdo 1 obter menor quantidade de atividade enzimatica. No entanto,
o valor de atividade especifica foi maior no suco do abacaxi quando comparado com o
precipitado. Provavelmente, os resultados indicam que a precipitacdo por sulfato de
amonio na saturacdo a 0-80% ndo € a técnica mais efetiva para os passos iniciais da
purificago.

Esses resultados estdo de acordo com um estudo que objetivou a comparacéo de
duas técnicas de precipitacédo fracionada, precipitacdo por sulfato de aménio e a precipi-
tacdo por acetona gelada, resultados mais efetivos na manutencédo dos valores de ativi-
dade proteolitica da bromelina foram obtidos nas frac6es 20-50% e 50-75% de saturacdo
do sulfato de aménio, quando comparadas a precipitagdo por acetona gelada (COSTA et
al., 2008).

Devakate et al. (2009), estudaram o efeito do percentual de saturacdo na bromeli-
na. Os resultados obtidos mostraram que a fracdo coletada a 40-60% e 60-80% de satu-
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racdo por sulfato de aménio encontrou alto valor de atividade especifica quando compa-
rado a outros niveis de saturacdo. No entanto, o extrato bruto apresentou maior valor de
atividade especifica (58,8 U.mg™") quando comparado com a fracdo com percentual de
saturacdo 0-80% (16,4 U.mg™), também concordando com os resultados encontrado
nesse presente trabalho.

A bromelina da espécie Ananas comosus foi parcialmente purificada a partir do
precipitado do suco do abacaxi cultivar Pérola. Considerando que a bromelina possui
massa molecular aproximada de 31 KDa, foi utilizada a resina Sephadex G-100, que
fraciona proteinas com massa molecular entre 4 e 150 KDa de proteinas totais. A fracao
resultante da precipitacdo com sulfato de aménio a 0-80% de saturacao foi submetido a
cromatografia de gel filtracdo. Foram coletadas 46 fragdes de 3mL, sendo que as fragdes
iniciais mostraram maior concentracdo de proteina total, ou seja, foram detectados dois
picos quando procedeu-se a leitura em 280 nm (Figura 4). O primeiro pico de atividade
especifica da bromelina apresentou-se nas primeiras fragdes, sendo o terceiro pico
detectado na frag@o correspondente ao numero 37.
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Figura 4 — Perfil cromatogréfico da atividade especifica e absorbancia da bromelina em
coluna de gel-filtracdo Sephadex G-100.

Das proteases isoladas a partir de plantas da familia Bromeliaceae as mais estu-
dadas e melhor caracterizadas séo as obtidas de Ananas comosus L. Merril. Neste estu-
do foi realizada a caracterizacao bioquimica quanto ao pH 6timo e temperatura 6tima da
enzima bromelina proveniente do extratato bruto protéico da fragdo numero 3 da croma-
tografia usando Sephadex G-100. Esta ultima apresenta-se parcialmente purificada.

O pH é um parametro que exerce grande influéncia na manutencao da atividade
enzimatica. O efeito deste fator se d& devido a alteracdes no estado de ionizacdo dos
componentes do sistema, em consequéncia da variagdo da concentracdo de H+
(RICARDO & TEIXEIRA, 1993). Segundo Peter et al. (1987), os sitio ativos e reguladores
das enzimas sofrem grande influéncia da concentracdo de ions de hidrogénio fazendo
com que estas modifiguem suas estruturas conformacionais. Estas modificacbes podem
atingir o centro ativo de modo a melhorar a sua atividade catalitica ou fazer com que haja
a desnaturacao total ou parcial das enzimas, que € um processo irreversivel, ou seja,
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mesmo ajustando o pH para o valor original ndo se obtém a restauracdo da atividade
nem das constantes cinéticas.

A bromelina do suco do abacaxi (extrato protéico bruto) apresentou pH 6timo de
acao igual a faixa 5,0, como é mostrado na Figura 5. Contrario ao resultado encontrado
por Ko & Kang, (1990), Rowan et al. (1990), Suh et al. (1992), obtendo o pH 6timo para
enzima 7,5. A enzima bromelina parcialmente purificada (Figura 6) apresentou pH étimo
igual ao da enzima no extrato protéico bruto (Figura 5).
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Figura 5 — Influéncia do pH na atividade proteolitica no extrato bruto protéico.

Hernandez et al. (1998), estudaram a influéncia do pH (5,7; 6,7 e 7,7) na extragédo
de enzimas proteoliticas a partir de talos de Ananas comosus. Os maiores valores de
atividade enzimatica e atividade especifica foram obtidos quando a extracao se realizou a
pH acido, resultados similares aos mostrados neste trabalho, no qual se demonstrou que
os rendimentos dependem do pH e s&o favorecidos quando o procedimento de extragéo
se realiza a partir da polpa de abacaxi a pH 5,0. Isto sugere que as proteases presentes
nesta parte da planta sdo mais ativas a valores de pH acido.

Estes dados s@o de extrema importancia na estratégia de purificagdo da enzima
bromelina, evitando a perda de atividade pelo uso de faixas de pH agressivos as enzimas
e a reducao na eficiéncia do método empregado (BIAZUS, 2006).

A influéncia do pH 6timo sobre a atividade da enzima bromelina na fragdo 3 apos
cromatografia de gel-filtracdo é mostrada na Figura 6. Silva et al. (2006), estudou o efeito
de pH utilizando tamp&es 100 mM de citrato de sddio (pH de 5,0 a 5,8); fosfato de sédio
(pH de 6,0 a 7,0) e Tris-HCI (pH 7,2 a 9,0), obtendo pH 6timo para atividade proteolitica
da bromelina, 7,2.
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Figura 6 — Influéncia do pH na atividade proteolitica da bromelina determinado na fragcao
3 obtida apds cromatografia de gel-filtracdo em coluna Sephadex G-100.

A temperatura é um dos agentes criticos sobre a atividade das enzimas. Quando
se eleva a temperatura, a atividade aumenta, todavia, 0 processo de deshaturacio cres-
ce devido a acao do calor (HALPERN, 1997).

Rowan et al. (1990) e Suh et al. (1992) caracterizaram a bromelina do talo, que
apresentou atividade maxima a 60 °C. Rasheedi et al. (2003) também caracterizaram a
bromelina do talo e encontraram temperatura 6tima de 37 °C. Do mesmo modo, Khan et
al. (2003) encontraram temperatura 6tima de 37 °C. No entanto, Ko et al. (1990) encon-
traram temperatura 6tima de 62,5 °C.

A Figura 7 descreve o perfil da atividade proteolitica da enzima bromelina a dife-
rentes temperaturas. Percebeu-se que a atividade foi baixa a temperaturas de 20 a 30 °C.
A 40 °C houve uma elevagéo significativa da atividade, seguida de um decréscimo da
atividade na temperatura entre 50 e 70°C, ou seja, a atividade 6tima de a¢do do suco do
abacaxi foi 40°C.

Brito et al. (2007), estudou a influéncia da temperatura 6tima na peroxidase do
abacaxi IAC Gomo-de-mel, a qual apresentou temperatura 6tima na faixa de 45° a 50°C.

De modo geral, temperaturas elevadas de uma ou duas dezenas de graus acima
da temperatura do meio natural das enzimas, conduzem freqlientemente, a perda de ati-
vidade (HALPERN, 1997), resultado que pode ser verificado na Figura 7.



22

10,0

Atividade (U/mL)

1,0 4

0,0 T T T T T T T T T ]
20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70
Temperatura (°C)

Figura 7 — Influéncia da temperatura na atividade proteolitica da bromelinado no extrato
bruto protéico.

A bromelina presente no suco do abacaxi (Figura 7) apresentou temperatura 6tima
menor que a da enzima presente na fragdo numero 3 (Figura 8).

A atividade 6tima de agéo da fracdo 3, da cromatografia de gel filtracéo, foi 60°C.
Abaixo e acima de 60°C, a atividade da bromelina foi baixa, como mostra a Figura 8.
Mesma temperatura 6tima foi encontrada por Silva et al. (2006), Rowan et al. (1990) e
Suh, et al. (1992). Embora a temperatura 6tima encontrada por Silva et al. (2006), seja
60°C observou-se nesse estudo que a 50°C a enzima ja apresentava 90,1% de sua ativi-
dade maxima, e que era desnaturada acima de 60 °C.
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Figura 8 — Influéncia da temperatura na atividade da bromelina determinado na fracdo 3
obtida apds cromatografia de gel-filtracdo em coluna Sephadex G-100.

As preparagfes enziméticas das diferentes etapas de purificagdo foram submeti-
das a eletroforese em gel de poliacrilamida, como mostra as (Figura 9) e (Figura 10).

A andlise do perfil protéico por SDS-PAGE 12 % demonstrou que 0 suco, 0 preci-
pitado a 80% e todas as fragBes 1-15 apresentaram bandas com peso molecular igual ao
relatado para a bromelina (Figura 9) e (Figura 10), com excecdo do sobrenadante, o qual
nao foi possivel observar bandas, provalvelmente devido todas as suas proteinas solu-
veis terem sido precipitadas. No entanto, merecem destaque as fragfes 1-4, 10, 11, 37 e
38, uma vez que, além de possuirem bandas com o mesmo peso molecular, apresenta-
ram maiores valores de atividade proteolitica, podendo ser um indicativo provavel de
maior concentracdo desta enzima nessas fragdes. Dessa forma, levando-se em conta o
grau de pureza das enzimas proteoliticas necessaria, a utilizacdo dessas fracdes para
purificacdo da bromelina foi similar ao da literatura consultada, resultados similares foram
encontrados por Campos (2007), 32,2 KDa; Silverstein e Kezdy (1975), 35 kDa; e Mura-
chi (1976), 33 kDa. Porém, Ota et al. (1972), Takahashi et al. (1973), Wharton (1974), e
Suh et al. (1992) acharam diferentes peso molecular para bromelina, 28 kDa, 28 kDa,
28.4 kDa, e 37 kDa, respectivamente.

Confirmou-se, por andlise em eletroforese, que a enzima bromelina possui baixo
peso molecular de aproximadamente 31 KDa, confirmando estudo realizado por Martins
et al. (1992), este relatou que a Bromelina possui peso molecular de 31 KDa. Por outro
lado, Lopes et al. (2009) realizaram recentemente estudos usando SDS-PAGE, e obser-
varam que o extrato purificado da polpa do A. comosus possue baixo peso molecular de
24,5 KDa.
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Figura 9 — Eletroforese em gel de poliacrilamida. I-Suco, IlI- precipitado, lll-Sobrenadante,
IV-Fragdo 1, V-Fragéo 2, VI-Fragao 3, VII-Fragao 4, VIlI-Fracdo 5 e IX-Fragao 6.
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Figura 10 — Eletroforese em gel de poliacrilamida. I-Fragéo 7, Il- Frag&o 8, llI-
Fracdo 9, IV- Fracéo 10, V-Fracéo 11, VI-Frag&o 12, VlI-Fracao 13, VllI-Fracdo 14 e IX-
Fracdo 15.

Com o objetivo de se obter melhor purificacdo da bromelina, outros protocolos de
purificacdo foram testados. Inicialmente foi realizada a precipitacdo fracionada com
(NH,),S0O,, visando a obtencdo de maior purificacdo do que observado inicialmente
quando foi realizada a precipitacdo diretamente com 80 % de saturacdo. Na Tabela 4

estdo apresentados os resultados da precipitacao fracionada.
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Tabela 4 — Precipitagcéo fracionada da bromelina com sulfato de amonio (protocolo 2).

Etapa de Proteina total Atividade Atividade Fator de
purificacéo (mg) enzimatica (U) especifica (U/mg) Purificacdo
Extrato bruto

protéico 2033,13 32,94 0,016 1
F 0-20% 52,827 4,113 0,078 4,9

F 20-40% 272,500 12,17 0,045 2,8

F 40-60% 178,73 12,649 0,071 4,40

F 60-80% 60,5 10,81 0,179 11,00

F 80% 74,58 0 0 0

Observa-se que houve um crescimento do fator de purificacdo da bromelina nas
diferentes porcentagens de saturacdo com o sulfato de aménio com relacdo ao extrato
bruto protéico, com excecado do sobrenadante de F80%. Como era esperado, 0 precipita-
do de 60-80% apresentou um maior fator de purificagdo quando comparado as demais
precipitacdes. Isso pode ter acontecido, possivelmente, pelo aumento da extragdo e con-
centracdo da enzima como relacdo as fases de precipitacdo fracionada. O precipitado
obtido da precipitacdo fracionada de F60-80% foi, entdo, escolhido para a continuidade
do trabalho, uma vez que apresentou maior atividade especifica. O precipitado ressus-
pendido em 2,5 mL de tampao fosfato foi aplicado na coluna de cromatografia de troca
catidnica por possuir menor volume e apés andlise do perfil protéico por SDS-PAGE (Fi-
gura 11) que indicou bandas limpas e visiveis proximas ao peso molecular esperado (28-
32 kDa). Com relagéo aos resultados obtidos da precipitagdo, pode-se observar um de-
créscimo de concentracdo de proteina total dos sobrenadantes com os intervalos de satu-
racdo. No entanto, o precipitado de F60-80% apresentou maior atividade especifica
guando comparado com o precipitado de F0-20%. Os resultados apresentados no pre-
sente trabalho corrobora com estudo feito por Costa et al. (2008), que relatou maior ativi-
dade especifica na precipitacao por sulfato de aménio na fracdo 50-75% de saturacao.
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Figura 11 — Eletroforese em gel de poliacrilamida. I- Marcador molecular, II- Mar-
cador molecular, 11lI- Sobrenadante de 60% (30 ug), IV- Sobrenadante de 60% (30 ug), V-
Sobrenadante de 60% (50 ug), VI- Precipitado de 60% (30 ug), VII- Precipitado de 60%
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(30 pg), VIII- Precipitado de 60% (50 pg), IX- Sobrenadante de 80% (30 pg), X- Sobrena-
dante de 80% (50 ug), XI- Precipitado de 80% (30 ug) e Xll- Precipitado de 80% (50 ug).

Apbs definicdo de que a precipitacdo fracionada com 60-80% de saturacéo resul-
tava em maior purificacdo, foi testada a combinacdo desse método com a cromatografia
de troca i6nica (protocolo 2 de purificacdo). Os resultados desse protocolo sdo apresen-
tados na Tabela 5.

A Tabela 5, mostra que o fator de purificagédo foi alto para a fracdo 1. No entanto,
merece destaque a fracdo 2 (Figura 12), uma vez que, possui alto valor de atividade es-
pecifica, podendo ser um indicativo de provavel maior concentracdo desta enzima nesta
fracdo. Dessa forma, levando-se em conta o grau de pureza das enzimas proteoliticas
necessario, a utilizacédo dessa fragdo 1 para uso ou para posterior purificacdo da bromeli-
na deve ser averiguada.

Tabela 5 — Purificacdo da bromelina do fruto do abacaxizeiro (protocolo 2).

Etapa de Proteina total Atividade Atividade Fator de
purificacdo mg enziméatica U especifica Purificacdo
(U/mg)
Suco 2033,13 32,94 0,016 1
P 80% 60,5 10,81 0,179 11,00
Dialisado 4472 0,1118 0,025 0,37
Fragdo 1 0,240 0,165 0,687 43,00

O fator de purificacdo da fracdo 1 foi muito alto, o que comprova uma boa purifica-
¢cdo com relacdo a outros estudos recentes. Por exemplo, PAYROL et al.(2008) relatou
ter obtido uma purificacdo de 1,45 vezes na Bromelia pinguin parcialmente purificada.
Enquanto issso, 0 presente estudo mostrou uma purificacdo de aproximadamente 43 ve-
zes.

Embora o fator de purificagéo seja considerado bom, pois outro autor obteve valor
menor que este (RABELO et al.,2004), E perceptivel que a CM Sephadex C-50 n&o foi
muito efetiva na purificagdo da bromelina. Isso possivelmente aconteceu devido a brome-
lina ndo ter se ligado as resinas de cargas oposta, uma vez que seu maior pico de ativi-
dade enzimatica foi na sua primeira fracdo antes da aplicacdo da solucao de NaCl em
tampéo citrato a 20 mM e pH 3,6. Tampao esse indicado para 0 uso com resinas de tro-
cas catibnicas e enzimas com 0 ponto isoelétrico maior que o pH do tamp&o. Vale lem-
brar que a bromelina do fruto é uma protease de massa molecular igual a 31 KDa com
ponto isoelétrico 4,5 (MARTIN et al., 1992).

A maior atividade enzimética da bromelina foi observada na fragdo 1 (0,055
U/mL), seguido pela fragédo 2 (0,015 U/mL). No perfil da eluicdo da cromatografia (Figura
12), é valido observar a presenca de quantidade proteina total na fragcao 2 e que a brome-
lina foi eluida na fracdo 1-2. N&o foi possivel observar atividade enzimatica nas demais
fracdes. Isso deve ter acontecido, possivelmente, pela desnaturacdo das mesmas ou até
mesmo pela interferéncia de inibidores.
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Figura 12 — Perfil cromatogréfico da atividade especifica e absorbancia da bromelina em
cromatografia de troca idnica CM Sephadex C-50.

Na Figura 12 observa-se o perfil cromatogréafico da atividade especifica da brome-
lina (U/mg) e a absorbancia em 280 nm nas frag6es da cromatografia de troca idnica.

As fracdes obtidas foram eluidas com aplicacdo de uma solucéo salina de NaCl
em diferentes concentracdes, sendo elas: 0,1-0,5 M.

A fracdo 1 apresentou maior atividade especifica quando comparada com as de-
mais. Como relatado anteriormente, isso pode ter acontecido, provavelmente, pela inter-
feréncia entre as resinas e a enzima. Os resultados apresentados séo contrarios a estu-
dos feitos Kinugasa et al.(2003), este reporta que a presenca de estrutura da agua for-
mando sal como NaCl realca a estabilidade das resinas, resultando em alto grau de ex-
tracao.

Embora a cromatografia de troca ibnica tenha apresentado alto fator de purifica-
¢do na fragéo 1, é perceptivel que a resina catiénica nao foi eficiente como esperado para
proseguir com a caracterizagdo da bromelina. Vale ressaltar que a Unica fragdo com ati-
vidade proteolitica, foi eluida antes de comecar a eluicdo com NaCl em tampéao citrato 20
mM e pH 3,6.

Sendo assim, diante desta limitacdo, foi testado outro protocolo para purificar a
bromelina usando cromatografia de exclusdo molecular (protocolo 3).

No protocolo 3, pode-se observar 0 acompanhamento da concentracdo de protei-
nas totais durante todo o processo de precipitacdo da enzima bromelina para poder veri-
ficar como esta ocorrendo a transferéncia da enzima do sobrenadante para o precipitado
em funcdo do tempo de operacdo e das condicbes operacionais, conforme mostra a Ta-
bela 6. A atividade enzimatica é a principal varidvel a ser avaliada, uma vez que, no caso
de enzimas, ndo adianta ter elevadas eficiéncias de extracdo, se o produto obtido néo
tiver atividade, ou seja, se o produto perder sua fungéo catalitica (MURACHI, 1976). Na,
Tabela 6 pode se observa que a maior concentracao de proteina foi obtida para o precipi-
tado de F20-40%. Além disso, a maior quantidade de atividade foi observada no precipi-
tado de F20-40% com relacdo aos demais precipitados, entretanto esta variavel por si s
ndo permite avaliar o grau de extragcdo obtido. Para se ter um indicador do grau de extra-
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cao, utiliza-se a atividade enzimética especifica que consiste na razdo entre a atividade
enzimatica e a concentracao de proteina no final do processo.

Tabela 6 — Precipitacéo fracionada da bromelina com sulfato de aménio.

Etapa de Proteina total Atividade Atividade Purificacdo
purificacao (mg/mL) enzimatica especifica
(U/mL) (U/mg)
Extrato bruto 1
protéico 631,870 43,039 0,068
F0-20% 85,246 15,818 0,186 2,735
F20-40% 191,075 40,6 0,213 3,132
F40-60% 49,146 2,607 0,053 0,779
F60-80% 3,523 0,621 0,176 2,588
F80% 65,917 0 0 0

O valor do precipitado de F20-40% obtido para a atividade especifica esta em
consonancia com a literatura, mostrando uma maior quantidade de atividade especifica
no mesmo intervalo de saturacdo com sulfato de aménio (DEVAKATE et al., 2009). Isto
mostra que mesmo nhao ocorrendo elevada transferéncia de proteina total, ndo significa
gue ndo houve a extracdo da proteina especifica, neste presente estudo a bromelina.

O precipitado F60-80% obtido a partir da precipitacéo fracionada, apesar de obter
menor valor no fator de purificagéo, foi usado para dar seguimento ao trabalho, uma vez
gue neste intervalo de precipitagdo as proteinas estavam mais concentradas.

Os resultados da atividade especifica da precipitacdo fracionada com sulfato de
amonio da Tabela 4 foram inferiores aos valores apresentados na Tabela 6, provalvel-
mente decorrente das diferencas de cultivo e da maturagdo dos frutos, uma vez que 0s
mesmos pertenciam & mesma cultivar Pérola. E valido lembrar que o estado de matura-
¢éo influéncia na atividade da bromelina (BORZANI et al., 2001).

NaTabela 7, observou-se o fator de purificagdo da enzima a partir da cromatogra-
fia de exclusdo molecular. Além do mais, apresentou valores baixos de atividade especi-
fica, concordando com resultados apresentados por Harrach et al.(1998) que apresentou
valores baixos de atividade especifica (0,04 U/mg) para a fracdo 14.

Tabela 7 — Purificagéo da bromelina do fruto do abacaxizeiro (protocolo 3).

Etapa de Proteina total Atividade Atividade Purificacdo
purificacdo (mg) enzimatica (U) especifica
(U/mg)
Suco 631,870 43,039 0,068 1
P 80% 3,523 0,621 0,176 2,588
Fracdo 6-10 0,940 0,000100 0,000106 0,00156

O fator de purificacdo da fracdo mostrou-se baixo em relacdo ao extrato bruto pro-
téico, mas isto € levado em consideracdo uma vez que as enzimas proteoliticas sao as
principais componentes presentes no extrato bruto protéico obtido a partir da polpa do
fruto do abacaxi. Além do mais, ha presenca de inibidores no extrato bruto protéico, justi-
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ficando assim, o maior valor obtido no fator de purificacdo. Contrario a estudos feitos por
Bruno et al. (2008) que mostrou um fator de purificacéo de 1,1 para a fracao 2.

Reddy et al. (1975) empregou a cromatografia de coluna com DEAE-Sephadex
para o isolamento de sete fragfes de inibidores da bromelina do talo do abacaxi comerci-
al, sendo a fracdo de numero sete selecionada para analise de estrutura primaria com
base em seu alto rendimento. A analise composicional da fracdo sete de inibidor de bro-
melina estabeleceu que a mesma € composta de uma familia de isoinibidores, cada qual
consiste de uma cadeia A (41 residuos) ligada por uma ligacéo dissulfeto a uma cadeia B
(10-11 residuos).

A Figura 13, grafico do perfil cromatogréafico, apresenta os valores de atividade
especifica (U/mg) e das proteinas eluidas ap6s cromatografia de exclusdo molecular. A
cromatogarfia de gel-filtracdo da bromelina nas fracbes entre as fracbes 7 e 10 resultou
em um pico acentuado. A partir da fragdo 15 praticamente ndo se observou a presenca
de proteinas na absorbancia monitorada a 280 nm, ou seja, 0s valores permaneceram-se
constantes, sendo determinados até a fracdo de nimero 21.

As fracdes corespondentes ao primeiro pico de eluicdo, fracdes 6-10, foram com-
binadas para caracterizacdo. No entanto, estas mesmas fracées ndo apresentaram maior
atividade especifica da bromelina.

Apo6s observar o perfil de atividade especifica, as fragbes 19-21, também foram
combinadas. No entanto, quando combinadas a atividade enzimatica foi menor que a
atividade das fragGes 6-10. Ao final do processo de purificagdo, a fragdo 6-10, obteve-se
um baixo fator de purificagéo 0,00156.
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Figura 13 — Perfil cromatografico da atividade enzimatica da bromelina em cromatografia
de gel-filtracdo Sephadex G-100.

As fragdes (6-10) com maior quantidade de proteina apds cromatografia foram ca-
racterizadas quanto aos parametros cinéticos (Figura 14).

Na Figura 14 encontra-se a curva de saturacao do substrato caseina que foi utili-
zada para calculo dos parametros cinéticos utilizando-se regressdo néo linear. O Knapp
obtido com o substrato caseina foi de 0,6910% € a Viaapp de 1,913 mmoles.min™.mg™.
Em estudos da bromelina também do fruto da Bromelia pinguin L. Grown Payrol et al.
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(2008) obteve K, de 507 uM e V., de 7,845 M s™ para a fracéo purificada, enquanto que
Harrach et al. (1998) apresentaram valores distintos do presente trabalho, onde o K, para
a fracdo da proteinase 4cida da bromelina do talo na forma A (SBA/a) caracterizadas foi
de 55,4 uM e 63,6 para a fracdo da proteinase &cida da bromelina do talo na forma B
(SBA/b).
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Figura 14 — Efeito da concentrac¢@o de substrato na atividade proteolitica da bromelina
cultivar Pérola, determinada nas fragcfes obtidas (6-10) apds cromatografia de gel
filtracdo em coluna Sephadex G-100.
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6 CONCLUSAO

Os protocolos de purificagéo testados resultaram na purificagéo parcial da enzima
bromelina do abacaxi.

O pH 6timo determinado para a bromelina presente no extrato protéico bruto e
parcialmente purificada foi 5,0.

A temperatura 6tima de acdo determinada para a bromelina presente no extrato
protéico bruto e parcialmente purificada foi 40 °C e 60 °C, respectivamente.

A eletroforese SDS-PAGE mostrou que a bromelina do Ananas comosus cultivar
Pérola apresenta peso molecular proximo de aproximadamente 30 KDa.

A cromatografia de troca idnica, usando resinas cationica CM Sephadex C-50, n&o
mostrou-se eficaz para a técnica de purificacdo da enzima bromelina.

O protocolo 3 demonstrou que a precipitacdo de 80% por sulfato de aménio é a
mais efetiva, obtendo assim, maior atividade especifica no processo inicial de purificagéo
da bromelina do abacaxi cultivar Pérola.

Os valores obtidos das constantes Kmgp, € VmaXap, foram 0,6190% e 1,913 mmo-
les.min™.mg*, respectivamente.
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ANEXOS

6.1 PROCEDIMENTO ESQUEMATICO DA ATIVIDADE
ENZIMATICA

Tubo T (Teste):

1.

2
3.
4

0 N o O

Tubo

00 N O O M W N PP

Tubo

0 N O o b~ WN P

Tubo

1.
2.

2,5 mL de caseina 2%; pH 7,5; Tampao fosfato 0,1 M.

. Repouso 37°C por 3 a 5 min

0,2 mL de amostra

. Misturar, deixar a 37°C por 10 min

.5mL de TCA

. Repouso 10 min, temperatura ambiente

. Centrifugar a temperatura ambiente, 4000 g, 20 min
. Ler absorbancia do sobrenadante em 280 nm.

B, (Branco da amostra):

. 2,5mL de HCI 0,05 M

. Repouso 37°C por 3 a5 min

. 0,2 mL de amostra

. Misturar, deixar a 37°C por 10 min

.5mL de TCA

. Repouso 10 min, temperatura ambiente

. Centrifugar a temperatura ambiente, 4000 g, 20 min

. Ler absorbancia do sobrenadante em 280 nm.

B, (Branco do aparelho):

. 2,5 mL de HCI 0,05 M

. Repouso 37°C por 3 a5 min

. 0,2 mL de HCI 0,05 M (em substituicdo a amostra)

. Misturar, deixar a 37°C por 10 min

.5mL de TCA

. Repouso 10 min, temperatura ambiente

. Centrifugar a temperatura ambiente, 4000 g, 20 min

. Ler absorbancia do sobrenadante em 280 nm

B;(Branco do substrato):
2,5 mL de caseina 2%; pH 7,5; Tampao fosfato 0,1 M.
Repouso 37°C por 3 a 5 min
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3. 0,2 mL de HCI 0,05 M (em substituicdo & amostra)
4. Misturar, deixar a 37°C por 10 min

5.5mL de TCA

6. Repouso 10 min, temperatura ambiente

7. Centrifugar a temperatura ambiente, 4000 g, 20 min
8. Ler absorbéncia do sobrenadante em 280 nm

6.2 PREPARO DOS PADROES DE TIROSINA

Solucao Estoque (Sp): 5 mM

Po: 3 mL Sg+ 2 mL de agua = 3 mM de tirosina

Pi: 2 mL Sg+ 3 mL de agua = 2 mM de tirosina

P,: 1 mL Sg+ 4 mL de agua = 1 mM de tirosina

Ps: 2,5 mL P, + 2,5 mL de agua = 0,5 mM de tirosina
P4 2,5 mL P3+ 2,5 mL de 4gua = 0,25 mM de tirosina

Tubo Py:
1. 2,5 mL de tirosina 3 mM
2. Repouso 37°C por 3 a5 min
3.0,2mL HCI0,05M
. Misturar, deixar a 37°C por 10 min
.5mL de TCA
. Repouso 10 min, temperatura ambiente

. Centrifugar a temperatura ambiente, 4000 g, 20 min

0o ~N o U b

. Ler a absorbancia do sobrenadante em 280 nm.

—
c
(on
o

P

. 2,5 mL de tirosina 2 mM

. Repouso 37°C por 3 a5 min

.0,2mL HCI 0,05 M

. Misturar, deixar a 37°C por 10 min
.5mL de TCA

. Repouso 10 min, temperatura ambiente

. Centrifugar a temperatura ambiente, 4000 g, 20 min

o N OO O b WO DN P

. Ler a absorbancia do sobrenadante em 280 nm.

Tubo P,:
1. 2,5 mL de tirosina 1 mM
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. Repouso 37°C por 3 a5 min

.0,2mL HCI 0,05 M

. Misturar, deixar a 37°C por 10 min

.5mLde TCA

. Repouso 10 min, temperatura ambiente

. Centrifugar a temperatura ambiente, 4000 g, 20 min

. Ler a absorbancia do sobrenadante em 280 nm.

Pg:

. 2,5 mL de tirosina 0,5 mM

. Repouso 37°C por 3 a 5 min

.0,2mL HCI 0,05 M

. Misturar, deixar a 37°C por 10 min

.5mL de TCA

. Repouso 10 min, temperatura ambiente

. Centrifugar a temperatura ambiente, 4000 g, 20 min

. Ler a absorbancia do sobrenadante em 280 nm.

P.:

. 2,5 mL de tirosina 0,25 mM

. Repouso 37°C por 3 a5 min

.0,2mL HCI 0,05 M

. Misturar, deixar a 37°C por 10 min

.5mL de TCA

. Repouso 10 min, temperatura ambiente

. Centrifugar a temperatura ambiente, 4000 g, 20 min

. Ler a absorbancia do sobrenadante em 280 nm.

F. Atividade das Proteases Neutras

« Absorbancia da amostra T: Ay

» Absorbancia do branco B;: Ag;

» Absorbancia do branco Bs: Ags

39

» Através de At - Ag; - Ags, encontra-se na curva de calibragdo, a concentracdo de ti-

rosina, Cy, produzida pela agc&do da protease presente em 0,2 mL de amostra em 10

min a 37°C.



Concentragéio de proteina total (mg.mL™), atividade da enzima (U.mL ™) e atividade es-
pecifica (U.mg™) da enzima bromelina da coluna de gel filtracdo sephadex G-100( proto-

colo 1).
Etapa de Proteina total Atividade Atividade
purificagdo (mg/mL) enzimética especifica (U/mg)
(U/mL)
Suco do abacaxi 3,296 10,05 3,05
Sobrenadante 0,092 0 0
Precipitacdo 32,708 2,357 0,072

Fragdo 1 1,29 31,778 24,634
Fracéo 2 9 0,578 0,065
Fracao 3 10,68 54,311 5,085
Fragdo 4 8,93 24,556 2,75
Fracdo 5 9,65 0 0
Fracéo 6 8,38 0 0
Fracdo 7 7,15 0 0
Fracéo 8 417 0 0
Fracdo 9 53 0 0
Fracéo 10 5,06 29,033 5,738
Fracdo 11 4,45 23,256 5,226
Fracdo 12 3,52 0 0
Fracdo 13 3,3 0 0
Fracdo 14 2,96 0 0
Fracédo 15 2,96 0 0
Fracdo 16 2,41 0 0
Fracdo 17 3,2 0 0
Fracdo 18 2,57 0 0
Fracdo 19 2,66 0 0
Fragéo 20 2,38 0 0
Fracdo 21 2,46 0 0
Fracdo 34 2,35 0 0
Fracdo 35 2,613 0 0
Fracdo 36 2,863 0 0
Fracéo 37 3,025 5,183 1,714
Fracdo 38 3,113 2,295 0,737
Fracdo 39 2,088 0 0
Fracdo 40 2,738 0 0
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Etapa de Proteina total Atividade Atividade
purificacao (mg/mL) enziméatica especifica (U/mg)
(U/mL)
Fracdo 41 1,2 0 0
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica
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Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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