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Resumo. A bromelina, enzima proteolitica presente no abacaxi (Ananas Comosus L. Merril),
tem diversas aplicacoes, envolvendo a indiistria de alimentos, a drea medicinal e a nutri¢cdo
para animais. Pode ser obtida através da trituracdo e centrifugacdo das partes do fruto,
gerando um extrato com elevada concentracdo da enzima. O precipitado obtido pela adi¢do
de etanol, misturado com uma carga apropriada (celulose micro cristalina) forma um
composto que pode ser extrusado em “pellets”, de modo a ser administrado oralmente. Como
meta propds-se um trabalho de pesquisa visando a extracdo, precipitacdo e desenvolvimento
de uma forma terapéutica de dosagem no formato de “pellets” contendo a enzima, utilizando
equipamentos disponiveis na Escola de Engenharia Maud (extrusor e esferonizador). A
atividade enzimadtica foi estudada ao longo do tempo para verificar a estabilidade da enzima,
no extrato, no precipitado e na forma de pellets com celulose, durante a estocagem. Foram
utilizadas a casca e o talo interno do abacaxi como fonte de bromelina visando seu
aproveitamento a partir dos residuos da industrializagcdo do fruto. Os resultados mostraram
que a enzima no extrato e no precipitado é estdvel ao longo do tempo; para os pellets,
resultados iniciais também mostraram estabilidade da bromelina.

Introducao

Uma das condi¢des fundamentais para a vida € a capacidade que os organismos vivos
apresentam de catalisar reagdes quimicas de forma eficiente e seletiva. Catalisadores sdo
compostos capazes de aumentar a velocidade da reacdo sem alterar a propor¢cdo entre
reagentes e produtos encontrada no final da reacdo e sem serem efetivamente consumidos
durante o processo (Borzani, Schmidell e Lima, 2001). Sem a catdlise, as reacdes quimicas
ndo poderiam ocorrer em uma escala de tempo conveniente (Lehninger, Nelson e Cox, 2007).

As enzimas estdo no centro de todos os processos bioquimicos, pois possuem um
grande poder catalitico, superior ao apresentado pelos catalisadores sintéticos e inorganicos.
Possuem um elevado grau de especificidade com respeito ao substrato, acelerando reagdes
quimicas e atuando em solu¢des aquosas em condi¢des suaves de temperatura e pH. As
enzimas tem se convertido em ferramentas importantes, ndo apenas na medicina como
também na inddstria quimica, alimenticia e na agricultura (Lehninger, Nelson e Cox, 2007).

A bromelina, conjunto de enzimas proteoliticas encontradas nos vegetais da familia
Bromeliaceae e pertencente ao grupo de sufidril proteases, tem aplicacdo em diversas dreas
envolvendo industrializagao de alimentos e medicina, passando pela industria de cosméticos,
na desodorizagdo de gases e nutricdo animal. Na industria de alimentos pode ser empregada,
por exemplo, na hidrélise da miosina produzindo efeito de amaciamento da carne. Na
medicina demonstra-se (in vitro) que, devido a sua capacidade proteolitica, é capaz de reduzir
o crescimento de tumores (Maurer et al., 1988; Harrach et al., 1998). A bromelina também €
empregada nos casos de inflamacao associada com edema causado por ferimentos traumaticos
ou pds-operatérios (White et al., 1988); inflamacdes do trato respiratério, inflamagdes
causadas por disturbios circulatérios (trombo flebite), e também para aumentar a atividade de
antibidticos (Lotz-Winter, 1990). Segundo Brakebusch et al. (2001), as funcdes bioldgicas da
bromelina t€ém valor terapéutico modulando a coagulacdo do sangue e promovendo a absor¢cdo
de drogas. Um estudo efetuado em voluntarios sadios e pacientes com desordem no sistema
imunoldgico mostrou que a bromelina estimula as propriedades deste sistema. Na drea de
nutri¢do animal, a enzima foi estudada como agente de degradacdo de proteinas presentes em



alimentos destinados a ruminantes, pois tem a caracteristica de hidrolisar ligacdes peptidicas
das proteinas.

Encontra-se presente no talo, na polpa e na casca do fruto abacaxi (ananas comosus)
cujas enzimas sao referidas de forma genérica como bromelinas. Segundo Freiman e Sabaa-
Srur (1996), um dos processos, que envolve a precipitacdo com dlcool etilico, pode ser
resumido na seqiiéncia: desintegracdo das partes da planta, filtragdo, centrifugacdo (10000
rpm, por 20 minutos a 5 °C) obtendo-se o extrato bruto; precipitacdo com éalcool etilico a
10 C (proporg¢ao 1:1), repouso (por 24 horas a 5 °C), e centrifugacdo (10000 rpm por 20
minutos a 5 °C), obtendo-se o precipitado final. Cesar (2005) trabalhou na recuperagdo de
praticamente toda bromelina do abacaxi empregando a precipita¢cdo em um estagio com etanol
a5 °C.

Para fins medicinais da bromelina é necessario peletizar o precipitado obtido através
do extrato do fruto, pois na induistria farmac€utica € consenso que sistemas de dosagem
compostos por multiplas unidades — pellets — apresentam algumas vantagens com relacao
aqueles de dosagem uUnica — drdgeas ou comprimidos. A passagem de um sistema multiplo
pelo aparelho digestivo ocorre com melhor distribuicdo e absorcdo do principio ativo,
resultando em um perfil de liberacdo/absorcdo mais previsivel e reduzindo concentracdes
locais excessivas, muitas vezes responsaveis por efeitos colaterais (Salsa, Veiga e Pina, 1997;
Kramer e Blume, 1994; Yuen, Deshmukh e Newton, 1993). Esses pellets podem ser
acondicionados em cdpsulas gelatinosas ou at€é mesmo comprimidos. A primeira opgao € a
mais usual, pois facilita o desenvolvimento do produto, uma vez que ndo existe a preocupagao
com a resisténcia do granulo a compressao.

Considerando as estimativas da quantidade de bromelina presente no fruto, 1 a 2
gramas por kg (Tisseau, 1986), e no precipitado, chegou-se ao resultado de que para uma dose
didria média de 100 mg de bromelina (em torno de oito cdpsulas por dia), agindo como
suplemento vitaminico, seriam precisos 4,30 gramas de precipitado. Outras fungdes da
bromelina dependem de uma maior dosagem. Sabe-se que em 1972 foi reportado o uso de
bromelina em pacientes com cancer: a administracdo didria de 600 mg de bromelina em
mulheres portadoras de cincer de mama e ovdario demonstrou redugdo de metéstases nas
pacientes (Gerard, 1972).

Os excipientes empregados na formulacdo de pellets sdo tipicamente aqueles
utilizados na fabricagdo de comprimidos. Os excipientes sdo responsdveis por conferir a
forma, a friabilidade, a dureza e as caracteristicas de dissolucdo desejadas, com o objetivo
final de fazer com que as drogas sejam liberadas e absorvidas no organismo da maneira
necessdria (Harris, 1989). Os principais tipos de excipientes empregados na fabricacdo de
pellets s@o os diluentes — como a celulose micro cristalina (MCC), os ligantes — como
polivinilpirrolidona (PVP) e hidroxipropilmetilcelulose (HPMC), e ainda os desintegrantes,
lubrificantes, tensoativos e antiaderentes.

A acdo hidrolitica da enzima bromelina presente no extrato, precipitado e pellets,
segue o modelo de Michaelis - Menten, que considera a reagcdo reversivel entre a enzima € o
substrato formando um complexo intermedidrio, com parte deste complexo gerando produtos
e restituindo a enzima (Elias, 2010)

Neste trabalho foi enfocada a bromelina presente na casca e no talo do abacaxi,
visando seu aproveitamento a partir dos residuos da industrializacdo do fruto.

Material e Métodos

Os ensaios foram efetuados nos Laboratérios de Engenharia Quimica e Engenharia de
Alimentos da Escola de Engenharia Maud do Instituto Maud de Tecnologia. O abacaxi
variedade pérola, do qual se aproveitou a casca e o talo do fruto, foi adquirido diretamente do
mercado. Como substrato, foi utilizado caseina (Labsynth). Todos os reagentes utilizados
foram grau analitico.



Para a execucdo dos ensaios, as dispersoes (substrato, extrato do fruto e pellets) foram
tamponadas (68g KH,PO4 + 87g K,HPOy diluidos para 1 L) e o pH ajustado entre 6,0 e 6,5,
valor 6timo para a atividade enzimdtica conforme a literatura (Elias, 2010). A reagdo de
hidrélise da caseina para determinacdo da atividade foi conduzida a 35 °C, condicdo na qual
ndo se observa desativacao térmica (Elias, 2010).

O procedimento para obter o extrato da casca e do talo obedeceu a seguinte seqiiéncia:
retirada da coroa; lavagem dos frutos com dgua corrente; separacdo da casca e do talo; corte
em pedacos pequenos; triturar e separar o bagaco (Juicer Walita RI1861); recolher o extrato
em recipiente contendo tampao (propor¢do 1 mL de solugdo tampdo para cada 20 mL de
dispersdo do extrato; para valores fracionados arredondou-se o volume da solucdo tampao
para o valor imediatamente acima, de modo a permitir a sua dosagem com pipeta); ajustar o
pH para o valor desejado empregando NaOH 1 M ou HCI 0,5 M, acondicionar em garrafas e
estocar no freezer em temperaturas abaixo de 20 °C negativos.

O extrato foi precipitado conforme técnica ja estudada (Cesar, 2005). Para cada 100
mL de extrato foram utilizados 400 mL de alcool etilico 95%. O procedimento foi: reduzir a
temperatura do extrato e do dlcool para 5 °C; em béquer de 4 L adicionar o extrato; adicionar
o 4lcool lentamente sob agitacdo; manter a agitacao por 35 minutos observando a temperatura
em 5 °C; centrifugar por 20 minutos (5000 rpm); retirar o precipitado e deixd-lo exposto ao
ambiente (20 horas) permitindo a evaporacdo do &lcool residual; armazenar em vidraria
fechada (7 °C).

A massa para produgdo dos pellets foi preparada misturando o precipitado com dgua e
MCC. Apés ensaios exploratérios, a propor¢do que se mostrou mais adequada foi: 23%
precipitado / 38% MCC / 39% agua. Os pellets foram produzidos pelo processo de extrusio-
esferonizacdo (Santos et. al., 2004; Chatchawalsaisin et al., 2005). A preparagdo foi: mistura
dos ingredientes (Batedeira Arno Ciranda Chrome Automatic); extrusdao da massa (rotacao 50
rpm); esferolizagdo (900 rpm) coletando os pellets apds 16 segundos; secagem (estufa por 24
horas a 50 °C); determinar a granulometria (encontrada na faixa de 0,6 mm a 1,2 mm de
diametro). Os pellets foram armazenados sob temperatura ambiente em local fresco e longe
do sol, assim estudou-se o comportamento de sua atividade enzimética no decorrer dos dias,
relacionando as encontradas com a inicial.

A quantidade de dispersdao de caseina, na concentracdo de 20 g.L'l, foi preparada
conforme a necessidade, no maximo na véspera do ensaio, e mantida sob refrigeracdo (7 °C).
A rotina do preparo foi: adicionar (temperatura ambiente) aproximadamente 80 % da dgua
total; iniciar aquecimento e agitagdo; manter o pH entre 6,5 e 7,0 (adicdo de NaOH 1 M);
agitar até completa dispersdo (aquecimento até 80 a 85 °C); resfriar até temperatura ambiente;
adicionar tampao tomando como base a propor¢do 1 mL de solugdo tampao para cada 20 mL
de dispersdo de caseina; ajustar o pH para o valor desejado empregando NaOH 1 M ou HCI
0,5 M; passar para um baldo volumétrico e avolumar até a marca de aferi¢ao.

Foram preparadas, separadamente, dispersoes de 4 g de extrato, 0,5 g de precipitado e
4 g de pellets, avolumando até 50 mL. Metade do volume foi destinada a determinacdo do
branco e metade a determinacdo da atividade enzimadtica. A rotina da preparagdo foi:
adicionar o extrato (ou precipitado, ou pellets) em béquer; adicionar 4gua e homogeneizar;
transferir para um baldo de 50 mL, avolumar com 4gua.

A hidrélise do substrato foi efetuada em béquer (100 mL) com agitador de vidro e
rotagdo varidvel. A rotacdo escolhida foi a maxima possivel de modo a ndo permitir
incorporagdo de ar ao meio reacional, o que causaria erro na quantidade pipetada para andlise
dos aminodcidos formados. A rotina de preparacdo foi: pipetar 50 mL da dispers@o de caseina
e adicionar ao béquer; instalar o béquer no banho termostatico e iniciar a agita¢ao; pipetar 25
mL da dispersdao do extrato (ou do precipitado, ou dos pellets) e adicionar ao béquer, o tempo
zero foi considerado apds a adi¢do de toda a enzima; apds o tempo de reagcdo pré-determinado
(10 minutos) foi pipetada uma amostra do meio reacional (5 mL) e adicionada a um tubo de
centrifuga, j4 com 5 mL de uma solu¢do de TCA 0,3 M (precipita a enzima e a proteina nao



reagida, extinguindo a reacdo de hidrélise); o tempo de reacdo considerado foi desde o zero
até metade da adicdo da amostra na solucdo de TCA; os tubos com as amostras foram
centrifugados por 20 minutos a 5000 rpm, empregando centrifuga marca Fanem; o
sobrenadante foi transferido para uma cubeta de quartzo e lida a absorbancia.

Quando a caseina € submetida a acdo da bromelina ela sofre hidrdlise liberando
aminoécidos, dentre eles os aromaéticos (tirosina, triptofano e fenilalanina) que sdo detectdveis
por absorbancia a 280 nm de comprimento de onda. A leitura da absorbancia foi feita no
espectrofotometro Varian modelo Cary 1E. As amostras foram colocadas em cubetas de
quartzo, recomendadas para emprego no comprimento de onda utilizado, com espacamento
interno de 10 mm. As cubetas, uma com a amostra e outra com 4gua, foram instaladas nas
camaras apropriadas.

Os valores de absorbancia das amostras foram lidos para determinar a quantidade de
aminodcidos aromadticos presentes, descontando-se a absorbincia lida para o branco. A
quantidade de aminodcidos arométicos foi expressa em quantidade de tirosina. Com a curva
de calibragdo da absorbancia em funcdo da tirosina calculou-se a correspondéncia em mmol
de tirosina por litro.

A correlacdo entre absorbincia e os aminodcidos aromaticos foi feita empregando
tirosina em diversas concentragdes, assim, leu-se a absorbancia e expressou-se a leitura em
milimol de tirosina por litro, que corresponde aos produtos formados pela hidrélise. A curva
de calibragdo forneceu uma relacdo linear (coeficiente de correlacdo 0,9972) da absorbancia
com a concentra¢do de tirosina: A equagdo (1) mostra esta relacao.

a — 0,0544
Crubo = ~10398 (mmol de tirosina. L™1) (1)

onde a representa o valor lido da absorbancia e Cyy;,, a concentracdo, em mmol - L™1 de
tirosina obtida através da absorbancia.

Para obter a concentracio do meio reacional, foi necessdrio considerar a diluicao
devido a adicao sobre TCA 0,3 M. Como as solucdes foram bem diluidas, a seguinte equacdo
foi aplicada:

Vmeio reacional * Cmeio reacional = Vtubo . Ctubo (2)

em que Vineio reacionat € © volume da amostra pipetada do reator e Viyp, € 0 volume total
(amostra do reator mais TCA 0,3 M) no tubo da centrifuga (ambos em mL); Cpeio reacional €
a concentracdo de aminodcidos no meio reacional e C;,p, € a concentracdo de aminoacidos no
tubo da centrifuga, encontrada através da equacdo (1), ambos expressos em
mmol de tirosina. L1,

A atividade A foi expressa em mmol - L™1 de tirosina apés 10 minutos de reacdo,
conforme a equacgdo (3):

A= M (mmol de tirosina.L™t.min™1) (3)
10 min

Tomando como base o trabalho desenvolvido por Elias (2010), a massa de extrato a
ser pesada ficou definida em 4,00 gramas, quantidade que resultou em leituras de absorbancia
em torno de 1, valor de leitura recomendado por estar no centro da curva de calibracido. Ainda
conforme Elias (2010), as condi¢des de melhor atividade sdo encontradas a 35 °C e pH entre
6,0 e 6,5; valores adotados no presente trabalho. Para determinacdo da atividade do
precipitado e dos pellets, as quantidades foram determinadas de modo a proporcionar o
mesmo valor de atividade observada para o extrato no inicio do trabalho; uma vez
determinada a quantidade ela foi mantida fixa para os demais ensaios ao longo do tempo.
Como o foco do estudo foi verificar a estabilidade da enzima em diversas condi¢des (extrato,



precipitado e pellet), as curvas foram elaboradas dividindo-se a atividade apds determinado
tempo pela atividade inicial.

Resultados e Discussao

A massa utilizada para o extrato foi de 4,00 gramas. Para o precipitado foram
empregadas 0,50 gramas e para os pellets foram utilizadas 4,00 gramas. Os resultados para a

atividade . (atividade inicial)™! em funcdo do tempo, encontram-se na Figura 1. Na
elaboragdo dos graficos para o precipitado e o extrato, valores de atividade muito discrepantes
com relagdo a tendéncia mostrada, foram descartados.

Observa-se que a enzima presente no extrato (conservado a 24 °C negativos e pH entre
6,0 e 6,5) ndo apresentou perda de atividade ao longo de 80 dias. Quanto ao precipitado,
devido ao lento processo para sua preparagdo, os ensaios para determinar a atividade
comecgaram a ser efetuados apds 2 meses da obtencdo do extrato; os trés ensaios realizados
(Figura 1) mostram que a enzima no precipitado mantém a atividade, a exemplo do extrato.

Para preparacdo dos pellets houve necessidade de acumular 300 g de precipitado,
quantidade minima para mistura com MCC, extrusdo e esferolizacdo. Como foi obtido cerca
de 10 gramas de precipitado por preparacdo foram necessarias 30 operacdes, consumindo 2
meses de trabalho. Portanto, obteve-se para o pellet apenas um resultado apés o valor inicial.
A Figura 1 mostra que a atividade da bromelina no pellet mais que dobrou com relagcdo a
inicial, levando-se a questionar dois pontos: homogeneidade da mistura (precipitado + MCC)
e / ou a andlise por absorbancia.
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Figura 1 — Comportamento das atividades enzimdticas em relagdo a sua atividade
inicial, ao longo do tempo.

Conclusoes

Os resultados encontrados neste trabalho mostram que a bromelina presente nos
residuos (casca e talo) do ananas comosus L. Merril (variedade pérola), na forma de extrato e
de precipitado, apresenta um comportamento estdvel em relacdo a sua atividade enzimatica.
Apesar de algumas variacdes nos resultados ao longo do tempo as atividades encontraram-se
proximas as iniciais.

Com relagdo aos pellets, resultados adicionais deverdo ser obtidos de modo a verificar
a estabilidade da bromelina misturada com o veiculo para sua administragao oral.



Apesar de serem poucos os resultados obtidos para o precipitado e para os pellets,
pode-se esperar que os residuos do processamento industrial do abacaxi sejam uma fonte de
bromelina para a elaboragdo de pellets visando sua aplicacdo medicinal.
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