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Resumo

Devido a dimensdo da producdo mundial de abacaxi (Ananas comosus L.
Merril) e ao grande percentual de residuos gerados em seu cultivo e processa-
mento, varias pesquisas tém sido realizadas para a recuperacdo das enzimas
presentes no abacaxi, como a bromelina. Bromelina é o nome genérico dado
ao conjunto de endopeptidases oriundas dos membros pertencentes a familia
Bromeliacea, a qual pertence o abacaxi. Devido aos importantes papéis
tisiolégicos que desempenham, essas enzimas oferecem um amplo espectro
de aplicagdes terapéuticas comprovadas. Este trabalho visa a purificagdo da
bromelina a partir dos residuos do abacaxi pelos Sistemas Bifdsicos Aquosos
(SBA) PEG/Sal, utilizando (NH,),5O,, CaCl, e fosfato de potassio. Os resul-
tados referentes ao sistema PEG/CaCl, mostraram que, na faixa utilizada de
seus constituintes, ndo ha separacdo de fases. Contudo, os sistemas PEG/
Fosfato e PEG/(NH4),SO, apresentaram excelentes resultados, recuperando
a bromelina com fator de purifica¢do de 7,4 e 10,7 vezes, respectivamente, e
rendimentos acima de 80%.

Palavras-chave: Bromelina. Purificagio de proteinas. Sistemas bifasicos
aquosos. Sulfato de amonio.

Abstract

Due to the dimension of worldwide production of pineapple and to high
amount of generated waste from its cultivation and processing, several re-
search have been developed to recovery the enzymes presents on pineapple,
such as bromelain. Bromelain is the general name given to the group of endo-
peptidases found in pineapple as well as all proteases derived from members
of the family Bromeliaceae, which belongs to the pineapple. Because of
that play important physiological roles, these enzymes offers a wide range
of proven therapeutic applications. This work aims the purification of bro-
melain from pineapple waste through PEG/Salt aqueous two-phase systems
(ATPS) using (NH,),SO,, CaCl, and potassium phosphate. The results
showed that in CaCl, experiments have no ATPS formation in the range of
its constituents. However, the PEG/phosphate systems and PEG/(NH,),SO,
systems showed excellent results, recovering with bromelain purification
factor of 7.4 and 10.7 times, respectively, and yields above 80%.

Key words: Ammonium sulphate. Aqueous two-phase system. Bromelain.
Protein Purification.
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1 Infroducdo

O abacaxi (Ananas comosus L.), origina-
rio das Américas, é cultivado na Asia, na Africa,
nas Américas (Norte, Central e Sul) e na Europa,
sendo seu fruto consumido tanto na forma fres-
ca como industrializada. O Brasil, um dos lideres
mundiais em sua produgio, cultiva mais de 60.000
hectares de abacaxi (INSTITUTO BRASILEIRO
DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA, 2009).

O grande percentual de residuos gerados du-
rante a usinagem, cerca de 60% do peso total do
fruto, contém quantidades aprecidveis de brome-
lina, uma protease com numerosas aplicagdes nas
industrias alimenticias e farmacéuticas, que pos-
sui alto valor agregado e que, diferentemente da
papaina, nao desaparece quando o fruto amadure-
ce (SRIWATANAPONGSE et al., 2000), gerando
assim um numero crescente de estudos de proces-
$0s para sua recuperacio e purificacgio.

Bromelina é o nome genérico dado ao con-
junto de endopeptidases encontradas no abacaxi
e, na verdade, a todas as proteases oriundas dos
membros pertencentes a familia Bromeliaceae
(KENNEDY; TURAN, 1999).

Seguindo essa defini¢do, essas enzimas foram
nomeadas com numeros sistematicos [TUDMB:
EC 3.4.22.32 e EC 3.4.22.33, para a bromelina
do talo e fruto, respectivamente (KENNEDY;
TURAN, 1999).

Essas enzimas oferecem um amplo espec-
tro de aplicacoes terapéuticas comprovadas, de-
monstrando, in vitro e in vivo, atividades anti-
inflamatérias, antitromboéticas e fibrinoliticas
(MAURER, 2001), dando origem a medicamen-
tos para o tratamento oral sistémico de doencas
inflamatérias e para doengas relacionadas a coa-
gulagido sanguinea.

Atualmente, a bromelina é preparada por
meio da ultrafiltracdo, centrifugacao e liofilizacao

do suco refrigerado de abacaxi. Esse processo gera
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um p6 amarelado com 40% de teor de proteina
(LAROCCA et al., 2010).

As vantagens dos Sistemas Bifdsicos Aquosos
(SBA) sao bem conhecidas e incluem, entre outras,
biocompatibilidade, alta drea de contato inter-
facial e simplicidade de operagao dos processos.
Desse modo, neste estudo, descreve-se, compara-
tivamente aos demais sais, a alta adequabilidade
do sulfato de amdnio como componente em siste-
mas bifdsicos aquosos, constituindo um processo
alternativo de purificagio da bromelina. Para tal,
utilizar-se-4 planejamento fatorial para avaliar a
influéncia das varidveis no fator de purificacdo e

rendimento do processo.

2 Material e métodos

2.1 Extrato enzimdtico

O extrato enzimatico foi obtido a partir da
casca, do talo e das folhas do abacaxi (Ananas co-
mosus), sendo esses residuos coletados em super-
mercados locais. O material recolhido foi entio
triturado em processador de alimentos a tempera-
tura ambiente (25 = 3 °C), duplamente filtrado em
tela de nylon (120 mesh), para retirada de fibras e
particulados em suspensio, e posteriormente cen-
trifugados a 2000 g, por 20 minutos, a 4 °C, para
remog¢do do material insolivel. O sobrenadante
(extrato bruto) seguiu para a realizacao dos en-

saios posteriores.

2.2 Determinac¢do de proteinas

totais e atividade enzimatica
A concentracdo total de proteinas foi deter-
minada pelo método descrito por Bradford (1976).
O ensaio de atividade enzimdtica foi realizado
pelo método da azocaseina, como descrito por
Oliveira et al. (2006), em que azocaseina 1,0%
(p/v) (Sigma) foi solubilizada em 4% de etanol
(v/v) e tampdo fosfato 0,1 M, pH 7,0, e utilizados
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como substrato. A mistura de ensaio, contendo
125 pL de substrato e 125 pL de extrato enzima-
tico foi incubada por 10 minutos a 37 °C, sendo
a reagdo interrompida pela adi¢iao de 750 pL de
acido tricloroacético 5% (p/v).

As amostras foram entdo centrifugadas a
4000 g por 10 minutos e a uma temperatura de 5
°C. Uma unidade de atividade foi definida como a
quantidade de enzima requerida para produzir o
aumento na densidade 6tica em uma unidade no
intervalo de uma hora.

A atividade especifica foi calculada pela razao
entre a atividade proteolitica total e a concentra-
¢do total de proteinas da amostra. Seus resultados,
entdo, sao expressos em unidades de atividade por

miligrama de proteina (U - mg™).

2.3 Rendimento e fator de
purificacao
A fragdo de proteinas totais (YP) para a fase
superior foi calculado por meio da equacio 1, que
relaciona os volumes das fases as suas concentra-

¢Oes proteicas.

100

V_S [PT]I
Q)

Sendo V o volume, P, a concentragao total de
proteinas. Os subscritos S e I referem-se as fases
cujas varidveis representam: superior ou inferior,
respectivamente. O cdlculo da fracao de brome-
lina particionada (Y.B) foi, entdo, adaptado da

equagdo 1. Assim:

100
YsB = o amn)
(1+ PT,AES)
|MPTIS AEj
(@)

em que M, é a massa total de proteinas estimada

na fase indicada pelo respectivo subscrito e a ativi-

Exacta, Sao Paulo, v. 9, n. 3, p. 333-338, 2011.

dade especifica (AE). Os subscritos S e I referem-se
as fases cujas varidveis representam: superior ou
inferior, respectivamente. O fator de purificacio
foi calculado pela razdo entre a atividade na fra-
¢do de bromelina purificada e a atividade na fra-
¢do total de proteinas (extrato bruto), como pode

ser visto na equacgao 3.
AEp

FP A

AET

®

2.4 Planejamento experimental

e reparo dos sistemas bifasicos

aquosos

Para delinear as condi¢des de processo dos
SBAs PEG/CaCl, e PEG/(NH,),SO,, utilizou-se
um planejamento experimental fatorial, cujas va-
ridveis estudadas foram: concentracio do sal,
massa molar do PEG e concentragio do PEG
(BARROS NETO et al., 2010). Para o sistema
PEG/Fosfato, acrescentou-se ao planejamento o
pH como varidvel estudada. Em todos os casos, o
fator de purificagao (F,) foi escolhido como varia-
vel resposta. A Tabela 1 apresenta os niveis das
variaveis independentes reais e codificadas.

Os sistemas, com massa total individual de
cinco gramas (Sal + PEG + 1g de extrato + dgua),
foram elaborados conforme o planejamento. Apds
a adicdo dos componentes, os sistemas foram agi-
tados vigorosamente em vortex por 180 segundos;
Tabela 1: Planejamento experimental fatorial

completo 24, para o fosfato, e 23 para os
demais sais

PEG/CaCl
PEG/Fosfato ou (NH4)2364
Varid- MM- MM-
veis pH | [Sal] | [PEG] PEG [Sal] | [PEG] PEG
Nivel -1 6 13% | 15% | 2000 | 15% | 15% | 2000
Nf(‘f; O | 7 | 14% | 17.5% | 4000 | 20% | 17.5% | 4000
Nivel 1 8 15% | 20% | 6000 | 25% | 20% | 6000
Concentragdes percentuais dadas em m/m.
| | HE E ER
| | | | H EH EEEER
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centrifugados a 3000 g, por 10 minutos, e tiveram
aliquotas retiradas das fases formadas para reali-
zacdo das analises. Todos os experimentos foram
realizados em triplicata, bem como as andlises que

sucederam a separacdo das fases dos SBAs.

3 Resultados e discussoes

A tentativa de utilizagdo de CaCl, neste
trabalho se baseou nos estudos realizados por
Biazus et al. (2007). Contudo, os experimentos
demonstraram que n3o hd separacdo de fases,
na faixa de constituintes utilizada, nos sistemas
PEG/CaCl,. Os sistemas PEG/Fosfato na faixa de
pH trabalhada e a temperatura ambiente foram
escolhidos baseados em Ferreira (2007). Nessa
faixa de pH, a atividade proteolitica da enzima
encontra-se em seu maximo (FERREIRA et al.,
2011). Segundo Klomklao et al. (2005), o vasto
numero de estudos realizados em sistemas PEG/
Sal, cujo diferencial consiste no aprimoramento
da particio da molécula alvo pelo sal, mostrou
que, apds a separacdo das fases, a bromelina é
particionada proeminentemente para a fase po-
limérica, principalmente em sistemas cuja carac-
teristica hidrofébica se assemelha as enzimas.
Nesses sistemas, o particionamento de biomolé-
cula depende, dentre outros fatores, do efeito do
volume de exclusio do polimero na fase polimé-
rica e do salting-out na fase rica em sal (BABU
et al., 2008).

Os resultados dos estudos com o sistema
PEG/Fosfato (ver Tabela 2) mostram que o experi-
mento com maior valor para o fator de purificacao
foi aquele cuja composicdo era: 15% para o fosfa-
to, 15% para o PEG, 2000 MMPEG e pH 8.
Nessas condi¢oes, foi obtido rendimento de 89,9%
e fator de purificagdo de 8,5 vezes.

Esses resultados, muito embora sejam infe-

riores aos encontrados por Ferrari et al. (2011),
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Tabela 2: Resultados da purifica¢cdao do sistema
PEG/Fosfat

Experimento | pH | [Sais] | [PEG] E'EV'C_" Fo | YB
1 A1 1 A 1 0,73 | 37.59
2 A1 1 A 1 096 | 62,37
3 A1 1 A A 1,81 | 76,56
4 1 1 K] 1 7,70 | 88,21
5 1 R 1 1 | 580 9712
6 A1 A 1 1 | 067 | 46,20
7 1 1 1 A | 497 | 83,35
8 A1 1 1 1 | 075 | 4572
9 1 1 K] A | 096 | 50,21
10 1 1 1 1 7,76 | 97.91
n 1 1 1 1 | 048] 4113

12 1 1 A 1 | 850 | 89,89
13 1 K] A 1 1,64 | 56,13
14 1 A - a1 | 312 | 76,46
15 K] A 1 1 | 070 | 51,92
16 1 A 1 1 | 2,86 | 83,40
17 0 0 0 0 | 205 | 6965
18 0 0 0 0 | 211 | 67,58
19 0 0 0 0 | 206 | 6981

refletem as condicbes experimentais utilizadas e
sdo vélidos para este estudo comparativo.

A Tabela 3 mostra os resultados obtidos para
a purificacao da bromelina utilizando o sulfato de
amonio. Observa-se, entdo, que os resultados ob-
tidos para o fator de purificagdo foram superiores
aqueles obtidos, concentrando em aproximada-
mente 10 vezes a molécula alvo em seu ponto 6ti-
mo (MMPEG de 4000, [PEG]| de 17,5% e
[(NH,),SO,] de 20%).
Tabela 3: Resultados da purificacdo da

bromelina por sistemas bifdsicos aquosos PEG/
(NH4)2SOA

Experimentos ';,AE'\Q; [PEG] | [(NH)),SO,] Fp Y.B
1 -1 -1 -1 1,00 | 50,00
2 1 -1 -1 2,74 | 86,48
3 -1 1 -1 1,74 | 75,07
4 1 1 -1 2,30 | 84,15
5 -1 -1 1 8,00 | 83,17
6 1 -1 1 8,70 | 87,90
7 -1 1 1 491 | 84,08
8 1 1 1 4,51 | 85,64
9 0 0 0 10,57 | 88,27
10 0 0 0 10,78 | 88,24
1 0 0 0 10,76 | 87,86
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A Figura 1 apresenta os dados dos fatores de
purificacdo (F)) e as fragdes de proteinas totais
(Y(P) e de bromelina particionadas para a fase su-
perior (YB) para ambos os sistemas formados

com Sucesso.

8771

Rendimento (%)

YSB YSP
BPEG/Fosfato  m PEG/Sulfato de Amonio

Figura 1: Fator de purificagdo, fragdo de
proteinas totais e de bromelina para os
sistemas PEG/Fosfato e PEG/(NH,),SO,em suas
respectivas condi¢coes 6timas

Tais dados mostram que o sistema PEG/
Fosfato recuperou uma maior fragio de bromeli-
na, particionando a mesma para a fase rica em
PEG, juntamente com a maior parte das proteinas.
Entretanto, analisando-se o fator de purificacio
vé-se claramente que o sal mais adequado ao pro-
cesso € o sulfato de amonio.

Soares et al. (2011) alcangou, em uma dni-
ca etapa, 44% de rendimento na recuperagio de
bromelina a partir de residuos de abacaxi, au-
mentando em quatro vezes a atividade especifica.
Hebbar et al. (2008), utilizando sistemas com mi-
celas reversas, obtiveram 106% de recuperagdo
da atividade enzimatica e um fator de purificagao
de 5,2 vezes.

O principal objetivo de técnicas de baixa
resolu¢do como os sistemas aquosos bifdsicos é
concentrar a molécula alvo. Contudo, a mani-
pulacdo dos parametros dos sistemas estudados
pode aumentar a seletividade da parti¢do e pu-
rificar consideravelmente a bromelina, possibili-
tando a reducdo de etapas no processo de obten-

¢do da mesma.

Exacta, Sao Paulo, v. 9, n. 3, p. 333-338, 2011.

4 Conclusoes

Observou-se que o emprego do cloreto de
célcio é inadequado, pois nio leva a formacio
de um sistema bifdsico. Os sistemas PEG/Fosfato
mostraram-se bastante eficientes, atingindo rendi-
mento acima de 80% e fator de purificacdo de 8,5
vezes. No entanto, os melhores resultados para a
purificacdo da bromelina foram obtidos por SBAs
PEG/(NH,),SO,, alcangando um fator de purifi-
cacao de 10,7 vezes no sistema PEG4000 (20%)
-(NH,),50,(25%), demonstrando que houve uma
concentracao seletiva da molécula alvo na fase po-

limérica desse sistema.
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