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RESUMO: Os objetivos deste trabalho foram caracterizar plantas de abacaxizeiro (Ananas comosus
L. Merril} cv. Smooth Cayenne, cultivadas “in vitro” em meio salino, quanto & atividade da bromelina,
identificar partes das plantas que apresentam maiores atividades da enzima e verificar a influéncia do
estresse salino na sua atividade. Gemas axilares de abacaxi foram cultivadas “in vitro” em meio MS,
acrescido de 2 mg.L' de BAP e 1 mg.L" de NAA. Os niveis de salinidade testados foram: 0,57 g.L" de
NaCl; 1,15 g.L" de NaCl & 2,30 g.L" de NaCl. A atividade da enzima bromelina foi quantificada em
todas as fases de desenvolvimento das plantas “in vitro”, em gemas, plantas e raizes. A atividade da
bromelina foi maior em gemas nos maiores tecres de sal aos 15 dias. No cultivo de plantas a atividade
da enzima foi decrescente para os tratamentos salinos em todas as coletas até os 60 dias. As raizes
formadas apresentaram atividade de bromelina maior em meio salino.

Palavras-chave: Abacaxi, bromelainas, ativadores de enzima, solos salitrosos.

ABSTRACT: Bromelian enzyme activity on pineapple plants { Ananas comosus L. Merril) under
saline conditions “in vitro". The objectives of this work were to characterize pineapple plants (Ananas
comosus L. Merril) cv. Smooth Cayenne, cultured “in vitro®, in saline medium, in relation to bromelian
activity, identifying the parts of the plant with the highest bromelian activity. Also under aim was the study
of the influence of saline stress on the enzyme activity. Axillary buds of pineapple were cultivated “in vitro"
in MS medium, supplemented with 2 mg.L* BAP and 1 mg.L"' NAA. The levels of salinity tested were:
0.57 g.L-'NaCl, 1.15 g.L"* NaCl, and 2.30 g.L"" NaCl. Bromelian activity was evaluated in the development
of buds, shoots, and roots. The results showed that bromelian activity was higher in buds at the highest
salt concentration at 15 days. Cultured shoots showed bromelian activity decreasing in the saline
treatments in all the collection, up to 60 days in culture. The roots showed higher bromelian activity in

the roots in saline medium.
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INTRODUGAO

A bromelina (EC 3.4.22.4) é uma enzima
proteolitica encontrada no abacaxi e em outras
especies de plantas da familia Bromeliaceae, que
esta presente na fruta e na planta, principalmente
no caule de onde & obtida comercialmente,
Entretanto, a quantidade produzida ainda é
pequena em relagao as necessidades de mercado,
o gue a torna, um produto de alto valor comercial,
que nao é produzido no Brasil. A atividade
proteclitica & o principal pardmetro de avaliagao
da qualidade e do valor comercial da bromelina.

Sua importancia econdmica esta
relacionada com a produgdo de farmacos, pois
faz parte de componentes ativos de remédios que
auxiliam a digestdo. Na farmacologia, segundo
Meinig (1999}, o primeiro efeito da bromelina
relatado foi como digestivo, substituindo a pepsina
e tripsina em tratamentos de insuficiéncia
pancreatica. E utilizada também no tratarento
de cardiopatias, artrite reumatdide, traumas
cirdrgicos, edemas, sinusites, devido
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principalmente a facilitar a coagulagdo sanguinea
diminuindo os edemas e apresentar um efeito
antiinflamatério. Faz parte de componentes ativos
de farmacos que ativam a circulagio sanguinea e
respiragdo, pois suprimem os depdsitos protéicos
em veias e artérias. Mas terapias contra o cancer,
é utilizada no aumento de lises de células
cancerosas. Recentemente, tem sido relatado que
as proteases extracelulares tem um papel
especifico regulatério na modulagéo da resposta
imune e também podem agir como sinalizadoras
em processos de metagénese (Mynott et al.,
1999). A bromelina promove o aumento nos niveis
de antibiéticos quando administrada
concomitantemente a eles (Winter, 1990).

E empregada também nas indlstrias de
alimentos, no amaciamento da carne degradando
suas proteinas conjuntivas, na produgdo de
biscoitos a partir de farinhas de trigo com alto teor
protéico, na produgio de ovos desidratados, na
preparag@o de leite de soja e isolados protéicos.
Nas cervejarias para clarificagdo da cerveja,
hidrolizando certos complexos proteinas-taninos,
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formados durante a fermentagéo (Freiman & Srur,
1999). E usada no tratamento de couros, nas
industrias téxteis para amaciamento de fibras e
também na produgdo de detergentes (Santos,
1995).

A micropropagacao de plantas, através
da qual clones selecionados pelas suas
caracteristicas fenotipicas e livres de patégenos
sdo propagados em condicBes assépticas e
rigorosamente controlados, & uma técnica que
pode ser utilizada como alternativa para o
aumento da producdo da enzima disponivel para
extragdo e consumo. Existem vantagens
potenciais em se usar a cultura de tecidos vegetais
como fonte de compostos industrialmente
importantes como as enzimas, ao invés de
produzi-los pelos meios tradicionais, entre elas: a
independéncia dos fatores ambientais, incluindo
clima, pragas, doengas e limitagbes geograficas
e o relativo grau de controle durante a cultura
permitindo que os niveis de produgdo possam ser
ajustados de acordo com as demandas do
mercado (Pletsch, 1989).

A salinidade no solo ou em cultivos “in
vitro", por ser uma condigéo estressante, provoca
respostas metabdlicas nas plantas, tais como, as
alteragbes nos niveis de proteinas e na atividade
de enzimas. Em geral, plantas submetidas a
estresse salino podem acumular solutos no
citoplasma (Ulisses ef al., 1998).

Segundo Guillemin et al. (1995), os solos
com allo teor de cloreto de sddio seriam pouco
propicios para o cultive de abacaxi por causarem
redugéo de tamanho da planta e diminuigio no
tamanho e qualidade das frutas, principalmente
por provocar disturbios nutricionais, sendo que a
cv. Smooth Cayenne se mostra mais sensivel a
salinidade quando comparada a outras cultivares.
O abacaxizeiro & tido como uma cultura
moderadamente tolerante a salinidade na faixa
entre 640 ppm a 3840 ppm (3 a 6 dS/m), porem
nao ha referéncia quanto a tolerancia a sodio, cloro
ou boro (Ayers & Westcot, 1991).

Assumindo-se a hipdtese de que plantas
de abacaxi produzidas “in vitro" possuem
bromelinas bioguimicamente ativas, os objetivos
deste trabalho foram: caracterizar plantas de
abacaxizeiro (Ananas comosus L. Merril) cv.
Smooth Cayenne, cultivadas “in vitro”, quanto a
atividade da bromelina, identificar partes das
plantas gue apresentam maiores atividades da
enzima e verificar a influéncia do estresse salino
na sua atividade.

MATERIAL E METODO

Micropropagagao

Para a obtengdo de plantas, gemas
axilares da coroa foram inoculadas em tubos de
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ensaio contendo 15 mil de meio basico MS
(Murashige & Skoog, 1962), acrescido de 2 mg.L-
" de BAP, 1 mg.L" de NAA, 1 mg.L' de Tiamina
como fonte de vitaminas, suplementado com 30
g.L"' de sacarose e 100 mg.L"' de inositol,
solidificado com 6 g.L" de dgar, como proposto
por Piza (1997). Para obtencgao de estresse salino
foi adicionado ao meio NaCl em concentragbes
intermediarias para a tolerancia em solos salinos,
sendo, a testemunha (omisso em sal), 0,57 g.L"
de NaCl, 1,15 g.L" de NaCl e 2,30 g.L"* de NaCl

Gemas axilares, plantas e raizes
micropropagadas de abacaxi cultivar Smooth
Cayenne foram utilizadas como material vegetal
para a analise de bromelina. A atividade da
enzima foi quantificada em todas as fases de
desenvolvimento da planta “in vitro”, ou seja,
gemas em desenvolvimento {aos 0, 15 e 30 dias),
plantas (aos 0, 15, 30, 60 e 90 dias) e raizes (aos
30 e 60 dias) em quatro tratamentos com quatro
repetigdes.

Atividade de Bromelina

Para a obtengdo do extrato bruto, o
material vegetal foi pesado e macerado em 5 ml
de tampéo fosfato 0,2 M, pH 6,7 e filtrado 2 vezes
em gaze.

A atividade da enzima foi obtida pelo
método da digestdo da caseina, segundo Kunitz
(1947), com medificagles, realizadas neste
trabalho apds testes preliminares para ajuste do
metodo, onde 5 ml de caseina Hammarstein 1%
foram incubados com 0,2 ml de extrato bruto a
352 C. Em tubos de ensaio adicionou-se:

Tubo 1: 5 ml de caseina + 0,2 mi extrato bruto;
Tubos 2 a 6: 5 ml de reativo de Bradford (1976).
Retirou-se uma aliquota de 0,1 ml do Tubo 1 &
adicionou-se ao Tubo 2, agitou-se e realizou-se
leitura de absorbancia imediata em
espectrofotdmetro a 595 nm. Apds 5 minutos,
retirou-se nova aliquota de 0,1 ml do Tubo 1 e
adicionou-se ao Tubo 3, agitou-se e realizou-se
leitura imediata. Repetiu-se a operagao a cada 5
minutos, utilizando os demais tubos, durante 20
minutos. Todo o procedimente foi realizado em
banho-maria a 35°C.

A bromelina catalisa a hidrélise de
substratos protéicos, bem como de substratos
sintéticos. A atividade foi expressa em mg de
caseina decomposta por minute por grama de
matéria fresca.

Foi utilizado o programa Estat-Graph
(UNESP - Jaboticabal) para a andlise estatistica,
sendo o delineamento experimental adotado o
inteiramente casualizado ao nivel de 5% pelo teste
de Tukey. Foi determinada a curva de regressao
nas andlises realizadas, gquando se comparou
coletas (no tempo) e analise de variancia, para as
comparagdes entre os tratamentos,
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RESULTADO E DISCUSSAO

Atividade da bromelina em gemas
Observou-se diminuigdo na atividade de

bromelina (Tabela 1) em todas as coletas do

controle e nas concentragiies de 0,57 e 1,15 g.L"

durante os 30 dias de cbservagdo. No nivel mais
alto de salinidade, ocorreu pequeno aumento de
atividade aos 15 dias. Estes resultados estao
representados graficamente na Figura 1.

TABELA 1- Atividade de bromelina (mg de caseina decomposta por minuto por g. matéria fresca), em gemas
micropropagadas de abacaxi em diferentes niveis de salinidade (omisso, 0,57 g.L"NaCl, 1,15g.L"NaCle 2,30

g.L"NaCl), em trés tempos de coletas,

TRATAMENTOS*
057g.L" 1,15¢g.L" 230g.L"
ﬁg';;s Controle NaCl NaCl NaCl
0 0,3798" 0,3798" 0,3798" 0,3798"
15 0,2348° 0,2228° 0,3545" 0,3923"
30 0,0780" 0,1260" 0,0785° 0,0400°

* Médias seguidas da mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey a 5%; para as linhas,
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2,30 g y = -0,0008x°+0,0129x+0,38

FIGURA 1- Atividade de bromelina (mg de caseina decomposta por minuto por g. matéria fresca), em
gemas micropropagadas de abacaxi em diferentes niveis de salinidade (omisso, 0,57 g.L* NaCl, 1,15
g.L'NaCl e 2,30 g.L-'NaCl), em trés tempos de coletas.

Os resultados sugerem que houve influén-
cia da salinidade na atividade da enzima, pois
embora na Ultima coleta a atividade tenha sido
baixa em todos os tratamentos, nos niveis maiores
do sal ocorreu maior atividade da enzima aos 15
dias. ,

A atividade proteolitica da bromelina em
extratos de folhas jovens regeneradas “in vitro” e
em calos de plantas de abacaxi em diferentes es-
tagios de desenvolvimento, foi quantificada por
Apte et al. (1979) onde compararam os resultados
com folhas adultas de plantas de abacaxi e tam-
bem estudaram a purificagao parcial da bromelina

destes tecidos. Folhas adultas apresentaram maior
atividade proteolitica, quando comparadas com
calos e com folhas jovens obtidas “in vitro” & a
guantidade de protelna total também foi maior em
folhas maduras. Nos calos, a atividade proteclitica
variou significativamente durante as diversas fases
de crescimento, com aumento de atividade aos 20,
35 e 45 dias, indicando que caracteristicas de
crescimento tém forte influéncia na atividade da
enzima. Estas diferengas de atividade entre plantas
regeneradas "in vitro”, calos e plantas adultas
indicaram que o processo de diferenciagao pode
nao ter influéncia na formacgédo de enzimas
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protecliticas, no entanto os estagios de
desenvolvimento da planta durante o crescimento
tem uma profunda influéncia na sintese de
bromelina.

A atividade proteolitica da enzima
depende de varios fatores como variedade, parte
e idade da planta da qual é extraida. Freiman &
Srur (1999) compararam a atividade proteolitica
da bromelina comercial com a bromelina de
residucs de abacaxi (cascas, folhas, talos) e
relataram que a bromelina obtida dos residuos
apresentou 40% de eficiéncia em relagao a
comercial, resultados estes considerados baixos
pelos autores, gue concluiram ser esta baixa
atividade devido a tratos culturais, a cultivar ou a

[

interferéncia de compostos fendlicos.

Em plantas micropropagadas, ocorreu
aparentemente diminuigdo na atividade da enzima
bromelina em todos os tratamentos entre as coletas
0 e 30 dias, embora s6 confirmada estatisticamente
aos 15 dias em baixa salinidade (Tabela 2). Aos 60
dias, ocorreram diferengas significativas entre os
tratamentos, com diminuigbes constantes de
atividade enzimatica. Ma ultima coleta, aos 90 dias,
a menor atividade ocorreu no controle, diferindo
significativamente dos demais. Estes resultados
podem ser visualizados pela Figura 2.

Atividade de bromelina em plantas (parte aérea).

TABELA 2- Atividade de bromelina (mg de caseina decomposta por minuto por g. matéria fresca), em plantas
(parte aérea) micropropagadas de abacaxi em diferentes niveis de salinidade (omisso, 0,57 g.L"NaCl, 1,15

g.L"'NaCle 2,30 g.L'NaCl), durante 90 dias.

TRATAMENTOS*
0,57g.L" 1,15g.L" 230gL"’
?3::;‘;" Controle NaCl NaCl NaCl

0 0,0510" 0,0510" 0,0510" 0,0510"
15 0,0325" 0,0155° 0,0350" 0,0393"
30 0,0150" 0,0115" 0,0125" 0,0150"
60 0,0170" 0,0103° 0,0087°¢ 0,0048°
90 0,0133° 0,0250" 0,0248" 0.0233"

* Medias seguidas da mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey a 5%, para as linhas.
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Controle y = 0,0034x” - 0,0229x + 0,0511, * = 0,9676
0,57 gl y = 0,0073¢ - 0,0349x + 0,048, F = 0,9581
1,15 gl y = 0,005%¢ - 0,0312x + 0,0539, ©* = 0,9359
2,30 gl y = 0,005 - 0,0301x + 0,0552, F = 0,8811

FIGURA 2- Atividade de bromelina (mg de caseina decomposta por minuto por g. matéria fresca), em plantas
(parte aérea) micropropagadas de abacaxi em diferentes niveis de salinidade (omisso, 0,57 g.L"NaCl, 1,15

g.L"NaCl e 2,30 g.L'"NaCl), durante 90 dias.
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Notou-se entre os tratamentos, curvas com
a mesma tendé&ncia. Os niveis de salinidade
testados aparentemente nao tiveram influéncia na
atividade da enzima, uma vez gque ndo se
observaram diferengas entre os tratamentos em
relagio ao controle, a ndo ser na Gltima coleta
onde os tratamentos com NaCl mostraram
pequeno aumento de atividade.

O prolongado periodo de cultivo e
também a salinidade podem ter provocado um
estresse nas plantas, com aceleragdo na
degradacao de proteinas e conseqientemente
diminuigao da atividade da enzima, por outro lado
Mercier & Yoshida (1998) compararam a alividade
proteolitica da bromelina em folhas de Bromelia
antiacantha cultivadas “in vitro" recém formadas
e com & meses de cultive e concluiram que a
atividade foi maior em plantas cuitivadas aos 6
meses “in vitro”, onde fol observado aumento de
atividade de 22%. Os autores concluiram que a
ocorréncia de regeneragao teve influéncia na
atividade da enzima.

Segundo Melander & Horvath (1977) os
sais exercem dois efeitos antagdnicos sobre as
proteinas: 1) Eles tendem a guebrar ligagbes
eletrostaticas e 2) Aumentam as interagdes
hidrofébicas. Entretanto, os autores salientaram
que estas ndo seriam as razbes basicas para
esperar uma diminuigao ou estimulo de atividade
de enzimas, dependendo basicamente de
caracteristicas estruturais especificas da proteina.
Broetto (1995) afirmou que o estresse salino
provocou diminuigdo na atividade da enzima
sintetase de glutamina e no teor de proteinas
sollveis em calos de feijdo, atribuindo estes

resultados aos distdrbios provocados pelo sal no
metabolismo levando a actimulo de amania o que
provavelmente causou a inibigdo da atividade
enzimatica.

Comparando-se a atividade da enzima
bromelina em gemas e plantas de abacaxi
micropropagadas neste trabalho, observou-se,
gque gemas recém extraidas da coroa
apresentaram maior atividade, diferindo dos
resultados de Hernandez et al. (1998), que
afirmaram que extratos de folhas obtiveram os
maiores valores de atividade quando comparado
com gemas e agregados de gemas de abacaxi
cultivados “in vitro". Uma hipdtese para esta
diferenga em nosso trabalho pode ser o efeito da
salinidade, que provavelmente interferiu no
metabolismo de proteinas, levando a mudanga
na atividade da enzima nas gemas,
principalmente no tratamento em alta salinidade
aos 15 dias, onde se observou maior atividade.

Atividade de bromelina em raizes

N&o ocorreu formagao de raizes nos
tratamentos com 1,15 g.L"' e 2,30 g.L" de NaCl
aos 30 dias na primeira coleta e 2,30 g.L" aos 60
dias na segunda coleta, isto &, nos niveis mais
altos de sal. Observa-se (Tabela 3) que aos trinta
dias a atividade da bromelina mostrou diferenca
significativa de atividade entre o controle e o
tratamento salino, com maior atividade em
presenga de NaCl. Na segunda coleta, aos 60 dias,
os tratamentos salinos ndo mostraram diferencga
significativa entre eles, mas sim do controle que
apresentou menor atividade da enzima.,

TABELA 3- Atividade de bromelina (mg de caseina decomposta por minuto por g. matéria fresca),
em raizes de plantas micropropagadas de abacaxi em diferentes niveis de salinidade (omisso, 0,57
g.L" NaCl, 1,15 g.L"'NaCl e 2,30 g.L"'NaCl), aos 30 e 60 dias.

TRATAMENTOS*
0,57g.L" 115g.L" 230g.L
[Cd?;g“ Controle NaCl NaCl
30 0,0313% 0,1743" - -
60 0,0520° 0,1108" 0,1030" -

* Médias seguidas da mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey a 5%; para as

linhas.

Em relagéo ao tempo, notou-se aumento
na atividade da enzima da primeira para a
segunda coleta no controle (omisso) e diminuigio
em meio salino. Em raizes, além do efeito
inibitério do sal na formagao destas estruturas,
pode ter ocorrido efeito estimulante da salinidade
na atividade de bromelina, uma vez que os
tratamentos com NaCl mostram maior atividade
da enzima. Outras enzimas ja mostraram
alteragbes em plantas em resposta ao estresse.
Apés a elicitagao fingica de uma cultura de
células de feijdo, foi observada a indugéo da
enzima PAL a qual foi atribuida a um aumento da
sintese de novo de PAL-RNAm (Lawton et al.,

1983).

Em relagao as diferentes estruturas
(gemas, plantas e raizes) de abacaxi cultivadas
“in vitro", observou-se que a atividade de
bromelina foi maior em gemas e em raizes do
que em plantas, evidenciando que a atividade da
enzima variou em fungdo do desenvolvimento da
planta e em relagdo a estrutura na qual foi
quantificada. Em relacdo as raizes, o tratamento
com menor nivel de NaCl induziu aumento na
atividade da enzima, mas as concentragdes mais
altas de sal, prejudicaram o processo de
enraizamento (Figura 3).

REV.BRAS.PL.MED., Botucatu, v.5, n.1, p.68-74, 2002.



0,45 -
0,40 -
0,35 4
0,30 -
0,25 -
0,20 -
0,15 -
0,10 -
0,05 -
0,00 +—

Atividade de Bromelina

T3

—§—gemas
——parte aérea

—k—raizes

Dias de Coletas

FIGURA 3- Atividade de bromelina em gemas e parte aérea micropropagadas em alta salinidade (2,30 g.L*
MNaCl) e em raizes obtidas em meio salino (0,57 g.L"' NaCl).

CONCLUSAOD

Os resultados indicam maior atividade da
enzima bromelina em gemas e raizes, do que nas
partes aereas das plantas, variando em fungéo
dos tratamentos salinos e fase do
desenvolvimento vegetal.

As gemas mostraram ser o tecido com
maior atividade em meios salinos aos 15 dias,

Nas partes aéreas das plantas, a atividade
da enzima foi decrescente, em se aumentando
as concentragbes salinas, emtodas as coletas até
0s 60 dias.

As raizes diferenciadas “in vitro”
apresentam atividades crescentes da enzima
bromelina, na mesma proporgéo em que se
aumentam as concentragdes de sais.

Os resultados sugerem que condigbes de
estresse salino podem induzir a superexpressio
genética, ou a maior eficiéncia de catélise, das
enzimas envolvida na lise de metabdlitos
primarios da planta, produzidos em maior escala
nestas condigfes.
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