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Este trabalho apresenta um experimento simples que aborda conceitos fundamentais de quimica, biologia
e bioquimica. Seu objetivo € identificar a presenca de enzimas proteoliticas em diversos frutos, usando como
substrato protéico a gelatina, cuja integridade pode ser faciimente monitorada por meio do processo de gelifi-
cacao. A metodologia adotada privilegiou assim o uso de procedimentos laboratoriais de facil execucao e de

reagentes de baixo custo.

/

s proteinas sao polimeros que
compreendem uma sequéncia
de dezenas ou centenas de
residuos de aminoacidos (mondme-
ros) ligados por meio de ligacoes
peptidicas.

Dentre as diferentes fungdes das
proteinas no organismo, destaca-se
a sua atividade como enzimas ou
catalisadores bioldgicos. Nessa fun-
Gao, sua acao consiste em acelerar
a velocidade de uma reagdo quimica
mediante a diminuicao da energia de
ativacao da reacao — sem que, no
entanto, seja consumida durante o
processo (Figura 1). Amanutencao da
estrutura tridimensional das enzimas,
principalmente de seu sftio catalitico,

Sem Enzima

Energia Livre

Com Enzima

Caminho da Reagéo

Figura 1: Exemplo do caminho de uma
reagao sem catalisador e de uma reagao
com catalisador enzimatico.
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¢ vital para o que o processo de caté-
lise possa ocorrer. Contudo, existem
diversos fatores que podem causar/
provocar modificagdes estruturais, tais
como: a variacao de pH, a temperatu-
ra, a forca iénica.

Algumas enzimas sao capazes de
quebrar ligacdes peptidicas de ca-
deias proteicas, sendo denominadas
assim de proteases. A representagao
de uma reacao catalisada por essas
enzimas pode ser verificada logo
abaixo, na Figura 2.

ag W #

Cadeia
H,0 Ponpeptimca

l Protease

R o R f
OH N NH
HoN | NH OH
o] R o R

R=Cadeia Lateral

Figura 2: Representacgéo de uma hidrélise
protéica catalisada por uma protease.

Na Figura 2, observa-se que a re-
acao catalisada pela protease é uma
reacao de hidrdlise da cadeia polipep-
tidica (substrato), na qual aminoacidos
e cadeias polipeptidicas menores
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podem ser gerados como produtos
imediatos da reacéao.

As enzimas proteoliticas s&o en-
contradas tanto em animais como em
vegetais. Em animais, elas participam
de importantes processos bioldgicos,
entre os quais: a digestao protéica, a
coagulacédo sanguinea, a morte celu-
lar e a diferenciacéo de tecidos. Sua
atuacao no processo digestivo, por
exemplo, é essencial para o processo
de absorgao, pois hidrolisam as prote-
inas provenientes da alimentacéo para
gue seus aminoacidos (mondmeros)
possam ser absorvidos e reaprovei-
tados pelo organismo. Do mesmo
modo, varios processos proteoliticos
s&o importantes durante o mecanis-
mo invasivo de tumores, assim como
ao longo do ciclo infeccioso de um
grande numero de virus e microrga-
nismos patogénicos. Até mesmo as
proteinas que constituem as nossas
células sdo constantemente degra-
dadas por complexos de proteases
e, seus constituintes, reaproveitados
pelo organismo.

Em vegetais, as enzimas proteoliti-
cas estao envolvidas nos processos de
amadurecimento, de germinagao, de
diferenciacao e morfogénese, de morte
celular, de resposta de defesa de plan-
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tas a processos de estresse oxidativo,
entre outros. Algumas enzimas envol-
vidas no amadurecimento de frutos,
como aficina (figo), a papaina (maméao)
e a bromelina (abacaxi), podem ser
extraidas em grandes quantidades e
representam por isso uma significativa
importancia econémica.

As enzimas proteoliticas possuem
também uma vasta aplicagdo comer-
cial/industrial, estando entre os trés
maiores grupos de enzimas industriais
e sendo responsaveis por 60% da
venda internacional de enzimas. Na
indUstria alimenticia, as enzimas prote-
oliticas s&o largamente utilizadas para
0 amaciamento de carne e clarificacao
da cerveja — além do amaciamento
de couro. Ja na industria farmacéuti-
ca, essas enzimas proteoliticas séo
empregadas em medicamentos para
disturbios de digestibilidade, tendo
também acado antiinflamatoria, anti-
mucolitica e cicatrizante.

Destaca-se ainda a utilizacao de
enzimas proteoliticas em diversas
receitas caseiras, sendo comum a
utilizacao de leite de mamao e suco de
abacaxi para amaciamento de carnes,
além daquelas que recomendam o co-
Zimento de carnes juntamente com pe-
dacos dessas frutas. Nao por acaso,
0 abacaxi é servido como sobremesa
apds uma refeicéo repleta de carnes,
como no caso dos churrascos.

Agelatina, que sevira como modelo
protéico de substrato nesse experimen-
to, € um produto comercial obtido a
partir da hidrélise parcial do colageno.
O colageno é uma proteina presente em
tecidos conjuntivos, como os tenddes e
as cartilagens, na matriz organica dos
0ss0s e na cornea dos olhos. Quando
hidratada, a gelatina forma uma estru-
tura definida como gel. Para a obtencéo
de um gel transparente, homogéneo e
flexivel a partir da gelatina, é preciso
reduzir a temperatura da solugao em
menos de 30°C. As macromoléculas,
como as que constiuem as gomas,
a gelatina ou a celulose, podem se
ligar a moléculas de agua, formando
uma rede continua que se estenderia
em toda a massa da solucao. Dessa
forma, para se imobilizar uma grande
quantidade de agua, sdo necessarias
pouquissimas macromoléculas gracas
aos seus numerosos sitios hidrofili-
cos — 0s quais, nas proteinas, séo
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responsaveis por interagdes quimicas
como as pontes de hidrogénio com as
moléculas de agua.

Nesse experimento, portanto, foi
estudada a atividade de enzimas prote-
oliticas presente em alguns frutos, utili-
zando a gelatina como modelo protéico
de substrato. O principio desse método
consiste em monitorar a gelificacao,
processo que depende da integridade
das cadeias poliméricas da proteina.
Caso haja alguma fragmentagéo nas
cadeias poliméricas, a formagao do
gel ficard comprometida, uma vez que
0 processo de gelificacao, conforme o
descrito acima, ndo ocorrera.

Parte experimental

Material

Abacaxi

Mamao

Morango

Amaciante para carnes

Peneira

Liquidificador (ou mixer)

Microondas (pode ser substituido por
aquecimento a lamparina)

Geladeira (pode ser substituido por
banho de gelo)

Gelatina sem sabor

Tubos de ensaio

Pipetas volumétricas (pode ser substi-
tuido por seringas graduadas)
Espétula

Faca

Bastao de vidro

Béquer 500 mL

Canudos pléasticos (para refrigeran-
tes)

Caneta utilizada para marcar transpa-
réncias de retroprojetor

Procedimento experimental

Preparar o suco das frutas previa-
mente picadas, utilizando o liquidifi-
cador e um pouco de agua. O suco
deve ser peneirado e reservado. Em
seguida, dissolver aos poucos 0 pd
da gelatina em 200mL de agua fria

e colocar essa solugao no forno de
microondas por 30s, em poténcia alta.
Preparar, entdo, a sequéncia de tubos
de ensaios descrita na Tabela 1. A fim
de se comparar e concluir sobre os
dados finais obtidos, foram preparados
dois controles: um negativo e outro
positivo. O controle negativo, produzido
apenas com gelatina e agua, funciona
como o “padréo de nao-ocorréncia de
protedlise”. O controle positivo, feito
com amaciante de carne que contém a
enzima proteolitica papaina que hidroli-
sa agelatina, funciona como o “padrao
de ocorréncia de protedlise”.

A ocorréncia ou ndo da protedlise
sera avaliada por meio da gelificacéo,
observada indiretamente mediante a
viscosidade do meio, esta monitorada
pela introducéo de canudos plasticos
nos tubos de ensaio.

Para avaliar a viscosidade inicial do
meio (antes da gelificacao), introduz-
se em cada tubo de ensaio um canudo
plastico. Com uma caneta, anota-se
no proprio tubo até onde os canudos
se inseriram (Figura 3a).

Feito isso, retirar os canudos e dei-
xar 0s tubos a temperatura ambiente
por 10 min. Depois desse periodo, os
tubos deverao ser colocados na ge-
ladeira onde permanecerao por mais
20 min para que ocorra a gelificagao.

a) b)

Figura 3: Resultados obtidos no experi-
mento: a) antes e b) depois do processo
de gelificacao. Anumeracao de 1 a5 rep-
resenta a seqliéncia dos tubos que serdo
estudados (1=controle negativo, 2=suco
de abacaxi, 3=suco de mamao, 4=suco
de morango, 5=controle positivo).

Tabela 1: SeqUiéncia de tubos que seréo observados/analisado no experimento.

10mL gelatina + ponta de espétula para amaciante

Tubo Composigao Teste

1 10mL gelatina + 3mL de agua Controle negativo
2 10mL gelatina + 3mL de suco de mamao Maméao

3 10mL gelatina + 3mL de suco de morango Morango

4 10mL gelatina + 3mL de suco de abacaxi Abacaxi

5

de carne dissolvida em 3 mL de agua

Controle positivo
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Apobs esse periodo, deve-se avaliar a
gelificagcao, colocando novamente 0s
canudos plasticos dentro dos tubos de
ensaio (Figura 3b) e anotar, com uma
caneta, até onde estes se inseriram no
interior dos tubos.

Resultados e discussao

A Figura 3a mostra a sequéncia
de tubos obtida, seguindo os proce-
dimentos descritos na Tabela 1, que
caracteriza o estado inicial do experi-
mento. Nessa figura, observa-se uma
baixa viscosidade em todos os tubos,
uma vez que os canudos atingiram
0 seu fundo em todas as situacoes,
indicando assim que, nessa etapa,
nao ha a formacéo de gel. Observa-se
ainda que o tubo 1 (controle negativo)
¢ incolor; os tubos 2, 3 e 4 apresentam
as cores provenientes dos sucos das
frutas (mamao, morango e abacaxi); e
0tubo 5 (controle positivo) possui a cor
do amaciante para carne.

Apds o processo de gelificagéo
(tempo de 20 min na geladeira), os
canudos plasticos foram introduzidos
novamente em cada um dos tubos. O
resultado obtido esta apresentado na
Figura 3b.

A analise do tubo 1, controle nega-
tivo, indica que houve gelificagao, isto
¢, a formacéo de gel, ja que o canudo
n&o tocou o fundo do tubo, isso devido
a nao-hidrélise da proteina gelatina,
uma vez que No Meio Nao existe a pre-
senga de enzima proteolitica. Ja a do
tubo 5, controle positivo (presenga de
papaina, informado no rétulo do pro-
duto), observa-se que, apoés o periodo
de 20 min sob baixa temperatura, nao
houve a formacao de um gel, uma vez
que o canudo tocou o fundo do tubo,
indicando assim a baixa viscosidade
da solucao.

Os controles (negativo e positivo)
foram utilizados para analisar o efeito
do suco das frutas (mamao, morango €
abacaxi) sobre o processo de formacao
do gel a partir da gelatina.

Para os tubos contendo suco de
mamao (2) e suco de abacaxi (4),
observa-se que os canudos atingiram
o fundo. Essa constatacao evidencia
que, assim como ocorreu no tubo

controle positivo (5), houve ali a agéo
das enzimas proteoliticas presentes
nesses frutos, que impediram a for-
macéao do gel. No tubo 2, a enzima
proteolitica presente é a papaina e, no
tubo 4, a bromelina, enzimas essas
que provocaram a degradacao das
macromoléculas da proteina presentes
na gelatina, causando assim a perda
do processo de gelificagao.

A andlise do resultado obtido no
tubo que contém o suco de morango
(8) mostra que o canudo nao atraves-
sou a mistura do tubo, indicando que,
assim como ocorreu no tubo controle
negativo (1), ndo houve hidrélise das
macromoléculas responsaveis pelo
processo de gelificacao. Esse resultado
indica que essas enzimas podem estar
ausentes no fruto do morango ou existir
em concentracoes relativamente baixas
quando comparadas as de outros fru-
tos como 0 mamao e o abacaxi.

Nesse experimento, a observacao
das enzimas proteoliticas presentes
em frutos é importante, pois indica a
eficacia de sua utilizacdo em algumas
situagdes do cotidiano, uma vez que
sucos de frutas, leite de mamao ou
produtos contendo enzimas purificadas
de frutos, como no caso da papaina,
¢ vastamente usada para amaciar
carnes. Nesse caso, a presenca da
enzima proteolftica (papaina) faz com
gue ocorra a hidrélise das proteinas
presentes na carne (dentre elas o co-
lageno), de forma que sua consisténcia
figue mais macia.

A utilizagdo dessas enzimas pro-
teoliticas é importante para auxiliar no
processo biolégico para digestdo de
proteinas e, portanto, na melhor absor-
¢ao destas pelo organismo.

Dessa forma, o experimento apre-
senta assim uma alternativa didatica a
experimentacéo de quimica em escolas
do Ensino Médio, na medida em que
associa métodos laboratoriais de facil
acesso e execucao a um tema cotidia-
no e interdisciplinar.

Questodes propostas

1) Quais as frutas utilizadas no expe-
rimento que apresentam enzima
proteolitica? Como é possivel

chegar a essa conclusao?

2) Quais variagdes poderiam ser
feitas nesse experimento para
evidenciar ainda mais o efeito
da enzima? (sugestao: relacione
tais variacdes com os fatores que
afetam atividade enzimética).

3) Qual seria o resultado esperado
caso fosse utilizado suco de figo
no experimento? Explique.

4) Além das descritas no texto, para
quais outros fins essas enzimas
proteoliticas poderiam também
ser utilizadas?

5) Explique por que um fruto possui
enzimas proteoliticas (relacionar
com processo de amadureci-
mento).
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Abstract: Proteolytic Activity of Fruits Enzymes. This work describes a simple experiment about fundamental concepts involving chemistry, biology and biochemistry. The aim of this study is to
identify the presence of proteolytic activity in fruits using gelatin as substrate, since it is effortless to monitor the formation of gelatinous mass. The methodology applied intends to use simple labora-
tory equipments; the processes are easy to handle and the supplies are cheap.
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