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O curaua (Ananas erectifolius) é uma planta fibrosa encontrada no Norte e
Centro-QOeste do Brasil, uma bromelidcea de caracteristicas fisico-quimicas
que lhe conferem grande potencial de utilizagdo na industria automobilisti-
ca, como fonte de fibras. Como toda planta da familia Bromeliaceae contém
niveis significativos da enzima bromelina, de alto valor comercial e com
ampla aplicagdo também na inddstria farmacéutica, alimenticia e cosmé-
tica. Neste trabalho, foram realizados testes experimentais de extra¢dao da
enzima proteolitica do curaua sob diferentes condigoes de pH e temperatura,
medindo-se a atividade enzimdtica para cada um dos ensaios, utilizando-
se o reativo de Biureto e determinando-se a temperatura e pH 6timos de
sua utilizacdo, ou seja, valores em que a atividade enzimatica da enzima é
méxima, com o objetivo de otimizar as condi¢des de uso do residuo para
posterior purificagdo. Foram utilizadas as duas variedades comercialmente
encontradas (branca e roxa). Os resultados mostraram que o curaud pos-
sui enzimas com atividade proteolitica, sendo o pH 6timo 8,5 para as duas
variedades e temperaturas 6timas de 30 °C para a espécie branca, e 10 °C,
20 °Ce 35 °C, para a roxa.

Palavras-chave: Ananas erectifolius. Atividade enzimdtica. Bromelina.
Caracterizagdo. pH. Temperatura.

Ananas erectifolius (curaud) is a fibrous vegetable that can be found in North
and Central West regions of Brazil. It is a bromeliaceae family plant which
physico-chemical features provides great potential in the automobilistic
industry as a source of fibers. As commonly described in other bromeliaceae
species, it contains significant levels of bromelain, of high commercial value
and wide range of aplications in food, pharmaceutical and cosmetics indus-
try. In this paper, experimental tests were performed to evaluate the extrac-
tion of the proteolytic enzymes of the Ananas erectifolius under different
pH and temperature conditions to determine in which ones the enzymatic
activity would be the maximum for later purification of the bromelain. The
two commercially available curaud varieties (white and purple) were used in
the experiments and the results showed the same optimal pH of 8.5 for both
varieties and different temperatures of 30°C for the white one, and 10°C,
20°C and 35°C for the purple one.

Key words: Ananas erectifolius. Bromelain. Characterization. Enzymatic
activity. Temperature. pH. Enzyme.
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1 Introducao

Nos ultimos anos, a procura por produtos
naturais tem crescido em todo o mundo. A preo-
cupagio com o meio ambiente tornou-se obrigato-
ria para a funcionalidade de algumas industrias.
O escopo dos setores industriais é a utilizagdo
de recursos naturais renovaveis, que representem
fonte alternativa de grande potencial economico
(OLIVEIRA et al., 2008).

O uso de matérias-primas naturais vem sen-
do objeto de diversos estudos e pesquisas, por seu
potencial na substitui¢do de derivados petroqui-
micos. As fibras vegetais sdo uteis na industria
automobilistica, para o revestimento interno de
automoveis, Onibus e caminhdes, e na construcio
civil (MOTHE; ARAUJO, 2004). Ainda, o soro
resultante do processamento das folhas pode ser-
vir como adubo organico.

Entre as espécies da Regido Amazonica com
potencial para producdo de fibras, destaca-se o
curaud ou Ananas comosus var. erectifolius (L. B.
Smith) Coppens & F. Leal. No Brasil e no exte-
rior, a fibra dessa planta é submetida a frequentes
pesquisas, as quais vém apresentando resultados
significativos, o que torna essa espécie a mais pro-
missora entre as produzidas na Amazonia brasilei-
ra (OLIVEIRA et al., 2008).

O emprego de fibras naturais para a produ-
¢ao de compdsitos poliméricos contribui para evi-
tar problemas de polui¢ao ambiental, ja que sua
utilizacao muitas vezes substitui materiais sintéti-
cos baseados no petroleo. Para atender a crescente
demanda, é necessario viabilizar o cultivo de plan-
tas fibrosas por meio da maximizacio de todas as
suas propriedades.

Como toda planta da familia Bromeliaceae,
0 curaud apresenta como constituinte a enzi-
ma bromelina que possui alto valor comercial
e ampla aplicagdo na industria farmacéutica,

alimenticia e cosmética. A bromelina é uma en-
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zima proteolitica da classe das hidrolases. As
proteases sao hidrolases capazes de romper a
ligagao peptidica das proteinas e peptideos. A
especificidade das proteases é ampla e classifi-
cada de acordo com a constitui¢do de seu sitio
ativo em trés grupos principais: serina protease,
acido aspdrtico protease e cisteina protease, sen-
do a bromelina enquadrada nesse ultimo grupo
(PIRES; LEAO, 2008).

A bromelina tem diversos usos, todos basea-
dos em sua atividade proteolitica. A sua importan-
cia economica estd relacionada com a produgio
de farmacos e a utilizacdo na industria alimenti-
cia (na clarificagdo de cervejas, na fabricacdo de
queijos, no amaciamento de carnes, no preparo de
alimentos infantis e dietéticos, entre outros), no
tratamento de disturbios, digestivos, feridas e in-
flamagoes, preparo de colagenos hidrolisados, nas
industrias téxteis, para amaciamento de fibras e
também na produg¢io de detergentes (BALDINI et
al., 1993).

A atividade de uma enzima pode ser determi-
nada com base na velocidade de conversio de um
reagente adequado (substrato) e esta estritamente
vinculada aos agentes desnaturantes, pelo fato de
sua fungdo catalitica depender da conformacao
na qual a enzima se apresenta (RIEGEL, 2003).
A temperatura, por exemplo, é um dos agentes
criticos sobre a atividade das enzimas. Quando se
eleva a temperatura, a atividade aumenta, todavia,
o processo de desnaturagio cresce, em decorréncia
da acdo do calor (HALPERN, 1997).

O pH é outro parametro que exerce grande
influéncia na manutencdo da atividade enzimati-
ca. O efeito desse fator se dd devido as alteragdes
no estado de ioniza¢do dos componentes do siste-
ma, em consequéncia da varia¢do da concentragao
de [H*] (RICARDO; TEIXEIRA, 1993).

Machado et al. (2007) analisaram a ativida-
de enzimatica da bromelina em plantas de curaua

(folha e fruto) por meio da hidrolise enzimatica da
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caseina a 1,2% (p/v) pH 7,5 a 35 °C, durante dez
minutos, seguindo-se de precipitacdo do substrato
nao hidrolisado com solucdo de 4cido tricloroacé-
tico (TCA). Os resultados obtidos aproximaram-
se daqueles observados por Baldini et al. (1993)
e César et al. (1999) ao pesquisarem o fruto do
abacaxi, matéria-prima comumente utilizada na
obtencdo comercial da bromelina.

Assim, neste trabalho, objetivou-se extrair
e quantificar a atividade enzimdtica em diver-
sas condicoes de pH e temperatura, para assim,
obter as melhores condi¢des de utilizagao da
enzima para posterior purificagdo, utilizando o

reativo de Biureto.

2 Materiais e métodos

Os equipamentos utilizados foram: balanga
eletronica Marte, modelo AL 200; um multipro-
cessador Arno; pHmetro Analyser pH 300; ba-
nho termostatizado FANEM; modelo 100, micro-
pipetas automadticas; espectrofotdbmetro UV/VIS
Spectronic 21D.

2.1 Métodos

As folhas do curaud foram coletadas no
campo, na fazenda experimental — Sao Manoel,
Botucatu (SP). Chegando ao laboratério foram
lavadas com agua destilada, secadas em papel
toalha e armazenadas em sacos plasticos, sob
refrigeracio, até sua utilizacio. E importante
ressaltar que a utilizagao das folhas foi feita em,
no maximo, 30 dias apds sua colheita e armaze-
namento. Depois disso, a atividade enzimdtica
diminui bruscamente, tornando inviavel a utili-

zagdo da enzima.
2.2 Preparo das amostras

Foram pesadas, na propor¢do 1:2 (v/m), so-

lugdo tampio e folhas de curaua das variedades
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branca e roxa. Em seguida, as folhas foram tritu-
radas em um multiprocessador de alta eficiéncia e
filtradas em tela de nailon para retirada de fibras e

particulados presentes no extrato.

2.3 Preparo do reativo de biureto
Dissolveu-se 1,5 g de sulfato de cobre pen-
tahidratado e 6,0 g de tartarato duplo de sédio
e potdssio em 500 mL de dgua destilada, poste-
riormente foram adicionados 300 mL de solugio
de hidréxido de sddio a 10% em constante agita-

¢do. A solugao final foi avolumada para 1 litro.
(ZANCAN, 2005).

2.4 Determinacdo da atividade da
bromelina
Para determinag¢dao da atividade da bro-
melina, utilizou-se o reativo de Biureto e uma
solucdo a § g.L'! de BSA (Albumina de Soro
Bovino). O método baseia-se na reag¢do do reati-
vo do Biureto, que é constituido de uma mistu-
ra de cobre e hidroxido de s6dio com um com-
plexante que estabiliza o cobre em solug¢do. O
cobre, em meio alcalino, reage com proteinas
formando um complexo quadrado planar com
a ligacdo peptidica. As leituras foram feitas em
espectrofotdometro no comprimento de onda de
540 nm. Calculou-se a atividade enzimatica se-
gundo Ferreira (2007).

2.5 Preparo das solucoes tampado

Foram preparadas as solu¢des tampao com
pH 4,5 a 9,5, variando de 1 a 1, a partir de so-
lugbes de fosfato de potdssio mono e dibdsico a
15% (m/m), seguindo a metodologia descrita por
Morita e Assumpgao (1995). Para isso, prepara-
ram-se solucdes padrao de fosfato de potdssio mo-
nobdsico (solugdo A) e fosfato de potdssio bibasico
(solugdao B). Misturou-se em um béquer, contendo
um eletrodo de cloreto de prata, para medir o pH

do meio, até atingir o pH desejado.



2.6 Determinacadao da

temperatura 6tima

Com o pH fixado em 8,5, foram realizados
ensaios em batelada para medir a atividade enzi-
matica e quantidade de proteinas totais em amos-
tras a diversas temperaturas, como segue.

Em vérios tubos foram colocados 5§ mL de
solugdo de BSA 5 g.L! em diferentes temperatu-
ras. Essa solucao foi deixada durante dez minutos
para estabilizar a temperatura no biorrretor. As
temperaturas foram: 5 °C, 10 °C, 15 °C, 20 °C, 25
°C, 30 °C, 35 °C, 40 °C, 45 °C e 50 °C. Os tubos
foram devidamente numerados e cuidadosamente
mantidos na temperatura desejada.

Com o pH fixado e com as varia¢des de tem-
peratura de cada amostra do extrato do curaud
branco e roxo, foi medida a atividade enzimatica
e a quantidade de proteinas totais, de acordo com

a metodologia descrita por Baldini et al. (1993).

2.7 Determinagdo do pH 6timo

Com a temperatura fixada em 37 °C foi pos-
sivel também, pelas analises de atividade enzima-
tica e proteinas totais, determinar o pH 6timo da
enzima, de acordo com o procedimento descrito
a seguir.

Foram adicionadas ao extrato do curauad so-
lugbes tampao para que se obtivessem os pHs de-
sejados, que foram: 4,5; 5,5; 6,5; 7,5; 8,5; ¢ 9,5.

Com isso, o mesmo procedimento adotado
para a retirada das amostras para andlise no caso
da determinagdo da temperatura 6tima foi segui-

do para o pH 6timo.

3 Resultados e discussoes

As enzimas possuem um pH 6timo, sendo a
distribui¢do das cargas ideal para a catdlise; acima

desse pH 6timo a atividade enzimdtica diminui,
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visto que a enzima comeca a perder sua fungdo até
tornar-se inativa.

Esses dados sao de extrema importancia na
estratégia de purificacao da enzima bromelina e
sua aplicagdo industrial, evitando a perda de ativi-
dade pelo uso de faixas de pH agressivos as enzi-
mas e a redu¢do na eficiéncia do método emprega-
do (SANTANA, 2006).

As Figuras 1 e 2 mostram o efeito do pH so-
bre a atividade da bromelina da folha do curaua
nas variedades branco e roxo. Os resultados ob-
servados evidenciam que a atividade foi afetada na
faixa de pH estudado. Observou-se que a maxima
atividade ocorreu no pH 8,5 tanto para o curaud
branco como para o roxo; indicando que esse é o
pH 6timo para a bromelina das folhas de curaud.
Entretanto, um pico de menor intensidade foi ob-
servado no pH 5,35, sugerindo que pode haver mais
do que uma protease nas folhas de curaua.

Ferreira (2007), Ko et al. (1990), Rasheedi
et al. (2003) e Rowan et al. (1990) encontraram
maior atividade no pH 7,0 para a bromelina da
casca e talo do abacaxi.

Na Figura 3, descreve-se o perfil da ativida-
de da bromelina das folhas de curaua branco, em
diferentes temperaturas. A atividade mdxima foi
observada em 30 °C. Outro pico foi observado em
10 °C.

A Figura 4 mostra o perfil da atividade da
bromelina das folhas de curaua roxo, em diferen-
tes temperaturas. Para essa variedade, os resulta-
dos mostraram trés picos em que a atividade foi
maxima (10 °C, 20 °C e 35 °C). A presenca de
dois ou mais picos decorrente da atividade eleva-
da, corrobora os resultados do efeito do pH na
atividade da enzima que indicava a presenga de
outras proteases nas folhas de curaud.

Rowan et al. (1990) caracterizaram a brome-
lina do talo do abacaxi, que apresentou atividade
maxima a 60 °C. Ko et al. (1990) encontraram
temperatura 6tima de 62,5 °C. Khan et al. (2003)

Exacta, Sdo Paulo, v. 8, n. 2, p. 179-184, 2010.



FERREIRA, J. F. et al.

1207

100

]
o
1

o
o
1
(]

Atividade relativa (%)
o~
o
1

N
o
1

o

T T T T T
35 45 5.5 6.5 7.5 8.5 95 105

Figura 1: Efeito do pH sobre a atividade
proteolitica da bromelina do curaud branco

Fonte: os autores.
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Figura 2: Efeito do pH sobre a atividade
proteolitica da bromelina do curaud roxo

Fonte: os autores.

e Rasheedi et al. (2003) também caracterizaram
a bromelina do talo e encontraram temperatura
6tima de 37 °C. Ferreira (2007) observou que a
faixa ideal de temperatura na caracterizagao da
bromelina da casca e talo do abacaxi é entre 30
°Ce 40 °C.

4 Conclusoes

Na etapa de caracterizagdo da enzima, de-
terminaram-se o pH e a temperatura 6timos para

sua utilizagio, fatores esses importantes na estra-

Exacta, Sao Paulo, v. 8, n. 2, p. 179-184, 2010.

1207

100

]
o
1

N
o
1

Atividade relativa (%)
o~
o
1

N
o
1

{
(

Temperatura

Figura 3: Efeito da temperatura sobre a atividade
proteolitica da bromelina do curaud branco
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Figura 4: Efeito da temperatura sobre a atividade
proteolitica da bromelina do curaud roxo

Fonte: os autores.

tégia de purificacdo da enzima bromelina, evitan-
do a perda de atividade pelo uso de faixas de pH
e temperatura agressivos as enzimas e a reducao
na eficiéncia do método empregado. Observou-se
que o valor do pH 6timo da bromelina foi 8,5, em
que ela apresentou o maximo de atividade. Na de-
terminac¢do da temperatura 6tima de utiliza¢do da
enzima, o valor observado foi 30 °C para a espé-
cie de curaud branco, e trés temperaturas 6timas
foram observadas para o curaua roxo: 10 °C, 20
°Ce 35°C.

A utilizacao da folha de curaud pela indus-

tria poderia ser maximizada, extraindo-se ndo



apenas a fibra da planta, como ocorre atualmente,
mas também enzimas proteoliticas de alto valor
economico, que sao descartadas, diminuindo as-
sim, o impacto ambiental e o desperdicio de fontes

interessantes para a industria farmacéutica.
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