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Avaliacdo da atividade da enzima bromelina em residuo agroindustrial de curaué
(Ananas erectifolius L.B.Smith).
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INTRODUCAO

O curaud (Ananas erectifolius L.B.Smith) € uma bromeliacea produtora de fibras com
caracteristicas fisico-quimicas ideais para a elaboracdo de novos materiais (compdsitos),
componentes bastante valorizados pela industria automobilistica e a de méveis (Zah et al.,
2006). A planta contém niveis significativos da enzima bromelina, de alto valor comercial e
com ampla aplicacdo em diversas areas, como clarificacdo de cerveja, fabricagdo de
gueijos, tecnologia de alimentos, tratamento de distarbios digestivos, feridas, inflamagdes e
terapias contra o cancer, onde aumenta lises de células carcinogénicas (Meinig,1999). E
também usada no tratamento do couro, nas industrias téxteis para amaciamento de fibras e
na producdo de detergentes (Santos, 1995).

A determinacdo da atividade da bromelina em plantas de curaua pode resultar em
indicativos para posterior purificacdo da enzima, além de otimizar o uso dessa planta, uma
vez que o principal produto de extracdo é a fibra e os demais componentes considerados
residuo. No entanto, neste residuo pode estar sendo descartada a enzima bromelina,
produto cujo valor comercial € muito maior que o valor da prépria fibra.

Esta pesquisa tem como objetivo determinar a atividade cinética da enzima bromelina em
folhas e frutos (polpa) de plantas de curaud, cultivares “branco” e “roxo”, base para estudo
posterior da extracdo e purificacdo, otimizando assim, a utilizacdo desta espécie vegetal.

METODOLOGIA

Os experimentos foram realizados nos campos experimentais e nos laboratérios de
Biotecnologia de Plantas e Residuos Sdélidos/Compdsitos, do Departamento de Recursos
Naturais, Faculdade de Ciéncias Agronémicas, da UNESP, Campus de Botucatu - SP.

Matrizes de curaua (Ananas erectifolius L.B.Smith) dos cultivares “branco” e “roxo” foram
cedidas pelo Projeto POEMA, Estado do Para, e cultivadas nos campos experimentais da
Fazenda Lageado e Fazenda S&o Manuel, ambas pertencentes & UNESP. As mudas com
cerca de 40 a 50 cm de altura foram instaladas em espacamento de 1 x 0,5 m e conduzidas
nos moldes da tecnologia agrondmica pertinentes, com preparo, correcéo e fertilizacdo dos
solos; cobertura morta; irrigacao e controle nutricional por analise foliar.

Para determinagdo da atividade da bromelina foram utilizados folhas e frutos, coletados
em dois estagios diferentes de desenvolvimento da planta: na fase adulta, em que os frutos
ainda estavam verdes e as folhas estavam com 1m de comprimento, aproximadamente; e
na fase de senescéncia, em que as folhas estavam amareladas e os frutos maduros. Foram
realizadas trés repeticoes de amostragem de cada parte da planta. O preparo das amostras,
0 ensaio de precipitacdo e a determinacdo da atividade enzimatica foram baseados nos
métodos descritos por Murachi (1970), Baldini et al. (1993) e César et al. (1999).
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Folhas foram coletadas no campo e distribuidas em lotes, sendo cada lote constituido por
trés folhas de uma mesma planta. Posteriormente decortificadas em um processo
semelhante ao processo utilizado pela agroindlstria, para a separagdo das fibras. A
mucilagem residudria foi triturada com agua destilada em processador, resultando em uma
solucdo com concentracéo de 500g de residuol/L.

Os frutos foram igualmente distribuidos em lotes, sendo cada lote constituido de um anico
fruto. Foram descascados logo apés a colheita e, em seguida, triturados em processador,
resultando em uma solu¢do com concentracao de 500g de residuo/L. A casca dos frutos foi
desprezada.

Todos os lotes foram coados e armazenados sob congelamento a -18°C. Para a
realizacdo dos ensaios de concentracdo e precipitacao, as aliquotas foram descongeladas e
centrifugadas a 15.000g por 15 minutos sob refrigeracdo a 5°C; assim, ocorreu a separacao
das fibras do sobrenadante liquido, que foi utilizado para precipitagdo da enzima.

Para a realizagdo dos ensaios de precipitacdo das amostras foram tomadas aliquotas de
40 ml do sobrenadante e em seguida, resfriadas em banho de gelo e sal sob agitacdo. Apés,
foi adicionado etanol frio (5°C) até o volume final de 80% v/v; nestes procedimentos tomou-
se o cuidado de manter a temperatura constante, evitando assim, desnaturagdo do material
protéico.

Apbs a precipitacdo, as amostras foram centrifugadas a 1500g por 30 minutos, sob
refrigeracdo. Separadas as fragdes sobrenadantes, foram medidos os volumes e, em
seguida, os precipitados foram solubilizados em diferentes volumes de tampéo fosfato 30
mM, pH 6,0. Na seqliéncia, chegou-se a concentracdo de 1g/ml dos precipitados
solubilizados.

A atividade proteolitica foi determinada através da hidrolise enzimatica da caseina a 1,2%
(p/v), pH 7.5 e temperatura de 35°C, durante 10 minutos. Seguiu-se a precipitacdo do
substrato ndo hidrolisado com utilizacdo de solucdo de acido tricloroacético (TCA). No
branco, a adicdo de solucdo de TCA foi feita antes da adicdo da enzima. A quantidade de
produtos hidroliticos ndo precipitados, ou seja, de peptideos soliveis em TCA foi
determinada em espectrofotbmetro a 280 nm contra um branco.

Uma unidade de atividade enzimatica (U) corresponde a quantidade de enzima capaz de
variar em uma unidade a leitura de absorbancia a 280 nm, durante 10 minutos a 35°C.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 1 apresenta os resultados da atividade enzimética na mucilagem residuéaria da
decortificacdo de folhas e em polpa do fruto do curaud, cultivares “branco” e “roxo”. Os
valores referem-se a duas fases distintas de avaliacdo: época da colheita industrial da fibra
e fase de senescéncia das plantas.
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Figura 1. Atividade enzimatica de curaua, cultivares “branco” e “roxo”, em duas fases
distintas: colheita industrial da fibra e senescéncia das plantas. Legenda:

BFrl = Fruto imaturo de curaua “branco”

BFol = Folha adulta de curaua “branco”

BFrS = Fruto de curaua “branco” em senescéncia

BFoS = Folha de curaué “branco” em senescéncia
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RFrL = Fruto imaturo de curaud “roxo”

RFol = Folha adulta de curaua “roxo”

RFrS = Fruto de curaud “roxo” em senescéncia
RFoS = Folha de curaud “roxo” em senescéncia.

A folha de curaua na época da colheita industrial, tanto no cultivar “branco” quanto “roxo”,
apresenta teores menores de atividade enzimatica em relagdo ao fruto, 27,4% e 36,18%,
respectivamente (Tabelas 1). Estes valores se aproximam dos valores encontrados por
César et al. (1999) ao trabalharem com talo, casca e fruto de abacaxi; onde também
observaram a Vviabilidade de recuperacdo da enzima nestas condicdes e no
reaproveitamento do residuo de industrias de conserva. O potencial de obtengcdo da
bromelina na industria automobilistica pode ser igualmente significativo, pois as fibras
representam em torno de 5-8% da planta e o restante € mucilagem residuaria, atualmente
descartada no meio ambiente, em volume médio de 90 toneladas por dia (Ledo et al., 2000
e Zah et al., 2006).

Tabela 1. Valores médios da atividade enzimatica (U/L e U/g) em folhas e frutos de curaua
no estagio de colheita.

ATIVIDADE ENZIMATICA

FOLHA FRUTO
CULTIVAR (U/L)* (Ulg)** (UIL) (Ulg)
“BRANCO” 411 0,8 1500 2,5
“ROXO” 199 0,4 550 1,1

*U/L: Unidade de atividade enzimética por litro de agua residuaria.
**U/g: Unidade de atividade enzimética por grama de mucilagem.

As partes da planta analisadas apés o periodo ideal de colheita revelaram valores de
atividade enzimatica inferiores (Tabela 2). Da mesma forma, as folhas apresentaram menor
atividade proteolitica que os frutos, 16,28% e 82,14% para os cultivares “branco” e “roxo”
respectivamente. Tudo indica que a queda da atividade seja devido a senescéncia do tecido
foliar e do fruto apds a maturidade, conforme discutido acima. Desta forma, os resultados
assim obtidos confirmam que a época de colheita realizada pela industria coincide com o
melhor estagio fisioldgico da planta em termos de potencial enzimatico.

Tabela 2. Valores médios da atividade enzimatica (U/L e U/g) em folhas e frutos de curaua
no estagio de senescéncia (apds época de colheita).

ATIVIDADE ENZIMATICA

FOLHA FRUTO

CULTIVAR (U/L)* (Ulg)** (U/L) (U/lg)
“BRANCO” 57 0,1 350 0,7
“ROXO” 46 0,092 56 0,1

*U/L= Unidade de atividade enzimatica por litro de agua residuaria.
**U/g= Unidade de atividade enzimética por grama de mucilagem.

Embora o fruto apresente altos valores de atividade enzimética, a sua utiliza¢@o industrial
ndo seria viavel devido ao manejo agrondmico das plantas, onde a primeira colheita das
folhas ocorre aos doze meses de cultivo da planta, seguida de cortes sucessivos de seis em
seis meses. Este esquema interrompe a inducéo e desenvolvimento da infrutescéncia (Ledo,
2002). A atividade enzimética observada no fruto mostrou grande variagdo durante 0s
estagios de seu desenvolvimento; é crescente até a maturidade e declina a partir desta fase.
Esta observacdo é concordante com aquela encontrada por Baldini et al. (1993) em abacaxi,
gue nao verificaram atividade enzimatica nos primeiros estagios de desenvolvimento do
fruto; entretanto, seu nivel aumentava rapidamente, mantendo-se elevado até que, por
ocasido do amadurecimento, decrescia ligeiramente, havendo uma queda marcante de
atividade da protease durante o periodo final da maturacao.
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CONCLUSOES

Diante dos resultados obtidos, e nas condi¢cdes experimentais empregadas, € possivel
concluir que tanto as folhas quanto os frutos dos cultivares “branco” e “roxo” apresentaram
bromelina bioquimicamente ativa, sendo que nos frutos a atividade cinética mostrou-se
significativamente maior que nas folhas. Ha viabilidade de precipitacdo e/ou filtracdo da
enzima para fins comerciais nos residuos industriais de ambas estruturas analisadas (folha
e fruto). Diferentemente do observado na micropropagacdo de mudas in vitro e nos
processos convencionais de multiplicacdo e cultivo no campo, o cultivar “branco” revelou
maior potencial de atividade cinética enzimatica. A época da colheita pela indUstria, um ano
apos o plantio das mudas, coincide com o estagio fisiol6gico ideal da planta em termos de
atividade enzimética.
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