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RESUMO

O Abacaxi (Ananas comosus), pertence a familia Bromeliaceae, originario da
América do Sul, cultivado em regides de clima tropical. O fruto, que é a parte
comercializavel, representa apenas 23% do total da planta, sendo o restante
considerado residuos agricolas. Tais residuos apresentam teores significativos de
carboidratos, proteinas e enzimas proteoliticas, possibilitando a sua utilizagao
industrial como matéria-prima para a obtencdo de bromelina. A bromelina (EC
3.4.22.44) é uma enzima proteolitica encontrada no fruto, caule, folhas e raizes do
abacaxizeiro, atua desdobrando as proteinas em compostos mais simples, como
polipeptidios de menor peso molecular ou em aminoacidos simples. As enzimas
proteoliticas possuem uma vasta aplicacdo comercial e industrial, estando entre os
trés maiores grupos de enzimas industriais e sao responsaveis por 60% da venda
internacional de enzimas. Este trabalho teve por finalidade quantificar a
concentragdo de bromelina na polpa e casca de abacaxi (ananas comosus) pérola,
pelo método de Biureto. Como resultado obteve-se uma concentragdo de total de
0,072g ou 3,54% de bromelina na polpa e 0,098g ou 4,80% da mesma proteina na
casca do abacaxi pérola. A pesquisa foi desenvolvida rigorosamente de acordo com
metodologia conceituada, o que fortalece os parametros de analise de resultados
satisfatorios.

Palavras-chave: Ananas comosus; Bromelina; Proteases; Biureto.



ABSTRACT

The pineapple (Ananas comosus), belongs to the Bromeliaceae family,
originating in South America, cultivated in tropical regions. The fruit, which is
marketable part represents only 23% of the plant, with the remainder considered
agricultural waste. Such wastes have significant levels of carbohydrates, proteins
and proteolytic enzymes, allowing its use as industrial raw material for obtaining
bromelain. Bromelain (EC 3.4.22.44) is a proteolytic enzyme found in the fruit, stem,
leaves and roots of pineapple, acts unfolding proteins into simpler compounds, such
as lower molecular weight polypeptides or simple amino acids. Proteolytic enzymes
have a wide industrial and commercial application, being among the three largest
groups of industrial enzymes and account for 60% of international sale of enzymes.
This paper aims to quantify the concentration of bromelain in the pulp and peel
pineapple (ananas comosus) pearl by Biuret method. As a result we obtained a total
concentration of 0.072 g or 3.54% of bromelain in the pulp and 0.098 g or 4.80% of
the same protein in the shell pineapple bead. The research was conducted in strict
accordance with the methodology conceptualized, which strengthens the analysis
parameters satisfactory results.

Keywords: Ananas comosus; Bromelain; Proteases; Biuret.
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INTRODUGAO

O Abacaxi (Ananas comosus), pertence a familia Bromeliaceae, originario da
América do Sul, cultivado em regides de clima tropical, € um fruto amplamente
utilizado na medicina popular como adstringente, diurético, anti-inflamatario,
antioxidante, digestivo, expectorante, sendo indicado tanto para jovens como para
idosos (ABILIO, 2009).

Segundo o Levantamento Sistematico da Produg¢do Agricola no Brasil, feito
pelo IBGE — Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica, o Brasil produziu no ano
de 2011 cerca de 25.936 Kg/ha deste fruto, sendo que apenas na regidao norte
obteve-se uma producao de 311.300 frutos (IBGE, 2011), colocando o Brasil entre
uns dos maiores produtores mundiais de abacaxi, sendo o primeiro na América do
Sul e o terceiro no ranking mundial (SOUZA, 2005).

O fruto, que é a parte comercializavel, representa apenas 23% do total da
planta, ficando o restante dividido entre caule, folhas, casca, coroa e talos, os quais
sdo considerados residuos agricolas, ndo tendo o devido aproveitamento, gerando
prejuizos econdmicos elevados (SOUZA, 2005). Estes residuos apresentam teores
significativos de carboidratos, proteinas e enzimas proteoliticas, possibilitando a sua
utilizacado industrial como matéria-prima para a obtencao de bromelina, amido, fibras,
alcool etilico e ragéo para animais (SOUZA, 2005).

Descoberta em 1957 e, desde entdao, amplamente estudada, a bromelina é
particularmente util para reduzir a inflamagdo do musculo e tecido e como um
auxiliar digestivo (FILET, 2009). A bromelina (EC 3.4.22.44) é uma enzima
proteolitica encontrada no fruto, caule, folhas e raizes do abacaxizeiro (SANTOS,
2009). Tal enzima atua desdobrando as proteinas em compostos mais simples,
como polipeptidios de menor peso molecular ou em aminoacidos simples
(OLIVEIRA, 1985).

Devido a sua atividade proteolitica, a bromelina é amplamente utilizada na
producdo de farmacos, cosméticos e na industria alimenticia e téxtil (SANTOS,
2009). Em diversos paises do mundo observou-se uma melhor absorgdo de varios
medicamentos com a utilizagdo da bromelina associada a outros principios ativos, o
que implica em economia na dose terapéutica necessaria € na diminuigdo do
desgaste que o organismo sofre durante um determinado tratamento (CREDIDIO,
2008).



Segundo OLIVEIRA 1985, a medida em que a biotecnologia expandir os
limites de produgado e reducdo de custos, a extragdo de enzimas tornar-se-a cada
vez mais importante, principalmente nas areas da saude e no processamento e
transformacao na industria de alimentos.

O presente trabalho tem por finalidade demonstrar os importantes avangos no
conhecimento e utilizagdo da bromelina, bem como quantificar esta enzima na polpa
e cascas do abacaxi produzido e comercializado no municipio de Ariquemes,

Rondoénia.



10

2 REVISAO DE LITERATURA

O abacaxi € uma das frutas tropicais mais populares do mundo e tem o Brasil
como um dos principais centros produtores da espécie. (ROGERIO, 2007).

Oriundo das regides tropicais e subtropicais é uma angiosperma,
monocotiledénea, pertencente a familia Bromeliaceae, planta herbacea perene,
produz uma fruta unica em uma inflorescéncia terminal (ABILIO, 2009).

Segundo CRESTANI et al. (2010) o abacaxi tem grande aceitagdo em todo o
mundo, tanto na forma natural, quanto industrializado, agradando aos olhos, ao
paladar e ao olfato. Por essas razdes e por ter uma "coroa", coube-lhe o titulo de
"Rei dos Frutos Coloniais", com a seguinte classificagcdo taxonémica: familia:
Bromeliaceae; sub-familia: Bromelioideae; género: Ananas; espécie: Ananas
COmMosus.

O abacaxi € uma fruta citrica que ndo pode ser cultivado em regides de baixa
temperatura, pois o fruto é extremamente sensivel a geadas. A temperatura ideal
para o cultivo do abacaxi fica entre de 29 a 30°C (EPSTEIN, 1999). Suas raizes sao
bem frageis e superficiais, tendo uma profundidade de mais ou menos 20 cm abaixo
do solo. O tipo de solo ideal para que essa planta se desenvolva é argilo-arenoso,
com uma otima drenagem e com o pH na faixa de 4,5 a 5,5. Para se plantar um
abacaxizeiro € recomendado que se faga o preparo do solo e covas bem rasas. Em
mais ou menos 12 a 18 meses ja é possivel colher o fruto (COUTINHO, 2011).

O plantio é realizado a partir de mudas extraidas de plantas sadias, vigorosas
e de boa produgdo, que ja produziram a fruta. As partes utilizadas como mudas
podem ser:

Rebentdo: formado a partir de gemas localizadas no talo da planta;

Filhote: originado de gemas localizadas no pedunculo da fruta;

Coroa: roseta de folhas situada na parte superior do fruto (Figura 1);

Caule: seccionado estimulado a brotar e enraizar (EPSTEIN, 1999).
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Figura 1 — Coroa do fruto
(Fonte: http://farm3.staticflickr.com)

Figura 2 — Partes do fruto
(Fonte:http://1.bp.blogspot.com )

O fruto (Figura 3) é rico em agucar, sais minerais e vitaminas A, B1, B2 e C,
onde cada 100g de polpa fresca de abacaxi contém aproximadamente 50
quilocalorias, 89% de agua, 0,3% de proteina, 0,5% de lipidios, 5,8% de glicidios,
3,2% de celulose e 0,3% de sais, apresentando quantidade consideravel de
potassio, ferro, calcio, manganés e magnésio, além de ser uma das principais fontes
da enzima bromelina (CRESTANI, 2010).



12

Figura 3 — Abacaxi - Fruto
Fonte: http://www.atribunamt.com.br/wp-content/uploads/2009/07/abacaxi-
cor.jpg

No processamento industrial as cascas, talos, coroas, folhas e cilindros do
fruto sdo considerados residuos (ROGERIO, 2007). Tais residuos sdo ricos em
carboidratos, proteinas e enzimas proteoliticas, possibilitando a sua utilizagao
industrial como matéria-prima para a obtencdo de bromelina, amido, fibras, alcool
etilico e ragao animais (SOUZA, 2005).

Segundo OLIVEIRA (1985), 1 hectare de abacaxizeiro Smooth cayenne
produz cerca de 15,4 toneladas de residuo, o que destaca a importancia do
aproveitamento desse residuo se levarmos em consideragao a sua rica composi¢ao
quimica.

Algumas enzimas, como a Ficina (figo), a Papaina (mamé&o) e a Bromelina
(abacaxi) podem ser extraidas em grandes quantidades e representam por isso uma
significativa importancia econdmica. As proteinas sdo polimeros formados por uma
sequéncia de residuos de aminoacidos ligados entre si por ligagdes peptidicas
(LIMA et al., 2008).

Das diversas fungdes das proteinas no organismo, a de catalisadores
biolégicos merece maior destaque, acelerando a velocidade de reagdes quimicas
diminuindo assim a energia de ativacdo da reagao, que seria consumida durante o
processo. Estas enzimas sdo denominadas proteases, pertencem a classe das
hidrolases, pois sdo capazes de quebrar ligagdes peptidicas de cadeias protéicas,

podendo ser encontradas tanto em animais como em vegetais (RIBEIRO, 2004).
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As enzimas proteoliticas possuem uma vasta aplicagdo comercial e industrial,
estando entre os trés maiores grupos de enzimas industriais e sdo responsaveis por
60% da venda internacional de enzimas. Na industria alimenticia, bem como na
industria téxtil, as enzimas proteoliticas s&o largamente utilizadas. Ja na industria
farmacéutica, essas enzimas proteoliticas sdo empregadas em medicamentos para
disturbios de digestibilidade, tendo também acado antiinflamatoria, antimucolitica e
cicatrizante (LIMA et al., 2008).

A Bromelina € uma enzima proteolitica encontrada em espécies de plantas da
familia Bromeliaceae, dentre estas o abacaxizeiro, podendo ser encontrada no fruto
e na planta, incluindo folhas, caule, coroa e cascas. A produgcdo de bromelina em
escala industrial vem sendo estudada de forma que a obtencédo se concentre nos
subprodutos da planta, que tem sido descartado como residuos industriais (SANTOS
et al., 2009).

A qualidade e o valor comercial da bromelina tém como principal parametro
sua atividade proteolitica, que aumenta a medida que aumenta seu grau de pureza
(FREIMAN, 1999). MEINIG (1999) em um de seus trabalhos citou o preco de um
preparado parcialmente purificado de bromelina no catalogo da Sigma (2000) que na
época era de cerca de US$ 450/Kg e o pregco da enzima usada industrialmente em
média 20% menor que este, sendo que no mesmo catalogo da Sigma em
29/05/2013 o valor é de R$ 8.350,00/Kg.

Comparando-a com outras proteases a bromelina € de mais facil obtengao e
aparece em maiores quantidades, em razdo de sua presenca na fruta e na planta do
abacaxi. Entretanto, a quantidade produzida ainda é pequena em relagdo as
necessidades do mercado, o que a torna um produto de alto valor comercial, que
nao é produzido no Brasil (BALDINI et al., 1993).

OH
CH,

CH;

o)

T i

Figura 4 — Estrutura molecular da Bromelina
(Fonte: http://www.masmusculo.com.es)
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Para uma industria de alimentos, quantificar proteinas € importante para
controlar a linha de produgéo, no entanto existem inumeros métodos que foram
desenvolvidos para determinar a concentragdo protéica em alimentos. Dentre os
métodos desenvolvidos para determinacdo de proteinas em alimentos estdo os
meétodos diretos, baseados em reagdes colorimétricas, destacando-se o método de
Bradford, Lowry, Biureto, Acido Bicinchoninico e Absor¢édo em Ultravioleta (UV), e os
métodos indiretos, Kjeldahl e Dumas (SIMONNE et al., 1997).

Em 1914, Riegler propds o método de Biureto, que se baseia na premissa de
gue substancias contendo duas ou mais ligagdes peptidicas formariam um complexo
de cor roxa quando adicionados a solucdes alcalinas de sais de cobre. A intensidade
da cor resultante esta diretamente ligada a quantidade de proteina presente na
amostra (CECCHI, 2003).

O meétodo de Biureto vem sendo utilizado para determinar a concentragdo de
proteinas totais em soro ou plasma sanguineo, liquido cérebro espinhal (liquor),
urina, alimentos, saliva, fibrinogénio e tecido animal. E um método rapido, que utiliza
reagentes de baixo custo e ndo apresenta grande variagdo da absortividade
especifica para diferentes proteinas. O biureto € constituido de uma mistura de
cobre e hidroxido de sédio com um complexante que estabiliza o cobre em solugao,
sendo o tartarato de sédio o recomendado por Gornall e cols (ZAIA et al, 1998).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho tem por objetivo quantificar a concentragado de bromelina
na polpa e casca de abacaxi (ananas comosus) pérola, comercializado na feira do
produtor rural do municipio de Ariquemes — RO, através de espectrofotometria, pelo

método de biureto.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Extrair e quantificar o teor de bromelina presente na polpa e cascas do fruto
in natura, produzido no municipio de Ariquemes, Ronddnia.
* Comparar os resultados obtidos nesta pesquisa com os da literatura ja

existente.
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4 METODOLOGIA

4.1 PROCEDIMENTOS

4.1.1 Preparagao do Reagente Biureto

Pesou-se em balanga analitica 1,5g de sulfato cuprico e 6,0g de Tartarato de
sédio e potassio, dissolvendo em seguida em um béquer com 500 mL de agua
destilada.

Sob constante agitagdo, adicionou-se 300mL de solugdo de NaOH 10%,
previamente preparada.

Transferiu-se para um baldo volumétrico de 1000mL completando o volume
até o menisco com agua destilada.

O reagente foi reservado.

4.1.2 Preparagao da Curva Padrao de Caseina

Pesou-se 0,507g de caseina (padrdo de proteina), transferiu-se para um
béquer, adicionando em seguida 20mL de agua destilada e 1,0mL de solu¢do de
NaOH 0,5N, previamente preparada, esquentando rapidamente em chapa
aquecedora para melhor solubilizacdo da proteina.

Transferiu-se para um baldo volumétrico de 50mL e completou-se com agua
destilada até o menisco, homogeneizando a solugéo.

Adicionou-se, em tubos de ensaio previamente enumerados, aliquotas de: 0,0
-02-0,4-0,6-0,8-1,0mL da solugao padrao de caseina.

Em seguida, nos mesmos tubos de ensaio, adicionou-se respectivamente: 1,0
-08-06-04-0,2-0,0mL de agua destilada, de forma que em cada tubo
houvesse um volume total de 1,0mL.

Adicionou-se em seguida 4,0mL do reagente de biureto em cada tubo,
agitando os tubos para homogeneizar.

Deixou-se em repouso por 30 minutos e fez-se a leitura da absorbancia a

540nm no espectrofotdmetro, anotando os resultados.
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4.1.3 Preparo da Amostra

Separou-se a polpa e as cascas do abacaxi. Triturou-se separadamente, a
polpa e as cascas do abacaxi, em liquidificador, obtendo-se assim o extrato puro da
polpa e da casca, sem diluentes. Reservou-se em recipientes distintos.

Pesou-se em um béquer 2,03g do extrato da polpa e adicionou-se 25mL de
agua destilada e 1,5mL de solugédo de NaOH 0,5N.

Pesou-se em outro béquer 2,04g do extrato da casca adicionando em seguida
25mL de agua destilada e 1,5mL de solugdo de NaOH 0,5N.

Levou-se os béqueres a chapa aquecedora por 30 minutos para solubilizar a
proteina.

Apos resfriamento a temperatura ambiente, filtrou-se as amostras em
algod&o, com auxilio de funil de vidro, transferindo para balbes volumétricos de
50mL, e completou-se o volume de cada baldo até o menisco com agua destilada.

Preparou-se 4 tubos de ensaio para cada amostra (polpa e casca), enumerou-
os previamente com aliquotas de: 0,0 — 0,4 — 0,8 — 1,0mL de amostra filtrada.

Adicionou-se nos mesmos tubos, respectivamente: 1,0 — 0,6 — 0,2 — 0,0mL de
agua destilada.

Adicionou-se 4,0mL de reagente de biureto em cada tubo. Agitou-se os tubos
para homogeneizar.

Deixou-se em repouso por 30 minutos e fez-se a leitura da absorbancia a
540nm no espectrofotdmetro, anotando os resultados.

O experimento foi feito em triplicata para melhor avaliacdo dos resultados
obtidos.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 PADRAO DE CASEINA

Apos a leitura de absorbancia da solugcido padrao de caseina a 540nm, obteve-

se os valores apresentados na tabela a seguir:

Tabela 1 - Absorbéancia da solugao padrao de caseina
TUBO CASEINA (mL) CONCENTRAGAO (mg) ABSORBANCIA (nm)

01 0,0 0,0 0,04
02 0,2 2,02 0,15
03 0,4 4,056 0,27
04 0,6 6,084 0,34
05 0,8 8,112 0,47
06 1,0 10,14 0,53

Fonte: Autor

O calculo da concentragdo em miligramas foi realizado através de regra de trés
simples, a partir da diluigcao realizada em 50mL.

Em seguida, com o auxilio do programa Origin 8.5.1 compds-se o grafico da
curva padrédo da absorbancia (nm) X concentracdo da amostra padrédo de caseina

(mg).
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Grafico 1 - Amostra padrao de caseina
Fonte: Autor
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Obteve-se assim, a equagado dareta Y=a + b . X, onde:
a=> coeficiente linear

b=> coeficiente angular

Y=> absorbancia da amostra

X=> concentracdo da amostra

Equacéo final:
Y=0,05158 + 0,04901 . X

Obteve-se o valor da regressao linear da reta R=0,99001, valor este que indica

0 quao perfeito foi o preparo da solugédo padrao, visto que o valor maximo é R=1,0

5.2 ABSORBANCIA — POLPA DO ABACAXI

Realizou-se a leitura da absorbancia relativa a amostra da polpa do abacaxi a
540nm, obtendo-se os seguintes resultados:

Tabela 2 - Absorbancia da Polpa

TUBO POLPA (mL) | CONCENTRAGAO (mg) | ABSORBANCIA (nm)
01 0,0 0,0 0,03
02 0,4 0,5798 0,08
03 0,8 0,1718 0,06
04 1,0 0,9879 0,10

Fonte: Autor

Absorbéncia (mn)

07z 04 U5 08 70
Concentracdo da Amostra (mg)

Grafico 2 — Amostra da polpa
Fonte: Autor



5.3 ABSORBANCIA — CASCA DO ABACAXI
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Realizou-se a leitura da absorbancia relativa & amostra da casca do abacaxi a

540nm, obtendo-se os seguintes resultados:

Tabela 3 - Absorbancia da Casca

TUBO POLPA (mL)  CONCENTRAGAO (mg) ABSORBANCIA (mn)
01 0,0 0,0 0,03
02 0,4 0,7839 0,09
03 0,8 0,1718 0,06
04 1,0 0,7839 0,09

Fonte: Autor

£
£ 0,00
@ /
L)
P /
Ly
@ 007 /
< pd

0.08

Uz U U6 s

Concentragdo da amostra {mg}

Grafico 3 — Amostra da casca
Fonte: Autor

Para o calculo do total de Bromelina presente na polpa e casca do abacaxi,

tomamos como base o valor de maior relevancia comparando absorbancia e

concentragdo das amostras. Para polpa tomamos 0,5798 mg de concentragdo em

0,4 ml de amostra e para casca 0,7839 mg de concentragao em 0,4 ml de amostra.

Os calculos foram efetuados através de regra de trés simples.

POLPA: 0,5798mg-------- 0,4ml
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x =72,47mg/ mL ou 0,072g/mL
Sendo: 2,03g------- 100%

CASCA: 0,7839mg---------- 0,4ml
X =mmmmmmmmmmmeee e 50ml
x =98mg/mL ou 0,098g/mL
Sendo: 2,04g------------- 100%
0,098g----------- X

x = 4,80% de Bromelina

Obteve-se como resultado da pesquisa uma concentragao de bromelina total
de 0,072g ou 3,54% de bromelina na polpa e 0,098g ou 4,80% da mesma proteina
na casca do abacaxi pérola.

ABILIO (2009), analisando o teor de proteinas da polpa e casca do abacaxi
pérola, usando caseina 2g/100ml em tampé&o fosfato 0,1 M (pH 7,5) como substrato,
obteve os seguintes resultados: 3,80mg/mL (+/- 0,50g) na polpa e 7,00mg/mL (+/-
0,60g) na casca do fruto. FREINMAN (1999), realizou pesquisa de determinacéo de
proteina total em residuos de abacaxi pérola e comparou com a concentragcdo da
bromelina comercial (45%), utilizando o método descrito por FREIMAN & SABAA-
SRUR (1999), em que séo feitas duas precipitagdes subseqientes em alcool etilico
(1:1), e o método de biureto para determinacédo de proteinas, com curva padrao de
soro albumina bovina, obtendo resultados inferiores aos da bromelina comercial nas
duas precipitagcées. Na primeira precipitacdo encontrou-se um resultado de 17,93%
de proteina na polpa e 17,70% na casca. Na segunda precipitagdo os resultados
foram 10,31% e 10,16%, para polpa e casca respectivamente.

Comparando-se os resultados obtidos nesta pesquisa com os resultados das
duas outras pesquisas citadas, fica evidente a diferenca de valores de proteina
encontrados, o que pode estar relacionado com diferenca entre os métodos de
extracao utilizados em cada técnica ou fatores ambientais, visto que as frutas séo de

regides diferentes, podendo sofrer alteragbes em sua composigdo quimica, fatores
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estes como o tipo de solo, o estagio de maturagao do fruto, técnicas de cultivo entre

outros.



CONCLUSAO

De acordo com a metodologia aplicada, os resultados obtidos de 72,47mg/mL
de bromelina para polpa e 98mg/mL de bromelina para casca do abacaxi, em
comparagao aos trabalhos semelhantes ja citados, podemos concluir que a pesquisa
obteve resultados satisfatorios.

A pesquisa foi desenvolvida rigorosamente de acordo com metodologia

conceituada, o que fortalece os parametros de analise de resultados satisfatorios.
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