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Resumo: Com a crescente demanda do agronegocio brasileiro ocorre também aumento na geracdo de grande
quantidade de residuos agroindustriais oriundos dos processamentos dos alimentos. Nesse contexto, podemos
citar o abacaxi, o qual apenas o fruto é comercializado e o restante é considerado residuo agricola e, portanto,
inutilizado. Este trabalho objetivou a determinacdo do valor do teor de proteinas totais (TPT), atividade
proteolitica (AP) e especifica (AE) dos residuos do abacaxi da cultivar ‘Pérola’. Os extratos foram obtidos pela
trituragdo da casca e da coroa em trés diferentes solu¢des tampao: acetato pH 4 e pH 5 e fosfato pH 7. A AE foi
determinada pela relagdo entre AP e TPT. Os resultados foram submetidos a analise de varidncia (ANOVA), e as
médias seguidas pelo teste de Tukey (p<0,05). Em relagdo a AE na casca, o tampao acetato pH 4 mostrou valor
elevado (441,1836 U/ml) comparado aos demais tampdes, enquanto os tampdes acetato pH 5 e fosfato pH 7 nao
apresentaram diferengas estatisticas significativas entre eles (298,2598 U/ml; 314,0844 U/ml, respectivamente).
Na AE da coroa, ambos os tampdes, acetato pH 4 (317,9444 U/ml) e pH 5 (324,8039 U/ml) apresentaram
resultados superores ao fosfato pH 7 (143,0445 U/ml). Logo, e considerando que na AE da coroa os tampdes
acetato pH 4 e pH 5 néo tiveram diferencas estatisticas significativas entre eles, conclui-se que o tampao acetato
pH 4 é o melhor na extracdo de enzimas proteolitica em ambos os residuos.
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Determination of content protein and Proteolytic activity of pineapple (Ananas comosus var. comosus)
agroindustrial waste

Abstract: Increasing demand for Brazilian agribusiness, no generation of large amounts of waste from the
agroindustria processing. In this context, we can mention the pineapple, which only the fruit is sold, the
remainder is considered agricultural waste being discarded. This study aimed to evaluated the value of total
protein (VPT), activity proteolytic (AP) and specific (SA) waste pineapple cultivar 'Perola’. The extracts were
obtained by crushing the peel and crown in three different buffer solutions: acetate pH 4 and pH 5 and pH 7
phosphate. The SA was carried out by the ratio between PA and TPT. Results were subjected to analysis of
variance (ANOVA), and medium followed by the Tukey test (p <0.05). In relation of SA peel, acetate buffer pH
4 showed high value (441.1836 U / ml) compared to other buffer, while acetate buffer pH 5 and pH 7 phosphate
not showed statistically significant differences between them (298.2598 U / ml; 314.0844 U / ml, respectively).
In SA crown, both buffers, acetate pH 4 (317.9444 U / ml) and pH 5 (324.8039 U / ml) showed better results
than the phosphate pH 7 (143.0445 U / ml).Therefore and considering that SA in crown the buffer acetate pH 4
and pH 5 had not statistically significant differences between them, it is concluded that pH 4 acetate buffer is the
best extraction of proteolytic enzymes in both residues.
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1. INTRODUCAO

O Brasil apresenta sua economia baseada principalmente no agronegécio. Devido a crescente
demanda deste setor, ha geragdo de grande quantidade de residuos agroindustriais oriundos dos
processamentos dos alimentos. Muitas vezes, esses residuos representam um grande problema, pois
sdo descartados no meio ambiente. No entanto, muitos deles sdo ricos em compostos bioativos,
reconhecidos por aplicagdes tecnologicas, representando fontes naturais destas substancias '
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Nesse contexto, podemos citar o abacaxi, que ¢ composto por caule, raiz, casca, folha e fruto,
porém apresenta apenas o fruto como parte comercializada da planta. O restante é considerado residuo
agricola e ndo ¢ utilizado adequadamente °.

Consumido em todo mundo, o abacaxi ¢ cultivado em regides tropicais e subtropicais >. O Brasil é
um dos maiores produtores mundiais, sendo as principais areas produtoras o nordeste do pais, embora
seja cultivada em todo territorio brasileiro . No Espirito Santo predomina a agricultura familiar,
principalmente na regido sul-litordnea e na regido norte, consistindo em um dos principais estados
produtores de abacaxi.

O abacaxi (4nanas comosus) é a principal fonte de uma enzima proteolitica, a bromelina,
encontrada no caule, folhas, raizes e no fruto e em outras espécies da familia Bromeliaceae * Tanto in
vivo, quanto in vitro a bromelina possui propriedades anti-inflamatoria, antifingica, anti-edematoso,
antitrombotico e atividade fibrinolitica °.

A importincia econdmica desta enzima estd diretamente ligada a sua utilizagdo em diversas
industrias, tais como industria alimenticia para o amaciamento de carnes e clarificagdo de cervejas;
para amaciamento de fibras na industria téxtil; e, farmacéutica para produgéo de farmacos *°

De acordo com Costa, Fernandes e Ventura (2008), nas ultimas décadas houve um crescente
interesse em novos processos biotecnoldgicos e com o aumento da utilizagdo da bromelina ligada a
esses processos ampliou-se a importancia de se estudar meios viaveis de extragdo dessas enzimas
proteoliticas mantendo sua atividade.

A cultivar Pérola é uma das espécies mais comercializadas no Brasil. E apesar do abacaxizeiro ser
amplamente cultivado em varias regides do pais, trata-se de uma cultivar bastante exigente no que se
refere a quantidade de nutrientes vegetais produzidos. Esta pode apresentar um alto contetdo da
enzima bromelina, porém sdo poucos os estudos que comprovem ¢ informem as caracteristicas desta
enzima para esta cultivar. Grandes diferengas entre as quantidades extraidas de nutrientes devem ser
levadas em conta perante as condi¢des variaveis apresentadas por esta variedade no que diz respeito as
formas de cultivo empregadas e ao tipo de tampdo utilizado para extragio de bromelina

Assim, o presente trabalho objetivou determinar o teor de proteinas totais, atividade proteolitica e
atividade especifica dos residuos agroindustriais do abacaxi, uma vez que esses residuos atualmente
ndo tem destino e podem ser utilizados como fontes de bromelina, comparando diferentes tipos de
tampoes na extracao.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Obtencio e tratamento da matéria-prima

A casca e a coroa foram obtidas a partir da cultivar ‘Pérola’. Os frutos da cv. Pérola foram
adquiridos em feiras ¢ supermercados da regido da Grande Vitdéria. Apés a coleta dos frutos, os
caracteristicos residuos agroindustriais (casca e coroa) foram lavados com hipoclorito ¢ armazenados
para as analises futuras.

2.2 Escolha da soluc¢ao de extraciao

Os extratos protéicos foram obtidos pela trituragdo da casca e da coroa na propor¢do 1:3 (1 g de
amostra para 3 mL da solucdo extratora) em trés diferentes solugdes de extracdo: tampdo acetato pH
4,0; tampao acetato pH 5,0 e tampao fosfato pH 7,0. Em seguida, os extratos foram filtrados em gaze e
centrifugados a 2.000 rpm por 50 minutos.

2.3 Determinacio do teor de proteinas totais

Foram colocados 100 pl do extrato protéico com 5 ml do reagente de Bradford em um tubo de
ensaio. Em seguida, os tubos foram homogeneizados, mantendo em repouso por 5 minutos. Procedeu-
se com a leitura das solugdes em espectrofotdmetro a 595 nm. Foram preparadas cinco solugdes de
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padrdo de caseina com diferentes concentragdes (0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1,0 mg/ml de proteina), obtendo
assim a curva padréo, estabelecendo a relagao de absorbancia e quantidade de proteinas.

Os resultados obtidos foram analisados estatisticamente, por meio de analise de regressao linear, foi
calculado o coeficiente de determinagdo (R?) e a equagdo da reta, possibilitando estimar os valores da
curva padréo °.

2.4 Determinacio da atividade proteolitica

O tubo teste consiste na associacdo de 5 ml de solugdo de caseina, 0,2 ml de solugdo de L-cisteina e
0,8 ml de extrato enzimatico. Esses tubos foram colocados em banho-maria por 10 minutos a 37 °C,
em sequéncia foram adicionados 5 ml de solugdo do precipitante protéico e retornados ao banho-maria
37 °C por 30 minutos. Apos resfriados em temperatura ambiente, essa solucdo contida no tubo foi
filtrada e se procedeu a leitura da absorbancia no espectrofotometro a 280 nm de comprimento de
onda.

O branco consistiu na colocagdo de 5 ml de solugdo de caseina, 0,2 ml de solugdo de L-cisteina, 0,8
ml de agua destilada e 5 ml de solugdo do precipitante protéico. Esses tubos foram colocados em
banho-maria a 37 °C por 10 minutos ¢ ao término as solu¢des foram deixadas em temperatura
ambiente. As solugdes entdo foram filtradas e a leitura da absorbancia no mesmo espectrofotometro
em mesmo comprimento de onda utilizado no tubo teste foi efetuada.

Em seguida foi preparada uma solugdo de tirosina 50 pg/ml e foi realizada a leitura da absorbancia
a 280 nm.

Os resultados encontrados nas absorbancias para os tubos testes, brancos e para solugdo de tirosina
foram colocados na formula que segue para calcular unidade por ml (U/ml) (1) [7].

i d __ At—Ab pumoltirosina x V2
ml ¢ enzima = Atirosina x Vi (D
Sendo:

At: absorbancia do tubo teste

Ab: absorbancia do tubo branco

Airosina: absorbancia da tirosina

umol tirosina: concentragdo da solucdo de tirosina na cubeta
V: volume colocado no tubo do extrato enzimatico

V,: volume usado no experimento

2.4.1 Determinacao da Atividade Especifica

A atividade especifica das enzimas proteoliticas foi determinada por uma relagdo existente entre
atividade proteolitica em U/ml por teor protéico em mg/ml (2).

Atividade Proteolitica (%)

Atividade Especifica = 2)

Teor Protéico (%)
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3. RESULTADOS

3.1 Teor de proteinas totais, Atividade proteolitica e atividade especifica da bromelina presente
na casca

No teor de proteinas totais os tampdes acetato pH 4 ¢ pH 5 apresentaram valores de 0,0562 mg/ml e
0,0835mg/ml respectivamente, enquanto o tampao fosfato pH 7 destacou-se pelo elevado valor,
0,1129 mg/ml. Mostrando diferencgas estatisticas entre os trés tampoes (Tabela 1).

Na atividade proteolitica, os tampdes acetato pH 4 ¢ pH 5 ndo mostraram diferencas estatisticas
(24,7933 U/ml e 24,8966 U/ml respectivamente), enquanto que o tampao fosfato pH 7 apresentou
diferencas estatisticas significativas entre eles, por mostrar valor superior a eles (35,4633 U/ml)
(Tabela 1).

A atividade especifica de enzimas proteoliticas em tampao acetato pH 4 (441,1836 U/mg) foi
maior do que acetato pH 5 (298,2598 U/mg) e fosfato pH 7 (314,0844 U/mg), sendo que os tampoes
acetato pH 5 ¢ fosfato pH 7 ndo diferiram estatisticamente entre eles ¢ o tampao pH 4 diferiu
estatisticamente entre o tampao pH 5 e fosfato pH 7 (Tabela 1).

Tabela 1: Valores de proteinas totais, atividades proteoliticas e especifica da casca obtidos em diferentes
tampdées de extra¢do

Tampées de extragio Proteinas totais Ati’vidade Atividade Especifica
(mg/ml) Proteolitica (U/ml) (U/mg)
Tampio Acetato pH 4 0,0562* 24,7933 441,1836°
Tampio Acetato pH 5 0,0835b 24,8966 298,2598b
Tampio fosfato pH 7 0,1129° 35,4633° 314,0844"¢

Média de trés repetigdes. Médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca
significativa a 5% pelo teste de Tukey.

3.2 Teor de proteinas totais, Atividade proteolitica e atividade especifica da bromelina presente
na coroa

O tampao fosfato pH 7 (0,1605 mg/ml) manteve os valores elevados no teor de proteinas, ¢ os trés
tampodes difeririam estatisticamente entre si.

Na atividade proteolitica os tampdes fosfato pH 7 (22,9033 U/ml) e acetato pH 5 (23,8766 U/ml)
apresentaram resultados superiores ao tampao acetato pH 4 (19,0766 U/ml), por ter mostrado
diferenca estatisticas significativas entre o acetato pH 5 e fosfato pH 7, sendo que estes dois ndo
apresentaram diferengas estatisticas entre eles.

Na atividade especifica os tampdes acetato pH 4 e pH 5 mostraram valores elevados (317,9444 ¢
324,8039 U/ml, respectivamente), em comparagdo com fosfato pH7 (143,0445 U / ml) que diferiu
estatisticamente dos outros dois tampodes, enquanto que o tampao acetato pH 4 ¢ pH 5 ndo diferiram
estatisticamente entre eles (Tabela 2).

Tabela 2: Valores de proteinas totais, atividades proteoliticas e especifica da coroa obtidos em diferentes
tampdées de extra¢do

Tampées de extragio Proteinas totais Ati’vidade Atividade Especifica
(mg/ml) Proteolitica (U/ml) (U/mg)
Tampao Acetato pH 4 0,0600? 19,0766% 317,94442
Tampio Acetato pH 5 0,0737° 23,8766" 324,8039"
Tampio fosfato pH 7 0,1605° 22,9033 143,0445°

Médias de trés repeticdoes. Médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca
significativa a 5% pelo teste de Tukey.
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4. DISCUSSAO

A bromelina é obtida comercialmente do caule do abacaxi ¢ a quantidade produzida ndo ¢ suficiente
para suprir as necessidades do mercado, elevando o seu valor comercial e além disso ndo € produzida
no Brasil *.

Assim, os resultados indicam que ndo somente o caule, mas a casca ¢ a coroa podem ser utilizadas
para a obteng@o de bromelina, tornando-se, dessa forma, disponivel outra fonte de obtencdo dessa
enzima para as empresas que a utilizam em seus processos produtivos, tais como as industrias
farmacéuticas que a aplicam na produgdo de farmacos, e as industrias alimenticias para fabricagdo de
queijos, que necessitam de extratos puros ¢ semi-puros dessa enzima [4, 5]

Os resultados indicam ainda que o tampao acetato pH 4 pode ser utilizado para extragdo e posterior
purificagdo de bromelina em ambos os residuos, pois foi o tampao que extraiu mantendo os valores de
atividade especifica mais elevado comparado aos outros tampdes (441,1836 U/mg na casca e
317,944U/mg na coroa). Apesar do tampao pH 7 extrair maior quantidade de proteinas totais e
atividade proteolitica, ele deixa de ser interessante pois reduz a atividade especifica de bromelina. Isso
pode estar acontecendo pela alta concentragdo de proteinas totais, que o tampao pH 7 esta extraindo e
essas proteinas extraidas sdo diferentes de bromelina, e com isso esta diluindo o teor da enzima no
extrato proteico reduzindo sua atividade especifica.

5. CONCLUSAO

De acordo com os resultados, tanto a casca quanto a coroa podem ser utilizados para obtengado de
enzimas proteoliticas.

Na casca, os melhores valores de proteinas totais e atividade proteolitica foram obtidos em tampao
fosfato pH 7. No entanto, na atividade especifica, o tampao acetato pH 4 obteve resultado maior
comparado aos outros tampdes.

O melhor resultado encontrado no teor de proteinas na coroa foi obtido também com a utiliza¢do de
tampao fosfato pH 7. Na atividade proteolitica valores satisfatorios foram encontrados com uso dos
tampdes fosfato pH 7 e acetato pH 5. Entretanto, na atividade especifica os melhores resultados foram
obtidos apds o uso dos tampdes acetato pH 4 e pH 5.

Considerando que na atividade especifica da coroa os tampodes acetato pH 4 ¢ pH 5 ndo foram
observadas diferencgas estatisticas significativas entre eles, conclui-se que o tampédo acetato pH 4 é o
melhor na extracdo de enzimas proteoliticas em ambos os residuos.

Por fim, a utilizacdo desses rejeitos agroindustriais para a extracdo de bromelina, levaria a uma
redugdo da quantidade de residuos gerados pelas industrias que usam apenas a polpa do abacaxi.
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