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PURIFICACAO DA ENZIMA BROMELINA PRESENTE NO CURAUA (Ananas
erectifolius L.B. SMITH) VARIEDADE ROXA, POR SISTEMA BIFASICO AQUOSO
PEG 4000/FOSFATO DE POTASSIO

Juliana Ferrari Ferreira®, Dalva Sbruzzi?, Kleber VVanio Gomes Barros®,
Isaac Stringueta Machado”, Elias Basile Tambourgi®

RESUMO

O curaua (Ananas erectifolius L.B. Smith) é uma planta caracteristica do Norte e Centro-oeste
do Brasil e produz uma fibra de alta resisténcia, com aplicacbes nas diversas areas,
principalmente na industria automobilistica. Pertencente a familia das Bromeliaceae, contém
niveis significativos de bromelina, conjunto de enzimas proteoliticas com aplicacdo em
diferentes areas, tais como em industrias alimenticias, farmacéuticas e de cosméticos. Neste
trabalho avaliou-se a purificacdo da enzima presente nas folhas do curaua (Ananas erectifolius
L.B. SMITH), através de sistema bifasico aquoso PEG 4000/Fosfato de potassio e se mediu a
atividade enzimatica em cada fase, pelo método de Biureto, obtendo-se o fator de purificacdo
(FP), com o objetivo de otimizar as condi¢cdes de purificacdo da bromelina. Utilizaram-se 3
valores de pH 7,0; 8,0 e 9,0 variando-se a composicao proporcional entre a fase polimérica e a
salina (tie-lines), Foi utilizada a variedade roxa do curaud, em que os resultados mostraram que
o sistema PEG 4000/Fosfato de potassio com maior concentracdo polimérica e em pH 7,0,
apresentou melhor resultado na purificacdo enzimatica.
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PURIFICATION OF BROMELAIN ENZYME FROM CURAUA (Ananas erectifolius LB
Smith) PURPLE VARIETY, BY AQUEOUS TWO-PHASE SYSTEM PEG
4000/POTASSIUM PHOSPHATE

ABSTRACT

Curaua (Ananas erectifolius LB Smith) is a typical plant of northern and central-western Brazil.
It produces a highly strong fiber with applications in several areas, mainly in the automotive
industry. Belonging to the family of Bromeliaceae, it contains significant levels of bromelain, a
group of proteolysis’ enzymes with application in several areas such as in the food,
pharmaceutical and cosmetics industries. In this work we evaluated the purification of the
enzyme present in the leaves of Curaud by means of an aqueous two-phase system PEG
4000/Potassium phosphate. The enzyme had its activity measured in each phase by the Biuret
method. The purification factor (PF) was obtained in order to optimize the conditions for
purification of the bromelain. It was used 03 pH 7.0, 8.0 and 9.0 values, varying the
proportional composition in between the polymeric and the saline phases (tie-lines). It was used
the purple variety of Curaua. The results showed that PEG system 4000/ potassium phosphate
polymer with a higher concentration and at pH 7.0 produced better results in enzyme
purification.

Keywords: Ananas erectifolius, bromelain, purification, aqueous two-phase systems, pH
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INTRODUCAO

Enzimas sdo moléculas organicas
presentes nas células de organismos vivos, com
a funcdo especifica de catalisar reagdes
quimicas. A enzima da inicio ao aumento da
velocidade de uma reacdo quimica, por atuar
como catalisador (Said & Pietro, 2002). Um
catalisador ndo modifica a posi¢éo de equilibrio
de uma reacdo; no entanto, diminui 0 montante
de energia necessaria para que a reacdo ocorra
(Horton, 2002).

Economicamente viadveis, 0 emprego de
enzimas em diversos setores industriais vem
crescendo ha vérios anos (Forgaty & Kelly,
1979; Wiseman, 1987). Dentre as enzimas
com utilizacdo industrial a bromelina se
destaca pela diversidade de areas de atuacao:
no tratamento de couro nas industrias téxteis,
para 0 amaciamento de fibras e na producdo de
detergentes (Santos, 1995); na industria
alimenticia, promovendo o amaciamento de
carnes (Freiman, 2001); nas cervejarias €
utilizada para clarificacio da cerveja,
hidrolisando certos complexos proteina-
taninos, formados durante a fermentacdo
(Freiman & Srur, 1999). Na area de pesquisa
farmacoldgica, por exercerem efeitos anti-
inflamatodrios (Mattos, 2005) e na utilizagdo no
tratamento de problemas de saude, tais como:
angina, indigestdo e problemas respiratdrios
(Cesar, 2005). Nas terapias contra o cancer é
utilizada no aumento de lises de células
cancerigenas (Meinig, 1999).

O curaué (Ananas Erectifolius) é uma
espécie ainda pouco conhecida e estudada. O
cultivo do curaud teve inicio no Lago Grande
de Curuai, no municipio de Santarém, PA, e se
vem expandindo para outras regides do estado.
Pesquisas demonstraram que a fibra do curaua
apresenta  excelente  qualidade, sendo
comparavel a fibra de vidro devido a sua
resisténcia, maciez e peso reduzido (Ledo et al.,
1998; Frollini et al., 2000). Na inddstria
automobilistica vem sendo usado para
fabricacdo de péra-sois de caminhdo (Mothé,
2003).

Atualmente, o processo de separacdo e
purificacdo de bioprodutos é um segmento
muito importante na indlstria, pois pode
chegar a representar de 80 a 90% do custo de
producdo. Portanto, o desenvolvimento de um
processo eficiente e de baixo custo é de
extrema relevancia (Belter et al, 1988). A
extracdo liquido-liquido vem despertando

interesse a fim de ser utilizada como etapa
intermediaria de separacdo, que substitui
métodos de separac¢do mais caros ou diminui o
nimero de etapas de separacdo necessarias ao
processo. Este processo de separacao é baseado
na distribuicdo do soluto entre as fases e a
miscibilidade parcial dos liquidos (Rabelo,
1999).

Os sistemas bifasicos aquosos (SBA) se
formam pela adicdo de solugbes aquosas de
dois polimeros hidrofilicos, como PEG
(polietilenoglicol) e dextrana ou de um
polimero e um sal, como PEG e fosfato de
potassio. Essas substancias constituem o meio
conveniente e adequado para a extracdo de
substancias de origem bioldgica, pois a
constituicdo das fases entre 70% e 90% de
agua, proporciona um ambiente ameno para 0
trabalho, com compostos biologicamente
ativos, preservando sua estabilidade molecular
e permitindo, assim, seu processamento neste
meio (Coimbra, 1995).

O pH do meio, além de influenciar na
manutencdo da atividade enzimatica ainda
afeta a distribuicdo de cargas na superficie das
proteina. Deste modo, ajustando-se o pH do
meio a valores proximos ao ponto isoelétrico
(PI) da proteina (valor de pH, onde a molécula
apresenta carga elétrica liquida préximo a
zero), tem-se reduzido os efeitos que atuam
sobre a particdo em SBA (sistemas bifasicos
aquosos) (Forciniti et al., 1991).

Ferreira (2007) analisou a purificacdo da
enzima bromelina em sistema bifasico aquoso
PEG/Fosfato de potassio extraida do talo do
abacaxi (Ananas comosus) e obteve melhores
resultados ao utilizar polietileno glicol 4000,
do que polimero de menor massa molecular
(PEG 1500).

Assim, este trabalho trve como objetivo
a obtencdo dos fatores de purificacdo (FP) da
enzima bromelina derivada do curaua (Ananas
erectifolius L.B. SMITH) variedade roxa,
através de sistema bifasico aquoso PEG
4000/Fosfato de potéssio.

MATERIAL E METODOS

Os equipamentos utilizados foram:
Balanca Eletronica Marte, modelo AL 200; um
multiprocessador Arno; pHmétro Analyser pH
300; Banho termostatizado FANEM; modelo
100, Micropipetas automaticas e Espectro-
fotdbmetro UV/VIS Spectronic 21D.

Revista Brasileira de Produtos Agroindustriais, Campina Grande, v.13, n.2, p.197-202, 2011



Purificagdo da enzima bromelina presente no curaud variedade roxa, por sistema bifasico aquoso....... Ferreira er al. 199

Métodos

As folhas do curaua foram coletadas no
campo, na Fazenda Experimental Sdo Manoel,
Botucatu, SP. Chegando ao laboratério elas
foram lavadas com &gua destilada, secadas com
papel toalha e armazenadas em sacos plasticos,
sob refrigeracdo, até sua utilizacao.

Preparo das amostras

Foram pesadas, na proporcdo 1:1,
solugdo tampao e folhas de curaué da variedade
roxa; em seguida, foram trituradas em um
multiprocessador de alta eficiéncia e o extrato
foi filtrado em tela de nylon, para a retirada de
fibras e particulados presentes.

Preparo do reativo de biureto

Dissolveram-se, em 500 mL de agua
destilada, 1,5 g de sulfato de cobre
pentaidratado e 6,0 g de tartarato duplo de
sadio e potassio e se eles adicionaram 300 mL
de solucdo de hidroxido de sodio a 10% em
constante agitacdo; por fim, adicionou-se agua
destilada suficiente para 1 Litro de solucéo.

Determinacao da atividade da bromelina

Visando a determinacdo da atividade da
bromelina, utilizaram-se o reativo de Biureto e
uma solucdo a 5 g/L de BSA, método que se
baseia na reacdo do reativo do Biureto,
constituido de uma mistura de cobre e
hidroxido de s6dio com um complexante que
estabiliza o cobre em solu¢do. O cobre, em
meio alcalino, reage com proteinas, formando
um complexo quadrado planar com a ligacdo
peptidica. As leituras foram feitas em
espectrofotémetro a 540 nm; por fim, calculou-
se a atividade enzimatica, segundo a equagéo

(-

H 6
AE — Veator (Litros)x10 (ymol/m_l_) (1)
MM g s XVepima (M) XL, 50 (MIN)

enzima

reacao

Preparo dos tampdes

Foram preparadas as solugdes tampéo
pH 7,0; 8,0 e 9,0, a partir de solucdes de
fosfato de potassio mono e dibasico a 15%
(p/p), seguindo a metodologia descrita por
Morita e Assumpgcdo (1995). Para isto,
prepararam-se solucGes padrdo de fosfato de
potassio monobasico (solucdo A) e fosfato de
potassio bibasico (solugdo B), misturando-as
em um béquer contendo um eletrodo de cloreto
de prata, para medir o pH do meio, até atingir o
pH desejado.

Determinacao do fator de purificagéo

Para o calculo do fator de purificacdo
(FP) utilizou-se a equacéo (2).

AE

p=—2% )

~ AE(BRUTA)

sendo: Atividade enzimatica bruta
(U/mL): Produto do volume usado do extrato de
bromelina (volume de amostra bruta no tampéao
e em cada “tie-line” especifica) pela atividade
medida para a bromelina neste tampdo (em
U/mL).

Atividade Enziméatica (fase leve):
Produto do volume da fase leve (para cada “tie-
line” e pH) pela atividade medida na fase leve.

Atividade Enzimatica (fase pesada):
Produto do volume da fase pesada (para cada
“tie-line” e pH) pela atividade medida na fase
pesada.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As Tabelas 1, 2 e 3 mostram a influéncia
do pH e da concentracdo do sistema PEG
4000/Fosfato  de potassio em relacdo a
purificacdo da enzima bromelina derivada do
Curaud, variedade roxa.

O grafico 1 demonstra os valores
comparativos para os fatores de purificacdo
(FP) obtidos para enzima bromelina derivada
das folhas do curaué roxo, a partir de SBA PEG
4000/fosfato, nos pH 7,0; 8,0 e 9,0.
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Tabela 1 - Particdo da enzima bromelina derivada das folhas do curaua roxo, a partir de SBA PEG
4000/fosfato em pH 7,0

AE
Amostra
Tie line — Composicéo (U/mL) o
i 0,
total do sistema (%p/p) Bruta 0,0026
1 3,34
PEG sal Agua Fase leve 0,008706
1623 135 70,27 Fase pesada 0,005804
2
PEG Sal Agua Fase leve 0,005555 216
12,4 13,4 74,2 Fase pesada 0,005638
3
" 0,005348
PEG Sal Agua Fase leve
2,09
8,51 135 77,99 Fase pesada 0,005441

Tabela 2 - Particdo da enzima bromelina derivada das folhas do curaua roxo, a partir de SBA PEG
4000/fosfato em pH 8,0

Amostra AE
Tie line — Composicéo total (U/mL) -
i 0,
do sistema (%p/p) Bruta 0,0035
1
PEG Sal Agua Fase leve 0,005721
1,63
16,95 11,7 71,37 Fase pesada 0,005265
2
PEG Sal Agua Fase leve 0,010033
2,86
14,88 11,5 73,73 Fase pesada 0,008084
3
- Fase | 0,010281
PEG Sal Agua ase leve 203
12 11 77 Fase pesada 0,007960
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Tabela 3 - Particdo da enzima bromelina derivada das folhas do curaua roxo, a partir de SBA PEG
4000/fosfato em pH 9,0

- - Amostra AE
Tie line — Composicado (U/mL)
FP
total do sistema (%p/p) Bruta 0.0034
1
» Fase leve 0,005576
PEG Sal Agua
1,64
19,8 13,5 66,7 Fase pesada 0,005203
2
PEG sal Agua Fase leve 0,011318
3,32
18,5 12,2 69,3 Fase pesada 0,008250
3
- Fase leve 0,004436
PEG Sal Agua 1,31
16,03 11,2 72,77 Fase pesada 0,004477
._1_
=]
28*
S
£
=
=
=
pH7 pHS pH9
ETieLinel ®TieLine?2 TieLine 3

Gréfico 1 — Fatores de Purificacdo da purificagdo da bromelina das folhas de curaué roxo

O sistema bifasico aquoso que
apresentou melhor resultado na purificacdo da
enzima bromelina derivada do curaug,
variedade roxa, foi o sistema PEG 4000/fosfato
no pH 7,0 (“tie line” 1); o sistema PEG
4000/fosfato em pH 9,0 (“tie line” 2), também
apresentou valores consideraveis. Analisando-
se 0 comportamento das trés “tie lines” do
sistema PEG 4000/fosfato em pH 7,0, observa-
se tendéncia de aumento dos fatores de
purificacdo a medida em que se aumenta o
comprimento das linhas de amarragao;

entretanto, o sistema SBA PEG 4000/fosfato
em pH 8,0 apresentou comportamento inverso;
maiores valores referentes aos fatores de
purificacdo foram obtidos em concentragdes
menores dos componentes dos sistemas.

CONCLUSOES

Os valores do fator de purificacdo da
enzima bromelina derivada da variedade roxa,
foram influenciados pelas concentracfes das
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fases poliméricas e salinas, como também pelo
valor de pH do meio. O melhor resultado foi
obtido trabalhando-se com o menor pH
estudado porém com a maior concentragdo
polimérica (“tie line” 01) do sistema PEG
4000/fosfato no pH 7,0 (“tie line” 1).

A técnica de sistemas bifasicos aquosos
PEG 4000/fosfato de potassio mostrou-se
promissora na purificacdo da enzima bromelina
derivada do curaud variedade roxa, podendo
ser utilizada na extracdo desta enzima
proteolitica, maximizando o lucro, diminuindo
0 impacto ambiental e o desperdicio, durante a
extracdo da fibra utilizada, por exemplo, na
industria automobilistica.
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