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Resumo
Bromelina é o nome utilizado para designar o conjunto de enzimas proteoliticas que estdo
presentes em todo o abacaxizeiro. A bromelina possui consideraveis aplicacdes no setor téxtil,
alimenticio, e principalmente, no farmacéutico, sendo assim, a otimizacdo dos processos de
extracdo e purificacdo € de fundamental importancia. Este trabalho teve como objetivo avaliar
a influéncia da utilizagdo de ondas ultrassonicas na extracdo de bromelina do caule do
abacaxizeiro, utilizando agua como solvente. Foram considerados trés fatores em dois niveis,
a saber: temperatura (9°C, 25°C), poténcia do equipamento (20%, 90%) e tempo de extracdo
(1 min, 9 min). Os caules foram fragmentados, e submetidos duas vezes, em sequéncia, a um
extrator centrifugo de frutas. Ao material resultante foi acrescentado agua destilada, na
proporcéo de 1:2,5 (m/v) de tecido vegetal/agua, e entdo ele foi submetido ao sonicador de
ponteira. A avaliacdo do processo foi feita atraves das analises do contetdo de proteina e
atividade enzimatica. Os melhores resultados para o processo foram obtidos quando utilizado
a temperatura de 25°C, 20% da poténcia do equipamento e tempo de extracdo de 9 minutos. O
extrato obtido com o auxilio do ultrassom apresentou melhores resultados, sendo a atividade
enzimatica 3,6 vezes maior e 0 conteudo de proteina 1,1 vezes maior, quando comparado com
0 extrato obtido sem o uso desta técnica, mostrando que este método atua de maneira positiva

na obtencédo do extrato.

Palavras-chave: ultrassom; bromelina; extracéo.



Abstract
Bromelain is the name used to designate the set of proteolytic enzymes that are present
throughout the pineapple. Bromelain has considerable applications in the textile, food, and
especially in the pharmaceutical sector, therefore, the optimization of extraction and
purification processes is of fundamental importance. This work aimed to evaluate the
influence of the use of ultrasonic waves in the extraction of bromelain from the stem of the
pineapple, using water as a solvent. Three factors were considered at two levels, namely:
temperature (9 ° C, 25 ° C), power of the equipment (20%, 90%) and extraction time (1 min, 9
min). The stems were fragmented, and subjected twice, in sequence, to a centrifugal fruit
extractor. To the resulting material, distilled water was added, in the proportion of 1: 2.5 (m/
v) of plant tissue / water, and then it was subjected to the tip sonicator. The evaluation of the
process was done through the analysis of protein content and enzymatic activity. The best
results for the process were obtained when used at a temperature of 25 ° C, 20% of the
equipment's power and extraction time of 9 minutes. The extract obtained with the aid of
ultrasound showed better results, with enzyme activity 3.6 times greater and the protein
content 1.1 times greater, when compared with the extract obtained without the use of this

technique, showing that this method acts positive way in obtaining the extract.

Keywords: ultrasound; bromelain; extraction.
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1. INTRODUCAO

O abacaxizeiro é uma planta oriunda das Américas referente a familia Bromeliaceae,
sendo esta composta por volta de 2700 espécies, subdividida em 56 géneros (CRESTANI et
al., 2010), tendo como fruta o Ananas comosus (L.) Merril, corriqueiramente chamado de
abacaxi, que possui um sabor doce, relativamente acido e carne muito suculenta (ABACAXI,
2020). Para o desenvolvimento do abacaxizeiro € necessario um clima mesotérmico, sendo as
temperaturas de 22 a 32°C consideradas ideais para seu crescimento (MATHIAS, 2013). No
Brasil a colheita das frutas ainda néo é realizada de maneira mecanizada, mas sim de maneira
rudimentar, em que coletores auxiliados por luvas de lona grossa e facdo realizam o processo,
isso ocorre, pois as frutas ndo amadurecem todas de maneira igualitaria (BORRACINI, 2006).

A bromelina € um conjunto de enzimas proteoliticas que estad presente em todo o
abacaxizeiro, porém encontra-se em maior quantidade na regido do caule da planta
(ZANETTE et al., 2017). Esta é uma enzima intracelular que possui atividades terapéuticas
como, por exemplo, acdo anti-inflamatdria, diurética e depurativa, aléem de, auxiliar na
digestdo, em razdo disso, a industria farmacéutica possui um alto interesse na mesma, Vvisto
seu potencial econdmico (CRESTANI et al., 2010). Além do setor farmacéutico, a bromelina
apresenta relevancia para a area alimenticia, pois a mesma pode ser empregada para 0
amaciamento de carnes, no pré-tratamento de soja, entre outros (BORRACINI, 2006).

Os processos de extracdo de enzimas baseiam-se na destruicdo da parede celular para
se obter o produto intracelular (MACHADO JR., 2014). Os métodos existentes para promover
o rompimento da parede celular sdo os mecénicos, e 0s ndo mecénicos. Dentre os métodos
ndo mecanicos pode-se citar como exemplo, extracfes por detergentes, por lise enzimatica, ja
dentre os métodos mecanicos pode-se citar a extragdo por homogeneizador a alta pressao, e
por ultrassom (HARRISON, 1991; HO et al., 2006 apud DE SA LEITAO, 2017) que sera o
foco deste estudo.

Segundo DA LUZ (1998), a utilizacdo do ultrassom para a extracdo tem como
beneficios o baixo custo, devido a esta técnica ndo utilizar reagentes quimicos no processo de
extracdo, a agilidade no processamento de amostras, a possibilidade do uso para uma extensa
faixa de tamanho da amostra, entre outros. Este método parte do principio de empregar a
energia das ondas sonoras de alta poténcia para gerar o fenébmeno da cavitagdo no meio, sendo

este responsavel por ocasionar o rompimento da parede celular.



Na literatura j& existe um estudo realizado por ZANETTE et al. (2017) que avalia a
influéncia do ultrassom na extracdo de bromelina utilizando como variavel o controle da
temperatura, a poténcia do ultrassom e diferentes propor¢des de tecido vegetal:agua, mas
trabalhando com um volume variavel. Este trabalho avaliou a extracdo de bromelina presente
no caule do abacaxizeiro auxiliada por ultrassom, trabalhando com a propor¢édo 1:2,5 (m/v) de
tecido vegetal/dgua, em volume fixo (140 mL), variando as seguintes condigdes

experimentais: temperatura, poténcia do equipamento e tempo de extragéo.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a influéncia da utilizacdo de ondas ultrassonicas na extracdo de bromelina do
caule do abacaxizeiro, em volume fixo, avaliando a influéncia da variagdo da temperatura,

tempo e poténcia.

2.2 Objetivos especificos

e Obter o extrato bruto de bromelina, submetendo o caule fracionado com agua destilada
ao sonicador de ponteira, mantendo o volume constante, variando as condigdes
experimentais (temperatura, poténcia do equipamento e tempo de extracao);

e Analisar o contelido de proteina, a atividade enzimatica e a atividade especifica da
bromelina dos extratos obtidos em diferentes condi¢fes experimentais;

e Analisar os resultados obtidos buscando identificar a influéncia da temperatura, tempo

e poténcia no uso do ultrassom.
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3. JUSTIFICATIVA

Devido a escassez de dados disponiveis na literatura a respeito da aplicacdo do
ultrassom para a extracdo de bromelina, o presente trabalho se justifica através da avaliacdo
da influéncia do uso de ondas ultrassonicas na extracdo de bromelina do caule do
abacaxizeiro, verificando se tal método de extracdo apresenta eficiéncia. A extragdo por
ultrassom tem como vantagens, 0 menor custo, se comparado com outros métodos de
extracao, a rapidez no processamento de amostras, a capacidade de ser empregada para uma
grande faixa de tamanho da amostra, podendo esta técnica ser utilizada como uma alternativa
para se reaproveitar o residuo gerado na colheita do abacaxi, neste caso o caule, que esta
disponivel em grandes quantidades, devido ao Brasil ser um dos maiores produtores mundiais
de abacaxi, e assim, obter a bromelina que possui valor agregado e ampla aplicacdo no setor

industrial.
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4. REVISAO DE LITERATURA

4.1 Abacaxi

O Ananas comosus (L.) Merril, popularmente chamado de abacaxi, é uma fruta
tropical pertencente a familia botanica Bromeliaceae, que possui um sabor doce,
relativamente acido e carne muito suculenta. O abacaxi é uma fruta originaria da Ameérica
Tropical, podendo ela ser cultivada em paises que apresentam clima tropical e subtropical. O
abacaxizeiro é uma planta herbacea, que apresenta caule pouco desenvolvido, folhas lineares,
alongadas, em forma de calhas e dispostas em torno de um eixo central, e pode chegar a 1
metro de altura. Segundo alguns relatos historicos, o abacaxi foi encontrado, para o velho
mundo, no dia 4 de novembro de 1493, por Cristévdo Colombo, quando o mesmo descobriu a
ilha de Guadalupe, sendo que o fruto nessa época ja era bastante difundido na América
Tropical, tendo um papel importante na alimentagdo dos indigenas (ABACAXI, 2020). Na
figura a seguir esta apresento a estrutura do abacaxizeiro.

Figura 1. Estrutura do abacaxizeiro
¢ N __coroa

Fonte: COLECAO PLANTAR, 2006
O abacaxizeiro ¢ uma planta que necessita um clima quente ou mesotérmico para seu

crescimento, temperaturas entre 22 a 32°C sdo ideais para seu desenvolvimento (MATHIAS,
2013), ja temperaturas acima de 40°C causam a queima do fruto e das folhas do abacaxizeiro
(DE MATOS et al., 2006). Devido aos frutos do abacaxizal ndo atingirem o amadurecimento
de maneira uniforme, a sua colheita ndo pode ser mecanizada, sendo assim, a mesma €
realizada de maneira rudimentar, ou seja, por coletores, que utilizam luvas de lona grossa e
facdo para auxilia-los no processo (RUDOLFO; REINHARDT, 2000).

O periodo da colheita do abacaxi depende da finalidade o qual o fruto seréa destinado.
Se os frutos forem destinados para a producao de conservas, eles devem ser colhidos quando

estiverem maduros (periodo na qual as qualidades organolépticas séo 6timas), mas caso 0s
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abacaxis sejam direcionados a exportacdo como fruta fresca, os frutos devem ser colhidos
antes de se atingir o amadurecimento, para que o amadurecimento completo ndo aconteca
antes do abacaxi chegar aos consumidores (GODOI, 2007).

Segundo Oliveira Neto (2020) o continente asiatico € o0 maior produtor mundial de
abacaxi, sendo ele responsavel por 43,63% da producdo mundial da fruta (67,4 milhdes de
toneladas). O continente americano fica em segundo lugar, produzindo 57,04 milhdes de
toneladas anualmente, o que representa 36,91% da producdo mundial da fruta. O continente
africano é o terceiro maior produtor, com representatividade de 19% na producdo mundial
(29,4 milhdes de toneladas). Os 0,46% restantes da producdo mundial s&o atribuidos a Europa
e Oceania. O Brasil € um dos paises que se destacam na producdo mundial de abacaxis, em
que a sua participacdo na producédo chega a 9,89%.

Dentre os estados brasileiros, Para, Paraiba, Minas Gerais, Rio de Janeiro e S&o
Paulo sdo os que mais se destacam na producdo anual de abacaxi. A Tabela 1 traz a producéo
brasileira de abacaxi no ano de 2018 (PRODUCAO, 2019).

Tabela 1. Producéo brasileira de abacaxi em 2018

Estado Area Colhida (hectare) Producéo (mil frutos) (fﬁiggli?e ((e:rt];(r)e)
Para 18.779 426.780 22.726
Paraiba 10.912 334.880 30.689
Minas Gerais 6.390 192.189 30.077
Rio de Janeiro 4.557 142.258 31.217
Séo Paulo 3.371 95.156 28.228
Outros 27.544 575.723 20.902
Brasil 71.553 1.766.986 24.695

Fonte: PRODUCAO, 2019

A composi¢do quimica do abacaxi apresenta uma alta oscilagdo, sendo esta
decorrente do periodo no qual o fruto € cultivado. Em geral, o cultivo acontece no verao,
sendo o periodo de colheita padronizada por meio da inducdo quimica do seu florescimento.
Em tal caso, as frutas tém elevados teores de agUcares e baixos teores de acidez. Em
contrapartida, as frutas produzidas fora de época, possuem maiores teores de acidez e menores
teores de agUcares, devido ao cultivo acontecer nos meses que a temperatura ambiente é
menos elevada (CESAR, 2005).
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O valor nutricional do abacaxi varia de acordo com o0s seus aglcares soluveis, suas
vitaminas e seus sais minerais, visto que os niveis de lipidios e de proteina sdo parcialmente
baixos. A concentracdo de acucares oscila entre 12 a 15%, em que por volta de 66% sao de
sacarose e 34% de acucares redutores. As cinzas, que representam de 0,4 a 0,6% da massa
total, sdo compostas basicamente por potassio, magnésio e célcio. Tais atributos mantém em
grande parte nos residuos processados do abacaxi para a obtencdo da bromelina, desta forma
h& um alto interesse nestes residuos devido as propriedades nutritivas (BORRACINI, 2006).

Devido a alta producao, o cultivo do abacaxi acaba gerando uma grande quantidade
de residuo agricola, como por exemplo, caule, folha, casca, coroa e talos. A polpa do abacaxi,
que corresponde a 63% do total da planta, € a fracdo comercializavel da fruta, sendo que 0s
37% restantes, compostos pelo caule, folha, casca, coroa e talo é tratado como residuo
agricola, e este ndo € utilizado da melhor maneira possivel, ocasionando perdas econémicas e
problemas ambientais. Desta forma, o emprego destes residuos resultantes da producdo do
abacaxi é uma alternativa sustentivel para a obtencdo de bromelina, que apresenta valor
comercial e biotecnoldgico agregado (BALDINI et al., 1993 apud FERREIRA et al., 2017).

4.2 Proteinas

As proteinas sdo as moléculas organicas presentes em maior quantidade nas células,
chegando a representar 50% ou mais do peso seco delas, elas estdo presentes em todas as
partes das células, dado que sdo essenciais sob todos os aspectos da funcdo e estrutura celular.
H& uma grande variedade de espécies de proteinas, sendo que cada uma apresenta uma funcédo
bioldgica especifica (BORRACINI, 2006).

As proteinas sdo compostas por longas cadeias de aminoacidos ligadas com um
grupo amina atraves de ligacdes peptidicas. Este grupo amina possui um nitrogénio carregado
positivamente em uma ponta e um grupo carboxila carregado negativamente na outra ponta. A
cadeia € constituida por uma sequéncia de grupos laterais distintos que representam a cada um
dos 20 aminoacidos (CAMPBELL, 2000).

As proteinas sdo classificadas de acordo com suas fungdes, composic¢do, nimero de
cadeias polipeptidicas e forma. Quanto & fungdo existem dois grandes grupos, as proteinas
dindmicas e as proteinas estruturais. As proteinas dindmicas sao responsaveis pelo transporte
de substancias, controle do metabolismo, catalise de reacgGes, dentre outras fungdes. As

proteinas estruturais possuem como principal funcéo a estruturagdo das células, dos tecidos do
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corpo humano, um exemplo que pode ser citado desse tipo de proteina é o colageno. Quanto a
composi¢do, as proteinas podem ser classificadas em proteinas simples e proteinas
conjugadas. As proteinas simples sdo caracterizadas por liberarem somente aminoacidos
durante a hidrolise, enquanto as proteinas conjugadas liberam aminoacidos e um radical ndo
peptidico (grupo protético) durante a hidrélise. Quanto ao nimero de cadeias polipeptidicas,
as proteinas sdo classificadas em proteinas monoméricas e proteinas oligomeéricas. As
proteinas monoméricas sdo compostas por uma Unica cadeia polipeptidicas, ja as proteinas
oligoméricas sdo constituidas por mais de uma cadeia polipeptidica (MAGALHAES, 2018).

A configuracdo espacial dos atomos de uma proteina ou de qualquer fragmento da
proteina é denominada de conformacgdo, sendo que as possiveis conformacbes de uma
molécula de proteina ou de qualquer fragmento de uma proteina abrangem qualquer estado
estrutural que ela tenha a possibilidade de assumir, sem que ocorra 0 rompimento de suas
ligacdes covalentes. Uma alteracdo conformacional pode acontecer, por exemplo, através da
rotacdo sobre as ligacOes simples. Dentre as multiplas conformacdes tedricas possiveis para
uma molécula protéica que apresenta centenas de ligacdes simples, poucas predominam em
condicdes bioldgicas. A necessidade de mdltiplas conformacdes estaveis retrata as alteracdes
que devem acontecer na proteina quando a mesma se liga a outras moléculas ou atua como
catalisador. As conformacgOes existentes em determinadas condi¢fes sdo, geralmente, as
termodinamicamente mais estaveis, ou seja, as que apresentam energia de Gibbs menores
(NELSON; COX, 2014).

Como mencionado anteriormente, as moléculas protéicas possuem em seu estado
natural uma conformacao (configuracéo tridimensional), e de acordo com essa conformacao
as mesmas podem ser classificadas em globulares ou fibrosas (COELHO, 2012).

As proteinas fibrosas sdo compostas por cadeias polipeptidicas arranjadas em
paralelo ao longo de um Unico eixo, constituindo longas fibras ou laminas. Ja as proteinas
globulares sdo constituidas por cadeias polipeptidicas arranjadas de maneira esférica ou
globular compacta (CHAMPE; HARVEY FERRRIER, 2006).

As moléculas de uma mesma proteina que possuem conformacdo igual s&o
denominadas nativas. Esta € a conformacdo mais linear que a molécula pode apresentar
naquelas condigdes e representa um equilibrio sensivel entre as interagdes ocorridas na regiéo

interna da molécula proteica e entre esta e seu meio ambiente (CAMPESE, 2004).

4.3 Enzimas
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Grande parte da historia da bioquimica é a respeito da pesquisa sobre enzimas. O
cientista francés Louis Pasteur determinou na década de 50, que a fermentacdo do aclcar em
alcool realizado pela levedura é catalisada por fermentos, ele presumiu que esses fermentos,
posteriormente denominados de enzimas, eram inseparaveis da estrutura celular das células
presentes no levedo, teoria essa que permaneceu por varios anos. No ano de 1897, o quimico
alemédo Eduard Buchner, constatou que extratos de levedo eram capazes de fermentar o agucar
até o alcool, certificando que as enzimas presentes na fermentacdo permaneciam em atividade
mesmo quando retiradas da estrutura das células vivas. A partir dai, inmeros estudos vém
sendo feitos na tentativa de se isolar as diversas enzimas existentes e na avaliacdo das
propriedades cataliticas delas (CESAR, 2005).

Com a excecdo de RNA's (ribozimas), todas as enzimas sdo proteinas que atuam
como catalisadores. A funcéo catalitica das enzimas se da através da diminuicdo da energia
livre de ativacdo, todavia, elas ndo alteram os aspectos termodindmicos das reagdes
(CAMPBELL, 2000).

O grande e altamente seletivo aumento de velocidade das rea¢fes promovido pelas
enzimas pode ser explicado em duas partes. A primeira parte fundamenta-se no rearranjo das
ligacbes covalentes enquanto a reacdo € catalisada pela enzima. Varios tipos de reagdes
quimicas acontecem entre 0 substrato e os grupos funcionais presentes na enzima. Grupos
funcionais cataliticos presentes na enzima tém a possibilidade de formar ligacbes covalentes
transitérias com um substrato, e acionar ele para a reacdo, ou um grupo pode ser
transitoriamente movido do substrato para a enzima. Normalmente, essas reagcdes acontecem
somente no sitio ativo (local que proporciona um ambiente especifico adequado para que uma
determinada reacdo ocorra de maneira mais rapida) da enzima. Interacdes covalentes da
enzima com o substrato reduzem a energia de ativacdo, aumentado a velocidade da reacéo,
por darem condicBGes para que a reacdo aconteca através de uma via alternativa de baixa
energia (NELSON; COX, 2014).

A segunda parte baseia-se em intera¢es néo covalentes da enzima com o substrato,
lembrando que interacGes fracas ndo covalentes auxiliam na estabilizagdo da estrutura das
proteinas e as interagdes proteina-proteina. Essas mesmas interacdes sdo essenciais para a
constituicdo de complexos entre proteinas e moléculas pequenas, incluindo os substratos de
enzimas. Grande parte da energia necessaria para reduzir a energia de ativacdo se deriva das

interacdes fracas ndo covalentes do substrato com a enzima. Mas o fato que realmente
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diferencia as enzimas de outros catalisadores é que quando se utiliza enzimas, héa a formacéo
de um complexo enzima-substrato especifico. A interacdo do substrato com a enzima nesse
complexo é conduzida pelas mesmas forcas que atuam na estabilizacdo da estrutura das
moléculas de proteina, incluindo interacdes hidrofobicas e ibnicas e ligacdes de hidrogénio.
Durante formagao das interagdes fracas que ocorrem no complexo enzima-substrato, acontece
a liberacdo de uma baixa quantidade de energia livre que estabiliza a interacdo. A energia
resultante da interacdo enzima-substrato é chamada de energia de ligacdo, sendo que a energia
de ligacdo sera a principal fonte de energia livre empregada pelas enzimas para a reducéo da
energia de ativacao das reagdes (NELSON; COX, 2014).

Um dos beneficios de se utilizar enzimas como catalisadores € que nesses casos,
raramente ocorrera reacdes colaterais que acabam gerando desperdicio da formacdo de
subprodutos, 0 que se deve a alta especificidade das enzimas (BERG; TYMOCZKO;
STRYER, 2008).

Como mencionado anteriormente, as enzimas possuem a capacidade de aumentar de
maneira significativa a velocidade das reacdes quimicas em sistemas biologicos, se
equiparada com as mesmas reagfes, mas sem a presenca das enzimas. Para que uma proteina
seja classificada como uma enzima, ela deve apresentar as seguintes caracteristicas, possuir
elevado grau de especificidade em relagdo a seus substratos e seus produtos, aumentar a
velocidade das reactes em 10° a 10'2 vezes mais que as mesmas reagdes, mas sem a presenca
o catalisador, ndo ser consumida ou modificada ao participar da catalise, ndo modificar o
equilibrio quimico das reacgdes, entre outras (LOPES, 2009).

As enzimas podem ser classificadas de acordo com o tipo de reacdo na qual ela ira
atuar. A classificacdo ocorre da seguinte maneira, classe 1 (6xido-redutases), classe 2
(transferases), classe 3 (hidrolases), classe 4 (liases), classe 5 (isomerase), e classe 6 (ligase).
As Oxido-redutases atuam na transferéncia de elétrons (ions hidrico ou &tomos de hidrogénio).
As transferases tém como funcgéo catalisar reacfes de transferéncia de grupos. As hidrolases
agem na catalise de reagdes de hidrdlise (deslocamento de grupos funcionais para a dgua). As
liases catalisam a clivagem de liga¢fes quimicas, através da eliminacdo, quebra de ligagdes
duplas ou anéis, ou acréscimo de grupos a ligacGes duplas. As isomerases atuam como
catalisadores nas reacOes de transferéncia de grupos dentro de uma mesma molécula gerando
configuracOes isoméricas. As ligases catalisam reac6es de formacdo de ligacao entre carbono-
carbono, carbono-enxofre, carbono-oxigénio, e carbono-nitrogénio através de reaces de
condensacdo acopladas a hidrolise de ATP ou cofatores similares (NELSON; COX, 2014).
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Atualmente séo poucas as enzimas das quais se tem um conhecimento detalhado
sobre como elas propiciam a funcédo catalitica, porém se sabe que 0s mecanismos cataliticos
utilizados pelas enzimas sdo semelhantes aos mecanismos de catalise quimica (ANDRE;
NOBRE, 2012).

Existem quatro tipos de catélise, que sdo a catalise covalente, a catalise &cida, a
catélise basica e a catalise por coordenagdo ou por ion metalico. Na catalise acida acontece a
transferéncia parcial de um préton de um grupo acido para o substrato, fazendo assim com
que ocorra a reducdo da energia de ativacao. Ja na catalise basica, um grupo basico recebe um
préton do substrato, elevando assim a velocidade da reacdo. Em alguns casos, a rea¢do pode
ser catalisada por uma catélise acido-basica geral combinada (ANDRE; NOBRE, 2012). Na
catalise covalente ocorre a formacdo de uma ligacdo covalente transitoria entre a enzima e 0
substrato, que resulta no aumento da velocidade da reacdo (NELSON; COX, 2014). Na
catélise por ion metélico, o ion metalico pode atuar de trés maneiras como catalisador,
deixando um centro de reacdo mais suscetivel a ganhar elétrons, convertendo um grupo de
saida em uma base mais fraca e, assim, em um melhor grupo de saida ou elevando a
velocidade de uma reacdo de hidrolise através do aumento da nucleofilicidade da agua
(BARREIROS; BARREIROS, 2012).

A atividade enzimatica é afetada por fatores quimicos e fisicos, como por exemplo, a
temperatura, o pH, e o tempo. O controle de temperatura, por exemplo, é extremamente
importante se tratando de atividade enzimatica, pois temperaturas muito elevadas acabam
provocando a desnaturacdo das enzimas, ja temperaturas muito baixas acabam inibindo a
atividade enzimatica. Outro fator que influéncia na atividade enzimatica é o pH, em que pH's
extremos na maioria dos casos, irdo provocar a desnaturacdo das enzimas (ATIVIDADE
ENZIMATICA, 2019).

A temperatura atua da seguinte forma sobre a enzima, dentro de certos limites, a
elevacdo da temperatura tende a aumentar a velocidade da reacdo enzimatica, isso ocorre,
pois, a elevacdo da temperatura resulta na maior agitacdo das moléculas, fazendo com que
ajam maiores possibilidades das moléculas se chocarem para reagir. Contudo, a partir de uma
certa temperatura, a vibracdo das moléculas torna-se muito intensa, fazendo com que as
ligagbes que estabilizam a estrutura espacial da enzima se quebrem, resultando na
desnaturacdo da enzima (FATORES, 2020).

As enzimas possuem um pH étimo de atuagdo, em que a atividade enzimatica delas

tera um maior desempenho. O pH 6timo pode ser entendido da seguinte forma, as enzimas
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apresentam grupos ionizaveis nas cadeias laterais de seus aminoécidos, estes grupos podem
possuir cargas elétricas positivas, negativas ou neutras, de acordo com o pH do meio. Uma
vez que, a conformacao das proteinas estéd relacionada, em parte, com suas cargas elétricas,
existira um pH em que a conformacao sera a mais apropriada para a atividade catalitica, sendo
esse denominado de pH étimo (KIELING, 2002).

O pH pode influenciar a atividade enzimatica de diversas maneiras, como por
exemplo, alteracGes nele podem causar mudangas nos grupos ionizados dos aminoacidos
presentes nos sitios ativos das enzimas, afetar o substrato, entre outros (KIELING, 2002). As
variagdes no pH podem ainda ocasionar a desnaturagdo da enzima, podendo a desnaturagéo
ser 4cida (desaparecimento das cargas negativas) ou alcalina (desaparecimento das cargas
positivas) (COELHO, 2019).

O tempo também deve ser levado em consideracdo quando o assunto é atividade
enzimatica, pois quanto maior o tempo em que a enzima ficar em contato com o substrato,

maior sera a quantidade de produto obtido (enquanto houver substrato) (FEY, 2016).

4.3.1 Proteases

As enzimas proteoliticas, também chamadas de proteases, sdo caracterizadas por
catalisarem a quebra das ligacdes peptidicas entre 0os aminoacidos das cadeias protéicas (DE
LIMA, et al., 2007).

As proteases sdo classificadas como um subgrupo das hidrolases, sendo a sua
nomenclatura realizada de acordo com a natureza quimica do sitio catalitico, com o tipo de
reacao catalisada, e com a estrutura da protease (TREMACOLDI, 2009).

Grande parte das enzimas proteoliticas acaba por ndo hidrolisar moléculas de
proteinas em qualquer ligacdo peptidica, devido a sua especificidade, sendo essas capazes de
hidrolisar apenas ligacGes entre certos aminoacidos especificos. No entanto, ha algumas
enzimas proteoliticas que ndo possuem especificidade em relacdo a sua composicdo dos
aminoéacidos, possuindo assim, a capacidade de hidrolisar a proteina em fragmentos menores.
As enzimas proteoliticas abrangem dois grupos, as endopeptidases (ou proteinases), e as
exopeptidases. As endopeptidases rompem ligacdes peptidicas no interior da cadeia protéica,
ja as exopeptidases tem a acdo direcionada aos aminoacidos terminais da cadeia polipeptidica
(VIEIRA, 2013).
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As enzimas proteoliticas podem ser classificadas de acordo com a natureza quimica
do sitio ativo, sendo elas classificadas em serina proteases, cisteina proteases, aspartico
proteases, treonina protease e metaloproteases (INFINITY PHARMA, 2019).

As enzimas proteoliticas podem estar presentes em vegetais e animais. Nos vegetais,
as proteases estdo atreladas aos processos de germinacdo, de amadurecimento, de resposta de
defesa de plantas a estresse oxidativo etc (LIMA et al., 2007). Nos animais, as enzimas
proteoliticas desempenham uma ampla variedade de funcGes fisioldgicas, por exemplo,
conduzir fungdes metabdlicas e regulatdrias, atuar no catabolismo de proteinas, na formacéo
de tecidos, na coagulacdo sanguinea, entre outras (TREMACOLDI, 2009).

As proteases apresentam alto valor comercial, sendo elas bastantes empregadas nas
industrias de biotecnologia. No setor alimenticio, as enzimas proteoliticas sdo empregadas em
processos fermentativos, na fabricacdo de alimentos orientais, gelatina hidrolisada, na
clarificacdo de sucos por meio da hidrélise das proteinas sollveis. Na producdo cervejeira,
elas sdo utilizadas para hidrolisar as proteinas que causam a turvacdo da bebida. Ja na
industria de panificacdo, as proteases sdo empregadas na fabricacdo da massa macia (atraves
da hidrolise do glaten). As enzimas proteoliticas também podem ser usadas nos processos de
tenderizacdo (processo de amaciamento através da degradacdo das fibras musculares) e
condicionamento de carnes (GODOI, 2007). Elas ainda podem ser empregadas na substituigdo
de compostos toxicos e poluentes empregados em curtumes para o tratamento do couro
(COELHO, 2012).

4.4 Bromelina

A bromelina é um conjunto de enzimas proteoliticas presente em todos vegetais da
familia Bromeliaceae, em que o abacaxi possui maior relevancia econémica (ZANETTE et
al., 2017), sendo ela classificada como uma glicoproteina, ou seja, ela possui um residuo
oligosacarideo por molécula, que esta ligada a cadeia peptidica por uma ligacdo covalente
(BARROS, 2009).

Das varias partes do abacaxizeiro que podem ser utilizadas como fontes para a
obtengdo da bromelina, as matérias-primas mais empregadas sdo os caules das plantas, pois
nesta parte se encontram os maiores niveis da enzima (PEDREIRA, 2001).

Como citado anteriormente, a bromelina esta presente em todo o abacaxizeiro, porém

a denominacdo da bromelina véria de acordo com o local do abacaxi que ela se encontra. Por
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exemplo, a bromelina extraida do caule é denominada de bromelina do caule (EC 3.4.22.32),
ja a bromelina extraida da fruta é denominada de bromelina da fruta (EC 3.4.22.33) (BABU;
RASTOGI; RAGHAVARAO, 2008).

A bromelina presente no caule apresenta maior importancia no ponto de vista
industrial, pois esta demonstra atividade em uma grande faixa de pH, sendo ela classificada
como cisteina proteases. A bromelina presente na fruta é classificada como glucoproteina
proteases, que encontram-se no suco do abacaxi (CORSO; WALISZEWSKI; WELTI-
CHANES, 2012; BERNELA; AHUJA; THAKUR, 2016 apud ABREU, 2019).

A estrutura da bromelina do caule é formada por apenas uma cadeia de polipeptidios,
apresentado 212 aminodcidos dobrados em duas estruturas dominios estabilizados através de
pontes de dissulfeto e varias ligacbes de hidrogénio (SOARES, 2012).

Mesmo a bromelina estando presente em todo o abacaxizeiro (CRESTANI et al.,
2010), isso ndo significa que a enzima de diferentes partes do abacaxi possuem a mesma
atividade proteolitica. Segundo FRANCA-SANTOS et al. (2009), para se alcancar a maxima
atividade proteolitica da bromelina presente no abacaxi, 0 pH tem que ser levemente acido,
por volta de 5,0 no tampéo acetato de sddio, e a temperatura por volta de 40°C. Porém, outro
estudo aponta que a maxima atividade proteolitica da bromelina presente no abacaxi pode ser
obtida nos pHs de 8,5 e 7,2, e na temperatura de 50°C (SILVA, 2008). Ja& no caso da
bromelina presente no caule do abacaxi, a maxima atividade pode ser atingida em pH 7,0, a
60°C de temperatura (ROWAN; BUTTLE; BARRET, 1990 apud FRANCA-SANTOS et al.,
2009).

Os niveis de bromelina no abacaxizeiro dependem do estagio de crescimento da
planta, sendo que no periodo inicial ou muito avancado da planta, a enzima ndo é
praticamente encontrada (PEDREIRA, 2001). Nestes periodos, acredita-se que a bromelina é
modificada em uma outra proteina, que possui uma funcdo metabdlica diferente (BALDINI et
al., 1993 apud PEDREIRA, 2001).

A bromelina apresenta diversos beneficios para a salide do ser humano, como por
exemplo, melhora na circulagdo (auxilia a desobstruir a circulagdo), acdo mucolitica, acdo
anti-inflamatoria, (TEIXEIRA, 2010), acéo digestiva (auxilia no desdobramento de proteinas
alimentares no estomago), o que permite um melhor aproveitamento das proteinas presentes
nos alimentos pelo organismo (USOS, 2015).

Além dos beneficios para a saude humana, a bromelina possui aplicacbes em

diversos outros setores, como por exemplo, no setor téxtil, ela pode ser usada no tratamento
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da seda e da 13, ja na industria alimenticia, a mesma pode ser empregada para 0 amaciamento
de carnes, fabricacdo de queijos, no pré-tratamento de soja, entre outros (BORRACINI,
2006).

4.5 Processos de Extragdo de Enzimas

As enzimas sao produzidas, a principio, na parte interna das células, porém algumas
delas sdo excretadas para 0 meio externo, sendo essas classificadas como extracelulares ou
exoenzima. Ja as enzimas que permanecem no interior das células sdo denominadas de
intracelular ou endoenzima. Portanto para se obter as exoenzimas ndo € necessario empregar
técnicas para realizar o rompimento da parede celular (COURI; DAMASO, [s. d.]), enquanto
que, para as endoenzimas, como € o caso da bromelina, é preciso romper a parede celular para
se conseguir a enzima (ZANETTE et al, 2017).

Para haver a completa destruicdo da parede celular e consequentemente a liberagéo
do produto intracelular, € necessario que ocorra a desnaturacdo dos constituintes desta
estrutura, para se eliminar a resisténcia de contato (MACHADO JR., 2014).

Os métodos existentes para promover o rompimento da parede celular sdo os
mecanicos, baseados em forga de cisalhamento ou por pressao, e 0s ndo mecanicos, baseados
em principios fisicos, quimicos e enziméticos. Dentre 0s métodos ndo mecéanicos pode-se citar
como exemplo, extragbes com detergentes, com lise enzimatica. Dentre os métodos
mecanicos pode-se citar a extracdo por homogeneizador a alta pressdo, por ultrassom
(HARRISON, 1991; HO et al., 2006 apud DE SA LEITAO, 2017) que € o foco deste estudo.

No processo de extracdo de enzimas o objetivo é determinar a atividade enzimatica e
ndo a massa de enzima extraida, pois uma solucdo que possui enzimas desnaturadas conserva

a massa protéica, mas perde a capacidade catalitica (COELHO, 2012).
4.6 Ultrassom

Os primérdios do ultrassom se deram na parte final o século XIX, mais
especificamente no ano de 1877, quando cientista inglés John William Strutt, também
conhecido como Lorde Rayleigh, publicou a "Teoria do Som", sendo que este tratado,
praticamente iniciou a fisica acustica moderna. Por volta de 1880, os irmdos Pierre Curie e

Jacques Curie descobriram o efeito piezelétrico, sendo este fato considerado por grande parte
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dos pesquisadores como 0 momento no qual o ultrassom foi concebido (TACON; SANTOS;
AMARAL, 2012).

Durante o periodo da primeira guerra mundial (1914-1918), o ultrassom foi
empregado para a detecgdo de icebergs e submarinos inimigos. Ja na segunda guerra mundial
(1939-1945), o ultrassom foi empregado no desenvolvimento do SONAR (Sound Navigation
and Ranging) (TACON; SANTOS; AMARAL, 2012). A partir dai, o ultrassom foi sendo
estudado e aprimorado, chegando até os dias atuais.

As ondas sonoras situadas na faixa de 20 a 20.000 Hz séo audiveis para 0s seres
humanos, acima dessa faixa (>20.000 Hz), se tem as ondas que s&o classificadas como
ultrassonicas, sendo essas inaudiveis para os seres humanos (PECORA; GUERISOLI, 2004).

As ondas ultrassonicas podem ser classificadas de acordo com a sua frequéncia e
intensidade. As ondas de baixa energia possuem uma alta frequéncia, de 2 a 20 MHz, e uma
baixa intensidade (<1 W.cm) (O’ DONNELL et al., 2010 apud DALAGNOL, 2017), ja as
ondas de alta energia possuem uma baixa frequéncia, de 20 a 100 kHz, e uma alta intensidade
(10 — 1000 W.cm2) (MASON et al., 2005 apud DALAGNOL, 2017).

A utilizacdo do ultrassom de baixa intensidade tem como objetivo transmitir a
energia através de um meio, afim de se obter informagdes sobre 0 mesmo. J& 0 emprego do
ultrassom de alta intensidade tem como finalidade promover mudancas no meio através do
qual a onda se propaga (PECORA; GUERISOLI, 2004).

Por se tratar de ondas mecanicas, as ondas ultrassénicas necessitam de um meio, seja
ele sélido, liquido ou gasoso, para que elas possam se propagar (RIBEIRO, 2015). As ondas
sonoras em geral sdo produzidas quando os constituintes de um meio recebem energia e
comegam a oscilar sua posicdo, nesta ocasido, as particulas que compde 0 meio transmitem
parte desta energia na forma de onda, gerando o fenémeno de vibracdo (WILLIAMS, 1983
apud PEDRO, 2008).

A técnica de extracdo com o uso do ultrassom emprega a energia de ondas
ultrassonicas, as quais geram vibragGes que promovem uma variagcdo na pressao no liquido
gerando a cavitacdo (formacédo e implosdo de microbolhas de gés no centro de um liquido)
(DA LUZ, 1998). As bolhas de cavitagdo variando de maneira estavel geram uma espécie de
campo, em que acontece 0 aumento de massa e por consequéncia a transferéncia de calor para
0 meio, formando um gradiente de velocidade, e criando uma forca capaz de promover o
rompimento celular (NEVES, 2003).



24

O fendmeno da cavitagdo ocorre quando as ondas ultrasonicas se propagam no meio
fisico, gerando ciclos alternativos de alta pressdo (compressdo) e baixa pressao (rafagas).
Durante o ciclo de baixa pressdo, as ondas ultrasénicas de alta intensidade geram pequenas
bolhas de vacuo. Quando as bolhas chegam a um volume em que elas ndo conseguem mais
absorver energia, elas se colapsam violentamente durante um ciclo de alta pressdo, gerando a
forca de cisalhamento, sendo esse fendbmeno conhecido como cavitacdo. Neste processo de
implos&o, temperaturas e pressdes elevadas podem ser alcancadas no local (EXTRACAO...
2020). Vale ressaltar que a cavitacdo obtida com as ondas ultrassonicas € a cavitagdo acustica,
em que as variacbes de pressdo no liquido sdo obtidas atraves de ondas sonoras som,
geralmente o ultrassom. Alem da cavitacdo acustica existe também a cavitagdo hidrodinamica
(gerada pela oscilacdo de pressdo que € alcancada utilizando a geometria do sistema gerando
variacdo de velocidade, como no caso de escoamento por meio de orificios e venturis),
cavitacdo Optica (gerada por fotons de luz de alta intensidade rompendo a continuidade do
liquido), cavitacdo de particulas (obtida através de um feixe de particulas elementares)
(GOGATE; PANDIT, 2005).

Na figura a seguir, esta apresentado um sonicador de ponteira, sendo este semelhante

ao equipamento utilizado para a realizacéo das extragdes neste estudo.

Figura 2. Sonicador de ponteira

Fonte: SONICADOR, 2018

As ondas ultrassonicas sdo produzidas através dos transdutores, dispositivos que

transformam um tipo de energia em outro tipo de energia. Um exemplo rotineiro de transdutor
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¢ o auto-falante que transforma a energia eletromagnética em som (energia mecanica)
(PEDRO, 2008).

Os transdutores ultrassénicos empregam a deformacéo de materiais piezelétricos para
produzir a energia sénica (MORAIS et al., 2017). O efeito piezelétrico nada mais é do que a
propriedade que alguns materiais, como por exemplo, titanato de béario, quartzo, entre outros,
possuem quando a utilizacdo de uma voltagem nos eletrodos de sua superficie gera uma
deformacdo mecéanica em uma certa direcdo (BISCEGLI, 2003). No caso dos sonicadores de
ponteira, a energia elétrica é transmitida por meio dos transdutores piezelétricos presentes no
interior do conversor, onde ocorre a transformacdo da energia elétrica em energia mecéanica
vibratoria, por causa da expansdao e contracdo dos transdutores, sendo esta vibracdo
intensificada pela sonda (ponteira), que fica em contato com a amostra, que sera responsavel
por gerar o fendmeno da cavitacdo (PROCESSADOR... 2019).

A extracdo de enzimas utilizando o ultrassom tras como vantagem, a utilizacdo de
um menor volume de reagentes quimicos ou em alguns casos a ndo utilizacdo destes, o que
resulta na diminuicdo ou eliminacdo na geracdo de residuos que necessitam de maiores
cuidados quanto ao descarte. De modo geral, a extracdo por ultrassom consome menos tempo
se comparada aos métodos tradicionais (CHEMAT et al., 2011 apud CAVALHEIRO, 2013).
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5. MATERIAL E METODOS

5.1 Matéria-prima

Para a realizacdo do experimento utilizou-se caules de abacaxizeiros, Ananas
comosus (L.) Merril, fornecidos pelo Instituto Agrondémico do Parana - IAPAR e cultivados
na fazenda experimental de Santa Helena — PR. Os caules foram limpos, fracionados com o

auxilio de um processador de alimentos, embalados a vacuo e congelados.

5.2 Obtencéo do Extrato Bruto

As amostras de caule foram descongeladas em temperatura ambiente, submetidas
duas vezes, em sequéncia, a um processador de frutas centrifugo, e posteriormente pesadas.

Foram pesadas 18 amostras de 40 g de caule cada, sendo 11 amostras empregadas na
extracdo de enzimas com o auxilio das ondas ultrassénicas e 7 amostras utilizadas para a
obtencdo do extrato sem o auxilio de ultrassom. Posteriormente, foram acrescentados 100 mL
de &gua destilada em todas as amostras, respeitando a propor¢do de 1:2,5 (m/v) de tecido
vegetal/dgua, mantendo-se o volume das mesmas constante.

Os experimentos utilizando ondas ultrassdnicas foram executados conforme o

planejamento fatorial 23, de acordo com a Tabela 2.

Tabela 2. Fatores e niveis utilizados no planejamento fatorial 22 com triplicata no ponto central, para a extracdo
com auxilio de ultrassom

Niveis
Fatores
-1 0 1
Temperatura banho (°C) 9 17 25
Poténcia equipamento (%) 20 50 90
Tempo (min) 1 5 9

No caso das amostras que ndo foram submetidas ao sonicador de ponteira, 0s ensaios

foram realizados de acordo com o planejamento fatorial 22, conforme a Tabela 3.

Tabela 3. Fatores e niveis utilizados no planejamento fatorial 22 com triplicata no ponto central, para a extragéo
sem auxilio de ultrassom

Niveis
-1 0 1
Temperatura banho (°C) 9 17 25
Tempo (min) 1 5 9

Fatores
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Apo6s cada amostra ser submetida as condi¢cBes experimentais estabelecidas,
transferiu-se aliquotas de 2,0 mL de extrato bruto de bromelina para microtubos, e

armazenou-os em refrigerador, para posteriores analises.

5.3 Determinacao do Contetdo de Proteinas

A metodologia utilizada para a determinacdo do conteido de proteinas foi o teste de
Bradford (BRADFORD, 1976).

Este método determina o conteldo de proteina utilizando a formagdo de um
complexo entre a proteina e o corante Coomassie Brilhant Blue G-250, que absorve
fortemente no comprimento de onda de 595 nm. Para se mensurar a concentracao de proteina
presente em cada amostra, utilizou-se a equacdo da reta de uma curva de calibracdo construida

a partir de uma solucéo padrdo de albumina na concentragéo de 1 mg mL™.

5.4 Determinacéo da Atividade Enzimatica

A metodologia utilizada na determinacdo da atividade proteolitica é uma adaptagédo
das metodologias utilizadas por IADEROZA (1991), KUNITZ (1947) e MOURA (2010).

Esta técnica toma como base a determinacdo da atividade proteolitica por meio da
hidrolise enzimética da caseina a 1,2% (p/v) pH 6,0 a 37°C por um periodo de 10 minutos,
acompanhado da precipitacdo do substrato ndo hidrolisado com uma solucdo de &cido
tricloroacético (TCA).

A quantidade de produtos hidroliticos ndo precipitados (peptideos soltiveis em TCA)
¢ mensurada com o auxilio de um espectrofotbmetro, sendo feita a leitura em um
comprimento de onda de 280 nm, contra um branco. A atividade proteolitica é determinada
empregando uma curva de calibracdo com solucGes padrdes em diferentes concentracGes de

tirosina.
5.5 Determinacao da Atividade Especifica
A determinacdo da atividade especifica foi realizada atraves da relacdo entre a

atividade enzimética e o contetdo de proteina, conforme a equacao a seguir.
Aes= Aez / Cpt
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Onde Aes ¢ a atividade especifica em U mg™, Aez é a atividade enzimatica em U mL™ e Cpt é o contetido de
proteina em mg mL™.

5.6 Tratamento estatistico

O tratamento estatistico dos dados foi realizado por meio do software matematico
Microsoft Excel 2019 64 bits.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 4 estdo dispostos os resultados para o conteudo de proteina, para a
atividade enzimatica, parametro utilizado para avaliar a atividade catalitica da enzima, e para
a atividade especifica, par@metro empregado para determinar o grau de pureza da enzima,
obtidos através da andlise do extrato bruto de bromelina extraido sem o auxilio das ondas

ultrassonicas.

Tabela 4. Resultados de contetido de proteina, atividade enzimética, e atividade especifica sem ultrassom

Contetdo de  Atividade Atividadde
Temperatura Tempo

Amostra °C) (min) Proteini Enzimét_ilca Especif_ilca

(mg mL™) (UmL™) (Umg™)
B1 9 1 0,3466 0,1460 0,4212
B2 9 9 0,3044 0,3719 1,2221
B3 25 1 0,1349 0,0000 0,0000
B4 25 9 0,3250 0,4545 1,4000
B5 17 5 0,2220 0,0220 0,0991
B6 17 5 0,2237 0,0000 0,0000
B7 17 5 0,2284 0,0000 0,0000

Ao analisar os resultados das amostras que ndo foram submetidas ao processo de
extracdo com sonicador de ponteira, dispostos na Tabela 4, verificou-se que no caso dos
experimentos B3, B6 e B7, a atividade enzimatica permaneceu zerada, concluiu-se também,
através da verificacdo dos resultados, que as condi¢cdes empregadas na amostra B4 trazem o0s
valores mais satisfatdrios para a concentracao de proteina, para a atividade enzimatica e para a
atividade especifica, quando se tratou do processo de obtencdo de extrato sem auxilio de
ultrassom.

Na Tabela 5 estdo apresentados os resultados obtidos atraves da analise do extrato
bruto de bromelina extraidos, desta vez, com o auxilio das ondas ultrassénicas, para o
conteddo de proteina, para a atividade enzimatica, e para a atividade especifica, obtidos por
meio da andlise do extrato bruto de bromelina extraido com o auxilio do sonicador de
ponteira.

Ao se analisar os resultados, para o contetdo de proteina, para a atividade
enzimatica, e para a atividade especifica, disponiveis na Tabela 5, notaram-se variagdes entre
os valores das amostras, para avaliar se estas oscilagOes sdo estatisticamente significativas ou
ndo estatisticamente significativa, os dados foram submetidos ao teste de analise de variancia
(ANOVA).
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Tabela 5. Resultados de contetido de proteina, atividade enzimdtica, e atividade especifica com ultrassom

Temperatura  Poténcia  Tempo Conteﬂ@o ke Atiyid,a(_je Ativid,a_de

Amostra °C) %) (min) Protemi EnZ|mat_|1ca EspeC|f_|lca
(mg mL™?) (UmL™) (Umg™)
1 9 20 1 0,1585 0,2617 1,6530
2 9 90 1 0,2364 0,3416 1,4467
3 9 20 9 0,3050 0,6171 2,0230
4 9 90 9 0,3610 0,9284 2,5706
5 25 20 1 0,2697 1,3140 4,8721
6 25 90 1 0,2556 0,9284 3,6307
7 25 20 9 0,3644 1,6226 4,4539
8 25 90 9 0,2500 0,9449 3,7800
9 17 50 5 0,1909 0,6584 3,4468
10 17 50 5 0,2120 0,8760 4,1321
11 17 50 5 0,2581 0,9229 3,5761

A Tabela 6 traz o resultado da analise de variancia para os valores do conteddo de
proteina das amostras que foram submetidas ao processo de extracdo com auxilio das ondas
ultrassbnicas, para tal analise, empregou-se um valor de 0,05 (5%) para o nivel de
significancia (o).

Tabela 6. Analise de Variancia - Contetdo de Proteina
Soma Grau de Média
Quadratica Liberdade Quadratica

Entre grupos 0,123893 10 0,012389 38,51352 1,28E-11 2,296696
Dentro dos grupos  0,007077 22 0,000322

Fonte da variacéo F valor-P  F critico

Total 0,13097 32

Ao analisar os dados da andlise de variancia presentes na Tabela 6, constatou-se a
existéncia de diferenca estatisticamente significativa entre os resultados do conteldo de
proteina das amostras, pois observou-se que o valor-p é inferior ao valor do nivel de
significancia (0,05) utilizado na analise de variancia, com isso, realizou-se o teste de Tukey
com nivel de confianca de 95%, sendo tal teste responsavel por apontar entre quais amostras
existe diferenca estatisticamente significativa. O resultado do teste de Tukey com nivel de
confianca de 95% realizado para os valores do conteldo de proteina esta apresentado na
Tabela 7, na pagina a seguir.

Ao avaliar os valores da Tabela 5, verificou-se que os resultados das amostras 4 e 7
foram os mais satisfatorios, quando se trata do conteudo de proteina. Através da analise do
teste de Tukey com nivel de confianga de 95% disposto na Tabela 7, constatou-se que a

diferenga da concentragdo de proteina das amostras 4 e 7 em relacdo as demais amostras é
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estatisticamente significativa, porém a variacdo entre os valores de tais amostras nao
apresentou significancia estatistica, também se observou que o tempo de extragdo foi o fator
que atuou de maneira positiva na obtencdo do conteudo de proteina, em que 9 minutos, de

maneira geral, trouxe os melhores resultados.

Tabela 7. Teste de Tukey com nivel de confianca de 95% - Conteldo de Proteina

Conteldo
Amostra Temperatura  Poténcia Ten_1p0 de, Teste de Tukey*
(°C) (%) (min) Proteina

(mg mL")
1 9 20 1 0,1585 a |
2 9 90 1 0,2364 b E F H1lJK
3 9 20 9 0,3050 ¢ E F K
4 9 90 9 0,3610 d G
5 25 20 1 0,2697 e B C F H K
6 25 90 1 0,2556 f B C E H J K
7 25 20 9 0,3644 g D
8 25 90 9 0,2500 h B E F K
9 17 50 5 01909i A B
10 17 50 5 0,2120 j B F H I K
11 17 50 5 0,2581 k B C E F H J

! Letras minusculas e maiUsculas iguais significam a ndo existéncia de diferenca significativa entre os valores, de
acordo com o teste de Tukey com nivel de confianga de 95%.

O mesmo procedimento foi realizado para os resultados da atividade enzimatica e da
atividade especifica das amostras.

A Tabela 8 apresenta o resultado da anélise de variancia para os valores da atividade
enzimatica das amostras que foram submetidas ao processo de extragdo com auxilio de

ultrassom, para esta analise, adotou-se 0,05 (5%) para o nivel de significancia.

Tabela 8. Analise de Variancia - Atividade Enzimatica
Soma Grau de Média
Quadratica Liberdade Quadratica
Entre grupos 4,604007 10 0,460401 96,31483 8,66E-16 2,296696

Dentro dos grupos  0,105164 22 0,00478

Fonte da variagéo F valor-P  F critico

Total 4,709171 32

Ao analisar os dados da andlise de variancia expostos na Tabela 8, notou-se que neste
caso também ha diferenca significativa entre os resultados, pois como no caso do contetido de
proteina, o valor-p é menor que o valor do nivel de significancia (0,05) adotado. Para se
descobrir entre quais amostras existe diferenca significativa, foi realizado o teste de Tukey
com nivel de confianga de 95% para os valores da atividade enzimética, onde o resultado para

tal teste esta apresentado na Tabela 9.
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Tabela 9. Teste de Tukey com nivel de confianca de 95% - Atividade Enzimética

TR Templ(z:ratura Potgencia Tempo Epr; ’(zlzlrlr?;[(ijfa Teste de Tukey !
(°C) (%) (min) L mLY)
1 9 20 1 0,2617 a B
2 9 90 1 03416 b A
3 9 20 9 0,6171 ¢ |
= 9 90 9 0,9284 d F H JK
5 25 20 1 1,3140 e
6 25 90 1 0,9284 f D H J K
7 25 20 9 1,6226 g
8 25 90 9 0,9449 h D F J K
9 17 50 5 0,6584 i Cc
10 17 50 5 0,8760 j D F H K
11 17 50 5 0,9229 k D F H J

! Letras mintsculas e mailsculas iguais significam a nao existéncia de diferenga significativa entre os valores, de
acordo com o teste de Tukey com nivel de confianga de 95%.

Ao analisar os resultados da Tabela 5, constatou-se que os valores das amostras 5 e 7
foram os mais elevados, quando se trata da atividade enzimatica. Através da anlise do teste
de Tukey com nivel de confianca de 95% disposto na Tabela 9, verificou-se que a diferenca
da atividade enzimatica das amostras 5 e 7 em relacdo as demais amostras € estatisticamente
significativa, porém neste caso, a variacdo entre os valores de tais amostras também ¢é
estatisticamente significativa, além disso, notou-se que 0 aumento do tempo de sonicacéo e da
temperatura, trouxe uma melhora nos resultados, assim como a reducdo da poténcia do
equipamento, para a atividade enzimatica.

A Tabela 10 disp6e o resultado da analise de variancia para os valores da atividade
especifica das amostras que passaram pela extragdo com ondas ultrassénicas, para tal analise,

empregou-se o valor de 0,05 (5%) para o nivel de significancia (o).

Tabela 10. Andlise de Variancia - Atividade Especifica
Soma Grau de Média

Fonte da variacéo Quadratica Liberdade Quadratica F valor-P  F critico
Entre grupos 39,30429 10 3,930429 46,26469 1,94E-12 2,296696
Dentro dos grupos 1,869016 22 0,084955
Total 41,1733 32

Ao avaliar os dados da analise de variancia presentes na Tabela 10, constatou-se a
existéncia de diferenca significativa entre os valores da atividade especifica, visto que, 0
valor-p é inferior ao valor do nivel de significancia (0,05) empregado, desta forma, realizou-

se 0 teste de Tukey com nivel de confianga de 95%, sendo este responsavel por indicar entre
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quais amostras existe diferenca significativa. O resultado do teste de Tukey para os valores da

atividade especifica esta disposto na Tabela 11.
Tabela 11. Teste de Tukey com nivel de confianca de 95% — Atividade Especifica

Atividade

Amostra Teme%ratura Potga/ncia Ten_1po Especifica Teste de Tukey?
(°C) @) (min)
1 9 20 1 1,6530 a B C
2 9 90 1 1,4467b A C
3 9 20 9 2,0230c A B D
4 9 90 9 2,5706 d C
5 25 20 1 48721 e G J
6 25 90 1 3,6307 f GHIJK
7 25 20 9 4,4539 g E F H J
8 25 90 9 3,7800 h F G 1 J K
9 17 50 5 3,4468 i F H J K
10 17 50 5 4,1321 EFGHI K
11 17 50 5 3,5761 k F H1l J

1 Letras minGsculas e maisculas iguais significam a nao existéncia de diferenca significativa entre os valores, de
acordo com o teste de Tukey com nivel de confianga de 95%.

Ao avaliar os valores da Tabela 5, verificou-se que os resultados das amostras 5 e 7
apresentaram os valores mais elevados, quando se trata da atividade especifica. Através da
analise do teste de Tukey com nivel de confianca de 95% disposto na Tabela 11, constatou-se
que a diferenca entre a atividade especifica de tais amostras ndo apresentou significancia
estatistica.

As amostras 1 e 2 foram submetidas as mesmas condi¢bes de temperatura (9°C) e
tempo de extracdo (1 min), diferindo apenas a poténcia do ultrassom de 20% para a primeira e
90% para a segunda. Os resultados obtidos para a atividade enzimatica das amostras foram
relativamente semelhantes, assim como os valores da atividade especifica, ja para o conteido
de proteina a diferenca entre os valores das amostras foi mais acentuada.

As amostras 3 e 4 também passaram pela mesma condicéo de temperatura (9°C), mas
agora com o tempo de extracdo de 9 minutos. A poténcia do sonicador de ponteira, diferiu-se
de 20% na amostra 3 para 90% na amostra 4. Neste caso, notou-se uma variacgao significativa
entre os valores do conteido de proteina e da atividade enzimatica das amostras 3 e 4, ja 0s
valores da atividade especifica foram relativamente parecidos, sendo a variacdo entre eles
estatisticamente néo significativa.

Ao comparar os resultados das amostras 1 e 2 com os resultados das amostras 3 e 4,
verificou-se que a elevagédo do tempo de extracdo de 1 para 9 minutos, nesta situacao, resultou

em uma melhora significativa nos resultados de ambos os casos, com excecdo da atividade
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especifica entre as amostras 1 e 3, em que a melhora ndo foi considerada estatisticamente
significativa.

As amostras 5 e 6 foram submetidas a 25°C de temperatura, sendo empregada uma
poténcia de 20% para a 5 e 90% para a 6. Para ambas as amostras empregaram-se o tempo de
extragdo de 1 minuto. Os valores obtidos para o conteddo de proteina destas amostras foram
relativamente parecidos, j& para a atividade enzimatica e para a atividade especifica, ao
analisar os resultados, verificou-se uma diferenca mais atenuada entre as amostras, sendo esta
estatisticamente significativa.

Assim como nas amostras 5 e 6, nas amostras 7 e 8 empregaram-se as mesmas
condicGes de temperatura e poténcia, porém neste caso houve o aumento do tempo de
extracdo de 1 para 9 minutos. Neste caso, verificou-se uma variacdo significativa entre os
resultados do conteudo de proteina e da atividade enzimatica das amostras 7 e 8, ja para a
atividade especifica, a variacdo entre os valores ndo foi considerada estatisticamente
significativa.

Ao comparar 0s resultados das amostras 5 e 6 com os resultados das amostras 7 e 8,
notou-se que o aumento do tempo de extracdo de 1 para 9 minutos, neste caso, trouxe uma
melhora significativa somente para os resultados da amostra 7, com excec¢do da atividade
especifica.

Por ultimo, as amostras 9, 10, e 11 foram submetidas a 17°C de temperatura, 50% de
poténcia do equipamento, e 5 minutos de tempo de extracdo. Os resultados obtidos para estas
amostras nao apresentaram nem o0s melhores, e nem o0s piores valores para 0 contetdo de
proteina, para a atividade enzimatica, e para a atividade especifica.

Apb6s a andlise dos resultados, notou-se que a amostra 7 possui 0s melhores
resultados para o contetdo de proteina, ou seja, maior concentracdo de proteina, chegando a
0,3644 mg mL™, sendo este resultado 1,1 vezes maior, quando comparado com a amostra
referente sem o uso do ultrassom, e para a atividade enzimatica, chegando a 1,6226 U mL™,
sendo este valor 3,6 vezes maior, quando comparado com a amostra que ndo foi submetida ao
sonicador de ponteira, sendo as suas condi¢Ges consideradas ideais para 0 processo. Além
disso, como visto anteriormente, a amostra 7, juntamente com o0 a amostra 5, obteve os
valores mais elevados para a atividade especifica, parametro esse utilizado para determinar o
grau de pureza de uma enzima, em que quanto mais alto é tal pardmetro, maior é a pureza da
enzima, sendo 4,8721 U mg™? para o experimento 5 e 4,4539 U mg™ para o experimento 7,

sendo a diferencga entre tais valores considerada estatisticamente ndo significativa, concluindo
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assim que as condicOes experimentais aplicadas na amostra 7 ainda séo as ideais para o
processo de extracdo com sonicador de ponteira, pois tanto o contetudo de proteina, quanto a
atividade enzimatica da amostra 7 sdo estatisticamente superiores a da amostra 5, e mesmo a
atividade especifica do experimento 7 sendo inferior a do experimento 5, esta diferenca néo é
significativa, o que ndo justifica 0 emprego das condi¢Ges experimentais da amostra 5.

Com isso, percebeu-se que o uso de uma condicdo mais amena para a poténcia do
sonicador (20%), temperatura de 25°C, e tempo de sonicacdo de 9 minutos sdo as melhores
para realizar a extracdo com auxilio de ultrassom, pois além destas condicdes trazerem 0s
melhores resultados, com excecdo do tempo de sonicagdo, essas Sdo as que representam
menores custos operacionais. Isso também foi verificado no estudo realizado por ZANETTE
et. al. (2017), em que o emprego de condi¢cBes mais amenas de temperatura (25°C) e poténcia
do equipamento (22%) trouxeram os melhores resultados praticos.

No caso do tempo de extracdo, o emprego de 9 minutos trouxe melhores resultados,
pois um maior tempo de extracdo possibilita que uma maior quantidade de enzima seja
extraida do tecido vegetal. O mesmo aconteceu no trabalho desenvolvido por ANJOS (2019),
em que mesmo ndo se tratando da extracdo de uma enzima, foi verificado que o aumento do
tempo de sonicagédo traz um certo aumento na eficiéncia da extragéo por ultrassom.

O emprego de 25°C de temperatura no processo de extracdo trouxe melhores
resultados na obtencdo do extrato bruto de bromelina, isso pode ter ocorrido, pois a
temperatura do meio influencia na velocidade de propagacdo das ondas sonoras, em que
temperaturas mais elevadas tornam a propagacdo das ondas mais rapidas no meio
(GOUVEIA, 2021), sendo assim, dentre as temperaturas empregadas nas amostras neste
estudo, a temperatura de 25°C é a mais elevada, onde o seu emprego traz uma maior
velocidade de propagacdo das ondas ultrassdnicas na amostra. Outro fator afetado pela
temperatura é o fendmeno da cavitacdo, em que a elevacdo da mesma reduz a quantidade de
energia necessaria para gerar a cavitagdo (MASON; LORIMER, 2002 apud CHITARRA,
2013), entdo no caso das amostras em que empregou-se a temperatura de 25°C, a cavitacao
foi gerada de maneira mais facil do que nas amostras em que empregou-se as demais
temperaturas utilizadas neste estudo, o que pode ter resultado no melhor rendimento. O
emprego de maiores temperaturas também resultou em uma melhora no processo de extragéo
por ultrassom no estudo realizado por ANJOS (2019).

No caso da poténcia do sonicador, o uso de 90% de poténcia trouxe um aumento nos

resultados quando se trabalhou com 9°C, sendo esta temperatura ndo considerada ideal para a
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extragdo, porém quando se utilizou 25°C, o emprego de 90% ndo trouxe os melhores
resultados para 0 processo, isso pode ter ocorrido, pois a combinacdo de uma maior
temperatura (25°C) com uma poténcia do equipamento mais elevada (90%) pode ter causado
uma inativacdo parcial da enzima, o que explicaria a queda nos resultados, neste caso, 0 uso
de apenas 20% de poténcia resultou nos melhores valores para o processo.

Ao se comparar os resultados das amostras obtidas com e sem o auxilio de ultrassom,
notaram-se variacbes nos valores, para verificar se estas oscilacbes sdo estatisticamente
significativas, os dados foram submetidos ao teste de analise de variancia (ANOVA).

A Tabela 12 traz o resultado da anélise de variancia para os valores do contetdo de
proteina das amostras extraidas com, e sem o auxilio de ultrassom, para tal analise, empregou-

se um valor de 0,05 (5%) para o nivel de significancia (o).

Tabela 12. Analise de Variancia — Conteido de Proteina, amostras obtidas com e sem uso de ultrasssom
Soma Grau de Média
Quadratica Liberdade Quadratica

Entre grupos 0,223029 17 0,013119 57,8991 4,88E-21 1,915321
Dentro dos grupos  0,008157 36 0,000227

Fonte da variacéo F valor-P  F critico

Total 0,231186 53

Ao analisar os dados da analise de varidncia expostos na Tabela 12, notou-se que
neste caso ha diferenca significativa entre os resultados, pois o valor-p é inferior ao valor do
nivel de significancia (0,05) adotado. Para se descobrir entre quais amostras existe diferenca
significativa, foi realizado o teste de Tukey com nivel de confianca de 95% para os valores do

conteudo de proteina, onde o resultado para tal teste esta apresentado na Tabela 13.

Tabela 13. Teste de Tukey com nivel de confianga de 95% - Contetido de Proteina, amostras obtidas com e sem
uso de ultrassom

Amostra B1 B2 B3 B4 B5 B6 B7
mgmL? 03466L 0,304M 0,1349N 0,32500 0,2220P 0,2237Q 0,2284R

1 0,1585 a alL aM ao aP aQ aR
2 0,2364 b bL b M bN bO
3 0,3050 ¢ cN cP cQ cR
4 0,3610d dM dN dP dQ dR
5 0,2697 e eL eN eO eP eQ
6 0,2556 f fL fM fN fo
7 0,3644 g gM gN gP gQ gR
8 0,2500 h hL h M hN hO
9 0,1909 i iL iM iN io
10 0,2120j jL jM jN joO
11 0,2581 k kL kM kN kO

Letra minuscula seguida de letra maitscula significam a existéncia de diferenca estatistica significativa entre os
valores, de acordo com o teste de Tukey com nivel de confianga de 95%.
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Ao se realizar a comparacdo das amostras que passaram pelo processo de extragdo
com ondas ultrassonicas, com as amostras que ndo foram submetidas ao ultrassom, notou-se
que o uso desta técnica quando se trata do contetdo de proteina ndo € tao relevante, pois em
alguns casos, 0 seu Uso representou uma variagao pequena, ou ainda, mesmo sendo feito o uso
das ondas ultrassénicas, a concentracdo de proteina ficou inferior a das amostras que néo
passaram pelo sonicador de ponteira.

Na Tabela 14 esta apresentado o resultado da analise de variancia para os valores da
atividade enzimatica das amostras obtidas com o auxilio das ondas ultrassénicas, e para as
amostras extraidas sem o emprego de ultrassom, para tal analise, empregou-se um valor de
0,05 (5%) para o nivel de significancia (o).

Tabela 14. Analise de Variancia — Atividade Enzimatica, amostras obtidas com e sem uso de ultrasssom
Soma Grau de Média
Quadratica Liberdade Quadratica
Entre grupos 12,9196 17 0,759976 191,7126 3,98E-30 1,915321

Dentro dos grupos  0,142709 36 0,003964

Fonte da variacéo F valor-P  F critico

Total 13,0623 53

Ao analisar os dados da andlise de variancia expostos na Tabela 14, constatou-se que
neste caso, existe diferenca significativa entre os valores, pois o valor-p € menor que o valor
do nivel de significancia (0,05) empregado. Para se descobrir entre quais amostras ha
diferenca significativa, foi realizado o teste de Tukey com nivel de confianca de 95% para 0s

valores da atividade enzimatica. O resultado para tal teste estd apresentado na Tabela 15.

Tabela 15. Teste de Tukey com nivel de confianca de 95% - Atividade Enzimética, amostras obtidas com e sem
uso de ultrassom

Amostra B1 B2 B3 B4 B5 B6 B7
UmL? 0,1460L 0,3719M O0,0000N 0,45450 0,0220P 0,0000Q 0,0000 R
1 0,2617 a aN aP aQ aR
2 0,3416 b bL b N bP bQ bR
3 0,6171 c cL cM cN cP cQ cR
4 0,9284 d dL dM dN do dpP dQ dR
5 1,314 e eL eM eN eO eP eQ eR
6 0,9284 f fL fM fN fo fP fQ fR
7 1,6226 g gL gM gN goO gP gQ gR
8 0,9449 h hL h M h N hO hP hQ hR
9 0,6584 i iL iM iN iO iP iQ iR
10 0,8760 j jL jM jN jO jP iQ jR
11 0,9229 k kL kM kN kO kP kQ kR

Letra minuscula seguida de letra maitscula significam a existéncia de diferenca estatistica significativa entre os
valores, de acordo com o teste de Tukey com nivel de confianga de 95%.
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Quando se trata da atividade enzimatica, o uso das ondas ultrassénicas se mostrou
bastante promissor, sendo que a sua aplicacdo resultou em um aumento significativo para
todas as amostras, com excecdo da amostra 1, onde o aumento desse parametro ndo foi
estatisticamente significativo. Esta melhora na eficiéncia pode ser explicada devido ao
ultrassom promover a cavitagdo no meio, e isso acaba facilitando o rompimento da parede
celular do tecido vegetal, o que resulta em um aumento na liberagdo do produto intracelular,
melhorando assim a eficiéncia do processo de extracao.

Na Tabela 16 esta disponivel o resultado da analise de variancia para os valores da
atividade especifica das amostras extraidas com auxilio de ultrassom, e para as amostras
extraidas sem o emprego do sonicador, para tal analise, empregou-se um valor de 0,05 (5%)
para o nivel de significancia (o).

Tabela 16. Andlise de Variancia — Atividade Especifica, amostras obtidas com e sem uso de ultrasssom
Soma Grau de Média
Quadratica Liberdade Quadratica

Entre grupos 145,987 17 8,587472 1448691 5,65E-28 1,915321
Dentro dos grupos  2,133988 36 0,059277

Fonte da variacéo F valor-P  F critico

Total 148,121 53

Ao verificar os dados da analise de variancia apresentados na Tabela 16, notou-se
que neste caso, ha diferenca estatistica significativa entre os resultados, pois o valor-p é
menor que o valor do nivel de significancia (0,05) utilizado, sendo assim, para se descobrir
entre quais amostras ha diferenca significativa, foi realizado o teste de Tukey com nivel de

confianca de 95%, disponivel na Tabela 17, para os valores da atividade especifica.

Tabela 17. Teste de Tukey com nivel de confianga de 95% - Atividade Especifica, amostras obtidas com e sem
uso de ultrassom

Amostra B1 B2 B3 B4 B5 B6 B7
Umg? 04212L 1,2221M 0,0000N 1,40000 0,0991P 0,0000Q 0,0000R
1 1,6530 a alL aM aN aP aQ aR
2 1,4467 b bL b M bN bP bQ bR
3 2,0230 c cL cM cN cP cQ cR
4 2,5706 d dL dM dN do dP dQ dR
5 48721 e elL eM eN eO eP eQ eR
6 3,6307 f fL fM fN fo fP fQ fR
7 4,4539 g gL gM gN gO gP gQ gR
8 3,7800 h hL h M hN hO hP hQ hR
9 3,4468 i iL iM iN io iP iQ iR
10 4,1321j jL jM jN jo jP jQ jR
11 3,5761 k kL kM kN kO kP kQ kR

Letra minuscula seguida de letra maitscula significam a existéncia de diferenca estatistica significativa entre os
valores, de acordo com o teste de Tukey com nivel de confianga de 95%.
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Por fim, ao avaliar a atividade especifica, verificou-se que os resultados das amostras
obtidas com auxilio de ultrassom foram estatisticamente melhores quando comparados com
os valores das amostras obtidas sem o emprego das ondas ultrassonicas.

Esta influéncia positiva que as ondas ultrassénicas exerceram na obtencdo do extrato
bruto de bromelina, também foi verificada no estudo realizado por ZANETTE et. al. (2017),
no qual, quando foram comparados os resultados obtidos com e sem o auxilio das ondas
ultassénicas, foi verificado uma real melhora na eficiéncia do processo de obtencédo de extrato

bruto de bromelina.
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7. CONCLUSAO

Com a finalizacdo dos experimentos, chegou-se a conclusdo que o uso de ultrassom
atua de maneira positiva na obtencdo do extrato bruto de bromelina do caule do abacaxi.

Ao analisar os resultados, notou-se que o uso de 9°C de temperatura, ndo trouxe
nenhum ganho significativo para os resultados das amostras. No caso da poténcia do
equipamento, o emprego de 90%, atuou somente de maneira positiva, quando se trabalhou
com 9°C. Com isso, pode-se concluir que o uso de 25°C de temperatura e 20% da poténcia do
sonicador de ponteira sdo ideais para 0 processo de extracdo com auxilio de ultrassom, fato
extremamente importante, pois essas condi¢cdes representam menores custos operacionais.
Quando se tratou do tempo de extracdo, a elevacdo desse parametro, de maneira geral, trouxe
uma melhora para os resultados do processo, em que somente no caso do contetdo de
proteina das amostras 6 (25°C, 90% e 1 min) e 8 (25°C, 90% e 9 min), tal fato ndo implicou
em um aumento nos valores.

Dentre as condi¢cbes experimentais aplicadas neste estudo, pode-se afirmar que 0 uso
de 25°C de temperatura, tempo de extracdo de 9 minutos e 20% da poténcia do equipamento,
condigdes aplicadas na amostra 7 (25°C, 20% e 9 min), resultou nos melhores valores para o
contetdo de proteina, e para a atividade enzimatica, sendo estes estatisticamente melhores em
relacdo aos resultados das demais amostras, com excecdo do contetdo de proteina, quando
comparado com o da amostra 4 (9°C, 90% e 9 min). Quando se tratou da atividade especifica,
a amostra 7 (25°C, 20% e 9 min) apresentou o segundo melhor resultado, ficando somente
atrds da amostra 5 (25°C, 20% e 1 min), porém a diferenca entre tais amostras nao é
estatisticamente significativa.

Por ultimo, ao comparar os resultados das amostras obtidas com auxilio de
ultrassom, com os resultados das amostras que ndo foram submetidas ao processo de extracdo
com ondas ultrassdnicas, concluiu-se que as ondas ultrassonicas de fato aumentam a

eficiéncia do processo de extracdo de extrato bruto de bromelina.
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