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RESUMO

A bromelina, enzima presente no abacaxi, hidrolisa ligacbes peptidicas das
proteinas; tem aplicacdo em diversas areas envolvendo alimentos, medicina e
nutricdo animal. No abacaxi a bromelina esta presente no talo, na polpa e na
casca do fruto. Visando avaliar a bromelina presente no fruto brasileiro Ananas
comosus L. Merril, variedade pérola, enfocando seu aproveitamento quando
recuperada a partir dos residuos da industrializacdo, foram pesquisadas, em
comparagdo com a bromelina pura, condigcdes de pH e temperatura para maior
atividade, estabilidade térmica ao longo do tempo em varias temperaturas e a
cinética da sua atividade catalitica, empregando caseina como substrato. O
extrato foi obtido pela trituragdo da casca e do talo interno do fruto e a reacao de
hidrélise, com pH controlado, efetuada em reator com 75 mL de volume util sob
constante agitacdo. Ap6s a reacao foi retirada amostra, adicionada em tubo
contendo 4&cido tricloroacético e centrifugado, analisando a absorbancia do
sobrenadante. Atividade e a cinética foram expressas em mmol tirosina / L.minuto
pela absorbancia a 280 nm dos aminoacidos aromaticos gerados na hidrélise da
caseina. Foram empregadas trés relagdes enzima / substrato (em massa): 1 / 25,
1/50 e 1/ 125 para os ensaios relativos ao planejamento experimental em estrela
tendo como ponto central pH em 7,0 e temperatura de 35 °C, os resultados foram
tratados fornecendo as equacgbes do modelo e as superficies de resposta; as
equacdes foram tratadas matematicamente fornecendo graficos da melhor
atividade em fungédo da temperatura; os resultados do planejamento experimental
mostraram similaridade entre a bromelina dos residuos do fruto e a bromelina pura
tomada como padrdao. Para a estabilidade térmica os ensaios foram efetuados
determinando a atividade para a relacdo 1 / 25 sob temperaturas variando entre
25 °C e 62 °C ao longo de 180 minutos com duas faixas de pH: a de melhor
atividade definida no planejamento experimental (5,5 a 6,5) e entre 3,3 e 3,5; os
resultados foram tratados analisando o grafico da atividade em funcao do tempo
mostrando que o modelo de ordem um é adequado para descrever a inativagao
térmica da enzima e que ela ocorre de maneira mais acentuada na faixa de pH 3,3
a 3,5 com valor do fator de freqiiéncia ko (minuto™) 2,5 x10% vezes maior para o
extrato. Os ensaios para determinar a cinética da atividade catalitica da bromelina
sobre a caseina foram efetuados a temperatura constante de 35 °C e pH de
maxima atividade definido no planejamento experimental para cada uma das trés
relagbes enzima/substrato estudadas; foram elaboradas as curvas da
concentracao de aminoacidos formados ao longo do tempo (zero a 15 minutos) e
os resultados tratados calculando a derivada das curvas no tempo zero
(velocidade inicial); o modelo de Michaelis — Menten mostrou ser adequado para
descrever 0 mecanismo de hidrolise da caseina pela bromelina e os resultados
indicam que os valores da velocidade maxima (Vp2x) € da constante de Michaelis
(Km) sao maiores para o extrato dos residuos do fruto do que para a bromelina
pura.

Palavras chave: abacaxi, ananas comosus L. Merril, bromelina, cinética
enzimatica, decomposi¢ao térmica, enzima, planejamento experimental.
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ABSTRACT

The bromelain, enzyme found in pineapple, hydrolyses peptide protein bonds;
there is application in several areas involving food, medicine and animal nutrition.
In pineapple the bromelain is present in the flesh, skin and core of the fruit. Aiming
to evaluate the bromelain present in Brazilian fruit Ananas comosus L. Merril,
pérola type, focusing its use from industrialization residues recovering, it was
searched, comparing with pure bromelain, pH conditions and temperature for
higher activity, thermal stability along the time under several temperatures and the
kinetics of its catalytic activity, using casein as a substrate. The extract was
obtained crushing the skin and core of the fruit and the hydrolysis reaction, with
controlled pH, done in a 75 mL net volume reactor under constant stirring. After
reaction a sample was taken, added to a tube with tri chloroacetic acid and
centrifuged, analyzing the supernatant absorbance. Activity and kinetics were
expressed as mmol of tyrosine / L.min from absorbance at 280 nm of aromatic
amino acids generated by casein hydrolysis. Three enzyme / substrate ratio were
employed (weight basis):1 /25, 1 /50 and 1/ 125 for star type experimental design
assays with central point at 7.0 for pH and at 35 °C for temperature, the results
were processed giving the model equation and surface responses, the equations
were mathematically treated giving graphics of best activity as a function of
temperature; the experimental design results showed similarity between bromelain
from fruit residues and pure bromelain taken as reference. The assays for thermal
stability were carried out by activity determination for 1 / 25 ratio under
temperatures varying from 25 °C and 62 °C during 180 minutes for two pH ranges:
that for best activity defined from experimental design (5.5 to 6.5) and between 3.3
to 3.5; the results were treated by the analysis of the graphics of activity as a
function of time showing that the order one model is adequate to describe the
enzyme thermal inactivation and that |t is stronger at pH range of 3.3 to 3.5 with
values of frequency factor ko (minute™”) 2.5 x10° times bigger for the extract.The
assays to determine the kinetics of bromelain catalytic activity on casein were
carried out at constant temperature of 35 °C and pH of maximum activity defined
by experimental design for each one of the three studied enzyme / substrate ratio;
curves were built for the concentration of formed amino acids along the time (from
zero to 15 minutes) and the results treated calculating the curves derivative at time
zero (initial rate); the Michaelis — Menten model showed to be adequate to
describe the casein hydrolysis mechanism of casein by bromelain and the results
indicate that the maximum reaction rate (Vpyax) values and the Michaelis constant
(Km) values are bigger for the fruit residues extract than that for pure bromelain.

Key words: ananas comosus L. Merril, bromelain, enzyme, experimental design,
enzymatic kinetics, pineapple, thermal decomposition.
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1 - Introdugéo e objetivos

1 Introducao e objetivos

A bromelina tem aplicacdo em diversas areas envolvendo industrializagéo
de alimentos e medicina, passando pela industria de cosméticos, na
desodorizagdo de gases e nutricdo animal. Na industria de alimentos pode ser
empregada, por exemplo, na hidrélise da miosina produzindo efeito de
amaciamento da carne. Na medicina demonstrou-se in vitro que a bromelina é
capaz de reduzir o crescimento de tumores; pode ser utilizada nos casos de
inflamagé&o como, por exemplo, os causados por ferimentos traumaticos. Na area
de nutrigdo animal, a bromelina foi estudada como agente de degradacao de

proteinas presentes em alimentos destinados a ruminantes.

A bromelina pertence ao grupo de sulfidril proteases, que tem a
caracteristica de hidrolisar ligacées peptidicas das proteinas. Este grupo de
enzimas inclui a papaina, fictina e bromelina. Encontra-se presente no abacaxi
(ananas comosus) cujas enzimas sao referidas de forma genérica como
bromelinas. O nome bromelina foi originalmente cunhado para designar qualquer

protease de qualquer membro das bromeliaceas.

No abacaxi a bromelina estd presente no talo, na polpa e na casca do
fruto. A enzima pode ser obtida empregando o processo de extragdo por micelas
reversas em coluna de campénulas pulsantes, ou por precipitagdo empregando
etanol. Estas técnicas ja foram objeto de estudos na Faculdade de Engenharia
Quimica da UNICAMP.

Na sua quase totalidade as publicagbes consultadas referem-se a cinética
da atividade enzimatica da bromelina de acordo com o modelo de Michaelis -
Menten, que considera a reacao reversivel entre a enzima e o substrato formando
um complexo intermediario, com parte deste complexo gerando produtos e
restituindo a enzima. Os trabalhos publicados abordam a agc&o da bromelina sobre

um substrato, e poucos a relacionam com a origem do fruto de onde foi extraida.

O objetivo deste trabalho foi pesquisar o comportamento da enzima
bromelina encontrada no abacaxi brasileiro: ananas comosus L. Merril. Para tanto

foi utilizada a variedade pérola, adquirida diretamente do mercado. O estudo
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concentrou-se na casca € no talo tendo em vista o aproveitamento dos residuos
desta fruta, de onde se pode extrair a bromelina com aplicacao a ser direcionada

as diversas areas ja citadas (alimentos, medicina e nutricao animal).

Os frutos foram adquiridos diretamente do mercado. O procedimento para
obter o extrato da casca e do talo obedeceu a sequéncia: lavagem dos frutos,
separacgao da casca e do talo, corte em pedacos pequenos e trituragdo. O extrato
foi recolhido, acondicionado em garrafas e estocado em freezer em temperaturas
abaixo de 20 °C negativos. Imediatamente antes dos ensaios, foi descongelado e
centrifugado (5000 rpm) por trés minutos para separar sélidos em suspensao.
Como referéncia foi empregada bromelina pura (Fluka pineapple stem).

Para todos os ensaios realizados o substrato empregado foi a caseina. A
quantidade de bromelina pura foi calculada diretamente, a quantidade de extrato
obtido do talo e da casca do fruto foi determinada experimentalmente comparando
resultados da atividade enzimatica, uma vez que n&do se conhecia a quantidade

exata de bromelina presente.

Precedendo a determinacdo da estabilidade térmica e da cinética da
hidrélise elaborou-se um planejamento experimental para cada uma das relagdes
em massa enzima / substrato estudadas: 1 /25, 1/50 e 1/ 125, visando encontrar
a condicdo de pH para melhor atividade. Neste planejamento fixou-se a
concentracao de enzima e a concentragao de substrato, e variou-se a temperatura
e o pH. A estabilidade térmica da enzima foi estudada para a relagdo
1 enzima / 25 substrato em diferentes temperaturas ao longo do tempo, no pH de

maior atividade encontrado no planejamento experimental.

Nos ensaios para a cinética da hidrélise foi utilizada a técnica da
velocidade inicial de formacao de produtos para vérias concentragdes de substrato
mantendo-se a concentracado da enzima; o pH foi o de maior atividade mostrada
pelo planejamento experimental e a temperatura foi de 35 °C, uma vez que grande
parte das publicacdes consultadas referem-se a temperaturas por volta deste

valor.
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2 Revisao bibliografica

A bromelina pode ser obtida das diversas partes do abacaxizeiro.
Segundo FREIMAN & SABAA-SRUR (1996), um dos processos, que envolve a
precipitacdo com alcool etilico, pode ser resumido na sequiéncia: desintegracao
das partes da planta, filtracao, centrifugacao (10000 rpm, por 20 minutos a 5 °C)
obtendo-se o extrato bruto; precipitagdo com éalcool etilico a 10 °C (proporgao 1:1),
repouso (por 24 horas a 5 °C), e centrifugagao (10000 rpm por 20 minutos a 5 °C),
obtendo-se o precipitado final. CESAR (2005) trabalhou na recuperagcao de
praticamente toda bromelina do abacaxi empregando a precipitagdo em um

estagio com etanol a 5 °C.

A precipitacao pode ser obtida também com emprego de acetona (DAUD,
YUSOFF & RAO, 1990). Como etapa de purificacdo da enzima, a remogéao de
acucares pode ser feita passando o precipitado por uma coluna com resina de
troca ibnica (TISSEAU, 1986). A purificagdo pode também ser feita empregando
sulfato de aménia com posterior passagem em coluna de troca de cation (KO B-S,
HWANG Y-l & LEE S-C, 1996). A purificagao da enzima do Ananas Comosus via
técnica cromatogréfica foi estudada por DEVAKATE et. al. (2009).

A bromelina também foi obtida sem o0 uso de solvente organico (USSR
ACADEMY OF SCIENCES; IEVLEVA et al.,1993). Em outro trabalho, obteve-se
sua precipitacdo com o emprego de acido tanico (HUANG, LIN & LI, 1993). Outra
forma de extragcdo da bromelina foi estudada utilizando poli etilenoglicol e fosfato
de potassio (MOREIRA, SILVA & CHIAVONE FILHO, 2002). A extracado da
bromelina por micelas reversas foi estudada por FISCHER (2006), HEMAVATHI,
HEBBAR & RAGHAVARAO (2007) e UMESH, SUMANA & RAGHAVARAO (2008)

A bromelina pertence ao grupo de sulfidril proteases, que tem a
caracteristica de hidrolisar ligacbes peptidicas das proteinas. Este grupo de
enzimas inclui a papaina, fictina e bromelina. Encontra-se presente no abacaxi
(Ananas comosus), cujas enzimas sao referidas de forma genérica como
“bromelinas” (ROWAN, 2004a).

A concordancia da sequéncia de aminodcidos da bromelina com outras
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proteinases mostra, de forma inequivoca, que a enzima é um membro da familia
da papaina (RITONJA et al., 1989). O nome bromelina foi originalmente cunhado
para designar qualquer protease de qualquer membro das Bromeliaceas. Segundo
ROWAN, BUTTLE & BARRETT (1988), atualmente sdo reconhecidos dois tipos de
bromelina do abacaxi: bromelina da casca e do talo (stem) e bromelina da polpa
do fruto, ambas classificadas como EC 3.4.22.4 (IUB Enzyme Nomenclature
Committee, 1984, Enzyme Nomenclature, p. 352, Academic Press, New York).
Duas formas de bromelina foram isoladas por filtragdo de gel, estas formas
possuem estruturas bem préximas (ARROYO-REYNA, HERNANDEZ-ARANA &
ARREGUIN-ESPINOSA, 1994).

A variacdo estrutural da bromelina (cisteina proteinase) no mecanismo
catalitico enzimatico revela consideravel diferenca daquele para a papaina
(EC 3.4.22.2). O alinhamento da seqiéncia de aminoacidos da bromelina difere
em trés regides, a principal diferenca é a presenca de lisina no lugar de serina-176
presentes na papaina (TOPHAM et al., 1990).

A bromelina “crua” é uma mistura de diferentes cisteina proteinases,
pertencentes a super familia da papaina. A proteina € considerada uma
glicoproteina com massa molecular 22828. Cromatografia de troca ibnica da
bromelina “crua” mostrou seis componentes proteoliticos, caracterizados pela
massa molecular, composi¢cdo de aminoacidos e atividade enzimatica. Os dados
estruturais da seqiéncia de aminoacidos constituem forte evidéncia de que as
cisteina proteinases tem ancestral comum (HARRACH et al., 1995; TURK, TURK
& TURK, 1997). A planta Ananas comosus mostrou ter quatro cisteina proteinases
distintas, e mais duas presentes apenas no talo (ROWAN, BUTTLE & BARRETT,
1990).

A bromelina consiste em enzimas proteoliticas que diferem entre si quanto
ao pH o6timo da atividade enzimatica. Como estdo intimamente relacionadas é
possivel tratd-las como uma entidade Unica. Substratos suscetiveis a bromelina
incluem muitas proteinas comuns, como caseina, gelatina, colageno, globulinas e
fibra muscular (LOTZ-WINTER, 1990).

O efeito de inibidores no sistema enzimatico é de fundamental importancia
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para o estudo da natureza dos sitios ativos de uma enzima, particularmente o
componente de ligagdo. Verificou-se que a ananaina (EC 3.4.22.31), cisteina
proteinase presente em pequena quantidade no abacaxi (Ananas comosus) é
fortemente inibida pela cistatina (presente no ovo da galinha), enquanto que a
bromelina do talo (EC 3.4.22.32) é fracamente inibida. Sugere-se que as
diferencas de ligacédo entre o inibidor e o substrato possam ser devido a diferencas
na geometria das proteinas. A comparacdo da seqiéncia de aminoacidos da
bromelina do talo com a estrutura da papaina, membros da mesma familia de
cisteina protease, mostrou que elas compartilham o mesmo mecanismo catalitico
(LEE et al., 1997).

Os inibidores da bromelina do abacaxi inibem a cisteina proteinase de
modo competitivo. Verificou-se que os inibidores compartilham similaridades com
a ligacao dissulfeto com inibidores da tripsina / quimotripsina e ndo com a super
familia da cistatina. A similaridade estrutural entre eles sugere que os inibidores da
bromelina e os da tripsina / quimotripsina estdao envolvidos com um ancestral
comum, e diferenciados durante a evolugdo molecular (HATANO, SAWANO &
TANOKURA, 2002).

Oito formas de inibidores da bromelina foram isolados do talo do abacaxi.
O principal inibidor da bromelina mostrou ser o residuo COOH (arginina ou glicina)
(HATANO, TANOKURA & TAKAHASHI, 1998). Extrato do talo do abacaxi foi
fracionado por cromatografia de permeacdo de gel. Foram encontradas 12
fracoes, todas mostrando acao inibitoria para bromelina (JOUBERT, TALJAARD &
CLARK, 1990).

A bromelina do abacaxizeiro existente no Brasil (Ananas comosus L.
Merril) € uma protease encontrada no fruto, talo, caule, folhas e raizes. Esta
proteina € uma composicdo de aminodcidos, como mostra a Tabela 2.1
(FREIMAN & SABAA SRUR, 1999).

A cisteina e a histidina formam, em pH entre 3,5 e 8, um par i6nico tiolato-
imidazol, essencial para a atividade enzimatica (TURK, TURK & TURK, 1997). A
cadeia da bromelina apresenta sete cisteinas e, portanto provavel, trés ligacoes

dissulfeto (ROWAN, 2004b). Tanto a bromelina como a papaina apresentam
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apenas um grupo reativo cisteinil por molécula, localizado no centro ativo das
enzimas, cuja conformacao estrutural é estabilizada por trés pontes dissulfeto
(RAWEL et al., 1998). Reacdes com isotiocianatos mostraram que a atividade
enzimatica da bromelina acontece nos grupos sulfidrii (RAWEL, KROLL &
SCHROEDER, 1998).

Tabela 2.1 — Aminoé&cidos presentes na bromelina (Ananas comosus L. Merril).

Quantidade no caule (primeira

Aminoacido Foérmula estrutural precipitacio) (mg / 100 g amostra)
O NH,
Asparagina O 2697
H2N _
0]
0 0O
Glutamina _ 2417
H,N 0]
NH,
NH,
Serina O 1091
HO
5"
N NH;
Histidina KN @) (fora dos limites de deteccéo)
N _
0

3

Glicina H N+JU\O 965
@)

ZT

Arginina HzN\H/

+

H O
Treonina ch)\)ko_ 832
NH,
NH,
Alanina O 1126
H,C
o~
NH
NH

2
\/\)\{/O 873
O

N
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Tabela 2.1 — Aminoé&cidos presentes na bromelina (Ananas comosus L. Merril).
(continuacéo)

Quantidade no caule (primeira

Aminoacido Formula estrutural precipitacao) (mg / 100 g amostra)

)
Leucina H3C>/\HLO_ 1013
H,C NH,

0
Tirosina _ 1218
HOWO
NH,
NH,
Cisteina HS \)\{O 908
o
NH,
Valina H,C No 1197
H,C o~

0O
Metionina S _ fora dos limites de deteccao
HC™ V\HLO ( ¢a0)

NH,
@)
i — 704
Triptofano o 0
Ny NH;
N
H
@)
Fenilalanina — 661
Yan
NH,

O
o H.N
Lisina 3 \/\/\HJ\O— 1879
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Tabela 2.1 — Aminoé&cidos presentes na bromelina (Ananas comosus L. Merril).
(continuacéo)

Quantidade no caule (primeira

Aminoacido Formula estrutural precipitagéo) (mg / 100 g amostra)
NH,
Isoleucina o 900
H,C
CH, O
0O
Prolina Wo_ 2148
H

Fonte: adaptado de FREIMAN & SABAA SRUR (1999) e de MORRISON & BOYD (1983).

O abacaxi (Ananas comosus L. Merril) tem origem provavel no Paraguai
ou Brasil. Das bromelinas, encontradas em diversas partes da planta, apenas
aquelas encontradas no fruto (EC 3.4.22.33) e no talo tem sido estudadas. O pH
da bromelina do talo (EC 3.4.22.32) difere do pH da polpa do fruto. O ponto
isoelétrico da bromelina do talo também difere do ponto isoelétrico da bromelina
da fruta. A bromelina do talo € uma glicoproteina, enquanto que a do fruto €
desprovida de carboidratos. A enzima presente no fruto € mais ativa com relagéo a
caseina do que a enzima presente no talo (SRIWATANAPONGSE, BALABAN &
TEIXEIRA, 2000).

A bromelina do talo tem peso molecular de 23800 Da, composta por uma
seqliéncia de 212 aminoacidos mais aglcar, enquanto que a ananaina tem peso
molecular 23464 Da, composta por uma seqUéncia de 216 aminoacidos
(MAURER, 2001).

Fracionamentos do extrato do talo do abacaxi, via cromatografia,
produziram seis componentes proteoliticos ativos, todos referidos como
“bromelina”. Um fracionamento seguinte mostrou a presenca de uma enzima com
atividade diferente, chamada ananaina (ROWAN, 2004c).

O significado da bromelina para o abacaxi € um mistério. Uma hipétese
baseia-se no fato de que plantas carnivoras obtém seu suprimento de nitrogénio e

fésforo pela decomposicao de material organico, obtida pela acao de proteinases
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altamente ativas e outras enzimas digestivas. Na floresta tropical a planta do
abacaxi cresce sobre outras plantas, que oferecem muito pouco alimento. O
arranjo das folhas da planta do abacaxi forma um funil que funciona como
reservatorio, sempre cheio de agua da chuva contendo fontes de nitrogénio e
fosforo. Esta hipotese é reforcada pela descoberta de que as folhas reagem ao
estimulo mecanico produzindo proteinases; com objetivo de digerir as proteinas de
insetos e microrganismos foram desenvolvidas familias de enzimas, como a super

familia da papaina, com largo espectro de pH 6timo (MAURER, 2001).

2.1 Aplicacoes

A bromelina tem aplicacdo em diversas areas envolvendo industrializagao
de alimentos e medicina, passando pela industria de cosméticos quando se
considera seu emprego na hidrélise do amido contido no arroz (TECHNOBLE K.
K. JAPAN; YAMADA, NAITO & SAWAKI, 1997). Também foi estudada sua
utilizacdo na desodorizacdo de gases oriundos de depdsitos de lixo (UYAMA
SHIZUO; UDA & UYAMA, 1991).

A bromelina, bem como a papaina, pode ser usada para hidrolisar
proteinas da carne. Particularmente, a hidrélise da miosina produz efeito de
amaciamento da carne uma vez que esta proteina é responsavel pelas ligacoes
cruzadas entre as fibras (KIM & TAUB, 1991; FREIMAN DE OLIVEIRA, 2001).

Ha interesse na coagulacao do leite de soja, cujo objetivo é recuperar as
proteinas. A bromelina foi empregada com sucesso para este fim, em substituicao
ao produto metabdlico de microrganismos (MURATA et al., 1987).

As propriedades reolégicas da massa destinada a producdo de paes
podem ser modificadas pelo uso da bromelina em sua formulagdo. Esta enzima
elimina a dependéncia da capacidade de ligagao da agua (water binding capacity)
com o pH (SEGUCHI, HAYASHI & MATSUMOTO, 1997; FREIMAN DE OLIVEIRA,
2001).

O leite, modificado pela adicdo de bromelina e incubado a 37 °C e 60 °C,
apresentou aumento de 11% na digestdo de proteinas (QUATTRUCCI et
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al.,1991). Este estudo pode indicar uma aplicacdo para alimentos a base de leite

destinados a consumidores especiais.

A bromelina foi empregada na preparacdo do coalho do leite de soja
(KAMATA et al., 1992). Em outro estudo, a farinha de trigo foi adicionada a agua e
tratada com uma proteinase (bromelina) com objetivo de reduzir a concentragao
de substancias que provocam alergia (FOUNDATION FOR SCIENTIFIC
TECHNOLOGY PROMOTION; WATANABE, 1997).

Proteinas da soja e do arroz foram hidrolisadas com papaina e bromelina,
avaliando-se propriedades como molhabilidade, dispersabilidade, densidade e
capacidade de absorcao de agua (ORTIZ & ANON, 2000; TAHA, IBRAHIM & EL-
ZANATY, 2002; TAHA, IBRAHIM & ISMAIL, 2002; TAHA & IBRAHIM, 2002). A
proteina contida na parte externa do grao de arroz foi extraida e hidrolisada com
6 % de bromelina, obtendo-se grau de hidrélise de 19 a 36,5 %
(APINUNJARUPONG, LAPNIRUN & THEERAKULKAIT, 2009). Bromelinas do
abacaxi foram isoladas, purificadas e caracterizadas. As enzimas catalisaram a
hidrélise de proteinas como proteina de soja e gluten do trigo (SUH, H.J. et al.
1992). Na é&rea de nutricdo animal, a bromelina foi estudada como agente de
degradagcdo de proteinas presentes em alimentos destinados a ruminantes
(TOMANKOVA & KOPECNY, 1995).

Foi demonstrado (in vitro) que a bromelina, devido a sua capacidade
proteolitica, é capaz de reduzir o crescimento de tumores (MAURER et al., 1988;
HARRACH et al.,, 1998). A bromelina é empregada nos casos de inflamagéao
associada com edema causado por ferimentos traumaticos ou pdés-operatérios
(WHITE et al., 1988), inflamagdes do trato respiratério, inflamagbes causadas por
distarbios circulatérios (tromboflebite), e também para aumentar a atividade de
antibiéticos (LOTZ-WINTER, 1990). A bromelina pode ser de interesse para os
cirurgioes plasticos devido a sua capacidade de reduzir dor, edema e inflamacéo,
além de potencializar antibiéticos, o que pode ser benéfico no pds-operatério
(ORSINI, 2006).

Uma revisao refere-se a bromelina como tendo importantes propriedades

farmacolodgicas, como interferéncia no crescimento de células malignas (TAUSSIG
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& BATKIN, 1988) e agéo antiinflamatéria (HALE et al., 2005; SECOR et. al., 2009).

Suas fungdes bioldgicas tém valor terapéutico modulando a coagulagao do sangue

e promovendo a absor¢ao de drogas.

Uma proteina, componente da bromelina, é apresentada com atividade
antimicrobiana, imuno estimulante e agente anticAncer (CORTECS UK LTD,
MYNOTT, ENGWERDA & PEEK, 1998a). Bromelina, fracionada em multiplas
proteinas pela dissolugdo em tampao acetato em pH 5,0, apresenta componente
responsavel pela ativacdo de células importantes como, por exemplo, células T
(CORTECS UK LTD, MYNOTT, ENGWERDA & PEEK, 1998b).

Um estudo efetuado em voluntarios sadios e pacientes com desordem no
sistema imunolégico mostrou que a bromelina estimula as propriedades deste
sistema (BRAKEBUSCH et al., 2001). A bromelina do abacaxi serve como auxiliar
digestivo na quebra de proteinas (ROXAS, 2008).

A bromelina também é empregada como reagente na analise do sangue
(SCOTT, JOHNSON & PHILLIPS, 1987; BOWELL, CULLY & YOUNG, 1988;
OGASWARA & MAZDA, 1989; BLOEMBERGEN et al., 1987; TAKEDA
CHEMICAL INDUSTRIES & WAKO PURE CHEM IND, SHUKUDA & NAKAJIMA,
1991).

Poli (alfa - aminoacido) e seus copolimeros sao biodegradaveis,
oferecendo uso potencial como pele artificial temporaria na terapia de
queimaduras, ou como barreira temporaria para evitar adesao de diferentes
tecidos danificados em acidentes ou cirurgias. A cadeia destes polimeros pode ser
degradada pela bromelina (HAYASHI et al., 1991; HAYASHI et al., 2001), de modo
que seu uso pode ser considerado no caso de haver necessidade de acelerar a
decomposicao destas peles (tecidos) artificiais.

A farmacodindmica da bromelina € ampla. Com base em experiéncias in
vitro e em animais, a bromelina age como preventivo quanto a formagao de
edemas e metastases. A prevencdo contra metastase é explicada pela inibicao
das moléculas protéicas externas as células, responsaveis pela adesdo as
paredes do vaso sanguineo (HARRACH et al., 1994; GARBIN et al., 1994; KLEEF,
DELOHERY & BOVBJERG, 1997; MAURER, 2001).
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A bromelina também tem aplicagdo na esterilizacdo de produtos
farmacéuticos e alimenticios (RETROSCREEN LTD; SUTTON & OXFORD, 1990).
O uso terapéutico da bromelina, papaina e tripsina foi estudado quanto a
coagulacdo do sangue in vitro, mostrando que elas interagem de maneiras
diferentes (ALBAN, FRANZ & FRANZ, 1997).

Uma combinacdo de enzimas hidroliticas, dentre elas a bromelina,
mostrou-se efetiva no tratamento de infec¢bes com o virus da hepatite C.
Pacientes com hepatite C tiveram marcada redugao nos niveis de transaminases e
da carga viral no sangue apés 12 semanas de tratamento (MUCOS PHARMA
G.M.B.H. UND CO; STAUDER & RANSBERGER, 1999).

2.2 Cinética da acao enzimatica

Na sua quase totalidade as publicacées consultadas referem-se a cinética
da atividade enzimatica da bromelina, envolvendo o substrato e a enzima, em um

mecanismo como segue:

formacgao do intermediario:

E+S—% 5ES (2.1)

o intermediario se decompde no substrato e na enzima (etapa reversivel)

ES—% sE+S (2.2)

o intermediario produz P e restitui a enzima:

ES—f SE+P (2.3)

onde E, S e P representam enzima, substrato e produto respectivamente, e ES o

complexo intermediario formado envolvendo a enzima e o substrato. k;,k, e kj

S&0 as respectivas constantes de velocidade da reacao.

Conforme apresentado por SEGEL (1993) a enzima cumpre o papel de

um catalisador, com as seguintes consideracoes:

A enzima e o substrato reagem rapidamente formando um complexo

enzima - substrato.
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Enzima, substrato e o complexo enzima - substrato estdo em equilibrio;
quer dizer, a velocidade na qual ES se dissocia em E + S é muito maior que a
velocidade na qual ES se decompde para formar E + P.

A concentracao de substrato € muito maior que a concentracao de enzima
de modo que a formagao do complexo ES nao altera a concentragao de substrato.

A velocidade global da reacéo é limitada pela decomposicédo do complexo
ES restituindo a enzima e formando produto (equagéao 2.3).

A velocidade é medida durante os estagios iniciais da reacao.

A velocidade inicial v pode, na pratica, ser obtida pela formacado de
produtos em um intervalo de tempo de ensaio enquanto ndo mais que 5 % do
substrato tiver sido consumido (ou ainda, enquanto a variagdo da concentragéo de
produtos formados seja linear com o tempo):

y = ACk (2.4)
AG

onde ACp, e A6 sdo, respectivamente, variagdo da concentragdo de produtos

formados e variacao do tempo.

Como a velocidade global é limitada pela decomposicao do complexo ES
em produtos, e restituindo a enzima, pode-se escrever:

V= k3 CES (25)

onde Cgg € a concentracdo do complexo enzima - substrato.

A quantidade total de enzima presente no meio reacional é dividida em
enzima livre e enzima formando o complexo intermediario:

Cgt =Cg +Cps (2.6)
onde Cg,; e C representam a concentra¢do de enzima total e a concentragdo de
enzima livre, respectivamente.

Dividindo a equacao (2.5) pela equacéo (2.6):

v _ Ks Ces
Cer Ce+Cgs
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Considerando um reator de batelada, que € o caso usual em ensaios de
laboratério, a velocidade com a qual o complexo intermediario se forma pode ser
escrita:

90 =k; Cg Cg (2.8)

onde Cgrepresenta a concentra¢do de substrato.

A velocidade com a qual o complexo intermediario se decompde pode ser

escrita:

_dCES
dé

=k Cgs + ks Cgs (2.9)

Aplicando o conceito do estado pseudo-estacionario, quer dizer, a
velocidade com a qual o complexo intermediario se forma é praticamente igual a

velocidade com que ele se decompde:
ki Ce Cs = (Ky + K3 ) Cgs

Rearranjando:

k1
=% _¢c.c
&5 =k, O O (2.10)

Substituindo a equacao (2.10) na equacao (2.7) e rearranjando:
ks Cei Cs

K, + ks
k7

+Cs (2,11)

Da equacao (2.10) tem-se:

ko +ks _Ce Cs _K
m
ki Ces

(2.12)

onde K,, é a constante de Michaelis. E uma constante de pseudo-equilibrio que
expressa a relacao entre as concentragoes.

A velocidade maxima da reagdo é atingida se toda a enzima presente

estiver formando complexo intermediario com o substrato, assim:

Vinax = K3 Cgy (2.13)
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onde V., representa a velocidade maxima.
Substituindo as equacoes (2.13) e (2.12) na equacao (2.11) obtém-se:
V... C
= _—max =5 (2.14)
K, +Cg

A equacdo (2.14) representa o modelo de Michaelis - Menten, que
descreve 0 mecanismo de atuacdo de uma enzima sobre um substrato. FOGLER
(2002) apresenta desenvolvimento semelhante, enfocando diretamente o conceito

do estado pseudo-estacionario.

<

v

)

Figura 2.1 — Grafico de Lineweaver-Burk (equacao 2.15).

Para verificar se a agao enzimatica da bromelina segue o modelo de
Michaelis - Menten, os resultados obtidos nos ensaios devem satisfazer a equacéao
(2.14). Um método muito utilizado € o de Lineweaver - Burk, onde se considera a

equacao (2.14) invertida:

1
_ = + m
v ' Cs (2.15)

O gréfico da equacao (2.15) fornece uma reta onde T € o coeficiente

max

. K, . . .
linear e —™ é o coeficiente angular, conforme mostra a Figura 2.1. Se os dados
max
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experimentais atenderem a equagado (2.15) admite-se que o modelo proposto
(sequéncia de reagdes 2.1, 2.2 e 2.3) é aplicavel.

Para casos extremos, a equacgao (2.14) pode ser simplificada:
— Quando a concentracdo de substrato é bastante elevada (Cg >> K,,) tem-se

que v=V,_ . . Neste caso o processo simplifica-se para uma reacdo de ordem

zero com relagdo a Cg.

. . V
— Para baixas concentragbes de substrato (Cg << K,,) tem-se que v = % Cs.

m
Aqui, o processo é simplificado para uma reagdo de ordem um com relagéo a
Cs.

Ainda com relacao a equacéo (2.14), quando a concentracao de substrato

(Csyj é tal que a velocidade da reacao corresponde a metade da velocidade
2

maxima :
Vinax _ Viax Cs 1,
2 CS% +K,,
chega-se a:
Kin=Cs1, (2.16)

Conhecendo-se a concentragao total de enzima adicionada e a velocidade
maxima determinada no tratamento dos resultados, pode-se calcular k; pela
equacgao (2.13). Entretanto, este valor ndo é exatamente aquele da equagéo (2.5)
uma vez que parte da enzima esta livre. Segundo WHITAKER (1972) é melhor

referir-se a esta constante calculada como k., (constante observada).

2.3 A acao da bromelina

Varios estudos referem-se a acado da bromelina seguindo o modelo de

Michaelis - Menten. A bromelina foi purificada a partir do abacaxi coreano via
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cromatografia de troca ibnica e filtracdo de gel (Sephadex G-150); a acéao
enzimatica seguiu comportamento tipico da cinética de Michaelis - Menten com
%

max

=131,58 mg de caseina por minuto (CHOI et al., 1992). A hidrélise catalisada
pela bromelina, tripsina e papaina foi estudada e a velocidade expressa como

dA e & partir de dados de absorbéancia (A) com o tempo (8); os resultados foram

tratados considerando o modelo de Michaelis - Menten, determinando-se os

parametros V... e K, (GIL et al., 1995; GIL et al, 1997). No estudo da atividade

max
de hidrélise da bromelina (purificada da bromelina comercial) sobre o chitosan (B -
1,4 - poli - D - glucosamina) foi encontrado, para K,,, o valor 0,88 mg / mL, em
pH=3 e 50 °C (HUNG et al.,2002). Uma cisteina proteinase foi isolada e
purificada a partir das folhas do abacaxi, sua acao sobre substratos sintéticos foi
analisada encontrando-se valor de K,,= 97 mM. (SINGH, DEVI & DEVI, 2004).
Estudando proteinases da familia da papaina (incluindo a bromelina),
THEODOROU, BIETH & PAPAMICHAEL (2007) sugerem comportamento de

acordo com o modelo de Michaelis - Menten.

Foi desenvolvido um método para ensaiar a atividade de proteases
(bromelina, quimotripsina e fictina) baseado na medida direta da mudanca de
turbidez na digestdo de proteina de soja, cujos resultados seguiram a equacao de
Michaelis - Menten (INOUYE & NAGAI, 2004).

A diferenga entre ananaina e bromelina foi estudada empregando o
substrato peptidil - 7 - (4 - metil) cumarilamida (ROWAN, BUTTLE & BARRET,
1988). Neste estudo os autores apresentam o comportamento cinético segundo o

modelo de Michaelis - Menten. Os valores encontrados para K, foram da mesma
ordem de grandeza, enquanto que os valores de k., apresentaram diferengas

significativas, indicando razoavel diferenca entre as duas enzimas. A Tabela 2.2
mostra alguns resultados. Neste trabalho, a bromelina foi obtida do talo do abacaxi
e purificada via cromatografia; no entanto, ndo observa a origem do fruto. Para
determinagdo dos parametros cinéticos da hidrélise dos substratos da
cumarilamida, as medidas das velocidades iniciais de reacdo foram feitas em
solugdo tampéao de fosfato de sédio 0,1 molar (pH 6,8) contendo EDTA 0,001
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molar a 40 °C. As enzimas foram ativadas em 0,75 mL do tamp&o concentrado por
5 minutos, seguindo-se adicdo de agua pré-aquecida e depois o0 substrato,

totalizando um volume de 3 mL.

Tabela 2.2 — Parametros cinéticos da ananaina e da bromelina

Proteinase K, (uM) Ko (s77)
Ananaina 43,1 a 53,7 6,70 a 7,30
Bromelina 68,9a97,3 0,12a0,14

Fonte: adaptado de ROWAN, BUTTLE & BARRET (1988).

Em outro trabalho, agora sobre o isolamento e caracterizagao parcial das
proteinases da bromelina (HARRACH et al. 1995), também foram determinados os
parametros cinéticos da hidrélise. Neste estudo, os autores partiram da bromelina
do talo do abacaxi sem, entretanto, citar a origem do fruto. O extrato de bromelina
crua foi fracionado por cromatografia, detectando-se oito componentes
proteoliticos ativos. Estas fragées foram identificadas com cédigos de F1 a F9. Os
trés componentes principais foram F4, F5 e F9, apresentando massas moleculares
24397, 24472 e 23427 respectivamente. Foram observadas algumas diferengas
na sequéncia de aminoacidos (na posicao 10: tirosina no lugar da serina, e na
posicdo 20: asparagina no lugar de glicina). Como substrato, os autores
empregaram L - piroglutamil - L - fenilalanil - L - leucina - p - nitroanilina. Meio
mililitro de tampéao fosfato de sédio (0,1 molar) pH 6,5 contendo 0,3 mol de KCl,
0,1 mmol de EDTA foram misturados com 0,05 mL de dispersdo de substrato
0,005 molar, deixando em repouso por 5 minutos a 37 °C. A reagao comegou com
a adicdo de 0,02 mL de dispersdo da amostra. A liberacdo da nitroanilina foi
medida por espectrofotometria (410 nm por 5 minutos). Os autores ndo discutem
modelos cinéticos alternativos, aplicando diretamente o modelo de Michaelis -
Menten. Os parametros cinéticos da hidrélise do substrato em pH = 6,5 foram
determinados com concentracdo de substrato entre 0,1 e 0,5 milimol e calculados
empregando o método de Eadie - Hofstee (WHITAKER, 1972), que consiste em
rearranjar a equacao 2.14:

Vinax Cs 2.14

" K, +Cs
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multiplicando a equacéo por Cg + K ,:
vCs+VvK,=V_, Cs
subtraindo v K, :
vCs =V, Cs—-VK,
dividindo por Cg:

vK
v=V,__ ——m 217
a CS ( )

Figura 2.2 — Grafico conforme o método de Eadie-Hofstee.

A Figura 2.2 mostra um grafico tipico para os resultados tratados conforme
o método de Eadie - Hofstee. Este método apresenta a vantagem de um melhor
ajuste dos dados a uma reta, na constru¢ao do grafico correspondente. Entretanto,
a velocidade v, que é o parametro experimental menos preciso, aparece nos dois

lados da equagéo, de modo que a precisédo global da determinac¢do de K,, e V,

max
pode ser diminuida. Os valores obtidos encontram-se na Tabela 2.3, para os trés
componentes proteoliticos principais (F4, F5 e F9).

Observa-se que K,, e k., sao similares para as fracbes F4 e F5,

enquanto que a fragcdo F9 tem K, seis vezes menor e k., cinco vezes maior,

indicando maior atividade para a fragdo F9. Esta maior atividade pode ser
atribuida a pequena diferenga na seqiéncia de aminoéacidos (posi¢ao 10: tirosina

no lugar da serina, e posicao 20: asparagina no lugar da glicina).
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Tabela 2.3 — Parametros cinéticos para hidrolise do substrato (L - piroglutamil - L -
fenilalanil - L - leucina -p - nitroanilina) em pH 6,5.

Proteinase K, (mM) K. (s7") I;Ca’ (s~ mm)
F4 2,073 a 2,527 0,758 a 0,982 0,38
F5 2,269 a 2,571 0,646 a 0,714 0,28
F9 0,343 a 0,457 3,566 a 4,314 9,75

Fonte: adaptado de HARRACH et al (1995).

A bromelina crua extraida do talo da fruta foi purificada empregando FPLC
(fast protein liquid chromatography), encontrando-se duas proteinases principais,
consideradas duas formas da mesma proteinase (EC 3.4.22.32), chamadas de
SBA /a (stem bromelain acidic proteinase form a) e SBA /b (stem bromelain
acidic proteinase form b). A caracterizagdo destas enzimas envolveu o estudo da
cinética de sua atuagao sobre proteinas. Os substratos empregados foram peptidil
7 - (4 - metil) cumarilamida, em solucao tampéao de fosfato (pH 6,0) a 25 °C. Neste
trabalho (HARRACH, 1998) os autores admitem o modelo de Michaelis - Menten

para representar a atuacao enzimatica da bromelina.

Tabela 2.4 — ParAmetros cinéticos da hidrélise de substratos pela acdo da bromelina.

SBA/a SBA /b
substrato
Ky (M) Koot (57") Ko (M) Koot (57")
A 7,36 a 8,84 0,0233 a 0,0247 6,22a8,6 0,0383 a 0,0417
B 50,2 a 60,6 0,47 a 0,51 43,7 2835 0,435 a 0,685
C 3,22 a 4,58 4,71 a 5,49 2,71 23,29 6,204 a 6,596

A. Benziloxicarbinol - arginina - arginina - NH - 7 - (4 - metil) cumarilamida.
B. Benziloxicarbinol -fenilalanina - arginina - NH - 7 - (4 - metil) cumarilamida.
C. Benzoil - fenilalanina - valina - arginina - NH - 7 - (4 - metil) cumarilamida.
Fonte: adaptado de HARRACH et al (1998).

A Tabela 2.4 mostra os resultados encontrados para k., e K, apos
tratamento estatistico adequado. O valor de k_, foi calculado a partir da V,,,
correspondente. Interessante observar que k., e K, sdo semelhantes para

SBA/a e SBA/b quando trata-se do mesmo substrato. Entretanto, variam
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consideravelmente de substrato para substrato. Neste trabalho os autores nao

identificam a origem do fruto do qual extraiu-se a bromelina.

De modo a elucidar o papel da glicose presente em moléculas de
proteinas, a bromelina do talo (EC 3.4.22.32) do ananas comosus foi empregada
como modelo (KHAN, RASHEEDI, & HAQ, 2003). Esta enzima €& uma tiol
protease; uma glicoenzima com peso molecular de 23800 que inclui um
oligossacarideo ligado a asparagina. Para este estudo, a bromelina deglicosilada
foi obtida por oxidagdo com periodato. A bromelina foi obtida da Sigma Chemical
Company; nao ha informacao sobre a origem do fruto de onde foi extraida. A
pureza foi verificada passando-a por uma coluna com Seralose - 6B, equilibrada
com tampao citrato - fosfato e pH 6,0, observando-se apenas um pico de saida. A
bromelina (1 mg / mL) foi deglicosilada em solugédo tampao 0,1 molar de fosfato de
s6dio (pH 7,0) com solugcao 10 mM de periodato de sédio, na relacao molar 5:1. A
reacdo aconteceu no escuro por 15 minutos, na temperatura ambiente. O
processo de oxidacao foi interrompido pela adigdo de 0,25 mL de etileno glicol por
mililitro de amostra. A atividade proteolitica foi medida empregando caseina como
substrato, e enzima na concentracdo de 0,1 mg / mL. Caseina foi tratada com
dispersao da enzima em pH 7,0 a 37 °C, por 15 minutos. A reacao foi interrompida
pela adicao de acido tricloroacético a 5%. O material precipitado foi removido por
centrifugacao, e a fragéo soluvel no &cido tricloroacético foi ensaiada. Os dados
experimentais foram tratados e os resultados encontram-se na Tabela 2.5.

Tabela 2.5 — Pardmetros cinéticos (Vyax € Ky) para bromelina e bromelina deglicosilada.

Vipax (x 1072 mM / minuto) K, (mM)
Bromelina glicosilada 1,143 a 1,283 0,13a0,15
Bromelina deglicosilada 0,603 a 0,703 0,162 0,18

Fonte: adaptado de KHAN, RASHEEDI, & HAQ, (2003).

Da Tabela 2.5 observa-se que V,,_, para a bromelina & aproximadamente
o dobro de V,,, para bromelina deglicosilada, enquanto que os valores de K,

sao similares. Estes dois dados, analisados em conjunto, sugerem que os sitios de
ligacdo do substrato ndo devem ter sido alterados, e que a atividade catalitica
pode ter sido alterada devido a efeitos de geometria da molécula. Neste estudo, os
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valores obtidos sugerem que o papel do carboidrato € o de estabilizar a enzima. A
bromelina é mais estavel frente a variagdes do pH e temperatura do que a sua
forma deglicosilada. O carboidrato contribui para a estabilidade da enzima,

tornando-a mais resistente a diferentes desnaturantes.

Em um estudo sobre a desnaturacao da bromelina também é sugerido que
o papel do carboidrato é estabilizar a enzima (RASHEEDI, HAQ & KHAN, 2003).

Poli fendis extraidos do cha verde chinés foram utilizados para complexar
e separar a bromelina do suco do fruto. A caracteristica benéfica do cha para a
saude é atribuida a sua atividade antioxidante e sua interacdo com as
biomoléculas (incluindo proteinas e enzimas). Algumas enzimas e proteinas sao
desnaturadas pelos poli fendis contidos no cha. Entretanto, a forte atividade
antioxidante e a propriedade de complexar proteinas podem ajudar a estabilizar
alguns grupos sulfidril encontrados em proteases como a bromelina e a papaina,
as quais tendem a perder atividade a temperatura ambiente devido a oxidagao.
Neste trabalho (LIANG, HUANG & KWOK, 2000), poli fendis extraidos do chéa
verde chinés foram usados para complexar e separar a bromelina do suco do
fruto, determinando-se as propriedades da bromelina livre e da bromelina
complexada. Os compostos poli fendlicos foram extraidos do cha empregando
agua quente (95 °C) durante 30 minutos. Apés filtragdo, o extrato foi concentrado
por evaporacao até aproximadamente 40% de sdlidos. A cafeina foi extraida pela
adicao de cloroférmio. A solucao aquosa foi tratada com acetato acético para
extrair os poli fendis. O suco do fruto foi concentrado quatro vezes empregando
membrana de poli sulfona. O suco concentrado (atividade de bromelina de
aproximadamente 1750 unidades / mL) foi estocado a 4 °C até o uso. O extrato de
poli fendis foi adicionado no suco de abacaxi concentrado, a mistura mantida em
banho a 25 °C sob agitacao durante 30 minutos, resfriado, e mantido a 4 °C por 2
horas para formar o precipitado da bromelina complexada com os poli fenéis. O
precipitado foi separado por centrifugacdo. As atividades da bromelina livre e
bromelina complexada foram ensaiadas em concentragées diferentes de caseina.
A maxima recuperagao da atividade da bromelina foi encontrada com adi¢do de
0,5 grama de poli fenéis em 100 mililitros de suco concentrado do fruto. A

interacdo entre a enzima e os poli fendis é atribuida a prolina, aminoacido
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constituinte da molécula da bromelina. Os resultados da acdo enzimatica sobre a
caseina foram tratados admitindo o0 modelo de Michaelis - Menten (equacgao 2.14).
Os coeficientes de correlagcao encontrados ficaram acima de 0,978, indicando que
o modelo é aplicavel. Os resultados para K,, (mol / L) foram de 8,06 x 10 ~° para
a bromelina livre, e de 1,42 x 10 ~° para a bromelina complexada com poli fendis.

Ensaios com niveis maiores de poli fen6is mostraram que V,, permanece

inalterado, indicando que os poli fendis exibem inibicdo competitiva com o
substrato. A bromelina complexada apresentou maior estabilidade a 60 °C. A faixa
6tima de trabalho para o pH foi reduzida de 6,8 a 9,0 para em torno de 7,8.
Também neste trabalho, os autores ndo citam a origem do fruto do qual extrairam

a bromelina.

2.4 A acao da bromelina imobilizada

Foram efetuados estudos com relacdo a agdo da bromelina imobilizada
em chitosan pelo glutaraldeido (CHEN et al., 1988); imobilizada em celulose
empregando CNBr ou glutaraldeido (JASIM et al., 1987); imobilizadas em polivinil
alcool por ligacdo covalente (HAYASHI et al., 1993). Foi estudada também a
atividade da bromelina imobilizada covalentemente no chitosan, empregando
cadeias espacadoras (alquiladas) (SEO et al., 1998).

GUPTA & SALEEMUDDIN (2006) imobilizaram a bromelina em Sepharose
(fase estacionéria) e verificaram, em ensaios com caseina, que a velocidade
maxima nao foi afetada pela imobilizagdo. Em outro estudo, GUPTA, MAQBOOL &
SALEEMUDDIN (2007) imobilizaram a enzima em uma fase estaciondria usando
como ligante a histidina, presente na bromelina, encontrando para a velocidade

maxima valores comparaveis com a enzima livre, apos ensaios com caseina.

Bromelina fixada em pequenas esferas porosas de chitosan (oligdémero da
glucosamina) é interessante, pois permite maior facilidade na sua recuperagao
para novas utilizacdes (HAYASHI & IKADA, 1991). Nestas condi¢des, foram
efetuadas reagbes de hidrolise enzimatica. O substrato empregado foi N - benzil -

L - arginina etil éster. As velocidades de reacdo foram determinadas em
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concentracdes de substrato variando de 1 a 10 milimolar, com concentracao de
enzima em 8,0 x 10~ mol / L. Para os ensaios, o pH foi de 8,0 e a temperatura de
37 °C. A Tabela 2.6 mostra os resultados encontrados. As diferencas observadas,
que ndo sdo muito elevadas, podem ser atribuidas a efeitos de difusdo. Além
disso, o efeito devido a ligacdo covalente da enzima sobre o chitosan, pode
contribuir para redugdo na velocidade. Neste trabalho ndo é citado o fruto
originario da bromelina; ela foi adquirida da Sigma Chem. Co. Os autores admitem
o modelo de Michaelis - Menten para o tratamento dos dados cinéticos da acéo da
bromelina, ndo discutindo se um modelo alternativo seria mais adequado. O artigo
apresenta o grafico de Lineweaver - Burk para a papaina, estudada em paralelo

com a bromelina.

Tabela 2.6 — Parametros de Michaelis K, e V,

max €M pH 8,0 e 37 °C, para bromelina
livre e bromelina imobilizada.

Amostra K, (mol/L) V2 (mol/L.minuto)
Bromelina livre 11,2x1072 2,4x10°°
Bromelina imobilizada 78x1072 1,8x10°°

Fonte: adaptado de HAYASHI & IKADA (1991)

Dentro da mesma linha de trabalho, outros autores imobilizaram a
bromelina em esferas porosas de copoli (y - metil - L - glutamato / L - leucina) com
estreita distribuicado de tamanho de poro em torno de 0,5 microns, proporcionando
elevada area superficial por unidade de massa (YODOYA et al., 2003). Neste
estudo, os copolipeptideos foram sintetizados e precipitados em metanol com HCI
a 4 °C. O produto foi lavado com metanol puro e secado. A bromelina foi
covalentemente imobilizada sobre o polimero. A fixagdo da enzima foi efetuada
diretamente sobre o polimero (ML - bromelain) e também de forma indireta,
empregando uma oligoglicina entre o polimero e a enzima (ML - G bromelain).
Apesar dos efeitos de difusdo devido ao sistema heterogéneo, os autores
analisaram os resultados da hidrélise conforme o modelo de Michaelis - Menten. A
Figura 2.3 mostra o grafico de Lineweaver - Burk para os resultados obtidos
empregando como substrato o N - benzil - L - arginina etil ester, bromelina livre,

bromelina ligada diretamente (ML) e ligada indiretamente (ML-G). Os ensaios
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foram efetuados em pH 8,0 a 37 °C.

1/Vx 107 (L - min/M)

-3 0 5 10
1/5, % 107 [L/M)

A bromelina livre; [1 ML - G bromelina; ® ML bromelina
Fonte: YODOYA et al (2003).
Figura 2.3 — Grafico de Lineweaver-Burk para bromelina livre e ligada.

Observando a Figura 2.3 pode-se dizer que, apesar do sistema ser
heterogéneo, o modelo de Michaelis-Menten representa o fenédmeno de maneira
satisfatéria, indicando que os efeitos de difusdo podem ser desprezados.

Tabela 2.7 — Parédmetros cinéticos da acéo da bromelina livre e ligada.

Enzima K, (mol/L) Vipax (mol/ L.minuto)
Bromelina livre (2,6a3,00x107° (6,7a7,3)x107°
ML bromelina (3,0a3,4)x107° (5,5a6,1)x107°
ML-G bromelina (2,9a3,3)x107° (5,0a5,6)x107°

Fonte: adaptado de YODOYA et al (2003)

A Tabela 2.7 mostra os resultados para K, e V,,. Nota-se que os

valores de K,, sdo semelhantes. Valores da velocidade méxima das bromelinas

imobilizadas sdo menores que a velocidade maxima para a bromelina livre,
sugerindo que a atividade da enzima ligada pode diminuir devido a ligacao
covalente. Para este trabalho, a enzima foi fornecida pela Sigma Chem. Co. Nao
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h& informacao sobre a origem do fruto do qual foi obtida a bromelina.

membrana com enzima proteolitica

dispersao externa l
(concentragao de substrato
e pH constantes)

parede
substrato | >

x
A

Fonte: adaptado de OHMORI & YANG (1996).
Figura 2.4 — Sistema membrana — enzima imobilizada.

Foi desenvolvido um modelo para verificagdo experimental da acao de
enzimas imobilizadas em membranas (OHMORI & YANG, 1996), cuja importancia
esta na contribuicdo para o entendimento de sistemas envolvendo as etapas de
reacao e difusdo. A Figura 2.4 mostra, de forma simplificada, o sistema membrana
(gel) — enzima imobilizada utilizado. Neste trabalho os autores adotam, para a
velocidade R de reagdo, a seguinte expressao:

Ko Ce Co a 107° 1077
= com C,=1+10%C,, + e C,=1+10°C,. +
K, C,+CgC, ! H z H

H* H*

onde Cr é a concentracdo de enzima, Cg a concentragdo de substrato, K, a

constante de Michaelis, e C,,. a concentragéo de ions H", todas expressas em

mol / m.

A Tabela 2.8 apresenta, com o pH, os sistemas enzima - substrato nos
quais o estudo foi baseado. Os valores para os sistemas estudados (Tabela 2.8)

encontram-se na Tabela 2.9. As constantes a, b, ¢, d, K, e kg foram

determinadas tratando estatisticamente dados experimentais obtidos na literatura.
Neste trabalho, os autores admitem mecanismo de reacdo envolvendo duas
etapas, com formacao de um intermediario. Citam haver sido sugerido mecanismo

com trés etapas envolvendo dois intermediarios, ou até mesmo mecanismos mais
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complexos.
Tabela 2.8 — Sistema de enzimas imobilizadas em membranas
Numero Enzima Substrato pH 6timo
2 Tripsina B - alanilglicina etil ester 8,2
3 Tripsina N - benzoil - L - alanina metil ester 8,7
4 Bromelina N - alfa - benzoil - L - arginina etil ester 6,4
5 Fictina N - alfa - benzoil - L - arginina etil ester 6,5
Fonte: adaptado de OHMORI & YANG (1996).
Tabela 2.9 — Constantes cinéticas para os sistemas enzimaticos imobilizados
Sistema  k_, (s7") K, (mol/m® a b c d
2 2,64 34,2 3,97 6,37 4,11 5,74
3 0,265 106 4,13 7,59 3,65 6,50
4 0,517 189 0,70 6,00 0,90 5,50
5 11,5 47,8 1,60 5,43 2,00 5,27

Fonte: adaptado de OHMORI & YANG (1996).

A espessura L da membrana (Figura 2.4) é pequena quando comparada
com as outras dimensdes. Apenas um lado é exposto a dispersdo de substrato.
Conforme o substrato se difunde através da membrana, é hidrolisado

cataliticamente pela enzima e o ion H* é liberado na membrana. As equacdes

parciais que simulam a variagdo das concentragdes de substrato e o fon H* séo:

a&:—R"I‘DS
ot

92 Cq A 92 A
—=R+D
d x2 ot 7o x2

onde t é o tempo, Ds e D, representam os coeficientes de difusdo efetiva

(m?/'s) do substrato e do ion H*, respectivamente, e A= C,. —Cqpy- (mol/ m?®).
Introduzindo variaveis adimensionais:
2
y=Cs ve A g_Dut X K L

— 77 = — — cat
Cso Cso I L / D,
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Considerando as condi¢des de contorno:

Cs=0 e CH*:CI(-)/* para t=0 e 0<x<lL
ﬁzo e B_A:0 para x=0 e t>0
dx X

Cs =Cso e C, =Cf,+ para x=1L e t>0

Chega-se a trés equagbes adimensionais, que descrevem o fenémeno:

ouU , Dg 9°U oV _, 9%V . 9Ceg U
96 Dy on? 20 an? Kin Gy +U Cgp Cy

As equagbes permitem prever o comportamento da agdo enzimatica

guando variamos a concentragdo de ions H* pela variagcdo do pH. A velocidade

R da reacado € apresentada de forma dependente com a concentragdo de ions

H* permitindo estimar a velocidade, para dada concentracdo de enzima e
substrato, quando variamos o pH.

2.5 A acao da bromelina na decomposicao de
polimeros

Polimeros e copolimeros de aminoacidos tem sido estudados com objetivo
de construir peles (tecidos) artificiais biodegradaveis a serem empregados no
tratamento de queimaduras e na prevencao contra a aderéncia de tecidos no pés-
operatorio ou conseqiéncias de traumas acidentais. A degradacdo destes
polimeros é atribuida a quebra das cadeias poliméricas pela acdo de enzimas

proteoliticas.

Foram preparados copolipeptideos consistindo de N - hidroxietil - L -
glutamina e um aminodcido como alanina, leucina, fenilalanina ou valina, para
estudar os efeitos da composigdo molar na velocidade de degradacédo pela
bromelina em um fluido pseudo-extracelular em pH 7,4 e 37 °C, de modo a simular
a degradacao do polimero in vivo (HAYASHI et al, 1991). Foi empregada

bromelina adquirida da Nakarai Chem. Co. (os autores n&o identificam a origem do
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fruto). As medidas foram efetuadas empregando viscosimetro: uma aliquota do
polimero foi colocada no viscosimetro, em seguida uma aliquota de enzima, e o

valor de viscosidade lido periodicamente, sob rotacao constante.

W x 10 2{M,/min-L )

Se x 10° (ML)

® _ polipeptideo de massa molecular 69400 g / mol.
0 — polipeptideo de massa molecular 50300 g / mol.

Fonte: adaptado de HAYASHI et al. (1991).

Figura 2.5 — Velocidade da reacdo em funcédo da concentracéo de substrato.

1AV 210 2 minL/M)

15 (LM)

® _ polipeptideo de massa molecular 69400 g / mol.
0 — polipeptideo de massa molecular 50300 g / mol.

Fonte: adaptado de HAYASHI et al. (1991).

Figura 2.6 — Gréfico de Lineweaver-Burk para os dados da Figura 2.5.
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O valor de Vviscosidade foi adequadamente transformado em
concentracdo. Observou-se que a degradacdo da cadeia do polipeptideo pela
bromelina ocorre de maneira aleatéria. A lei de velocidade foi estudada para os
polimeros obtidos. A Figura 2.5 mostra como a velocidade da reag&o varia com a
concentracdo do substrato Sy (polimero), para dois polipeptideos obtidos. Os
dados foram colocados de acordo com o grafico de Lineweaver - Burk, e estdo
apresentados na Figura 2.6. Deste trabalho verifica-se que a aplicagdo do modelo
de Michaelis - Menten é adequada, uma vez que os dados experimentais se
ajustam bem a equacao (2.15). Da Figura 2.6 obtém-se valores 0,125 e 0,067 (mol
/L) para K,,; 0,021 e 0,072 (mol / L.minuto) para V,

max *

HAYASHI et al. (2001) estudaram a hidrolise enzimdatica de
copolipeptideos consistindo de N - hidroxipropil L - glutamina e leucina, obtidos por
reagbes de amindlise a partir de 3 amino 1 propanol, y - metil - L - glutamato e
leucina. Investigou-se a acao da bromelina sobre este polimero em fluido pseudo-
extracelular em pH 7,4 e 37 °C, de modo a simular uma situagdo in vivo.
Observou-se que a decomposicao do polimero polipeptideo pela bromelina ocorre
de maneira aleatéria sobre a cadeia, e que a lei de velocidade também segue o
modelo de Michaelis - Menten. Neste trabalho, ndo ha citacdo com respeito a

origem da bromelina.

MIYACHI et al. (1999) estudaram a biodegradacao do copoli (N - hidroxietil
- D - glutamina) e o copoli (N - hidroxietil - L - glutamina), cobrindo toda a variagéo
de composicao de copolimero D e L. Eles foram preparados por reagdo de
aminolise com 2 - amino - 1 - etanol, y - metil - D - glutamato e y - metil - L -
glutamato. A acédo da bromelina na decomposicao destes polimeros foi verificada
empregando fluido pseudo-extracelular em pH 7,4 e 37 °C, simulando uma
situagdo in vivo. A exemplo dos dois trabalhos anteriormente comentados, os
dados de degradacdo das amostras mostraram que a acado enzimatica da
bromelina sobre o polipeptideo acontece de forma aleatéria e a lei de velocidade
também segue o modelo de Michaelis - Menten. Nao ha informagao sobre a
origem do fruto de onde se obteve a bromelina.
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2.6 A acao da bromelina: um mecanismo de trés
etapas

Um mecanismo de trés etapas envolvendo dois intermediarios pode estar
associado as enzimas alfa - quimotripsina, tripsina, bromelina, fictina e papaina
(OHMORI & YANG, 1996). O mecanismo das reac¢des da alfa - quimotripsina é
proposto da seguinte forma (BENDER et al., 1964):

KS
E+S == ES—ES+P L E+P, (2.18)

onde E é a enzima, S o substrato, ES e ES’sao complexos intermediarios enzima-
substrato, P, e P, os produtos formados, Kg a constante de equilibrio, k, e kj
constantes de velocidade.

Neste trabalho, foram estudados a acilagéo (introducao do grupo C=0 na
molécula) da alfa - quimotripsina pelo p - nitrofenil acetato, e a hidrélise catalitica,
pela alfa - quimotripsina, de duas amidas (substratos): N - acetil - L - triptofano etil
ester e N - acetil - L - fenilalanina amida. Em trabalho prévio, os autores

estudaram k;, que é consequéncia de reacbes de de-acilagdo da alfa -
quimotripsina; ES’é, portanto, um complexo acil - alfa - quimotripsina.

KS
E+S =% ES—ES+P (2.19)

A determinacdo de k, e K foi feita empregando como substrato o p -

nitrofenil acetato com concentragdo muito maior que a concentragdo da enzima,

levando em consideracao a reacgdo (2.19).

Tabela 2.10 — Cinética da acilacdo da alfa- quimotripsina pelo p - nitrofenil acetato (25 °C).

pH Tampao ko (s™") Ksx 10% (M)
6,58 Fosfato 2,00 a 2,62 1,39 a 2,03
7,09 Fosfato 3,45 a 3,87 1,39 a 1,55
9,21 Carbonato 0,955a 1,135 0,47 a 0,69

Fonte: adaptado de: BENDER et al. (1964).

Com esta abordagem, o primeiro passo da reacdo (2.19) pode ser

considerada de ordem um com relacdo a enzima. Alguns valores encontrados
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para k, e Kg estdo apresentados na Tabela 2.10.

Uma segunda abordagem envolve cinética de ordem dois com
concentragdo de enzima igual a de substrato, ambas bem menores que Kg. Para
o estudo da hidrélise das amidas N - acetil - L - triptofano etil ester e N - acetil - L -
fenilalanina amida pela alfa - quimotripsina, os autores desenvolveram o modelo

da reacédo (2.18) e chegaram a:

— k2 kS K _ k3 KS
Ky + kg m® K, +ky
onde K, ,, € aconstante de equilibrio aparente.

As Tabelas 2.11 e 2.12 mostram alguns valores encontrados para a
hidrélise dos dois substratos citados. A razoavel concordancia dos valores
experimentais encontrados com o modelo leva a conclusdo de que a equagéao

(2.18) é aplicavel. Os valores de k,, K, ks € K, 5, s@0 fortemente dependentes

do pH.

Tabela 2.11 — Hidrélise do N- acetil- L- triptofano etil ester pela alfa- quimotripsina (25 °C)

pH Tampéo Koat (s™) Kinap X 10° (M)
6,40 Fosfato 10,35a 11,05 5,1a8,3
7,09 Fosfato 26,4 a 29,2 48a9,8
9,49 Carbonato 41,6 a 49,6 30,8 a 48,0
10,40 Carbonato 28,6 a 31,0 93,1a107,5

Fonte: adaptado de: BENDER et al. (1964).

Tabela 2.12 — Hidrélise do N- acetil- L - fenilalanina amida pela alfa - quimotripsina (25 °C)

pH Tampéo Koat x 10% (s77) Kinap X 107 (M)
5,71 Fosfato 0,61 2,0
7,62 Fosfato 4,3 1,6
9,05 Carbonato 2,8 3,0
9,95 Carbonato 1,2 5,4

Fonte: adaptado de: BENDER et al. (1964).
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2.7 Desativacao da bromelina

Bromelina isolada do fruto cultivado na ilha de Cheju (Coréia do Sul),
perde atividade rapidamente acima de 40 °C. A presenca do substrato caseina
aumenta a estabilidade térmica da bromelina, tornando-a estavel até 45 °C (KO &
KANG, 1990).

Estudos sobre a inativacdo e desnaturacado da bromelina foram efetuados
em solventes organicos (&lcool etilico, alcool metilico e etileno glicol). Os
resultados indicaram que o centro ativo da bromelina é sensivel a solventes
organicos, observando-se que a inativacado e a desnaturacdo compde-se de dois
estagios (um rapido e um lento) sugerindo a presenca de um intermediario de
transicao (CHEN et al., 1993).

GODOI (2007) estudou as condicoes de pH e temperatura, concluindo que
solugdes de bromelina pura em pH préximo de 4 é mais estavel tanto com relagéao

ao tempo quanto com relagao a temperatura.

Com relacdo a desativacdo térmica da bromelina, as publicacoes
consultadas (HAYASHI & IKADA, 1991; ARROYO-REYNA & HERNANDEZ -
ARANA, 1995; SRIWATANAPONGSE, BALABAN & TEIXEIRA, 2000; LI & LIN,
2001; YODOYA et al., 2003), referem-se a ela como sendo uma cinética de ordem

um na forma:

InA=InA,-k; 6 (2.20)
onde @ é o tempo, A a atividade ap6s um tempo €, A, a atividade inicial e k; a
constante de velocidade de inativagao.

A constante de velocidade de inativagdo segue a lei de Arrhenius:

_Ea
— R
ki=k, e

(2.21)

onde k, é o fator de frequéncia, E, é a energia de ativagdo, R é uma constante
(R=28,3144 J / mol.K), e T é a temperatura em graus Kelvin.

SRIWATANAPONGSE, BALABAN & TEIXEIRA (2000) efetuaram
experimentos para verificar a inativagao térmica da bromelina a 55 °C, 60 °C,
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63 °C, 65 °C e 67 °C. Para tanto, empregaram o fruto smooth Cayenne pineapple.

O gréfico obtido da atividade enzimatica em fungdo do tempo encontra-se na
Figura 2.7.
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0: 55°C; ¢: 60 °C; 0:63 °C; *: 65 °C; *:67 °C
Fonte: adaptado de SRIWATANAPONGSE, BALABAN & TEIXEIRA (2000).

Figura 2.7 — Gréfico da atividade em funcao do tempo.

A dependéncia entre k; e a temperatura foi analisada com base na

equacgao (2.22), que é a equacao (2.21) modificada.

E, 2.22
RT (2.22)

Ink; =Ink, -

< 1 .
A correlagéo linear entre Ink; e T apresentou valor confiavel, obtendo-se

E, =3,26 x 10° J/ mol paraaenergia de ativacéo e k, = 1,37 x 10°° minuto ™' para

o fator de freqUéncia.

Um mecanismo alternativo para o processo de desativacdo térmica é
(ARROYO-REYNA & HERNANDEZ —ARANA, 1995):

k, Ky

N

D (2.23)



2 - Revisao bibliografica

35
onde U é o desmembramento da espécie original N, k, a constante de velocidade
no sentido da formagéo de U, k_, a constante de velocidade no sentido da
formacdo de N, e k, a constante de velocidade no sentido da formacéo de D.
Admitindo-se que o equilibrio € sempre atingido, a formagao de D obedece a uma

cinética de ordem um com constante de velocidade aparente dada por:

kK
P K4

(2.24)

onde: K:L
Kk,

Em baixas temperaturas, k, << k_, >> k,, entdo U estara presente em

pequenas quantidades. Também, K tera valor bem menor que 1, assim

ka = kp K. Em temperaturas elevadas k; >> k_;; a concentragao de U se eleva,
e K>>1. Segue-se entdo que k,, = k. Portanto, é esperado que, em uma faixa

relativamente ampla de variacdo de temperatura, a energia de ativacao deve
variar, uma vez que estardo acontecendo processos diferentes de decomposicao.
Entretanto, as observagbes experimentais em diferentes temperaturas mostraram
valores razoavelmente constantes para a energia de ativacdo. Reavaliando o

modelo, considerando agora k_; << kp >> k; para toda a faixa de temperatura

estudada, resulta que o equilibrio nunca € alcangado, e a concentracédo de U é

sempre muito baixa. Neste caso, k,, = k;, e a energia de ativagao representa a

barreira de energia para a reacdo N — U. Esta consideragdo € compativel com a
observacao experimental de valores constantes para a energia de ativacao. Pode-
se chegar a mesma conclusao, se considerarmos que a bromelina nativa esta em
equilibrio metaestavel, quer dizer, a irreversibilidade é devido a incapacidade das

moléculas formadas na decomposicao reagruparem-se na forma original.
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3 Materiais e métodos

Os ensaios de hidrolise da caseina pela bromelina foram efetuados nos
Laboratérios de Engenharia Quimica e Engenharia de Alimentos da Escola de
Engenharia Maua do Instituto Maua de Tecnologia. A bromelina pura, tomada
como referéncia, foi fornecida pela Faculdade de Engenharia Quimica da
UNICAMP. O abacaxi variedade pérola, do qual aproveitou-se a casca e o talo do
fruto, foi adquirido diretamente do mercado. Como substrato, foi utilizada a
caseina. Os reagentes utilizados nos ensaios estdo apresentados no Apéndice |.

Todos os reagentes empregados foram de grau analitico.

Para a execugéo dos ensaios 0 meio reacional foi tamponado, garantindo
a reagcdao com pH constante. A reagao foi interrompida adicionando-se uma
aliquota do meio reacional a uma solugao de acido tricloroacético (TCA), momento
em que toda a proteina nao reagida foi precipitada. A calibragdo do aparelho para
determinagéo da absorbancia foi efetuada com tirosina. Os reagentes empregados
nestes casos foram denominados reagentes auxiliares. Os preparos referentes a

este item encontram-se no Apéndice |I.
As dosagens foram efetuadas empregando:

— Para massa: balanga analitica Shimadzu AY220, especificada para até
220 gramas com leitura até 10 gramas.

— Para volume: pipetas e balées volumétricos.

O controle do pH foi efetuado com um pHmetro Micronal B474 equipado
com compensador automatico de temperatura. O aparelho foi calibrado com
solugdes padrao em pH 4,0 e 7,0 a cada inicio dos trabalhos, e também a cada
conjunto de 25 a 30 leituras.

3.1 Meio reacional

A hidrélise do substrato foi efetuada em um reator (béquer de 100 mL)

com agitador de vidro com rotagdo variavel. A rotacdo escolhida foi a maxima
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possivel de modo a ndo permitir incorporacdo de ar ao meio reacional, o que
causaria erro na quantidade pipetada para analise dos aminoacidos formados. A

Figura 3.1 mostra o reator e agitador utilizados.

Figura 3.1 — Fotografia do reator com o agitador.

O volume util do reator foi imerso em um banho para controle de
temperatura. O banho termostatico utilizado (QUIMIS) contou com refrigeragédo e
aquecimento, permitindo rigoroso controle de temperatura. A Figura 3.2 mostra o

banho termostéatico empregado.

Figura 3.2 — Fotografia do banho termostético.
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3.1.1 Aquecimento do meio reacional
O aquecimento foi uma preocupacao na execucao dos ensaios. O tempo
envolvido para elevacdo da temperatura ambiente até a temperatura desejada

deveria ser o minimo possivel, de modo a evitar a desativagao térmica da

bromelina durante o aquecimento. Dois procedimentos foram considerados:

Ensaios para a determinacdo da atividade no planejamento experimental e

ensaios para a cinética enzimatica:

A dispersao de substrato (caseina) foi aquecida de modo que a mistura
final, substrato e dispersdo de bromelina, ficasse o mais proximo possivel da
temperatura desejada. Para tanto, a temperatura da dispersdo de substrato foi

calculada conforme segue:

massasolugéo CPsolugéo (t - tensaio ) = msolugéo CPsolugéo (tensaio - tambiente) (3_1 )
caseina caseina bromelina bromelina

onde t € a temperatura em que devemos aquecer a dispersdao de

substrato, ¢, € o calor especifico e ma massa.

As concentragdes empregadas foram tais que, para o calculo, a densidade
pdde ser considerada igual a 1 g / cm® e o calor especifico igual ao da agua
(1 cal/g °C). Estas consideracbes mostraram-se satisfatérias uma vez que a
temperatura do meio reacional atingiu valores bem préximos ao desejado. Logo
apdés a mistura 0 meio reagente foi colocado no banho termostatico. O tempo
decorrido para atingir a homeotermia foi menor do que 1 minuto. Neste caso a

desativacao térmica foi considerada desprezivel.

Ensaios para determinacdo da atividade nos testes de estabilidade

térmica:

Neste caso, tanto a dispersao de substrato como da enzima tiveram que
ser aquecidas até a temperatura do ensaio e nela mantidas, em separado, ao
longo do tempo. Para permitir a determinacao da atividade no tempo zero, com
minimo de tempo envolvido para o aquecimento desde a temperatura ambiente,
foi empregado um formo de micro-ondas. A temperatura almejada foi atingida em
aproximadamente 40 a 50 segundos. Ao atingir a temperatura, as dispersoes
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foram colocadas no banho termostatico. Descartou-se qualquer efeito das micro-

ondas nas dispersdes, uma vez que elas ndo sao ionizantes.

3.2 Rotina dos ensaios

A rotina dos ensaios foi:

Pipetar 50 mL da dispers&o de caseina e adicionar ao reator.
— Instalar o reator no banho termostatico, iniciar a agitagao.

— Pipetar 25 mL da dispers&o de bromelina, ou do extrato, e adicionar no

reator.

— O tempo zero foi considerado apés a adi¢cao de toda a enzima.

® CENTRIFUGA
FANEM  ExceLsaA BABY N
P bt el

Figura 3.3 — Fotografia da centrifuga.

— Ap6s o tempo de reagéo pré-determinado, foi pipetada uma amostra do
meio reacional e adicionada a um tubo de centrifuga, ja com uma
solugdo de TCA 0,3 M. O TCA precipita a enzima e a proteina nao
reagida, extinguindo a reacdo de hidrélise. O tempo de reacao
considerado foi desde o zero até total adicdo da amostra na solucéo de
TCA.
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— Os tubos com as amostras foram centrifugados a 5000 rpm,
empregando centrifuga marca FANEM, cuja fotografia encontra-se na
Figura 3.3.

— O sobrenadante foi passado para uma cubeta de quartzo e lida a
absorbéncia.

Em alguns ensaios esta rotina foi alterada de modo a adapta-la para

determinadas situagoes. Estas adaptacdes serdo comentadas oportunamente.

3.3 Preparo da dispersao de caseina

A dispersao de caseina foi preparada conforme a necessidade, no maximo
na véspera do ensaio € mantida sob refrigeracao (0 °C). A quantidade foi definida
em funcéo dos ensaios previstos. A rotina do preparo foi:

— Pesar a caseina em um béquer.
— Adicionar, a temperatura ambiente, aproximadamente 80 % da &gua total.
— Iniciar, com aquecimento, agitacdo empregando agitador magnético.

— Durante a dispersao, adicionar NaOH 1 M de modo a manter o pH entre
6,5e7,0.

— Agitar até completa dispersdao, com aquecimento podendo atingir de 80 a
85 °C.

— Resfriar até temperatura ambiente.

— Adicionar tampao tomando como base a propor¢do 1 mL de solucao
tampéao para cada 20 mL de dispersdao de caseina na concentragdo de
20 g/ L. Para valores fracionados arredondou-se o volume da solugéo
tampé&o para o valor imediatamente acima, de modo a permitir a sua

dosagem com pipeta.
— Ajustar o pH para o valor desejado empregando NaOH 1 M ou HCI 1 M.

— Passar para um balao volumétrico e avolumar até a marca de aferigao.
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A Figura 3.4 mostra a fotografia do agitador magnético com aquecimento,

e sobre ele um baldo com disperséo de caseina.

Figura 3.4 — Fotografia do agitador magnético. No baldo, dispersao de caseina.

3.4 Preparo da dispersao de bromelina pura

Para o preparo da dispersdao de bromelina pura seguiu-se rotina
semelhante aquela empregada para a caseina. Foi efetuada conforme a
necessidade, no maximo na véspera do ensaio, € mantida sob refrigeragao (0 °C).

A quantidade preparada foi em funcéo dos ensaios previstos:
—Pesar a enzima em um béquer.
— Adicionar agua a temperatura ambiente.
— Iniciar agitacdo empregando agitador magnético (sem aguecimento).

— Adicionar tampao tomando como base a proporcdo 1 mL de solugéo
tampao para cada 20 mL de dispersao de bromelina na concentracdo de
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29/ L. Para valores fracionados arredondou-se o volume da solugé@o
tampéo para o valor imediatamente acima, de modo a permitir a sua

dosagem com pipeta.
— Ajustar o pH para o valor desejado empregando NaOH 1 M ou HCI 1 M.

— Passar para um balao volumétrico e avolumar até a marca de aferigao.

3.5 Expressao da atividade enzimatica e da
velocidade inicial da reacao de hidrdlise

Quando a caseina é submetida a acdo da bromelina ela sofre hidrélise
liberando aminoéacidos, dentre eles os aromaticos (tirosina, triptofano e
fenilalanina) que sé@o detectaveis por absorbancia a 280 nm de comprimento de
onda. A correlacdo entre absorbancia e os aminoacidos aromaticos foi feita
empregando tirosina em diversas concentragées. Assim, leu-se a absorbancia e
expressou-se a leitura em milimol de tirosina por litro, que corresponde aos

produtos formados pela hidrélise.
Atividade:

A atividade A foi expressa em milimol de tirosina por litro apés 10 minutos

de reagao, conforme a equacéo (3.2).

_ milimol de tirosina mmol
litrox 10 minutos L minuto

Velocidade inicial:

Para a velocidade foram feitas leituras de absorbancia ao longo do tempo.
A velocidade inicial v foi calculada para o tempo zero, conforme sera comentado

no item 3.15. A equacao (3.3) mostra sua expressao.

milimol de tirosina mmol
V= . - - (3.3)
litrox minuto L minuto

Observa-se que a atividade e a velocidade inicial tem a mesma dimensao.
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3.6 Ensaios com a bromelina pura

Empregou-se bromelina pura e caseina. As relagbes enzima / substrato
foram1/25,1/50e1/125, em massa, escolhidas em fungédo do que se encontra
nas publicagdes citadas no Capitulo 2 (Revisdo bibliografica) e também
considerando que quantidades menores de enzima poderiam gerar pouca

quantidade de aminoacidos aromaticos, comprometendo a leitura de absorbancia.

Para determinacao da atividade foi fixado, como padrdo de ensaio, 50 mL
da dispersdo de caseina na concentracdo de 20 g / L, sobre a qual adicionou-se
25 mL da dispersédo de enzima nas concentragcées 1,6 g/L,0,8g/Le 0,32 ¢g/L,

totalizando, portanto, 75 mL de meio reacional.

Para determinacdo da velocidade inicial mantiveram-se os 25 mL da
dispersao de enzima na concentracdo correspondente a relacao
enzima / substrato em estudo, e o mesmo volume da dispersdo de caseina

(50 mL), porém variando sua concentragao de 20 até 2 g/ L.

3.7 Obtencao do extrato da casca e do talo do
abacaxi

Os frutos foram adquiridos diretamente do mercado local (Sao Caetano do
Sul - SP). O procedimento para obter o extrato da casca e do talo obedeceu a

seguinte seqliiéncia:

Retirada da coroa.

Lavagem dos frutos com agua corrente.
— Separagao da casca e do talo.

— Corte em pedacos pequenos, conforme ilustrado na Figura 3.5, de modo a

facilitar a proxima etapa.

— Triturar no JUICER MULTIUSO PJE-800S (fabricante PREMIUM) mostrado
na Figura 3.6 (vista de topo) e na Figura 3.7 (vista lateral). Este equipamento

tritura e separa o bagacgo por centrifugacdo. O extrato é recolhido na jarra
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junto ao equipamento, a direita.

— Acondicionar o extrato em garrafas e estocar no freezer em temperatura
abaixo de 20 °C negativos.

— Imediatamente antes dos ensaios, descongelar e centrifugar (5000 rpm) por
trés minutos para separar sélidos em suspensao.

Figura 3.6 — Fotografia do JUICER MULTIUSO PJE-800S (fabricante PREMIUM) — vista
de topo.
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Figura 3.7 — Fotografia do JUICER MULTIUSO PJE-800S (fabricante PREMIUM) — vista
lateral.

3.7.1 Determinacao da quantidade de extrato a ser empregada

Para determinar a quantidade de extrato tomou-se como orientagdo o
trabalho de TISSEAU (1986), que registrou a presenca de 1 a 2 gramas de
bromelina por quilograma de fruto. Variou-se a quantidade (massa) de extrato,
medindo a atividade enzimatica correspondente. Com a correlagdo entre a
atividade e a quantidade de extrato determinou-se a quantidade correspondente a
atividade obtida para a bromelina pura nas relagdées enzima / substrato de 1/ 25,
1/50 e 1/125 (ver item 3.6). Com este procedimento procurou-se trabalhar o mais

préximo possivel da quantidade empregada nos testes com a bromelina pura.

3.7.2 Preparo e ensaios com o extrato

A descrigao do preparo da dispersédo de extrato segue aquela encontrada
no item 3.4 para o preparo da dispersdao de bromelina pura, ou seja: pesagem do
extrato em um béquer, adicdo de agua, agitacdo, tamponamento, acerto do pH e

avolumar com agua.

Os ensaios seguiram o que ja foi descrito no item 3.6, ou seja, de forma
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resumida: adicdo de 25 mL da dispersédo do extrato sobre 50 mL da dispersao de
caseina, para determinagdo da atividade e da cinética, mantendo-se como padrao
o total de 75 mL. Em alguns casos, onde a quantidade de extrato ultrapassou
25 mL, houve necessidade de trabalhar com 50mL do extrato e 25 mL de caseina

com o dobro da concentracao; estes casos serdo comentados oportunamente.

3.8 Leitura da absorbancia

A leitura da absorbancia « foi feita no espectrofotdmetro VARIAN modelo

CARY 1E. Este equipamento esta mostrado na Figura 3.8.

As amostras foram colocadas em uma cubeta de quartzo, recomendada
para emprego no comprimento de onda utilizado, com espagamento interno de
10 mm. As cubetas, uma com a amostra e outra com agua, foram instaladas nas
camaras apropriadas, que podem ser observadas no detalhe do aparelho

mostrado na Figura 3.9.

Os valores de absorbancia foram lidos a 280 nm para determinar a
quantidade de aminoacidos aromaticos presentes. Com a curva de calibracao

calculou-se a correspondéncia em mmol de tirosina por litro.

Figura 3.8 — Fotografia do espectrofotémetro VARIAN modelo CARY 1E.
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Figura 3.9 — Fotografia da camara para instalagcdo das cubetas com as amostras.

3.8.1 Determinacao da curva de calibracao

Foram lidas as absorbancias correspondentes a varias concentracdes de
tirosina. As concentracdes utilizadas constam no Apéndice Il. O espectrofotdmetro
possui um programa que fornece a curva de calibracdo com o tratamento
estatistico adequado. A resposta é um grafico da absorbancia @« em funcao da

concentracao (mmol tirosina / L) com a equagéao:
a = Bxconcentracdo + D (3.4)

onde B e D sdo constantes. Fornece ainda o coeficiente de correlagdo. Portanto, a

concentracao de tirosina C,, para os ensaios foi calculada:

tir

a-D mmol
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3.9 Calculo da concentracao dos aminoacidos
aromaticos formados pela hidrélise do
substrato

Tanto a atividade enzimatica quanto a cinética do processo de hidrélise do
substrato foram avaliadas pela quantidade de amino&cidos aromaticos resultantes
da decomposicdo da caseina. Estes aminoacidos foram expressos em tirosina.
Para o célculo considerou-se primeiro a diluicao que a amostra do meio reacional
sofre quando adicionada ao tubo de centrifuga contendo TCA 0,3 M, e depois a
curva de calibragao da absorbancia em funcao da tirosina (item 3.8.1) que fornece
a equagao (3.5).

Como se trabalhou com solugbes aquosas bem diluidas, para o célculo
das relagdes entre concentragdes utilizou-se a equacao (3.6).
Vmeio reacional Cmeio reacional = Vtubo ’ Ctubo (36)

onde V..., reacionas € © VOlume da amostra pipetada do reator e V,,, é o volume

total (amostra do reator mais TCA 0,3 M) no tubo da centrifuga (ambos em mL);
C rreio reacional € @ concentracdo de aminoacidos no meio reacional e C,,, é a

concentracao de aminoacidos no tubo da centrifuga, ambos expressos em mmol

tirosina / L.
Da equacéao (3.6) vem:

Vi - C
C meio reacional = Vtubo—tubo (3.7)

meio reacional
A partir da equacao (3.5) pode-se escrever:

a -D
Cuso =—"5— (3.8)

onde «a,,, € a leitura de absorbancia obtida da amostra contida no tubo de

centrifuga

Substituindo a equacao (3.8) na equagéo (3.7):

meio reacional —
Vmeio reacional L

X tubo~ D
Vtubo ’
c B B (mmo/j (3.9)
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3.10 Determinacao da referéncia analitica (branco)
nos ensaios com bromelina pura

Foram feitos espectros da absorbancia com amostras das solu¢des dos
diversos reagentes auxiliares, nas concentracbes empregadas, variando o
comprimento de onda desde 190 nm até 350 nm. Os resultados estéo
apresentados na Figura 3.10, onde se pode observar que nenhum deles mostrou
leitura a 280 nm.

Absorbancia

44
TCA

3 —  KHPO,
HCI

24 — KHyPO4
NaOH

L 280 nm
0_ x

T T T 1
200 250 300 350
Comprimento de anda (nm)

Figura 3.10 — Espectro da absorbancia dos diversos reagentes utilizados.

Tanto para a bromelina pura quanto para a caseina decidiu-se nao fazer o
espectro de absorbancia porque é certo que apresentariam leitura no comprimento
de onda considerado, uma vez que possuem aminodcidos aromaticos na sua
estrutura molecular. Para estes materiais, o que interessou foi saber se eles
apresentariam alguma leitura a 280 nm apds dispersao e precipitagdo com TCA,
possivelmente decorrente de alguma degradacdo da proteina com o tempo.
Assim, para 0s ensaios com a bromelina pura a absorbancia foi lida em
comparacdo com a agua e, no calculo, descontou-se a concentragao
correspondente ao residuo detectavel a 280 nm.

Portanto, os seguintes procedimentos foram adotados:
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Branco para a bromelina pura:

Com relacdo a bromelina pura preparou-se uma dispersao 0,5333 g / L
com o pH tamponado no valor de 7,0; valor considerado como ponto central no
planejamento experimental, que sera discutido mais adiante. A concentragao
considerada corresponde a concentracdo da enzima no meio reacional com
volume total de 75 mL (25 mL bromelina mais 50 mL caseina) para a relagcao
1 enzima / 25 substrato. Retirou-se 5 mL e adicionou-se no tubo da centrifuga com
5 mL de TCA 0,3 M.

Foram efetuados ensaios e a absorbancia a 280 nm lida em duplicata. O
valor obtido foi devido a alguma substancia presente na amostra de bromelina
utilizada, e que é sensivel a 280 nm. Com o valor médio foi calculada a
correspondente concentracao, em mmol tirosina / L, aplicando a equacao (3.9).
Este valor de concentragcdo devera ser subtraido daqueles encontrados nos
ensaios para determinagdo da atividade, da estabilidade térmica e da cinética.
Para o0s ensaios empregando relagdo 1enzima/50 substrato e
1 enzima / 125 substrato tomou-se o valor proporcional de concentracdo a ser

subtraido.

Branco para a caseina:

Com relacao a caseina, adotou-se procedimento similar ao daquele para a
bromelina pura: preparou-se uma disperséo 13,3333 g/ L com o pH tamponado no
valor 7,0 (ponto central do planejamento experimental). A concentracdo
considerada corresponde a concentracdo da caseina no meio reacional com

volume total de 75 mL (25 mL de bromelina mais 50 mL de caseina).

Neste caso, considerou-se que a propor¢cdo entre a amostra do meio
reacional e a quantidade de TCA 0,3 M poderia variar em funcao do valor de
absorbancia a ser lido. Nos ensaios em que a quantidade de aminoéacidos
aromaticos liberados seria previsivelmente menor (ensaios com relacao
enzima/substrato de 1/125 e ensaios para determinacdo da cinética com
concentracées menores de caseina) trabalhou-se com propor¢do amostra / TCA
maior. Assim, utilizaram-se 3 propor¢cbes diferentes, a saber: 5 mL do meio
reacional + 5 mL TCA 0,3 M; 3 mL do meio reacional + 6 mL TCA 0,3 M e 5 mL do
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meio reacional + 2 mL TCA 0,3 M. O ensaio em 3 propor¢des diferentes forneceu
a importante informacao adicional de saber se a quantidade de TCA foi suficiente
para precipitar toda a proteina ndo hidrolisada nos 3 casos, uma vez que 0s

resultados deveriam apontar para 0 mesmo valor.

Foram efetuados ensaios para cada caso e a absorbancia a 280 nm lida
em duplicata. Os valores obtidos foram devido a alguma substancia presente na
amostra de caseina utilizada, e que € sensivel a 280 nm. Com os valores foram
calculadas as correspondentes concentragées, em mmol tirosina / L, aplicando a
equacao (3.9). Este valor de concentracdo devera ser subtraido daqueles
encontrados nos ensaios para determinagao da atividade, da estabilidade térmica
e da cinética.

3.11 Determinacao da referéncia analitica (branco)
nos ensaios com extrato

Durante o preparo do extrato observou-se uma natural coloracéao
amarronzada. Diferente da bromelina pura, o extrato do fruto apresenta, além da
enzima, varias outras substancias em concentragdes bem maiores do que a
propria enzima (CESAR, 2005). Nao se trata, portanto, de abordar a determinacao
do branco da mesma forma como no caso da bromelina pura, onde se considerou
que a interferéncia seria devida a pequena quantidade de aminoé&cidos

aromaticos, liberados pela decomposicao da prépria bromelina.

3.11.1 Avaliacao qualitativa

Para observar qualitativamente a absorbancia correspondente as
substancias presentes no extrato que poderiam apresentar leitura a 280 nm e,
portanto, confundir-se com a leitura de absorbancia dos aminoacidos aromaticos
formados na hidrélise, procedeu-se conforme segue (como foi uma analise

qualitativa, as quantidades manipuladas foram aproximadas):
— Pesar 4 gramas de extrato.

— Adicionar 50 mL de 4gua e 5 mL de solugao tampao.
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— Acertar o pH em 5,5.

— Completar o volume para 75 mL.
— Retirar 3 mL e adicionar em 3mL de TCA 0,3 M em um tubo de centrifuga.

— Centrifugar a 5000 rpm durante 20 minutos e ler a absorbancia.

T Absorbancia

T T T 1
200 250 300 350
Comprimento de anda (nm)

Figura 3.11 — Espectro da absorbancia @ do extrato em diversos valores de pH.

Para verificar se a variagdo da concentragdo hidrogenidnica poderia
alterar alguma substancia de modo que ela viesse a apresentar mudanca na
absorbéncia, o ensaio foi repetido para pH em 7 e pH em 8,5 (valores escolhidos

em funcao do planejamento experimental, que sera discutido mais adiante).

Os resultados obtidos encontram-se na Figura 3.11. Observa-se que, na
variagcdo de pH ensaiada, ndo ha interferéncia da concentracdo de ions H" na
absorbéancia. Observa-se também que h& consideravel presenca de substancias
que apresentam leitura no comprimento de onda de 280 nm.

3.11.2 Procedimento para determinacao do branco

As leituras de absorbancia para os ensaios com extrato foram feitas

empregando o branco obtido conforme o seguinte procedimento:
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—Pesar, em um béquer, a quantidade de extrato necessaria para o numero
de ensaios previsto, acrescido de mais um ensaio.

— Adicionar em torno de 60 % da agua necessaria.

— Adicionar solugdo tampao na propor¢cdo de 1 mL para cada 15 mL da
dispersdo do extrato. Aumentou-se a quantidade, com relacdo a
bromelina pura, devido ao extrato conter outras substancias, além da
enzima. Esta propor¢cao mostrou-se adequada para o controle do pH,
conforme observado experimentalmente.

— Acertar o pH para o valor desejado empregando NaOH 1 M ou HCI 1 M.
— Passar para o baldo volumétrico e avolumar até a marca de aferigao.

— Pipetar 25 mL, passar para um béquer e adicionar 50 mL (pipetados) de
agua. Obteve-se assim o volume correspondente ao que se padronizou

para o meio reacional.

— Pipetar um volume e adicionar em tubo de centrifuga com TCA 0,3 M. O
volume pipetado e o volume de TCA no tubo de centrifuga foram iguais

aos volumes previstos para o ensaio de hidrélise correspondente.
— Centrifugar a 5000 rpm por 20 minutos.

O sobrenadante constituiu-se no branco, que foi empregado nas
determinagdes de absorbancia correspondentes aos ensaios de hidrdlise.

Para cada preparacdo da dispersdao do extrato elaborou-se o branco
conforme este procedimento.

3.12 Calculos referentes aos ensaios para
determinacao da atividade e da cinética de
hidrélise

Observe-se que, como sera visto a seguir, ao se descontar as
concentracbes dos residuos referentes a bromelina e a caseina obtém-se a

concentracdo de aminoacidos aromaticos formados na hidrélise, o que
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efetivamente reflete a agdo enzimatica. Estes residuos estdo presentes desde o
inicio dos ensaios; ao diluir-se em TCA 0,3 M para precipitar as proteinas eles
também sdo diluidos e contribuem para a leitura de absorbéancia. Esta contribuigao
fica anulada quando considera-se a diluicdo nos célculos e subtraimos os valores

previamente determinados destes residuos.

As rotinas de calculo para atividade e cinética foram similares, variando

em funcao da fonte da enzima.

3.12.1 Calculos para atividade e cinética envolvendo a bromelina
pura

Nos ensaios com a bromelina pura levou-se em consideracdo que o
branco utilizado foi agua. Portanto, nos célculos foram subtraidas as
concentragdes residuais, encontradas na enzima e na caseina. Desta forma,
partindo-se da equacao (3.9) tem-se a equacéao (3.10) que calcula a concentracao

de aminoacidos aromaticos formados na reacao.

Viub ® yypo — D
Cmeio reacional = v = ( = _Cresfduo _Cresfduo (3.1 O)

bromelina pura meio reacional B bromelina caseina

mmol

onde C

meio reacional
bromelina pura

€ a concentracao ( j de aminoacidos aromaticos,

expressos em tirosina, formados na reagdo de hidrélise nos ensaios com

residuo € Cresfduo
bromelina caseina

bromelina pura, C € a concentracdo, expressa em tirosina

(mmo/j’ do detectavel a 280 nm apds solubilizacdo e precipitacdo, para a

bromelina pura e para a caseina, respectivamente.

Para o calculo da velocidade inicial da reagdo nos ensaios com bromelina

pura, construiu-se o grafico de C,,.i, reacionas €M funcdo do tempo. Para o calculo
bromelina pura

da atividade enzimdtica calculou-se C, i reacionss @P9S 10 minutos de reacéo,
bromelina pura

como mostra a equacao (3.11).
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Cmeio reacional
A _ bromelina pura J (3.1 1)
bromeina 10 minutos
. .. . mmol .
onde A,.meina © @ atividade enzimatica |————| da bromelina pura, e
pura L minuto

(Cme,-o ,eac,-o,,a,j é a concentra¢do do meio apds 10 minutos de reagéo.
10

bromelina pura

3.12.2 Calculos para atividade e cinética envolvendo o extrato

Para os ensaios com o extrato o branco foi elaborado para cada caso,
considerando a presenca de substancias que apresentam absorbancia a 280 nm.

Portanto, nos célculos subtraiu-se a absorbancia do branco (&p..,) da
absorbéancia do tubo («,,,), € a concentragdo residual encontrada na caseina.

Desta forma, partindo-se da equacéo (3.9) tem-se a equacéao (3.12) que calcula a

concentracao de aminodacidos aromaticos formados na reagao.

C Vtubo (( atubo ) - (abranco ) -D J

- Cresiduo (3_1 2)

meio reacional = V B L
caseina

extrato meio
reacional

mmol

onde C,oi reacionas € @ concentragao (

extrato

j de aminoacidos aromaticos,

expressos em tirosina, formados na reagao de hidrélise nos ensaios com extrato, e

mmol

Cesiquo € @ concentragdo, expressa em tirosina (
caseina

j, do detectavel a 280 nm

apoés solubilizacao e precipitacao, para a caseina.

Para o célculo da velocidade inicial da reagdo nos ensaios com o extrato,

construiu-se o grafico de C,.i reacionas €M fungdo do tempo. Para o calculo da
extrato

atividade enzimatica calculou-se C,..i, reacionas @P0S 10 minutos de reacdo, como
extrato

mostra a equacao (3.13).
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C... .
( mj (3.13)
10 minutos

A -

extrato

mmol
L minuto

onde A

extrato © A atividade enzimatica [

j do extrato, e (Cmeio reaciona/] e
10

extrato

a concentracdao do meio ap6s 10 minutos de reacao.

3.13 Planejamento experimental

Foi efetuado o planejamento experimental, desenhado com base nos
fundamentos encontrados em BARROS NETO, SCARMINIO & BRUNS (2002),
com o objetivo de verificar as melhores condigdes, ou seja, condi¢des de maior
atividade enzimatica, para execucado dos ensaios para determinar a estabilidade
térmica da enzima, e também a cinética da hidrélise. O planejamento consistiu em
determinar a atividade enzimatica variando o pH e a temperatura, mantendo-se
fixas as concentragdes de bromelina e de caseina para as relagdes
enzima / substrato estudadas.

Para a determinagédo da atividade a rotina dos ensaios seguiu o descrito
no item 3.2. De modo a permitir o acerto do pH previsto no planejamento,
prepararam-se as dispersdes inicialmente um pouco mais concentradas, conforme

segue:

Dispersao de caseina:

— Preparar uma dispersao 25 g / L, conforme descrito no item 3.3.
— Pipetar 40 mL da disperséo, passar para um béquer e acertar o pH.

— Passar para um baldo volumétrico e avolumar para 50 mL, obtendo-se
uma dispersao 20 g / L (concentragao utilizada em todos os ensaios do
planejamento) no pH previsto pelo planejamento.

Dispersio de bromelina pura:

— Preparar, conforme descrito no item 3.4, uma dispersdo: 2,6667 g / L
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(referente a relacdo 1 enzima / 25 substrato), ou 1,3333 g/ L (referente
a relacédo 1 enzima / 50 substrato), ou 0,5334 g / L (referente a relacao

1 enzima / 125 substrato).
— Pipetar 15 mL da disperséo, passar para um béquer e acertar o pH.

— Passar para um baldo volumétrico e avolumar para 25 mL obtendo-se,

respectivamente, solugées 1,6 g/L,0,8g/Le0,32¢g/L.

Dispersao do extrato:

— Preparar, seguindo a rotina para a bromelina pura, uma dispersao de
extrato 1,6667 vez mais concentrada que aquela determinada conforme
o item 3.7.1.

— Pipetar 15 mL da disperséo, passar para um béquer e acertar o pH.

— Passar para um baldo volumétrico e avolumar para 25 mL, obtendo-se

a dispersao com a quantidade de extrato calculada (item 3.7.1).

— Para o branco, pipetar 15 mL da dispersao inicial e avolumar para
75 mL.

3.13.1 Modelo quadratico

O objetivo foi determinar uma superficie de resposta que indicasse o valor
do pH e da temperatura para os quais a atividade enzimatica fosse maxima. Para
tanto, considerou-se o0 modelo quadratico com seis parametros, isto €, variacao do
pH e da temperatura com as concentragdes de enzima e de substrato fixas, como

mostra a equacao (3.14).
A=by+by PHey +by tog +byy PHEy + by 1oy + b1y PHey g (3.14)

onde A é a atividade, t,, € a temperatura codificada, pH,; € o pH codificado,
by, b,,b,,b,;,b,, € b;, sdo constantes a serem determinadas pelo tratamento

matematico adequado. Para atender ao modelo foi desenhado um planejamento

em estrela, conforme mostra a Figura 3.12.

O ponto central foi temperatura de 35 °C e pH igual a 7,0. Estes valores
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foram adotados com base no que é citado na literatura apresentada no capitulo 2
do presente trabalho (calculou-se a média aritmética dos valores de pH e de
temperatura citados nas diversas publicacées e os resultados tomados apenas

como orientacdo para estabelecer o ponto central).

Considerando o ponto central (t,; =0, e pH,, = 0) os valores codificados

para o pH e para a temperatura foram calculados como segue:

H-70
PHey = P05 (3.15)
t—35,0
t =2 3.16
cd 10 ( )
pHcd
Wk
0,42
ot BN A
~z0 0,0 ™ V2,0
~ | > tog
4 i
T 1-1
OJ_\/Ei

Figura 3.12 — Planejamento em estrela.

Assim, os valores de pH,; e de t, foram 2, 1, 0, -1 e —J/2. Pela

Figura 3.12, observa-se que o planejamento prevé nove ensaios. Considerando
duas repeticdes para o ponto central (para estimar o erro experimental), o total de
ensaios foi de onze. A Tabela 3.1 mostra o conjunto de ensaios com os valores da
temperatura e do pH codificados previstos no planejamento, e os valores do pH e
da temperatura para os ensaios (calculados pelas equacdes 3.15 e 3.16).
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A atividade enzimatica foi medida para cada ensaio previsto no
planejamento, o qual foi efetuado para a enzima pura e para o extrato do fruto, nas

relagdes enzima / substrato estudadas.

Tabela 3.1 — Conjunto de ensaios previstos no planejamento

Valores para os ensaios 2

Ndmero de ensaios pH_, feg

pH t ()
1 0 _J2 7,0 20,9
1 -1 -1 6,0 25,0
1 1 -1 8,0 25,0
1 _J2 0 56 35,0
3 0 0 7,0 35,0
1 J2 0 8,4 35,0
1 -1 1 6,0 45,0
1 1 1 8,0 45,0
1 0 J2 7,0 49,1

3.13.2 Tratamento dos resultados do planejamento

A determinacdo das constantes da equacao (3.14) foi feita considerando
as matrizes mostradas na Figura 3.13. Na Tabela 3.2 tem-se as referéncias com

relacdo a matriz X. A matriz Y refere-se as atividades A;; encontradas nos

“ M

ensaios: o indice “i” refere-se ao pH_, e o indice “’ refere-se a t, (observar a

correspondéncia dos indices da atividade com as linhas das colunas 2 e 3).

b= (Xtranspx)_7 Xtransp Y (3 1 7)

Para obter o valor das constantes calcula-se a matriz b conforme a

2 Os valores calculados foram aproximados até décimos. Para os ensaios, o pH foi acertado tendo
como meta o valor calculado, uma vez que o pHmetro permitiu leitura com esta precisdao; com
relagdo a temperatura aproximou-se até o valor inteiro, uma vez que o termdmetro utilizado foi de
mercurio com graduagédo de 1 °C.
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equacao (3.17), onde o sobrescrito transp indica matriz transposta e o indice -1 a

matriz inversa. A matriz b, cuja coluna é composta pelas constantes da

equacgao (3.14), é mostrada na Figura 3.14.

1 -1 -1
1 1 -1
1 -1 1
1 1 1
1 0 0
xX=l1 o0 o
1 0 0
1 -2 0
1 0 2
1 2 0
1 0 -2

1T 1 1 Ay
11 -1 A
11 -1 Ay
11 1 Arq

0 0 0 Ao

0 0 O Y=|Ay

0 0 0 Ao

2 0 0 A zo
o 2 0 A,z
2 0 0 AJE,O
o 2 0 A vz

Figura 3.13 — Matrizes para o célculo das constantes da equacéo (3.14).°

Os valores de atividade encontrados no planejamento experimental foram

tratados empregando a equacdo (3.17). Os calculos foram efetuados pelo

aplicativo computacional MINITAB 15 da Minitab Inc. Este aplicativo forneceu os

valores da matriz b (Figura 3.14) que contem as constantes da equacéao (3.14),

acompanhadas da probabilidade com a qual pode-se analisa-las estatisticamente.

A Tabela 3.3 mostra como os resultados foram apresentados.

Tabela 3.2 — Referéncias com relagdo a matriz X

Coluna

Relativa ao termo:

1

2
3
4
5
6

constante
PHcqy
fea
pHcd2
2

tcd

pHcd Z‘c:d

% Observar que para a construgdo das colunas 4 e 5 eleva-se, respectivamente, as

colunas 2 e 3 ao quadrado; e para a construgao da coluna 6 multiplica-se a coluna 2 pela coluna 3.
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Figura 3.14 — Matriz b, com os valores das constantes da equacéo (3.14).

Tabela 3.3 — Coeficientes de regressao para a atividade

Termo Coeficiente P (probabilidade)
Constante bo P b0
PHca b, P b1
tea b P p2
pHcdz b1 P b1
tcdz b22 P b22
PHea . toa bz P b1z

y (valores de atividade previstos pelo modelo)

A

y=ax+b

»
L

X (valores de atividade experimentais)

Figura 3.15 — Gréfico para verificar o ajuste do modelo quadratico aos resultados
experimentais do planejamento.

Para a analise considera-se um nivel de significancia. Se, por exemplo, o
nivel for de 95 %, para os coeficientes que tiverem o valor de P menor do que 0,05
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descarta-se a hipétese de nao haver correlagdo no nivel de significancia
considerado. Em outras palavras, os coeficientes que apresentaram valor de P
maiores do que 0,05 ndo sao considerados significativos. Entretanto, para este
trabalho admitiram-se todos os parametros como significativos, portanto, nao

excluidos da equagéao do modelo quadratico (equagéo 3.14).

Para verificar o ajuste com os resultados experimentais construiu-se um
gréfico dos valores de atividade previstos pelo modelo em fungédo dos valores de

atividade experimentais. A Figura 3.15 ilustra este gréfico.

Além de esperar-se que o coeficiente de correlagdo seja proximo de 1,
quanto mais representativo for o modelo, mais o valor de “a” devera ser préximo

de 1 e o valor de “b” préximo de zero.

Tabela 3.4 — Soma quadratica das fontes de variag&o *.

Fonte de variagéo Soma quadratica (SQ)
~ & e =2
Regressao SQr=X%(Yi-Y)
i j
" gL 5 )2
Residuos SQ, =X3(y;-Yi)
i
E 53 Vi )?
Iro puro SQep =22(Yi Vi)
i
mn; —
Total SQr =YX (y;-y)
i

Outra abordagem feita para verificar quanto o modelo (equacédo 3.14)
explica os resultados experimentais foi a analise de variancia envolvendo a soma
quadratica de trés fontes de variacdo (considerando todos os parametros do
modelo): a regresséo, os residuos e o erro puro. A Tabela 3.4 mostra como estes
valores foram calculados, empregando o aplicativo computacional MINITAB 15. A

* n; = nimero de repeticbes no nivel i; m = nimero de niveis distintos da variavel

independente; y; = j-ésima resposta observada no i-ésimo ensaio; }7,- = valor previsto pelo modelo
para o ponto i }7,- = média das respostas observadas no nivel i; ¥ = média global. (BARROS

NETO, SCARMINIO & BRUNS, 2002).
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equacdo (3.18) relaciona trés somas quadraticas: SQ; (soma quadratica em torno
da média), SQ (soma quadratica devido a regressdo ) e SQ, (soma quadréatica

residual ).
SQr =SQy +SQ. (3.18)

A equaco (3.19) calcula o coeficiente de determinacdo do modelo ( R?).
Quanto mais préximo de 1 for o valor de R?, melhor o ajuste do modelo aos
resultados experimentais. O valor de R? multiplicado por 100 indica a

porcentagem de variagdo explicada.

_ S0,
sQ;

R? (3.19)

Com a soma quadratica do erro puro (SQy, ), calculou-se a porcentagem
maéaxima de variacao explicavel (equagao 3.20).

SQ; -SQ,,

variagao explicavel maxima =
SQ;

(3.20)

3.14 Estabilidade térmica da enzima

Conforme ja citado no item 2.7, as enzimas sao moléculas sensiveis a
acao térmica. Para verificar a estabilidade da bromelina pura e do extrato do fruto,
elaborou-se uma série de ensaios para determinacao da atividade enzimatica sob
diferentes temperaturas empregando a dispersdo da caseina e da enzima
elaboradas conforme citado nos itens 3.3, 3.4 e 3.7.2. Para estes ensaios tanto a
caseina quanto a enzima foram aquecidas, tomando-se os cuidados citados no
item 3.1.1, e colocadas separadas no banho termostatico na temperatura
desejada, permanecendo nesta condicdo durante todo o tempo previamente

estabelecido.

O plano de ensaios utilizado para determinar a atividade considerou as
seguintes temperaturas: 25, 35, 45, 55 e 65 °C. Quanto ao numero de ensaios ao

longo do tempo, para cada temperatura estabeleceu-se:
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—Para bromelina pura: um ensaio no tempo zero e um ensaio a cada 20

minutos até 180 minutos, totalizando 10 ensaios.

—Para o extrato: um ensaio no tempo zero, um ensaio a cada 20 minutos
até 80 minutos e um ensaio a cada 25 minutos até 180 minutos,
totalizando 9 ensaios. Desta forma, o extrato correspondente a um
ensaio foi empregado para determinagdo do branco na leitura da

absorbancia.

3.14.1 Cinética da decomposicao térmica

A literatura refere-se a decomposicao térmica da bromelina obedecendo a
uma reagao de primeira ordem (HAYASHI & IKADA, 1991; ARROYO-REYNA &
HERNANDEZ — ARANA, 1995; SRIWATANAPONGSE, BALABAN & TEIXEIRA,
2000; LI & LIN, 2001; YODOYA et al., 2003). Assim, admitindo que a
decomposicao é elementar, pode-se escrever a equacgao (3.21).

E —% produtos (3.21)
onde k; € a constante de velocidade da reagéo, ou constante de inativagdo, na

temperatura considerada.

Se a velocidade da reagéao for representada por r (—j tem-se a
L minuto
equacao (3.22).
r=k; Cg (3.22)

onde a constante k; € expressa em (minuto")

Partindo-se de um balango molar geral para uma espécie quimica em um

meio reacional tem-se e equacgao (3.23).

taxa taxa taxa taxa taxa
de = de |+| de —-|| de |+| de (3.23)
acumulo entrada formacao saida| |reacdo
mol

onde a taxa tem unidade expressa em :
tempo
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Aplicando-se o balango para a bromelina, a taxa de formacao é zero. Além

disso, considerando que os ensaios foram efetuados em processo batelada, a taxa

de entrada e a taxa de saida é zero. A taxa de reacao é dada por r.V, onde Vé o

volume do meio reacional. Aplicando-se estas consideragbes na equagao (3.23),
resulta a equacéo (3.24).

dN _
ae

-rV (3.24)

onde N refere-se ao nimero de mols de enzima e 6 é o tempo.

A reagdo de hidrélise ocorreu em fase liquida, portando V é constante.
Desta forma, com base na equagao (3.24), e também lembrando da equagéo

(3.22), escreve-se a equacgao (3.25).

dC;
de

= _k,' CE (3.25)

Desenvolvendo e integrando a equacao (3.25) obtém-se a equagéao (3.26).

e~k (3.26)
EO0

onde Cr e Cg, sé@o as concentra¢des de enzima no tempo 6 e no tempo zero de

reagao, respectivamente.

Nestes ensaios, a dispersdo de bromelina ficou submetida a determinada
temperatura durante todo o tempo previsto e, portanto, sofrendo decomposicéo.
Como a atividade é uma medida direta da agdo enzimatica (equacéao 3.2), ela é
proporcional a quantidade de enzima presente no momento do ensaio. Assim,
pode-se considerar a atividade como uma medida indireta da concentracao de
enzima. Desta forma, a equacéo (3.26) pode ser expressa em termos da atividade,
conforme mostra a equagéao (3.27).

In—=-k; 6
T (3.27)

onde A e A, s&o as atividades nos tempos & e zero, respectivamente.

Com o objetivo de verificar se o conjunto de resultados experimentais da
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atividade, obtidos ao longo do tempo para cada temperatura, esta de acordo com

o modelo de decomposi¢cdo de primeira ordem (equacdo 3.27), calculou-se

A . . ~ -
—/nA— e construiu-se o grafico em fungdo do tempo, conforme exemplifica a
0

Figura 3.16.

|

5
S| >
N—

reta obtida para dada
temperatura constante

> 0

Figura 3.16 — Gréafico para verificagdo do ajuste ao modelo de primeira ordem na
desativagao térmica da bromelina.

Quanto mais os resultados experimentais se aproximarem da reta
mostrada no grafico da Figura 3.16, mais representativo é o modelo. Ainda, a
inclinacdo da reta fornece o valor da constante de velocidade k; para dada

temperatura.

Ink; Ar

1

»
> J—

T

Figura 3.17 — Grafico para verificacdo do ajuste ao modelo de Arrhenius da dependéncia
de k; com a temperatura.

Com base na literatura citada (item 2.7), a constante de velocidade varia

com a temperatura conforme a equacdo de Arrhenius (equagdo 2.21). Esta
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equacao modificada resulta na equagéo (2.22)
E
Ink.=Ink, ——2
i 0" RT (2.22)

Com os valores de k; obtidos para diferentes temperaturas calculou-se

Ink; e construiu-se o grafico em fungéo de % , exemplificado na Figura 3.17.

Quanto mais os resultados experimentais se aproximarem da reta

mostrada no grafico da Figura (3.17), mais representativo € o modelo, e a
o E, .
inclinagdo da reta fornece o valor de R com o qual pode-se calcular a energia

de ativacdo da reacdo de decomposicdo da enzima. Pode-se ainda calcular o

valor do fator de freqiéncia k.

3.15 Determinacao da cinética da acao enzimatica
da bromelina

Um dos objetivos deste trabalho foi o estudo cinético da hidrélise
enzimatica da bromelina, nas relagdes enzima / substrato: 1/25,1/50e 1/ 125.
Como ja discutido no capitulo 2, a literatura faz referéncia a esta reacao como
sendo controlada pelo complexo formado entre a enzima e o substrato, como

mostra a equacao (2.5).
V= k3 CES (25)

Desenvolvendo para expressar a velocidade em funcdo da concentracao
de substrato e arranjando adequadamente, chega-se a equacgao (2.15).

1 1 K
—= +——" (2.15)
4 Vmax Vmax CS

Com a equacgao (2.15) constréi-se o grafico de Lineweaver - Burk,
apresentado na Figura 2.1. Se os resultados experimentais apresentarem-se na
forma prevista por este grafico conclui-se que o modelo (Michaelis - Menten) é

adequado.
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A temperatura do meio reacional nos ensaios foi a do ponto central do
planejamento experimental (35°C). O pH foi o de maxima atividade a 35 °C,

encontrado apds o tratamento dos resultados do planejamento experimental.

O método experimental para esta verificagdo consiste em determinar a
velocidade inicial em varias concentracées de substrato. Mediu-se a velocidade
pela formacao de produtos (aminoacidos aromaticos expressos em tirosina), e a
literatura (SEGEL, 1993) orienta que, neste caso, a velocidade é considerada
inicial enquanto a variagao da concentracdo de produtos é linear com o tempo, e
ndao mais do que 5 % de substrato tenha sido consumido (de outra forma, a
velocidade observada ndo mais corresponderia a concentragdo considerada). A
concentracao de produtos foi medida apéds 3, 6, 10 e 15 minutos de reagéao, € a
velocidade foi calculada para o tempo zero. Para este calculo construiu-se uma
curva com os resultados experimentais ajustados ao modelo sigmoidal. Os
célculos foram efetuados empregando o aplicativo Microcal Origin 6.0. Este
aplicativo ajusta os resultados experimentais ao modelo sigmoidal e calcula a
derivada da funcéo nos diversos tempos. Este procedimento tem sido utilizado em
trabalhos envolvendo estudos sobre cinética, uma vez que produz um ajuste mais
acurado, conforme se pode encontrar em DAMASCENO et al. (2008),
RODRIGUES et al. (2003 e 2004) e MOCKAITIS et al. (2006).

As concentragbes de caseina empregadas no preparo das dispersoes
foram aquelas constantes na primeira coluna da Tabela 3.5. Para o tratamento dos
resultados a concentragcao no meio reacional foi calculada em mmol / L tomando a
massa molecular da caseina de 23192 g / mol, valor encontrado em WALSTRA et
al. (1999). A Tabela 3.5 mostra os valores das concentrac¢des trabalhadas e seus

inversos (L / mmol).

Pode-se observar na Tabela 3.5 que os inversos da concentragdo estao

. , L 1 -
espagados o mais igualmente possivel, o que resulta no grafico de — em funcao
v

de CL (gréfico da Figura 2.1) com melhor distribuicdo dos pontos experimentais.
S

Neste procedimento procurou-se combinar o espacamento dos inversos das
concentragcbes com as concentragdes no preparo das dispersdes, de modo a



3 — Materiais e métodos

69

obter-se massas ndo muito fracionadas de caseina a serem pesadas.

Tabela 3.5 — Valores de concentracio de caseina trabalhados.

. ~ No meio reacional
No preparo da dispersao 0 Melo reaciona

(9/L) g/L mmol / L L / mmol
20,00 13,3333 0,5749 1,7394
10,00 6,6667 0,2875 3,4783

6,15 4,1000 0,1768 5,6561
4,50 3,0000 0,1294 7,7280
3,50 2,3333 0,1006 9,9404
3,00 2,0000 0,0862 11,6009
2,50 1,6667 0,0719 13,9082
2,20 1,4667 0,0632 15,8228
2,00 1,3333 0,0575 17,3913

As dispersdes foram preparadas individualmente na concentragdo
correspondente, seguindo o procedimento anteriormente citado (item 3.3). Apesar
de serem necessarios 50 mL da dispersao de caseina, foram preparados 100 mL
para o0 caso de eventual repeticdo. Evitou-se empregar o procedimento de
diluicbes considerando que alguns valores de concentracdo sé poderiam ser
obtidos por este método apds sucessivas operacdes, adicionando erro
experimental.
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4 Resultados e discussoes

Os resultados obtidos estdo apresentados e discutidos a seguir,
envolvendo as curvas de calibracao, as substancias presentes na bromelina pura
e na caseina que apresentam leitura a 280 nm (brancos), planejamentos

experimentais, estabilidade térmica da enzima e cinética da hidrélise enzimatica.

4.1 Curvas de calibracao

Ao longo do trabalho foram efetuadas doze curvas de calibragédo para
determinar a correspondéncia entre a absorbancia e a concentragao de tirosina.
Elaboraram-se nove concentracdes diferentes de tirosina, conforme descrito no
Apéndice Il. A concentragdao 2,5 mmol tirosina / L foi desconsiderada porque
apresentou valor de absorbancia fora da regiao linear.

Devido a necessidade de substituicao da lampada do espectrofotémetro a
calibragao foi dividida em dois conjuntos: seis ensaios antes da substituicao e seis
apos.

Na Tabela 4.1, apresentada no Apéndice lll, encontram-se os resultados
do primeiro conjunto de ensaios com as médias, desvios padréao e coeficientes de
variagdo referentes as absorbancias. Com os resultados apresentados na
Tabela 4.1 construiu-se o grafico da absorbancia em fungdo da concentracéo de
tirosina, conforme mostra a Figura 4.1. Os valores considerados para absorbancia
foram os valores médios, uma vez que a variacao entre eles foi pequena. No
préprio grafico da Figura 4.1 encontra-se a equacéo da reta, cujo coeficiente R? é
bastante proximo de um, indicando boa correlacdo. Portanto, com base na
equacgao da reta da Figura 4.1, estabeleceu-se a equacao (4.1), que fornece a

correspondéncia entre a concentragdo de tirosina (Ct,-,), e a absorbancia para os

primeiros seis ensaios de calibragao.

a-0,1107 mmol tirosina
(i), = [ . j (4.1)
1,0501 litro
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Curva de calibracao - primeiros 6 ensaios
2,54
2,04

3
1,51
1,01
a=1,0501C, +0,1107

0,5+ R* = 0,9970
0,0 T T T T T T T T

0,0 0,5 1,0 1,5 2,0

C,, (mmol /L)

Figura 4.1 - Grafico absorbancia em fungao da concentracao de tirosina: primeiros seis
ensaios.

Para o conjunto complementar de seis ensaios seguiu-se a mesma rotina:
na Tabela 4.2 (apresentada no Apéndice IV) encontram-se os resultados, com os

quais construiu-se o gréfico (Figura 4.2).

Curva de calibracao - ensaios complementares
2,5
2,0

3
1,5
1,01
0.5- o =1,0554 C, +0,0561
R® = 0,9969
0,0
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0
C,, (mmol /L)

Figura 4.2 - Grafico absorbancia em fungao da concentracao de tirosina: ensaios
complementares.
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Observa-se que o coeficiente R? é bastante proximo de um, indicando boa
correlacdo. Com base na equagado da reta da Figura 4.2 estabeleceu-se a
equacgao (4.2), que fornece a correspondéncia entre a concentragdo de tirosina

(Cy) , € a absorbancia para os ensaios complementares de calibrag&o.

a—-0,0561 mmol tirosina
(Cir), = [ j (4.2)

1,0554 litro
Para verificar se as curvas de calibragao estdo coerentes, em ordem de

grandeza, com o previsto pela teoria, considerou-se a lei de Beer - Lambert:

a=¢cl1Cy,

onde a é a absorbancia, 8( a absortividade, /(cm) o espagcamento

mmol cm]

interno da cubeta de quartzo, e C,;, [%O/j a concentragao de tirosina.

De acordo com KATS & St GERMAIN (2002) o valor da absortividade para

a tirosina é 1,2150 ; O valor do espagamento interno da cubeta de

mmol cm

quartzo utilizada foi de 1 cm. Para efeito comparativo, a absorbancia calculada

mmol
vale

pela lei de Beer - Lambert para a tirosina na concentragdo de 1,0000

1,2150, enquanto que o valor obtido pela curva de calibracdo relativa aos
primeiros seis ensaios vale 1,1608, e o obtido para os ensaios complementares
vale 1,1115.

4.2 Substancias presentes na bromelina pura e na
caseina, que apresentam leitura a 280 nm.

Apds precipitacdo com TCA e centrifugacdo, tanto as dispersdes de
bromelina pura quanto as de caseina apresentaram leitura a 280 nm, indicando a
presenca de substancias sensiveis a este comprimento de onda, e que nao sao

frutos da hidrélise enzimatica. Estes valores, expressos em mmol tirosina / L,
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foram determinados para desconta-los nos célculos da concentracdo de

aminoacidos formados durante os ensaios.

Para a bromelina pura (lote 444431 / 1) foram preparadas 4 dispersées na
concentracao de 0,5333 g / L tamponadas em pH 7,0, que corresponde a
concentracao de bromelina presente no meio reacional de 75 mL para os ensaios
com relagdo enzima / substrato de 1 / 25. Foram retirados 5 mL da dispersdo e
adicionados a 2 mL de TCA 0,3 M. Em seguida centrifugou-se por 20 minutos e
retirou-se amostra para andlise de absorbancia. Os resultados encontram-se na
Tabela 4.3.

Tabela 4.3 — Material detectavel a 280 nm presente na bromelina pura

Dispersdo Absorbancia () Média

1 0,1648
2 0,1669
0,1647
3 0,1628
4 0,1642

Tomando como base a equagao (3.9), pode-se expressar a presencga de

substancias, na bromelina pura, em concentracao de tirosina:

V., . Q tyupo— D
tubo . .
B mmol tirosina

Cresiduq = Vv i

bromelina dispersdo

1/25
Obtém-se:

(0,1647— 0,1 107j
1,0501 mmol tirosina

Cresiduo 5 =0,0720 ( [ J

bromelina

1/25

Portanto, para os calculos dos aminoacidos formados (expressos em
mmol de tirosina / L) nas reag¢des de hidrélise, envolvendo bromelina pura (na

relacéo 1/ 25), deve-se subtrair o valor de 0,0720 (wj_
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Para os ensaios com relagcao enzima / substrato de 1 /50 e 1/ 125, o valor

subtraido deve ser proporcional, ou seja:

C

residuo
bromelina
1/50

— 0.0360 ( mmol Zrosma}

Cresiduo =0,0144 (

bromelina
1/125

mmol tirosinaj
L

Para a caseina, onde a presenca de material detectavel a 280 nm é maior,
e as concentragdes nos ensaios de hidrélise variaram de 1,3333 a 13,3333 g / L,
foram efetuadas determinacdes em trés diferentes diluigdes. Decidiu-se fazer em
diferentes diluicbes porque quando se utilizaram menores concentragdes de
caseina amostrou-se maior quantidade do meio reacional, e ao contrério para
concentragcées maiores. Esta variacdo foi necessaria para produzir a leitura de
absorbéancia mais préxima dos valores centrais da curva de calibragdo nos ensaios

de hidrélise, onde sdo gerados aminoacidos.

Tabela 4.4 — Residuo detectavel a 280 nm presente na caseina.

Caseina lote nimero:

78689 105320
Diluicao Dispersao . .
Absorbancia Absorbancia

leitura média leitura média

5 mL da dispersao 1 0,2177 0,2064
0,2288 0,2105

+5mLTCAOQ,3M 2 0,2398 0,2146

3 mL da dispersao 1 0,1732 0,1835
0,1836 0,1898

+6mLTCAOQ,3M 2 0,1940 0,1961

5 mL da disperséo 1 0,3139 0,2412
0,3170 0,2688

+2mLTCAOQ,3M 2 0,3201 0,2964

As dispersdes foram preparadas na concentracdo de 13,3333g/L e
tamponadas em pH 7,0, que corresponde a concentracdo de caseina presente no
meio reacional de 75 mL. Foram retiradas aliquotas da dispersao e adicionadas a
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solugdo de TCA 0,3 M. Em seguida centrifugou-se por 20 minutos e retirou-se
amostra para andlise de absorbancia. Os ensaios foram efetuados preparando-se
duas dispersbes para cada um dos dois lotes de caseina empregados no estudo
(78689 e 105320). A Tabela 4.4 mostra as absorbéancias encontradas.

Com base a equacao (3.9), a presenga de substancias detectaveis a

280 nm na caseina foi expressa em concentracao de tirosina:

VA M
e B mmol tirosina
Cresiduo - V. L

caseina dispersdo

Como exemplo, para o primeiro valor referente ao lote 78689:

10. ( 0,2288 - 0,1 107]
1,0501 mmol tirosina
Cresfduo = =0,2249 [ j
caseina 5 L
lote 78689
S5mL+5mL

A Tabela 4.5 mostra os valores, em concentragao de tirosina, dos residuos
detectaveis a 280 nm para os dois lotes de caseina. A Tabela 4.5 mostra também
os valores médios, a serem descontados nos célculos das substancias formadas

durante o processo de hidrélise.

Tabela 4.5 — Concentracdo, expressa em tirosina, de residuos presentes na caseina.

mmol tirosina
Cresfdyo f
DIIUIQéO caseina
Lote 78689 Lote 105320
5 mL da disperséao
0,2249 0,1901
+5mLTCAOQ,3M
Valor médio: Valor médio:
3 mL da disperséo alor médio alo |
0,2083 0.2260
) , 2
+6mLTCA0,3M 0,2361 0,2090
5 mL da disperséo
0,2750 02108

+2mLTCAO,3M

Para concentracbes de caseina menores do que 13,3333 g / L,
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empregadas no estudo da cinética da hidrolise, os valores descontados foram
proporcionais a concentracdo utilizada. Por exemplo, para concentragdo de
6,6667 g / L o valor descontado foi de 0,1181 mmol / L para o lote 78689, e de
0,1045 mmol / L para o lote 105320.

4.3 Planejamento experimental

O planejamento foi efetuado para cada relagao enzima / substrato, tanto
para a bromelina pura como para o extrato. Para o planejamento determinou-se a

atividade enzimatica em cada condigcao previamente definida na Tabela 3.1.

4.3.1 Planejamento experimental para bromelina pura

Foram empregadas trés relagbes enzima / substrato: 1 / 25; 1 / 50 e
1/125. Para os ensaios foram adicionados, sob agitacdo, 25 mL da disperséo de
bromelina sobre 50 mL da dispersdo de caseina na concentragdo de 20 g / L. A
temperatura e o pH foram ajustados para os valores previstos no planejamento.
Foram retiradas aliquotas do meio reacional, adicionadas a um tubo de centrifuga
contendo solucao de TCA 0,3 M, seguindo-se centrifugacao e retirada de amostra
para leitura de absorbancia. Com base na equacdo (3.10) foi calculada a
concentracao dos produtos da hidrélise expressos em mmol tirosina / L, ap6s 10

minutos de reacgéao.

bromelina pura meio reacional bromelina caseina

Vb O ypo — D
(Cmeio reacional J = Y oo ( u ; J - Cresfduo - Cresfduo (3.1 O)
10

A atividade enzimatica foi calculada com base na equagéo (3.11).

Cmeio reacional
bromelina pura 10 (3-1 1 )
Abromelina =

pura 10 minutos

Como exemplo, o primeiro valor de atividade do planejamento para
bromelina pura, relagéo 1/ 25, cuja absorbéancia encontrada foi 1,0112 e a diluicao

foi de 3 mL do meio reacional em 6 mL de solucdo TCA 0,3 M, foi calculado como
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segue:
(Cmeio o J _9 ( 1,0112-0,1 107) 0,0720—0,2361 2,2645( mmol t/rosma]
bromelina pura ) 1, 3 1,0507
2 2645(nm"0/ﬁrosina)
’ L mmol tirosina
A ina = =0,2265
%%nelma 10 minutos ( L - minuto j

O célculo para os demais valores, envolvendo os planejamentos

experimentais para bromelina pura, seguiu a mesma rotina.

4.3.1.1 Planejamento experimental para bromelina pura: relacao 1/ 25.

Os ensaios foram efetuados em duplicata. Os resultados encontrados para
atividade em funcao das variaveis codificadas estao na Tabela 4.6, apresentada
no ApéndiceV. Os resultados foram tratados empregando o aplicativo
computacional MINITAB 15 da Minitab Inc. A equacao (4.3) mostra o modelo
quadratico resultante, em funcao das variaveis codificadas.

Atividadeg,,mejina pura = 03369 — 0,0299 pH ., + 0,0653 t., — 0,0422 pHZ,

1/25 (4.3)
—0,00845 t2,-0,0205 pH,, t,,

Superficie de resposta - bromelina pura 1/25

0,4

0,2
0,1

-1 0
pH cd

Figura 4.3 — Superficie de resposta para bromelina pura 1/ 25.
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Projecao da superficie de resposta - bromelina pura 1/25

atividade

B < 0,15

W 0,15 - 0,20

0,20 — 0,25

3 0,25 — 0,30
= W 030 - 0,35
W 0,35 - 0,40

[ ] > 0,40

-1,0 -05 00 0,5 1,0
pH cd

Figura 4.4 — Projecao da superficie de resposta para bromelina pura 1/ 25.

A superficie de resposta descrita pelo modelo é apresentada na
Figura 4.3. A projecao da superficie de resposta sobre o plano formado pelos

eixos temperatura codificada e pH codificado é apresentada na Figura 4.4.

A analise de variancia levou aos resultados apresentados na Tabela 4.7.
Com base nestes resultados calculou-se o coeficiente de determinacdo do
modelo, dado pela equacdo (3.19) e a variacdo explicavel maxima, dada pela

equacao (3.20).

Tabela 4.7 — Analise de variancia - bromelina pura, relagéo 1/ 25.

Fonte de variagao Soma quadratica (SQ) Valor encontrado
Regress&o SQp = g%(ﬁ; -y’ 0,1048
i
Residuos SQ, = f%(y,-j -y, ) 0,0072
i
Erro puro sQ,, = g%(}’ij -y ¢ 0,00587
i
Total sQ; zg”z’(yij_}—,)z 0,1120
i

Coeficiente de determinacédo do modelo:

_SQy 071048

R? =
SQ; 0,1120

=0,9357
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Significa que 93,57 % da variacdo é explicada pelo modelo.
Variagao explicavel maxima:

SQ; -5Q,, 0,1120-0,00587

=0,9476
SQ; 0,1120

A variacdo explicavel maxima do modelo é de 94,76 %.

O ajuste aos resultados experimentais foi verificado construindo-se um
grafico dos valores de atividade previstos pelo modelo em fungdo dos valores

encontrados experimentalmente, conforme mostra a Figura 4.5.

Modelo em funcao dos resultados experimentais
bromelina pura: relacdo 1/ 25

< 0,5

o
N
1

Modelo (mmol tirosina / L.min
o
w

0,2 T T T T T 1
0,2 0,3 0,4 0,5
Resultados experimentais (mmol tirosina / L.min)

Modelo = 0,9360 . (resultados experimentais) + 0,0191
R* = 0,9360

Figura 4.5 — Grafico comparativo para o0 modelo bromelina pura relagéo 1/ 25.

O coeficiente de determinacao do modelo, a variagdo explicavel maxima e
o grafico da Figura 4.5 mostram que a equacao (4.3) é satisfatéria para expressar
como a atividade enzimatica varia em funcao da temperatura e do pH (dentro dos
limites do planejamento tipo estrela, nos quais os ensaios foram efetuados).

Na Figura 4.3 observa-se que, para uma temperatura codificada
constante, um plano paralelo ao plano definido pelos eixos atividade e pH
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codificado corta a superficie de resposta, definindo uma curva da atividade em
funcdo do pH codificado. Derivando a equagdo do modelo (equagdo 4.3) com

relagéo ao pH codificado, para dada temperatura codificada constante tem-se:

(M = ~0.0299 - 0,0844 pH oy — 0,0205 t,, (4.4)

dpH

j t.4 constante

A equacao (4.4) é a derivada da curva definida pela intersecgéo do plano
acima referido. Igualando a equacao derivada a zero tem-se 0 ponto de maximo
da funcado. Ponto de maximo porque a segunda derivada € negativa; também
porgue a simples observacao da Figura 4.3 mostra que o ponto € de maximo:

~0,0299-0,0844 pH,, —0,0205 t , = 0

pH =-0,3547-0,2425t_,

cd étimo
bromelina pura1/25

Atividade em funcao da temperatura para pH 6timo
(bromelina pura 1/ 25)

A (mmol tirosina / L.min)
o o
T T

o
w
1

0,2 T T T T T T T T T T T T T 1
-5 10 05 00 05 10 15

Figura 4.6 — Grafico da atividade para pH 6timo em funcao da temperatura codificada —
bromelina pura 1/ 25.

A equacéao (4.5) define o pH 6timo, para dada temperatura, no qual deve-
se trabalhar para que se obtenha a maior atividade enzimatica da bromelina pura
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para a relacdo 1/ 25. Para os ensaios relativos a estabilidade térmica e cinética

enzimatica, utilizou-se a equacéo (4.5) para definir o pH.

Substituindo a equacao (4.5) na equagao do modelo (equagao 4.3), tem-
se a equacao (4.6), que relaciona a atividade enzimatica para pH codificado 6timo
em fungdo da temperatura codificada.

Atividade,y; . simo = 0,3423+0,0726 t,, — 0,0060 t2, (4.6)

bromelina pura 1/25

A Figura 4.6 mostra o gréafico da atividade para pH 6timo em fungéo da

temperatura codificada (equacéao 4.6).

4.3.1.2 Planejamento experimental para bromelina pura: relacao 1/ 50.

Para esta relagdo enzima / substrato aplicou-se o mesmo tratamento
apresentado para a relagdo 1 / 25. Os ensaios também foram efetuados em
duplicata, e os resultados encontrados para atividade em funcdo das variaveis
codificadas estdo na Tabela 4.8, apresentada no Apéndice VI. Trataram-se os
resultados empregando o aplicativo computacional MINITAB 15 da Minitab Inc,
cujo modelo quadratico resultante, em funcdo das variaveis codificadas, é
apresentado na equagao (4.7).

Superficie de resposta - bromelina pura 1/50

pH cd

Figura 4.7 — Superficie de resposta para bromelina pura 1/50.
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Projecao da superficie de resposta - bromelina pura 1/50

atividade
[ ] < 0,05
W 0,05 - 0,10
W o010 - 0,15

0,15 — 0,20

0,20 — 0,25
M 0,25 - 0,30
W 030 - 0,35
[ | > 0,35

ted

-1,0 -05 00 0,5 1,0
pH cd

Figura 4.8 — Projecao da superficie de resposta para bromelina pura 1/50.

Atividadeg,meiing pura = 0,1748 — 0,0439 pH_4 + 0,0708 t,, — 0,0215 pHZ,
1/50 (4.7)
+0,00733 t2, - 0,0397 pH 4 t,
A superficie de resposta descrita pelo modelo é apresentada na
Figura 4.7, e a projecdo da superficie de resposta sobre o plano formado pelos

eixos temperatura codificada e pH codificado é apresentada na Figura 4.8.

Tabela 4.9 — Analise de variancia - bromelina pura, relagéo 1/ 50.

Fonte de variacao Soma quadratica (SQ) Valor encontrado
Regressio SQg =§%(}7,- -y’ 0,1311
i
Residuos SQ, = 'Z":%( vi-Yi )? 0,00098
i
Erro puro sQ,, = g%(}’ij -y, F 0,00013
i
Total sQ; = g%(}’ij _V) 0,1321
i

A analise de variancia levou aos resultados apresentados na Tabela 4.9.
Com base nestes resultados calculou-se o coeficiente de determinagdo do
modelo, dado pela equacao (3.19), e a variacdo explicavel maxima, dada pela
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equacao (3.20).

Coeficiente de determinacao do modelo:

_8Q; 01311
SQ,  0,1321

R? =0,9924

Significa que 99,24 % da variacao é explicada pelo modelo.
Variacao explicavel maxima:

SQr -5Q,, _ 0,1321-0,00013

=0,9990
SQ; 0,1321

A variacdo explicavel maxima do modelo é de 99,90 %.

Verificou-se o0 ajuste aos resultados experimentais construindo um grafico
dos valores de atividade previstos pelo modelo em funcdo dos valores

encontrados experimentalmente, conforme mostra a Figura 4.9.

Modelo em funcao dos resultados experimentais
bromelina pura: relacdo 1 /50

T 047
S
-
©
£ 0,34
(%)
=
E
é 0,2' ™)
o
(0]
©
2 0,1-
0,0 T T T T T T T 1
0,0 0,1 0,2 0,3 0,4

Resultados experimentais (mmol tirosina / L.min)

Modelo = 0,9926 . (resultados experimentais) + 0,0012
R® = 0,9926

Figura 4.9 — Grafico comparativo para o0 modelo bromelina pura relagéo 1/ 50.

O coeficiente de determinagdo do modelo, a variagao explicavel maxima e
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o gréfico da Figura 4.9 mostram que a equacéo (4.7) é satisfatéria para expressar
como a atividade enzimatica varia em funcao da temperatura e do pH (dentro dos

limites do planejamento tipo estrela, nos quais os ensaios foram efetuados).

A exemplo do procedimento feito no item 4.3.1.1, a equacéo (4.8) é a
derivada da curva definida pela interseccao do plano paralelo ao plano definido
pelos eixos atividade e pH codificado, que corta a superficie de resposta
(Figura 4.7). Igualando a equacgéao derivada a zero, tem-se 0 ponto de maximo da

funcéo.
[Mj =—0,0439 - 0,0430 pH,, — 0,0397 t, (4.8)
d P H t.; constante
—0,0439 - 0,0430 pH 4 — 0,0397 t; = 0

bromelina pura1/50

Atividade em fun¢éo da temperatura para pH 6timo
(bromelina pura 1/ 50)

0,5+

0,4

0,3+

0,2+

A (mmol tirosina / L.min)

0,1+

0,0 T T T T T T T T T T T T T N
1% 10 -06 00 05 10 15

t

cd

Figura 4.10 — Grafico da atividade para pH 6timo em funcdo da temperatura codificada —
bromelina pura 1/ 50.

A equacéao (4.9) define o pH étimo, para dada temperatura, no qual deve-
se trabalhar para que se obtenha a maior atividade enzimatica da bromelina pura
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para a relagéo 1/ 50. Para os ensaios relativos a cinética enzimatica, utilizou-se a

equacao (4.9) para definir o pH.

A equacéo (4.9) substituida na equacao do modelo (equacgéo 4.7), fornece
a equacao (4.10), que relaciona a atividade enzimatica para pH codificado 6timo
em fungdo da temperatura codificada.

Atividade .,  simo =0,1972+0,1113 t, +0,0257 t2, (4.10)

bromelina pura 1/50

A Figura 4.10 mostra o gréafico da atividade para pH 6timo em funcao da
temperatura codificada (equacéao 4.10).

4.3.1.3 Planejamento experimental para bromelina pura: relacao 1/ 125.

Para a relagdo enzima / substrato 1/125 o procedimento foi 0 mesmo
utilizado nas relagbes anteriores. Os resultados encontrados para atividade em
funcdo das variaveis codificadas estdo na Tabela 4.10, mostrada no Apéndice VII.

Superficie de resposta - bromelina pura 1/125

0,15
0,10
0,05
0,00

-1 0

pH cd

Figura 4.11 — Superficie de resposta para bromelina pura 1/125.

A equagao (4.11) mostra 0 modelo quadratico resultante, em fungao das
variaveis codificadas.
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Atividadeg,omeina pura = 0,0690 — 0,0038 pHy +0,0396 t., —0,0087 pHZ,

1/125

A superficie de resposta descrita pelo modelo é apresentada na
Figura 4.11, e a sua projecao na Figura 4.12. A andlise de variancia levou aos

resultados apresentados na Tabela 4.11, e com base nestes resultados calculou-

+0,0069 t2, - 0,0061pH, t.,

se o coeficiente de determinagdo do modelo.

ted

-1,0

-0,5

0,0
pH cd

0,5

1,0

Projecao da superficie de resposta - bromelina pura 1/125

atividade

< 0,02
0,02 - 0,04
0,04 — 0,06
0,06 — 0,08
0,08 — 0,10
0,10 - 0,12
0,12 - 0,14

> 0,14

Figura 4.12 — Projecao da superficie de resposta para bromelina pura 1/125.

Tabela 4.11 — Andlise de variancia - bromelina pura, relacao 1/ 125.

Fonte de variagao Soma quadratica (SQ) Valor encontrado

Regressao SQp = f % vi-v)F 0,0275

i
Residuos SQ, = g%(y” -y F 0,0012

i

Erro puro sQ,, = g% (Vi -V )? 0,0011

i
Total 0,0287

SQr =33 (y; -y
ij

Coeficiente de determinacédo do modelo:
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_SQy _ 00275

R? =
SQ; 0,0287

=0,9582

Significa que 95,82 % da variagao é explicada pelo modelo.
Variacao explicavel maxima:

SQr -5Q,, _0,0287-0,0011
SQ; 0,0287

=0,9617

A variagao explicavel maxima do modelo é de 96,17 %.

Modelo em func¢ao dos resultados experimentais
bromelina pura: relagéo 1/ 125

0,20

0,154

0,10

0,05+

Modelo (mmol tirosina / L.min)

0,00 : . - . - . - .
0,00 0,05 0,10 0,15 0,20
Resultados experimentais (mmol tirosina / L.min)

Modelo = 0,9569 . (resultados experimentais) + 0,0029
R* = 0,9569

Figura 4.13 — Grafico comparativo para o0 modelo bromelina pura relagédo 1/ 125.

O ajuste aos resultados experimentais foi verificado construindo-se o
grafico conforme mostra a Figura 4.13. O coeficiente de determinacao do modelo,
a variagdo explicavel maxima e o grafico da Figura 4.13 mostram que a
equacao (4.11) é satisfatoria para expressar como a atividade enzimatica varia em
funcdo da temperatura e do pH (dentro dos limites do planejamento tipo estrela,

nos quais os ensaios foram efetuados).
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Derivando a equacdo do modelo (equacado 4.11) com relacdo ao pH

codificado, para dada temperatura codificada constante tem-se:

(d(atividade)

e =-0,0038-0,0174 pH_; — 0,0061 t,, (4.12)

jtcd constante
Calculando o ponto de maximo da fungao:
-0,0038-0,0174 pH , —0,0061t,4 =0

cd étimo
bromelina pura1/125

Atividade em funcao da temperatura para pH 6timo
(bromelina pura 1/ 125)

0,154

0,10

A (mmol tirosina / L.min)

0,05 +

0,00 T

Figura 4.14 — Grafico da atividade para pH étimo em funcao da temperatura codificada —
bromelina pura 1/ 125.

Substituindo a equacdo (4.13) na equacao do modelo (equagao 4.11),
tem-se a equacao (4.14), que relaciona a atividade enzimética para pH codificado
6timo em fungéo da temperatura codificada.

Atividade y;  simo = 0,0694 +0,0409 t_, + 0,0080 t2, (4.14)

bromelina pura 1/125

A Figura 4.14 mostra o gréafico da atividade para pH 6timo em funcao da

temperatura codificada (equagéo 4.14).
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4.3.1.4 Comparativo entre as relacoes enzima / substrato para a bromelina
pura

A Figura 4.15 mostra o gréfico da atividade para pH 6timo em funcédo da
temperatura para as trés relagées bromelina pura / caseina.

Atividade em funcao da temperatura para pH 6timo
comparativo entre as trés relacées bromelina pura / caseina
< 0,5
£ m 1/25
i
@ 0,41
£
[0}
o
= 0,3
o
1S
E
< 0,24
014 o
0,0 T T T T T T T T T T T T T 1
-5 1,0 05 00 05 1,0 15
tcd

Figura 4.15 — Comparativo entre as trés relagdes bromelina pura / caseina.

Tomando como referéncia, para as trés relagées, o ponto central da

temperatura, ou seja, o ponto onde a temperatura codificada € igual a zero, segue
que:

Atividade ., sim = 0,3423+0,0726 t,, — 0,0060 t2, (4.6)
bromelina pura 1/ 25 :
Para t,, =0:
Atividade 1, . simo =0,3423 (4.15)

bromelina pura 1/ 25
Fazendo o mesmo para as outras duas relagdes:

Atividade i =0,1972
ggcr%e(/)itrllran%ura 1/50 (4- 1 6)
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Atividade » =0,0694

gg%e%rg%ura 1/125 (4.17)
Dividindo a equacao (4.15) pela equacéo (4.16):
Atividade,, i

_ grocmeo/ixgopura 1/25 — 0,3423 — 1,7358 (4.18)

Atividade ,;;  s1imo 0,1972

bromelina pura 1/ 50
Dividindo a equacgao (4.15) pela equacéo (4.17):
Atividade ;; i

ggcr%glggopura 1/25 _ 0,3423 — 49323 (4 19)
Atividade yy,  s1imo 0,0694 '

bromelina pura 1/125

Pode-se observar que o0s quocientes estdo proximos dos valores
esperados, ou seja, atividade perto da metade para relacdo 1/50 quando
comparada com a relacdo 1/25 e perto de cinco vezes menor para a relacao
1 /125 quando comparada com a relacao 1/ 25, o que corresponde as proporcoes
de enzima empregadas; lembrando que a concentracao de substrato foi igual nos
trés casos (13,3333 g caseina / L). Cabe ressaltar que o objetivo principal ndo foi
obter metade e um quinto da atividade da relacdo 1 / 25, mas sim efetuar o

planejamento em trés diferentes relagoes.

A Figura 4.15 mostra que a atividade aumenta com o aumento da
temperatura, o que € esperado, uma vez que as constantes de velocidade das
reagdes aumentam com ela. Entretanto, para a relacao 1 / 25 nota-se que esta

tendéncia ndo é tdo acentuada. Observando a equagéo (4.6), o termo tZ;

apresenta sinal negativo, indicando que a curva deve apresentar um ponto de
maximo, apds o qual a atividade deve diminuir com a temperatura. A superficie de

resposta para bromelina pura relacao 1 / 25 (Figura 4.3) mostra esta tendéncia.
Para as outras duas relagdes enzima / substrato o termo t2, é positivo, indicando

comportamento diferente do observado para a relagdo 1 / 25, como pode-se
observar na Figura 4.7 (superficie de resposta para bromelina pura 1/50) e na
Figura 4.11 (superficie de resposta para bromelina pura 1/125).

Apesar dos modelos matematicos das superficies de resposta serem
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restritos aos limites ensaiados, para a temperatura pode-se fazer alguma previsao
para valores maiores, com base no fendbmeno conhecido para o processo
enzimatico, ou seja, aumento da atividade com a temperatura em conjunto com a
perda da atividade pela decomposicdo térmica da enzima. Assim, a tendéncia
apresentada pela relagdo 1 / 25 pode ser explicada pela desativacéo térmica da
enzima (por um lado, atividade aumenta com a temperatura, enquanto que por
outro lado diminui pela desativacao térmica). Os ensaios referentes a estabilidade
térmica da bromelina pura, relacdo 1 / 25, discutidos mais a frente no item 4.4.1,
mostram a perda de atividade enzimatica com a temperatura. Para as outras duas

relagdes enzima / substrato o fenémeno deve acontecer em temperaturas maiores

do que aquela ensaiada ( t,, > +/2, ou seja: t>49°C).

A discussao sobre o comportamento para a relagdo 1 /25 em comparacao
com as outras relagdes encontra apoio quando se considera o modelo de acéo
enzimatica pseudo-estacionario (SEGEL, 1993). Neste modelo, a maior parte da
enzima combina-se com o substrato formando um complexo intermediario,

restando a presenca de enzima livre. A Figura 4.16 mostra este comportamento.

concentracao
A

substrato produto

enzima livre

complexo
enzima - substrato

v

enzima \
total

v

tempo
Fonte: adaptado de SEGEL (1993).

Figura 4.16 — Concentracdes ao longo do tempo: estado pseudo-estacionario.



4 — Resultados e discussbes

92
Uma vez que a concentracdo de substrato foi a mesma para as trés
relagcbes estudadas, a enzima livre esta presente em menor quantidade nos
ensaios referentes a relacdo 1 / 50 e 1 / 125, do que nos ensaios referentes a
relagcdo 1 / 25. Como para a relacdo 1 / 25 observa-se a tendéncia da atividade
nao aumentar com a temperatura da mesma forma como ocorre para as outras
relagcdes pode-se entender que a enzima, combinada com o substrato (complexo
enzima-substrato) € menos suscetivel a desativacao térmica. Em outras palavras,
a enzima livre € mais suscetivel a desativacao térmica do que quando combinada
com o substrato e, por estar presente em maior quantidade na relacéao
enzima / substrato 1 / 25, o gréfico da atividade em fungédo da temperatura mostra
uma taxa de aumento decrescente. Estas consideragdes encontram apoio no
trabalho de KO & KANG (1990), conforme citado no item 2.7.

Formacao de aminoacidos aromaticos na hidroélise da caseina
bromelina pura; 1/25;49 °C; pH=7,0
7 -
_I | _—
s 6
£ .
S 5- -
% J
£ 44
S ]
34 = ensaio 1
1 ® ensaio 2
2+ Y,
14 /
0 T T T T T T T T
0 5 10 15 20
tempo (minutos)

Figura 4.17 — Formagédo de aminoacidos aromaticos na hidrélise da caseina.(bromelina
pura 1/25;49 °C e pH 7,0).

Ainda nesta discussdo, resta considerar se a taxa de aumento
decrescente da atividade, observada para a relacao 1 / 25, ndo seria devido a

caseina ter sido ja quase que totalmente consumida, isto é, nas condicées do

planejamento experimental na temperatura de 49 °C (i, :+\/§), 0os 10 minutos
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de tempo de teste da atividade terem sido suficientes para hidrolisar a caseina
quase que totalmente, o que resultaria na atividade decrescente pela falta de
substrato, e ndo pela desativacdo térmica da enzima. Para dirimir esta duvida,
foram realizados dois ensaios no ponto de maior temperatura previsto pelo
planejamento experimental (pH = 7,0 e temperatura 49 °C), avaliando a
quantidade de aminoacidos aromaticos resultantes da hidrolise da caseina ao
longo de 20 minutos, cujos resultados encontram-se na Figura 4.17. O grafico da
Figura 4.17 mostra que em 10 minutos de reagdo a caseina nao foi totalmente
consumida restando quantidade apreciavel, significando que as concentragdes do
complexo enzima - substrato e da enzima livre correspondem a regido do patamar
mostrado na Figura 4.16 (estado pseudo-estacionario). Conclui-se entao que a
taxa de aumento decrescente da atividade observada para a relagdo 1 /25 nao se
deve a falta de substrato.

4.3.2 Planejamento experimental para o extrato da casca e do talo
do abacaxi

A rotina para determinacao da quantidade de extrato e ser empregada nos

ensaios foi:
Pesar o extrato, tamponar, ajustar o pH em 7,0
e avolumar para 50 mL
25 mL 25 mL
\ 4 A 4
Adicionar sobre 50 mL de agua Adicionar sobre 50 mL de dispersao de caseina
A 4 A 4
Retirar 5 mL, adicionar em Retirar 5 mL, adicionar em
tubo de centrifuga com 5 mL tubo de centrifuga com 5 mL
de TCA 0,3M, centrifugar e de TCA 0,3M, centrifugar e
ler absorbancia. ler absorbancia.

A A 4
Branco Substancias geradas na hidrélise
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Como nao se determinou a quantidade de enzima presente no fruto, para

o abacaxi foram empregadas quantidades de extrato de modo que a atividade

enzimatica ficasse proxima daquela correspondente a relacdo enzima / substrato

1/25;1/50 ou 1/125. Para tanto, foram efetuados ensaios prévios de atividade

em funcdo da quantidade de extrato. Para estes ensaios tomou-se o ponto central

como referéncia, ou seja, pH em 7,0 e temperatura de 35 °C.

Os calculos foram efetuados com base nas equagoes (3.12) e (3.13).

C _ Vtubo (a' tubo )_ (abranco )_ B C (3'1 2)
meio reacional - — Yresiduo
extrato 10 Vmeio A caseina
reacional
C. . .
meio reacional
A ( extrato 10 (3.13)
extrato 10 minutos

Observacgoes para a relagdo enzima / substrato de 1/ 25:

Para reproduzir esta relacéo, a quantidade de extrato ficou acima de 20 g.
Neste caso, o volume de extrato adicionado foi de 50 mL, e a dispersao
de caseina, preparada na concentragdo de 40 g/ L, foi de 25 mL. Assim a
concentracdo de caseina no meio reacional permaneceu no valor de
13,3333 g/ L.

A quantidade de substancias detectaveis a 280 nm presentes no extrato
excedeu o limite de leitura. Portanto, foi necessario fazer uma diluicdo
adicional das aliquotas retiradas tanto do branco quanto do ensaio com
caseina: avolumou-se a aliquota retirada de 5 mL para 25 mL. Assim, no

célculo da concentracdo dos aminoacidos formados na hidrélise,

. : Vb :
expressos em mmol de tirosina / L, o quociente ——=>—— foi

meio reacional

multiplicado por 5.

Como exemplo, para 40 gramas de extrato, a absorbancia do branco foi

de 0,9416 e do tubo foi de 1,5127. Assim:
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mmol tirosina

Cmeio 5
reacional
extrato 10

B 5& ((1,5127—0,9416)—0,0561

—-0,2090 = 4,6707
1,0554

A 46707 04671 mmol tirosina
&30 10 minutos L minuto

Para cada conjunto de ensaios a quantidade de extrato foi previamente
determinada procurando reproduzir a atividade correspondente a relagéao
bromelina pura / caseina em questao, tomando como referéncia o ponto central do
planejamento experimental. O calculo empregado foi uma relagao linear; por
exemplo, para reproduzir a atividade correspondente ao ponto central da relagédo
bromelina pura / caseina de 1/ 25:

Atividade = 0,4671 (mmol tirosina /
40 gramas de extrato — L.minuto)

Qual a massa de extrato . .
para reproduzi-la? «— Atividade = 0,3369 (mmol tirosina /

L.minuto)
Para o exemplo citado, a massa de extrato deve ser de 28,8504 gramas.

Nota: estimativa da quantidade de enzima presente no fruto

Para a relacao 1 bromelina pura / 25 caseina a concentragdo de enzima
foi de 0,5333 g / L, portanto, no meio reacional, cujo volume é de 75 mL, a
quantidade de bromelina pura é de 0,0400 gramas. Para reproduzir a atividade a
quantidade de extrato foi calculada em 28,8504 gramas. Portanto, considerando
que as 28,8504 gramas de extrato contém 0,0400 gramas de enzima, 1 kg do fruto
deve conter 1,3865 gramas. Esta quantidade estimada de enzima no fruto vem ao
encontro das 1 a 2 gramas de bromelina por quilograma de fruto, estimadas por
TISSEAU (1986).

Foi estudado também o comportamento da atividade do extrato ao longo
do tempo. Para tanto, trés situacdes de estocagem foram consideradas:
— Geladeira: temperatura em + 7 °C.

— Congelador da geladeira: temperatura em - 15 °C.

— Freezer. temperaturaem — 23 °C.



4 — Resultados e discussbes

96

Variacao da atividade do extrato durante a estocagem

= 0,55+ .

= —=a— geladeira

i —e— congelador da geladeira
p freezer

£ 0,50+

[%2]

2

E 0,45 = e

<<

0’40_ \

0135 T T T T T 1
0 5 10 15
tempo (dias)

Figura 4.18 — Comportamento da atividade do extrato com a estocagem.

A Figura 4.18 mostra o comportamento da atividade enzimatica do extrato
para as trés situagdes citadas, ao longo do tempo. Observa-se que a condigao
mais favoravel para a preservagdo da enzima € a estocagem no freezer, onde
apds o periodo de 15 dias a atividade é de praticamente 90 % do valor original.
Nas outras condicoes, apés o mesmo periodo de tempo, a atividade fica em
praticamente 82 % do valor original com estocagem no congelador da geladeira, e
em praticamente 73 % com estocagem na geladeira. Portanto, visando melhor

conservagao, o extrato foi estocado no freezer.

4.3.2.1 Planejamento experimental para o extrato — base: relacao 1/ 25.

Os ensaios foram efetuados em duplicata. Os resultados encontrados para
atividade em fungéo das variaveis codificadas estdo na Tabela 4.12, apresentada
no Apéndice VIII.

Atividadeg,,..,, = 0,3754—0,0658 pH. 4 + 0,1006 t.; — 0,0383 pHZ,

base 1/25 (4.20)
-0,0158 tfd -0,0154pH,_, t 4

Os resultados foram tratados empregando o aplicativo computacional
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MINITAB 15 da Minitab Inc. A equacdo (4.20) mostra 0 modelo quadratico

resultante, em fungao das variaveis codificadas.

A superficie de resposta descrita pelo modelo é apresentada na
Figura 4.19. A projecao da superficie de resposta sobre o plano formado pelos
eixos temperatura codificada e pH codificado é apresentada na Figura 4.20.

Superficie de resposta - extrato: base 1/25

0,6
0,4
0,2
0,0

-1 0
pH cd

Figura 4.19 — Superficie de resposta para o extrato — base: relacao 1/25.

Projecao da superficie de resposta - extrato: base 1 /25

atividade

< 0,1

0,1 - 0,2

§ o2 -03
o3 - 04

W o4 - 05

[ ] > 0,5

-0 -05 00 0,5 1,0
pH cd

Figura 4.20 — Projegéo da superficie de resposta o extrato — base: relagéo 1/25.

A andlise de variancia levou aos resultados apresentados na Tabela 4.13.

Com base nestes resultados calculou-se o coeficiente de determinagdo do
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modelo, dado pela equacdo (3.19) e a variacdo explicavel maxima, dada pela

equacao (3.20).

Tabela 4.13 — Andlise de variancia — extrato: base relagéo 1/ 25.

Fonte de variagao Soma quadratica (SQ) Valor encontrado

Regresséo SQp = f% vi-v) 0,2498

i
Residuos SQ, = gnz (v;—Vi )? 0,0089

i

Erro puro SQ,, = g% (Vi -V )? 0,0061

i
Total sQ; = g"z( V-V ) 0,2587

i

Coeficiente de determinacao do modelo:

2 _SQp _ 02498

R =
SQ, 02587

= 0,9656

Significa que 96,56 % da variacdo é explicada pelo modelo.

Variacao explicavel maxima:

SQr -5Q,, _ 0,2587-0,0061

= 0,9764
SQ, 0,2587

A variagao explicavel maxima do modelo é de 97,64 %.

O ajuste aos resultados experimentais foi verificado construindo-se um
gréfico dos valores de atividade previstos pelo modelo em fungdo dos valores

encontrados experimentalmente, conforme mostra a Figura 4.21.

O coeficiente de determinacao do modelo, a variagdo explicavel maxima e
o grafico da Figura 4.21 mostram que a equagdo (4.20) é satisfatéria para
expressar como a atividade enzimética varia em fungédo da temperatura e do pH
(dentro dos limites do planejamento tipo estrela, nos quais os ensaios foram

efetuados).
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Modelo em func¢ao dos resultados experimentais
extrato - base: relacao 1/25

0,6

0,5+

0,4+

0,3+

Modelo (mmol tirosina / L.min)

0,2+

0,1 T T T T T T T T T 1
0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
Resultados experimentais (mmol tirosina / L.min)

Modelo = 0,9656 . (resultados experimentais) + 0,0116
R® = 0,9656

Figura 4.21 — Grafico comparativo para o0 modelo — extrato base relagao 1/ 25.

A exemplo do que foi feito nos itens referentes ao planejamento
experimental para bromelina pura, a uma temperatura codificada constante um
plano paralelo ao plano definido pelos eixos atividade e pH codificado
(Figura 4 .19) corta a superficie de resposta, definindo uma curva da atividade em
funcdo do pH codificado. Derivando a equagédo do modelo (equagédo 4.20) com
relacdo ao pH codificado, para dada temperatura codificada constante tem-se:

(M =—0,0658 - 0,0765 pHoy — 0,0154 t, (4.21)

dpH

j t., constante

A equacéo (4.21) € a derivada da curva definida pela intersecgédo do plano
acima referido. Igualando a equacao derivada a zero, tem-se o ponto de maximo
da fungao:

—0,0658-0,0765 pH,, — 0,0154 t, =0

PH. g s =-0,8592-0,2008 t, (4.22)

extrato—base: 1/ 25
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A equacéo (4.22) define o pH étimo, para dada temperatura, no qual deve-

se trabalhar para obter a maior atividade enzimatica no caso do extrato base:
relacdo 1/25. Para os ensaios relativos a estabilidade térmica e cinética

enzimatica, utilizou-se a equagéo (4.22) para definir o pH.

Substituindo a equacéo (4.22) na equacado do modelo (equagédo 4.20),
tem-se a equacao (4.23), que relaciona a atividade enzimatica para pH codificado
6timo em fungéo da temperatura codificada.

Atividade,, | stimo
extrato—base: 1/ 25

=0,4037+0,1138 ., — 0,0143 t2, (4.23)

A Figura 4.22 mostra o gréafico da atividade para pH étimo em funcéao da
temperatura codificada (equacéao 4.23).

Atividade em funcao da temperatura para pH 6timo
(extrato - base: 1/ 25)

o
»
1

0,5+

0,4-

A (mmol tirosina / L.min)

0,3

0,2 T T T T T T T T T T T T T 1
-5 -10 05 00 05 10 15

t

cd

Figura 4.22 — Gréfico da atividade para pH étimo em funcdo da temperatura codificada.
Extrato — base: relacdo 1/ 25.

4.3.2.2 Planejamento experimental para o extrato — base: relacao 1/ 50.

Os ensaios também foram efetuados em duplicata. Os resultados
encontrados para atividade em fungdo das varidveis codificadas estdo na
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Tabela 4.14, apresentada no Apéndice IX. Os resultados foram tratados
empregando o aplicativo computacional MINITAB 15 da Minitab Inc. A equagéo
(4.24) mostra o modelo quadratico resultante, em funcdo das variaveis
codificadas.

Atividadeg,y,,,, =0,2963-0,0570 pH, 4 +0,0796 t,, — 0,0500 pHZ,
base 1/50 (4_24)
—0,0065 t2,—-0,0858 pH, t,

Superficie de resposta - extrato base: 1 /50

0,4
A 03
0,2
0,1

pH cd

Figura 4.23 — Superficie de resposta para o extrato — base: relacao 1/50.

Projecao da superficie de resposta - extrato base: 1 /50

atividade

< 0,1

01- 0,2
Wo2- 03
Wo3- 04
[ ] > 04

ted

-1,0  -05 0,0 0,5 1,0
pH cd

Figura 4.24 — Projecéo da superficie de resposta o extrato — base: relagéo 1/50.
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A superficie de resposta descrita pelo modelo é apresentada na
Figura 4.23. e a sua projecao na Figura 4.24. A andlise de variancia levou aos
resultados apresentados na Tabela 4.15; com base neles calculou-se o coeficiente
de determinagdo do modelo dado pela equagao (3.19), e a variacao explicavel

méaxima, dada pela equacéo (3.20).

Tabela 4.15 — Anadlise de varidncia — extrato: base relagdo 1 /50

Fonte de variacao Soma quadratica (SQ) Valor encontrado
Regressao SQp = 'f:% vi-v) 0,1929
i
Residuos SQ, = g%(%j -y, F 0,0041
i
Erro puro sQ,, = g%(}’/j -y, F 0,00089
iJ
Total sQ; = g%(y” _V)? 0,1970
i

Coeficiente de determinacao do modelo:

_8Qy 01929

R? =
SQ, 0,970

=0,9792

Significa que 97,92 % da variagao é explicada pelo modelo.
Variacao explicavel maxima:

SQr ~SQ,, _ 0,1970-0,00089

=0,9955
SQ, 0,1970

A variacdo explicavel maxima do modelo é de 99,55 %.

A Figura 4.25 mostra o grafico dos valores de atividade previstos pelo

modelo em fungéo dos valores encontrados experimentalmente.

O coeficiente de determinacado do modelo, a variagdo explicavel maxima e
o grafico da Figura 4.25 mostram que a equacao (4.24) é satisfatéria para
expressar como a atividade enzimatica varia em fungcédo da temperatura e do pH

(dentro dos limites do planejamento experimental).
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Modelo em funcao dos resultados experimentais
extrato - base: relacao 1/50

0,5+

0,4+

0,3 1

0,2+

Modelo (mmol tirosina / L.min)

0,1 T T T T T T T 1
0,1 0,2 0,3 0,4 0,5
Resultados experimentais (mmol tirosina / L.min)

Modelo = 0,9789 . (resultados experimentais) + 0,0054
R*=0,9789

Figura 4.25 — Grafico comparativo para o0 modelo — extrato base relagao 1 / 50.

A exemplo do que foi feito nos itens anteriores, para uma temperatura
codificada constante, um plano paralelo ao plano definido pelos eixos atividade e
pH codificado (Figura 4 .23) corta a superficie de resposta, definindo uma curva da
atividade em funcdo do pH codificado. Derivando a equacdo do modelo
(equacao 4.24) com relagdo ao pH codificado, para dada temperatura codificada
constante tem-se:

( d (atividade)

doh =-0,0570-0,1001pH,, — 0,0358 t (4.25)

jtcd constante

A equacéo (4.25) € a derivada da curva definida pela intersecgcéao do plano
acima referido. Igualando a equacéao derivada a zero, tem-se o ponto de maximo
da fungao:

~0,0570-0,1001pH,, —0,0358 t ; = 0

pHcd étimo = _0,5699 - 0,3578 th

extrato—base: 1/ 50

(4.26)
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A equacéo (4.26) define o pH étimo, para dada temperatura, no qual deve-

se trabalhar para obter a maior atividade enzimatica no caso do extrato base:
relacdo 1/50. Para os ensaios relativos a cinética enzimatica utilizou-se a

equacao (4.26) para definir o pH.

Substituindo a equacéo (4.26) na equacado do modelo (equagédo 4.24),
tem-se a equacao (4.27), que relaciona a atividade enzimética para pH codificado
6timo em fungéo da temperatura codificada.

Atividade,y;  stimo
extrato—base: 1/ 50

=0,3126+0,1000 t,, —-9,5x10 % t2, (4.27)

A Figura 4.26 mostra o grafico da atividade para pH étimo em funcéo da
temperatura codificada (equacéao 4.27).

Atividade em func¢éo da temperatura para pH 6timo
(extrato - base: 1/50)

o o o
w B ()]
1 1 1

A (mmol tirosina / L.min)

o
N
1

0,1 — T - T T 1 " 1T " T
-5 -10 05 00 05 10 15
t

cd

Figura 4.26 — Gréfico da atividade para pH étimo em funcdo da temperatura codificada.
Extrato — base: relagcéo 1/ 50.

4.3.2.3 Planejamento experimental para o extrato — base: relacao 1/ 125.

Os ensaios também foram efetuados em duplicata, e os resultados
encontrados para atividade em fungdo das varidveis codificadas estdo na
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Tabela 4.16, apresentada no Apéndice X. Eles foram tratados empregando o
aplicativo computacional MINITAB 15 da Minitab Inc. A equacéo (4.28) mostra o

modelo quadrético resultante, em fungéo das variaveis codificadas.

Atividadeg, .., =0,0808 - 0,0045 pH_, + 0,0424 t,, —0,0157 prd
base 1/125 (4.28)
+0,0065 tfd —-0,0089pH 4 t.4

Superficie de resposta - extrato: base 1/125

0,15
A 010
0,05
0,00

-1
pH cd

Figura 4.27 — Superficie de resposta para o extrato — base: relagcao 1/125.

Projecao da superficie de resposta - extrato: base 1/125

atividade
] < 0,000
Il 0,000 - 0,025
I 0,025 — 0,050
0,050 — 0,075
0,075 - 0,100
M 0,100 - 0,125
B 0,125 - 0,150
[ ] > 0,150

ted

-1,0 -05 00 0,5 1,0
pH cd

Figura 4.28 — Projecao da superficie de resposta para o extrato — base: relagao 1/125.
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A superficie de resposta descrita pelo modelo e a sua projecao
encontram-se na Figura 4.27 e a na Figura 4.28, respectivamente. A analise de
variancia levou aos resultados apresentados na Tabela 4.17, e com base neles
calculou-se o coeficiente de determinacdo do modelo, e a variagdo explicavel

maxima.

Tabela 4.17 — Andlise de variancia — extrato: base relagédo 1/ 125.

Fonte de variacdo Soma quadratica (SQ) Valor encontrado

Regressao SQp = 'f:% vi-v) 0,0340

i
Residuos SQ, = g%(%j -y F 0,0016

i

Erro puro sQ,, = g%(}’/j -y, F 0,0012

iJ
Total sQ; = g"z( V-V ) 0,0356

i

Coeficiente de determinacao do modelo:

_ 8Qy 00340

R? =
SQ, 00356

= 0,9551

Significa que 95,51 % da variagao é explicada pelo modelo.
Variacao explicavel maxima:

SQr -5Q,, _0,0356-0,0012

= 0,9663
SQ, 0,0356

A variacdo explicavel maxima do modelo é de 96,63 %.

A Figura 4.29 mostra o grafico dos valores de atividade previstos pelo

modelo em fungéo dos valores encontrados experimentalmente.

O coeficiente de determinacdo do modelo, a variagéo explicavel maxima e
o grafico da Figura 4.29 mostram que a equagado (4.28) é satisfatéria para
expressar como a atividade enzimatica varia em fungédo da temperatura e do pH

(dentro dos limites do planejamento experimental).
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Modelo em func¢éo dos resultados experimentais
extrato - base: relacao 1/125
0,20

0,154

0,10

Modelo (mmol tirosina / L.min)

0,05 +

0,00 T T T T T T T 1
0,00 0,05 0,10 0,15 0,20
Resultados experimentais (mmol tirosina / L.min)

Modelo = 0,9568 . (resultados experimentais) + 0,0032
R® = 0,9563

Figura 4.29 — Grafico comparativo para o0 modelo — extrato base relagdo 1/ 125.

A exemplo dos itens anteriores, derivando a equagédo do modelo (equacao
4.28) com relagao ao pH codificado, para dada temperatura codificada constante

tem-se:

=-0,0045-0,0314 pH_4 - 0,0089 t 4 (4.29)

d(atividade)
dpH

jtcd constante

Ilgualando a equacao derivada a zero, tem-se o ponto de maximo da
funcéo:

—0,0045-0,0314 pH,, — 0,0089 t , = 0

pH =-0,1446-0,2853 t,

cd détimo
extrato—base: 1/125

(4.30)

A equacao (4.30) define o pH 6timo, a dada temperatura, para obter a
maior atividade enzimatica referente a relacdo extrato base 1/125. Para os

ensaios relativos a cinética enzimatica o pH foi definido pela equacéao (4.30).

Substituindo a equacdo (4.30) na equacao do modelo (equagcao 4.28),
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tem-se a equacao (4.31), que relaciona a atividade enzimética para pH codificado

6timo em fungéo da temperatura codificada.

Atividade,y;  simo = 0,0811+0,0437 t , +0,0078 {2, (4.31)

extrato—base: 1/125

A Figura 4.30 mostra o gréafico da atividade para pH 6timo em funcao da
temperatura codificada (equacéao 4.31).

Atividade em func¢éao da temperatura para pH 6timo
(extrato - base: 1/125)
0,20

0,15+

0,10+

A (mmol tirosina / L.min)

0,05 +

0,00 —— 1 T T 1 T T T 1
-5 10 05 00 05 10 15

t

cd

Figura 4.30 — Gréfico da atividade para pH étimo em funcdo da temperatura codificada.
Extrato — base: relagcao 1/ 125.

4.3.2.4 Comparativo entre as relacoes enzima / substrato para o extrato

A Figura 4.31 mostra o gréafico da atividade para pH 6timo em funcao da

temperatura para as trés relagbes enzima / caseina, relativas ao extrato do fruto.

Para as trés relacbes, tomando como referéncia o ponto central da
temperatura, ou seja, o ponto onde a temperatura codificada € igual a zero, segue
que:

Atividade i, simo =0,4037+0,1138 t,; —0,0143 t2, (4.23)

extrato—base: 1/ 25
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Para t,, =0:

AtiVidadepHCd Stimo = 0,4037

extrato—base: 1/ 25

(4.32)

Atividade em funcao da temperatura para pH 6timo
comparativo entre as trés relacoes extrato / caseina

0,6 -

= 1/25

0,5

0,4+

0,3 1

A (mmol tirosina / L.min)

0,2+

0,1+

0,0 T T T T T T T T T T T T T N
1% 10 -056 00 05 10 15
t

cd

Figura 4.31 — Comparativo entre as trés relagdes enzima / caseina, relativas ao extrato.

Para as outras duas relagbes:

Atividade . =0,3126
B Eate base: 1/50 (4.33)
Atividade ., ~ siim =0,0811
o e: 1/125 (4.34)
Dividindo a equacao (4.32) pela equacéo (4.33):
Atividade ;; i
pH,, dtimo
_ extrato base 1/ 25 _ 0,4037 _ 1’2914 (435)
Atividade ,y  simo 0,3126
ext;dato base 1/50
Dividindo a equacéo (4.32) pela equacao (4.34):
Atividade ;; i
pH,, dtimo
_ extrato base 1/ 25 _ 0,4037 _ 4,9778 (436)
Atividade y, | stimo 0,0811

extrato base 1/ 125
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A equacéo (4.36) mostra que, tomando como referéncia o ponto central da
temperatura, a atividade para a relacdo enzima (no extrato) / caseina, base:
1/ 125, ficou praticamente cinco vezes menor do que a relagdo 1/ 25, de acordo
com o esperado. Entretanto, para a relagdo 1 / 50, que deveria apresentar metade
da atividade da relag@o 1 / 25, o valor encontrado foi praticamente 1,3 vez menor.
Este afastamento com relagdo ao valor esperado foi devido a alguma diferenga na
determinacdo da quantidade de extrato a ser empregada (definida em um ensaio
preliminar de atividade). Decidiu-se considerar estes resultados uma vez que o
objetivo principal ndo foi obter metade da atividade, mas sim efetuar o

planejamento em trés diferentes relacoes.

As discussdes quanto ao comportamento da atividade nos planejamentos
efetuados com o extrato sao similares aquelas efetuadas para a bromelina pura. A
Figura 4.31 mostra que a atividade aumenta com o aumento da temperatura,

porém para a relagdo base 1 / 25 nota-se que a tendéncia nédo é tdo acentuada
(na equagéao (4.23), o termo tfd apresenta sinal negativo, indicando um ponto de

maximo); a superficie de resposta para o extrato relagao base 1/ 25. (Figura 4.19)

mostra esta tendéncia. Para a relacdo 1/50 a atividade aumenta com a

temperatura de forma quase que linear, devido ao coeficiente do termo tZ, ser

pequeno (—9,5x107°). Para a relacdo 1/125 o termo tfd € positivo, indicando
comportamento diferente, como pode-se observar na Figura 4.27 (superficie de
resposta para o extrato base: relagdo 1/125).

Como ja discutido no item 4.3.1.4 (comparativo para a bromelina pura),
pode-se fazer alguma previsdo para valores maiores de temperatura. A tendéncia
apresentada pela relagéo base 1/ 25 (com sinal negativo para o termo t2,) pode

ser explicada pela desativagao térmica da enzima (por um lado, atividade aumenta
com a temperatura, enquanto que por outro lado diminui pela desativagédo

térmica). Para as relagdes base 1/50 e 1/125 o fenbmeno deve acontecer em
temperaturas maiores (f,;, >+v2,ou seja: t >49°C).

Para o extrato, a discussdo sobre o comportamento com a temperatura

também encontra apoio quando se considera 0 modelo de acdo enzimatica
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pseudo-estacionario (SEGEL, 1993), a exemplo do que j& foi feito para a

bromelina pura (Figura 4.16) no item 4.3.1.4.

4.3.3 Comparativo entre os planejamentos experimentais para a
bromelina pura e para o extrato do fruto
A Figura 4.32 mostra o gréafico da atividade para pH 6timo em funcao da

temperatura codificada, considerando os planejamentos efetuados para a
bromelina pura e para o extrato.

Atividade em fun¢éo da temperatura para pH 6timo
comparativo entre as relagdes enzima / caseina

= 0,61
= ]
= 05-
s ] Bromelina pura:
Q m 1/25
o u
g 04 e 1/50
© ] 1/125
E 0,3 Extrato:
; | v 1/25

0,2 . 1/50

] — 4 < 1/125
///// p
0,1 N o‘ P
.
0,0 T T T T T T T T T T T T T 1
-5 10 05 00 05 10 15
tcd

Figura 4.32 — Comparativo entre os planejamentos efetuados para bromelina pura e para
o extrato.

Qualitativamente, a Figura 4.32 mostra que a enzima presente no extrato
comporta-se de maneira semelhante a bromelina pura. Nas curvas para a relagéao
1/ 25 observa-se a tendéncia da atividade atingir um ponto de méximo. Na curva
para o extrato, base 1 /50, observa-se que o comportamento é intermediario entre
a bromelina pura relagdo 1/50 e bromelina pura relacdo 1/25, e também
intermediario com relagao ao extrato base 1 /25. O comportamento para o extrato
base 1 / 50 explica-se pela proximidade da atividade no ponto central com a
atividade da relagdo bromelina pura 1 / 25; em outras palavras, o planejamento
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para a relagdo extrato base 1 / 50 foi efetuado com uma quantidade de extrato
mais préxima da relagdo bromelina pura 1 / 25 do que da relagdo bromelina pura
1/50. As curvas para bromelina pura relacéo 1 / 125 e extrato base 1/ 125 foram

praticamente coincidentes.

Para os ensaios com o extrato procurou-se reproduzir a mesma atividade
encontrada nos ensaios com bromelina pura, tomando como referéncia o ponto
central do planejamento. Entretanto, observa-se que, com exce¢ado a relagédo
1/125, esta meta ndo foi alcancada. Este afastamento com relacdo ao valor
esperado explica-se como sendo devido a alguma diferenca na determinacao da
quantidade de extrato a ser empregada. Como ja comentado (item 4.3.2.4), o
objetivo principal ndo foi reproduzir a atividade, mas sim efetuar o planejamento

em diferentes relagoes.

4.4 Estabilidade térmica da enzima

A estabilidade térmica foi estudada fazendo medidas da atividade
enzimatica ao longo do tempo. O calculo da atividade seguiu a mesma rotina ja
exemplificada no item 4.3.

De acordo com a literatura, apresentada no item 2.7, a decomposicao
térmica da bromelina segue uma cinética de ordem um. Os ensaios e o tratamento
dos resultados para a bromelina pura e para o extrato seguiram o método citado
no item 3.14. O estudo considerou a relacao 1 / 25 para a bromelina e a relagao
base 1/ 25 para o extrato.

Conforme SRIWATANAPONGSE, BALABAN & TEIXEIRA (2000) a
desativagao térmica da bromelina ocorre de forma acentuada ao longo do tempo,
quando mantida com o pH em 3,4. Para fins de comparacdo, os ensaios foram
efetuados com o pH previsto no planejamento e com o pH entre 3,3 e 3,5. A
preparacao para os ensaios com o pH previsto no planejamento seguiu a rotina ja
citada no capitulo Materiais e Métodos, porém, para o pH entre 3,3 e 3,5, a rotina
teve que ser adaptada, pois a caseina precipita nestes valores de pH. A

adaptacao efetuada foi a seguinte:
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Como tanto a bromelina pura como o extrato apresentam pH natural entre 3,6
e 3,8, seu valor foi ajustado entre 3,3 e 3,5 pela adicdo de pequena
quantidade de HCI 1 M (proporcao de 1 mL para cada 65 mL da dispersao),
sem necessidade de adicionar tampao. Verificou-se que o pH ficou no valor
desejado durante os ensaios.

A dispersdo de caseina foi preparada com 50 % a mais de tampao com
relacdo a sua preparagcdo normal, descrita no item 3.3. Esta quantidade
adicional de tampéao foi feita prevendo o futuro contato com a dispersao de
enzima sem tampao. Durante os ensaios, o pH do meio reacional ficou no

valor previsto, de acordo com o planejamento.

Imediatamente antes do ensaio, foram pipetados 30 mL da dispersdo de
extrato (ou 15 mL no caso da dispersédo de bromelina) no reator. Em seguida,
foram adicionados 20 mL de solucdo de NaOH sobre o extrato (ou 10 mL no
caso da dispersao de bromelina), ajustando o pH no mesmo valor do pH da
caseina. A concentracdo de NaOH para corregcdo do pH foi definida por

ensaios previos.

Sobre a dispersao de extrato no reator, adicionou-se 25 mL da dispersao de
caseina a 40g / L (ou 50 mL da dispersao de caseina 20 g / L sobre a
dispersao de bromelina).

Com a adaptacdo de procedimento descrita, foi possivel deixar as

dispersdes de bromelina e extrato no pH baixo (3,3 a 3,5), e na temperatura de

trabalho ao longo do tempo, e fazer os ensaios de atividade com a hidrélise da

caseina acontecendo no pH previsto pelo planejamento.

Os valores de pH empregados conforme o planejamento foram calculados

pelas equagbes pH 4 5imo €M funcdo de t,, (item 4.3), obtendo-se assim a maior

atividade para dada condi¢cdo. Por exemplo, para t,, =+1, e ensaio da bromelina

pura relacdo 1/ 25:

PH g stimo =-0,3547-0,2425 t 4

bromelina pura1/25

pH =-0,3547 - 0,2425x1=-0,5972

cd 6timo
bromelina purat/25
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Como:
H-7,0
pHa,ZEL_T__ (3.15)
_0,5972:M

pH =6,4028 = 6,4

Para todos os valores de pH de trabalho calculados, os limites maximo e
minimo foram estabelecidos em + 0,7 e —0,1; faceis de atender, uma vez que o

meio estd tamponado, e resultam em pequena variacao na atividade, conforme

observa-se no seguinte exemplo, considerando f,, =0
Para pH=6,3:

_63-70 _

H
pcd 1

-0,7

Para, a equagcdo do modelo (equacéao 4.3):
Atividade?/,%e,,,,a pura = 0,3369—0,0299 pH 4 +0,0653 t,,, — 0,0422 pHZ,
—0,00845 t2,—0,0205 pH 4 t,
A atividade prevista é:

AtiVidadeBrome/ina pura = 0,3371
1/25

Para pH=6,5:

_65-70 _

PHoq =—— -05

A atividade prevista é:

AtiVidadeBrome/ma pura = 0,3413
1/25

Como ja comentado no item 4.3.2, para o extrato, cuja quantidade
necesséria para cada ensaio ficou acima de 20 g, o volume adicionado foi de 50

mL, e a dispersdo de caseina, preparada na concentragdo de 40 g / L, foi de
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25 mL. Assim a concentragdo de caseina no meio reacional permaneceu no valor
de 13,3333 g / L. Também, a quantidade de substancias detectaveis a 280 nm
presentes no extrato excedeu o limite de leitura, portanto, foi necessério fazer uma
diluicdo adicional das aliquotas retiradas tanto do branco quanto do ensaio com

caseina avolumando-as de 5 mL para 25 mL.

4.4.1 Estabilidade térmica da bromelina pura relacao 1 / 25: pH

conforme o planejamento

Foram efetuados dois conjuntos de ensaios obtendo-se, para cada um,
dez pontos ao longo de 180 minutos. As Tabelas 4.18 e 4.19 mostram os
resultados obtidos.

Tabela 4.18 — Estabilidade térmica: bromelina pura 1/ 25. pH conforme planejamento:

primeiro conjunto de ensaios.

Atividade (mmol tir'osina
L min
Tempo Temperatura (°C)
(minutos)
25 35 44 53 62

0 0,2598 0,3485 0,4347 0,4909 0,6144
20 0,2605 0,3353 0,4211 0,4342 0,4166
40 0,2559 0,3297 0,3956 0,3736 0,2867
60 0,2533 0,3204 0,3755 0,3335 0,2123
80 0,2499 0,3079 0,3642 0,2956 0,1808
100 0,2467 0,3093 0,3506 0,2595 0,1604
120  0,2438 10,3090 0,3262 0,2346 0,1565
140 0,2423 10,4413 0,2825 0,2233 0,1457
160 0,2483 10,2856 0,2761 0,2135 0,1446
180 0,2699 0,4575 0,2834 0,2216 0,1098
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Tabela 4.19 — Estabilidade térmica: bromelina pura 1/ 25. pH conforme planejamento:
segundo conjunto de ensaios.

Atividade (mmol t/r.osmaj
L min
Tempo Temperatura (°C)
(minutos)
25 35 44 53 62

0 0,2354 0,3553 0,4791 0,5974 0,6442
20 10,2292 0,3578 0,4676 0,5473 0,4216
40 0,2237 10,3459 10,4405 0,5020 0,2674
60 0,2282 0,3382 0,4278 0,4507 0,1982
80 0,2248 0,3229 0,4094 0,4057 0,1668

100 0,2215 0,3140 0,3919 0,3639 0,1496
120 0,2189 0,3063 0,3759 0,3157 0,1360
140 0,2185 0,2934 0,3495 0,2840 0,1320
160 0,2171 0,2836 0,3230 0,2651 0,1287

180 0,2112 0,2611 0,3112 0,2154 0,1201

A equacdo vista para a cinética da decomposicao térmica da enzima foi:

nA-_koe
~=—k (3.27)

Para verificar se 0 modelo corresponde aos resultados construiram-se o0s

graficos —ln(AAj em funcdo do tempo &, mostrados nas Figuras 4.33 e 4.34.
0

Eles foram construidos eliminado os pontos que resultaram em — /n(AAJ < 0 (dois
0

pontos para temperatura de 25 °C e dois pontos para temperatura de 35 °C no
primeiro conjunto e um ponto para temperatura de 35 °C no segundo conjunto de
ensaios). Estes resultados foram eliminados uma vez que nao é coerente que a
atividade ao longo do tempo venha a ser maior do que a atividade inicial. E certo
que tenha ocorrido algum erro de amostragem ou de leitura.
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Estabilidade térmica: bromelina pura (1/25) - pH conforme planejamento

primeiro conjunto de ensaios

200

150
6 (minutos)

B 25 C:
-In (A/A)) = 0,0004.6 + 0,0038
R® = 0,7880
e 35 C:
-In (A/A)) = 0,0011.6+ 0,0112
R® = 0,9453

44 °C:
-In (A/A)) = 0,0027.6- 0,0177
R®=0,9575
v 53 °C:
-In (A/A ) = 0,0048.6 + 0,0749
R®=0,9413

62 °C

0

Figura 4.33 — Grafico — ln(AAJ em fungao de @ para bromelina pura 1/ 25; pH conforme

planejamento: primeiro conjunto de ensaios.

“In(A/A)

Estabilidade térmica: bromelina pura (1/25) - pH conforme planejamento

segundo conjunto de ensaios

3,5 -
3,0-.
2,5—.
2,0—-
1,5-
1,0—-

0,5 -

0,0 ———
0 50

150 200
6 (minutos)

m 25 °C:
-In (A/A)) = 0,0005.6 + 0,0113
R® = 0,9000
e 35 °C:
-In (A/A)) = 0,0017.6- 0,0330
R® = 0,9532

44 °C:
-In (A/A) = 0,0024.6 - 0,0235
R® = 0,9847
v 53 °C:
- In (A/A) = 0,0055.6 - 0,0345
R® = 0,9925

62 °C

0

planejamento: segundo conjunto de ensaios.

Figura 4.34 — Grafico — /n(AA] em fungdo de @ para bromelina pura 1/ 25; pH conforme
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Para as temperaturas de 25 °C, 35 °C, 44 °C e 53 °C, os gréaficos mostram
que o modelo de ordem um é adequado para representar a desativagdo da

enzima, uma vez que o0s resultados experimentais concordaram com a

dependéncia de — /n(AAJ em funcado de 6. Os valores da constante de inativagao
0

k; podem ser obtidos pelas equacdes apresentadas junto aos gréaficos, que estao

na forma:

—/n(ij:k, 6+b
AO

Desenvolvendo:

A _ _ _
A _ g (kotb) _ gok6 o-b
Ay

Os valores de b sdo tais que pode-se considerar o termo e™® =1.

Portanto: —/n (ij =k; 0
AO

A Tabela 4.20 mostra os valores de k; encontrados.

Tabela 4.20 — Valores da constante de inativagdo k; para bromelina pura relagdo 1/25 e
pH conforme o planejamento experimental.

Constante de inativagdo k; (minuto™")

Temperatura (°C)
19 conjunto de ensaios 2° conjunto de ensaios

25 0,0004 0,0005
35 0,0011 0,0017
44 0,0027 0,0024
53 0,0048 0,0055

A energia de ativacdo pode ser encontrada considerando a dependéncia

de k; com a temperatura conforme a equacéo de Arrhenius (equagéo 2.22).

Ea
RT

Ink, =Ink, - (2.22)
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A Figura 4.35 mostra o gréafico de In k; em funcdo de % do qual pode-se

obter a energia de ativacdo. Observa-se no gréfico, pelos valores do coeficiente de
correlagao, que o modelo de Arrhenius é adequado para descrever a dependéncia
da constante de inativagdo com a temperatura.

Determinacao da energia de ativacao - bromelina pura 1/25
pH conforme planejamento
_ -5,0-
< -
£ = 1°conjunto:
5,51 In k = 21,5976 - 8755,08 . (1/7)
| R? = 0,9944
-6,0
1 ® 2°conjunto:
-6,5 - In k =19,0939 - 7921,42 . (1/T)
1 R® = 0,9687
-7,0-
-7.,5-
-8,0-
3,0 3,1 3,2 3,3 3,4
1/ T(K") x 10°

Figura 4.35 — Grafico de /In k; em fungédo de % para bromelina pura relagédo 1/ 25 e pH

conforme planejamento.

Tabela 4.21 — Valores da energia de ativacdo e do fator de freqiéncia para bromelina
pura, relacdo 1/ 25 e pH conforme planejamento.

1°conjunto de ensaios 2° conjunto de ensaios

k, (minuto™) 2,3973x 10 ° 1,9605 x 10 8
kJ
E,|— 72,7932 65,8619
mol
Com o valor de R=8,3144 J/ calcula-se a energia de ativagéo E,. A
mo

Tabela 4.21 mostra os valores da energia de ativacdo e os valores do fator de
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freqliéncia k.

Para a temperatura de 62 °C, verificou-se que o modelo mais adequado
para representar a estabilidade térmica da bromelina pura é de ordem dois. Neste

modelo a equacado (3.24), resultante do balanco molar, tem o termo r da

velocidade de reagdo dado por r= k; CZ. Portando, resulta que:

dCe 5
-_k.C
70 i Ce (4.37)

Desenvolvendo a equacédo (4.37) e expressando a concentracdo de
enzima em termos de atividade, chega-se a equacgéao (4.38).

1 1
T_T ke

Estabilidade térmica: bromelina pura (1/25) - pH conforme planejamento
Temperatura de 62°C

104

1/7A

Temperatura: 62 °C
= 1°conjunto:

44 1/A=2,2179 + 0,0380.6
R® = 0,9363
® 2°conjunto:
2'./ 1/A=2,0119 + 0,0368.6
] R® = 0,9488
0 T T T T T T T 1
0 50 100 150 200
6 (minutos)

Figura 4.36 — Grafico de % em funcdo do tempo € para estabilidade térmica da

bromelina pura 1/ 25, pH do planejamento, temperatura 62 °C.

Com os resultados de atividade encontrados para 62 °C, constantes nas

Tabelas 4.18 e 4.19, construiu-se o grafico de % em funcdo do tempo @,
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conforme mostra a Figura 4.36. Os coeficientes de correlagdo mostram, para os
dois conjuntos de ensaios, que 0 modelo de ordem dois pode ser considerado
adequado para representar a decomposicao térmica da bromelina pura a 62 °C.
Observa-se também que as constantes de inativagao k; ficaram préximas (0,0380

L

e 0,0368
mmol

). A literatura consultada também considera que para a bromelina

pura, pH = 7, e temperaturas acima de 60 °C, o mais adequado € um modelo de
ordem maior que um (WINNICK et al, 1940, apud SRIWATANAPONGSE,
BALABAN & TEIXEIRA, 2000).

4.4.2 Estabilidade térmica do extrato base relacao 1 / 25: pH

conforme o planejamento

Foram efetuados dois conjuntos de ensaios obtendo-se, para cada um,
nove pontos ao longo de 180 minutos.

Tabela 4.22 — Estabilidade térmica: extrato base 1/ 25. pH conforme planejamento:
primeiro conjunto de ensaios.

mmol tirosin
Atvidade (;J
L min
Tempo Temperatura (°C)
(minutos)
25 35 44 53 62

0 0,2038 0,3306 0,4186 0,4871 0,4401
20 0,778 0,3381 0,4103 0,5103 0,4535
40 0,1967 0,3516 0,4128 0,5035 0,4207
60 0,2116 0,3579 0,4272 0,5080 0,4188
80 0,2144 0,3526 0,4203 0,5070 0,3691

105 0,2083 0,3302 0,4192 0,5059 0,3292
130 0,2116 0,3577 0,4691 0,5159 0,3031
156  0,2125 10,3692 0,5120 0,5310 0,2638

180 0,2042 0,3808 0,4781 0,5274 0,2819
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Preparou-se o extrato para dez pontos, sendo que a quantidade

correspondente a um ponto foi utilizada para determinagdo do branco. As Tabelas
4.22 e 4.23 mostram os resultados obtidos.

Tabela 4.23 — Estabilidade térmica: extrato base 1/ 25. pH conforme planejamento:
segundo conjunto de ensaios.

mmol tirosin
Atvidade (;J
L min
Tempo Temperatura (°C)
(minutos)
25 35 44 53 62

0 03524 0,4076 0,4746 0,4966 0,5729
20 0,3372 0,3495 0,4880 0,5291 0,5442
40 0,3894 0,3875 0,4710 0,5378 0,5264
60 0,3855 0,3630 0,4582 0,5271 0,5172
80 0,3651 0,3788 0,4635 0,5216 0,5070

105 0,3487 0,3798 0,4776 0,5324 0,5534
130 0,3327 0,3965 0,4993 0,5326 0,5118
155  0,4437 0,3554 0,4835 0,5388 0,5514

180 0,3605 0,4008 0,4877 0,5627 0,4783

Para verificar se o modelo corresponde aos resultados, construiu-se o

gréfico — In(AA] em fungdo do tempo 6. As Figuras 4.37 e 4.38 mostram estes
0

graficos. Os resultados das Tabelas 4.22 e 4.23 e os graficos das Figuras 4.37 e
4.38 mostram uma oscilagdo em torno da atividade inicial. Esta oscilacao pode ser
atribuida muito mais ao método analitico para os ensaios com extrato (que incluiu
a absorbancia do branco e posterior diluigdo adicional, conforme ja discutido no
item 4.3.2), do que ao fenbmeno de inativagao térmica. Portanto, os resultados
obtidos ndo permitem afirmar que a enzima presente no extrato é estavel ao longo
do tempo nas condigdes estudadas, mas sim que a oscilacdo em torno da

atividade inicial ndo possibilitou identificar o fenémeno.
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Estabilidade térmica - extrato: base 1/25, pH conforme planejamento
primeiro conjunto de ensaios
~ 3,5-
N
$ 3,0 .
i~ = 25°C
= 25
' ’ e 35°<C
2,0 44 °C
_ v 53°C
1,54 62 °C
1,0
0,5
0,0+ : v v L ¢ ] ] ¥
'0,5 T T T T T 1
0 50 100 150 200
6 (minutos)

A

Figura 4.37 — Gréfico — /n{A—j em fungdo de @ para o extrato base 1 / 25 conforme pH

0
do planejamento: primeiro conjunto de ensaios.

Estabilidade térmica - extrato: base 1/25, pH conforme planejamento
segundo conjunto de ensaios
—~ 3,57
i: i
$ 3,0 i
S 55 = 25°C
;29 ] e 35<C
2.0 44 °C
] v 53°C
1,54 62 °C
1,01
0,5
1 [ ] o ¢ ~ o
0,0+ v = | § v v : v c
'0,5 T T T T T T T 1
0 50 100 150 200
6 (minutos)

0
do planejamento: segundo conjunto de ensaios.

A
Figura 4.38 — Gréfico — /n{A—j em fungdo de @ para o extrato base 1 / 25 conforme pH
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Pelo resultado do planejamento experimental para o extrato base relagao
1/ 25 (item 4.3.2.1), onde foi observada uma taxa de aumento de atividade
decrescente parecida com o resultado do planejamento experimental para a
bromelina pura (item 4.3.1.1), pode-se esperar a desativagdo térmica da enzima
presente no extrato com valores baixos da constante de inativacdo. No grafico da
Figura 4.37, referente ao primeiro conjunto de ensaios, € perceptivel uma perda de
atividade a 62 °C, que nao se repete no segundo conjunto de ensaios.

4.4.3 Estabilidade térmica da bromelina pura relacao 1 / 25: pH

entre 3,3 e 3,5

Foram efetuados dois conjuntos de ensaios obtendo-se, para cada um,

dez pontos ao longo de 180 minutos. As Tabelas 4.24 e 4.25 mostram o0s

resultados obtidos.

Tabela 4.24 — Estabilidade térmica: bromelina pura 1/ 25. pH entre 3,3 e 3,5: primeiro

conjunto de ensaios.

Atividade (mmol tir.osina
L min
Tempo Temperatura (°C)
(minutos)
25 35 44 53 62

0 0,2120 0,3066 0,4598 0,5534 0,2156
20 0,2062 0,2908 0,3828 0,2361 0,0505
40 0,2126 0,2752 0,3274 0,1361 0,0450
60 0,2049 0,2711 0,2941 0,1069 0,0399
80 0,1980 0,2699 0,2537 0,0925 0,0400
100 0,2135 0,2580 0,2323 0,0865 0,0394
120  0,2005 0,2554 0,2002 0,0832 0,0401
140 0,1950 0,2502 0,1716 0,0782 0,0409
160 0,1952 10,2432 0,1558 0,0766 0,0412
180 0,1971 0,2426 0,1407 0,0741 0,0444




4 — Resultados e discussbes

125

Tabela 4.25 — Estabilidade térmica: bromelina pura 1/ 25. pH entre 3,3 e 3,5: segundo
conjunto de ensaios.

Atividade (mmol t/r.osmaj
L min
Tempo Temperatura (°C)
(minutos)
25 35 44 53 62

0 0,1365 0,2543 0,4524 0,5385 0,3302
20 10,1366 0,2416 0,3844 0,2332 0,0869
40 0,1295 0,2248 0,3424 0,1350 0,0471
60 0,1267 0,2176 0,3119 0,0988 0,0471
80 0,1261 0,2160 0,2840 0,0876 -

100  0,1238 0,2037 0,2661 0,0737 -
120 0,1273 0,1983 0,2365 0,0691 -
140 0,1268 0,1986 0,2220 0,0645 -
160 0,1243 0,1924 0,2052 0,0641 -

180 0,1244 0,1857 0,1836 0,0669 -

Como para o primeiro conjunto de ensaios observou-se que a 62 °C a
atividade cai para valores muito baixos logo no inicio (indicando desativacao da
enzima) decidiu-se, para esta temperatura, fazer o segundo conjunto de ensaios

até 60 minutos.

De modo a verificar se 0 modelo corresponde aos resultados construiu-se

o grafico — ln(Aij em fungado do tempo @; as Figuras 4.39 e 4.40 mostram estes
0

graficos.

Para as temperaturas 53 °C e 62 °C verifica-se que, apos certo tempo, as
atividades caem para valores baixos e proximos entre si, atingindo um patamar,
indicando desativagdo da enzima; portanto, os graficos foram construidos

eliminando os pontos correspondentes ao patamar.
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m 25 C:
-In (A/A)) = 0,0004.6 + 0,0141
R®=0,8177
e 35 °C:
-In (A/A)) = 0,0012.6 + 0,0329
R® = 0,9477

44 °C:
-In (A/A,) = 0,0065.6 + 0,0487
R’ = 0,9955
v 53 °C:
-In (A/A)) = 0,0351.6 + 0,0502
R® = 0,9848

62 °C:
-In (A/A ) = 0,0726.6

Estabilidade térmica: bromelina pura (1/25) - pH 3,3 a 3,5
primeiro conjunto de ensaios
~ 3,5
< ]
~
< 3,041
< ]
v 2,54
2,01
1,54
1,0
1 \/
0,5
0,0 ——
0 50 100 150 200
6 (minutos)

Figura

4.39 — Gréfico — /n(

0

3,3 e 3,5: primeiro conjunto de ensaios.

) em fungé@o de @ para bromelina pura 1/ 25 e pH entre

3,5

3,0+

-In(A/A)

2,5
2,0-
1,5-
1,0-

0,5+

- 7777‘”7;#:%::;-—;.—7——.;‘.%
0,0 , . ' | |

150
6 (minutos)

Estabilidade térmica: bromelina pura (1/25) - pH 3,3 a 3,5
segundo conjunto de ensaios

" 25°C:
-In (A/A,) = 0,0004.6+ 0,0313
R? = 0,6232
e 35°%C:
-In (A/A,) = 0,0016.6 + 0,0339
R® = 0,9543

44 °C:
-In (A/A ) = 0,0047.6+ 0,0615
R? = 0,9901
v 53 °C:
-In (A/A)) = 0,0282.6+ 0,1338
R’ = 0,9584

62 °C:
-In (A/A)) = 0,0487.6+ 0,1204
R’ = 0,9562

Figura 4.40 — Gréfico — ln(:\

0

j em funcéo de @ para bromelina pura 1/ 25 e pH entre

3,3 e 3,5: segundo conjunto de ensaios.
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No grafico da Figura 4.39 o patamar foi atingido apdés 20 minutos na
temperatura de 62 °C restando, portanto, apenas dois pontos (inicial e 20 minutos)
para a construgéo da linha de tendéncia, ndo havendo entao sentido em calcular o
valor do coeficiente de correlagdo (R?). Apesar de determinada com apenas dois
pontos, a constante de inativagdo k; para 62 °C foi considerada porque se alinha
com as constantes para as demais temperaturas na determinacédo da energia de

ativacdo, como sera visto mais adiante.

Os graficos mostram que o modelo de ordem um é adequado para

representar a desativagdo da enzima, uma vez que os resultados experimentais

concordaram com a dependéncia de —ln(Aij em funcao de &. Conforme ja
0

discutido no item 4.4.1, as equacOes apresentadas junto aos graficos estdo na

forma:—In (Aij:k, 6+b. Para os valores de b, pode-se considerar o termo
0

e’ =1,e, portanto, —In (Aijsk,- 6. A Tabela 4.26 mostra os valores de k;
0

encontrados.

Tabela 4.26 — Valores da constante de inativagdo k; para bromelina pura relagdo 1/25 e
pH entre 3,3 e 3,5.

Constante de inativagdo k; (minuto™")
Temperatura (°C)

19 conjunto de ensaios 2° conjunto de ensaios

25 0,0004 0,0004
35 0,0012 0,0016
44 0,0065 0,0047
53 0,0351 0,0282
62 0,0726 0,0487

Considerando a dependéncia de k; com a temperatura conforme a

equacgdo de Arrhenius, pelo grafico de Ink; em fungéo de % pode-se obter a
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energia de ativagéo E_,, como mostra a Figura 4.41. Observa-se no grafico, pelos

valores do coeficiente de correlagdo, que o modelo de Arrhenius € adequado para

descrever a dependéncia da constante de inativagdo com a temperatura.

In k.

Determinacéo da energia de ativagao - bromelina pura 1/25

pH3,3a3,5

= 1°conjunto:
In kl,= 42,1193 - 14937,33 . (1/7)
R® = 0,9844

® 2°conjunto:
In k= 37,5958 - 13548,14 . (1/T)

R? = 0,9850

3,2

3,3 3,4

1/ T(K")x10°

Figura 4.41 — Grafico de In k; em fungédo de % para bromelina pura relacdo 1/ 25 e pH

entre 3,3 e 3,5.

Com o valor de R=8,3144

J

mol K

calcula-se a energia de ativagdo E,. A

Tabela 4.27 mostra os valores da energia de ativagdo e os valores do fator de

freqliéncia k.

Tabela 4.27 — Valores da energia de ativacdo e do fator de freqiéncia para bromelina
pura, relacdo 1/25 e pH entre 3,3 e 3,5.

1°conjunto de ensaios 2° conjunto de ensaios

k, (minuto™")

A

LY
mol

)

1,9597 x 10 '8

124,1949

21264 x10 '®

112,6447
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ARROYO-REYNA & HERNANDEZ-ARANA (1995) ensaiaram, em pH 3,4,
a desnaturacdo térmica da bromelina purificada em laboratério encontrando o

kJ

valor de Ea:(181i35)(—
mol

j, e k,=52x10%(minuto™’). Tomando a

temperatura do ponto central do planejamento (35 °C) como referéncia, a
constante de inativagdo calculada com estes valores é k; =0,0105 (minuto™' ),

enquanto que a calculada com os valores intermediarios de E, e k, encontrados

(Tabela 4.27) é k; = 0,0082 (minuto™" ).

4.4.4 Estabilidade térmica do extrato base relacao 1/ 25: pH entre
3,3e3,5

Foram efetuados dois conjuntos de ensaios com nove pontos cada, ao
longo de 180 minutos. O extrato foi preparado para dez pontos, sendo que a
quantidade correspondente a um ponto foi utilizada para determinagéo do branco.

Durante ensaios iniciais exploratérios, observou-se que a 62 °C a
atividade enzimatica é nula logo no primeiro ponto de leitura (tempo zero). A
temperatura menor (57 °C), a atividade encontrada em dois ensaios foi de 0,5422

mmol tirosina

e de 0,5091 ( .
L min

j no tempo zero, e nula a partir de 20 minutos.

Decidiu-se, portanto, efetuar os ensaios com as temperaturas: 25 °C, 35 °C, 44 °C
e 53 °C, introduzindo a temperatura intermediaria de 49 °C.

Na temperatura de 53 °C, no primeiro conjunto de ensaios, a atividade
calculada apresentou valores negativos a partir de 105 minutos. Estes valores
negativos, proximos de zero, deve-se ao método analitico para os ensaios com
extrato (que incluiu a absorbancia do branco, conforme discutido no item 4.3.2),
quer dizer, a enzima ja perdeu a atividade e o valor lido corresponde a alguma
variacdo na leitura do branco. Em vista do exposto, o segundo conjunto de
ensaios a 53 °C foi feito até 105 minutos, e chegou a apresentar valor negativo
também para a atividade a 80 minutos. Os valores de atividade para a temperatura
de 25 °C e de 35 °C apresentaram-se em torno do valor inicial, ndo mostrando a
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tendéncia de queda esperada no caso da desativacao térmica. Assim, os graficos

de —ln(Aij em funcédo do tempo @, para verificar se 0 modelo de ordem um
0

corresponde aos resultados, foram construidos sem considerar os valores para
25 °C e 35 °C. Com estas consideracoes, tém-se trés curvas, correspondentes as
temperaturas 44 °C, 49 °C e 53 °C. De modo a obter a energia de ativagdo com
maior numero de pontos foram introduzidos ensaios a 47 °C e 51 °C. As Tabelas
4.28 e 4.29 mostram os resultados obtidos.

Observa-se que, para a temperatura de 51 °C, nos primeiros ensaios
foram encontradas atividades negativas a partir de 130 minutos e, no segundo
conjunto, foi atingido um patamar a partir deste mesmo tempo, indicando que a
enzima ja se decompds. Assim, para a temperatura de 51 °C os gréaficos foram

construidos com os pontos até 105 minutos. As Figuras 4.42 e 4.43 mostram os

graficos de — /n(AAJ em funcéo do tempo @ para o extrato, pH entre 3,3 e 3,5.
0

Tabela 4.28 — Estabilidade térmica: extrato base 1/ 25. pH entre 3,3 e 3,5: primeiro
conjunto de ensaios.

Atividade (mmo/ t/r.osmaJ
L min
Tempo
(minutos) Temperatura (°C)

25 35 44 47 49 51 53

0 0,3081 0,4434 0,4812 0,5306 0,5450  0,5080 0,5165
20 0,3043 0,4396 0,4709 04770 0,4932  0,4065 0,4444
40 0,3086 0,4403 0,4528 0,4228 0,4211 0,3159 0,2212
60 0,3045 0,4409 04279 04176 0,3411 0,1991 0,0617
80 0,3022 0,4308 0,4249 0,3963 0,2587  0,1030 0,0168

105 0,3261 0,4458 0,3848 0,3280 0,1773  0,0194 - 0,0315
130 0,3138 0,4293 0,3611 0,3115 0,0995 - 0,0046 - 0,0384
155 0,3133 0,4341 0,3409 0,2630 0,0551 -0,0156 - 0,0344

180 0,3186 0,4212 0,3436 0,2227 0,0405 -0,0106 - 0,0380
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Tabela 4.29 — Estabilidade térmica: extrato base 1/ 25. pH entre 3,3 e 3,5: segundo
conjunto de ensaios.

Atividade (mmol t/r'osmaj
L min
Tempo
(minutos) Temperatura (°C)

25 35 44 47 49 51 53
0 0,2467 0,3030 0,5887 0,5958 0,5596  0,5208 0,5666

20 0,2542 0,3009 0,5685 0,5338 0,4785 0,3852 0,3980
40 0,2612 0,3012 0,5436 0,4635 0,4092 0,2430 0,2276
60 0,2539 0,3037 0,5410 0,4086 0,3330 0,1396 0,0380
80 0,2550 0,3124 0,5358 0,3586 0,2443 0,0789 - 0,0150
105 0,2580 0,3115 0,5244 0,2771 0,1680  0,0511 - 0,0202
130 0,2583 0,3049 0,5053 0,2267 0,1081  0,0561 -
155 0,2569 0,3133 0,4919 0,1350 0,0560 0,0431 -

180 0,2582 0,3127 0,4650 0,1143 0,0448 0,0636 -

Estabilidade térmica - extrato: base 1/25, pH 3,3 a 3,5
primeiro conjunto de ensaios

;:3 3,5 m 44 °C:
< 1 v -In (A/A ) = 0,0021.6- 0,0139
< 3,04 2
< R®=0,9716
- 55 ® 47 °C:
: -In (A/A)) = 0,0046.6- 0,0063
2
20 R®=0,9780
i 49 °C:
154 -In (A/A) = 0,0153.9- 0,2812
] R’ = 0,9657
1,0 v 51 C:
] -In (A/A ) = 0,0293.6- 0,4046
0,5- R’ = 0,8777
1 53 °C:
0,0 +—= -In (A/A ) = 0,0441.9- 0,4553
0 R? = 0,9258
6 (minutos)

A

Figura 4.42 — Grafico — ln(A—J em funcéo de @ para o extrato base 1/ 25 e pH entre 3,3

0
e 3,5: primeiro conjunto de ensaios.
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Estabilidade térmica - extrato: base 1/25, pH 3,3 a 3,5
segundo conjunto de ensaios

3,54 m 44 °C:

: -In (A/A) = 0,0012.6 + 0,0098
R® = 0,9653
® 47 °C:
- In (A/A,) = 0,0094.6 - 0,1230
R’ = 0,9666

49 °C:
o -In (A/A) = 0,0148.6- 0,2156
/ R? = 0,9743
v 51 <C:
-In (A/A) = 0,0233.6 - 0,0867
R®=0,9917

= : . : -In (A/A ) = 0,0433.6- 0,3078

150 200 R® = 0,8685
6 (minutos)

-In(A/A)

A
Figura 4.43 — Grafico — ln(A—j em funcéo de @ para o extrato base 1/ 25 e pH entre 3,3
0

e 3,5: segundo conjunto de ensaios.

Os graficos nas Figuras 4.42 e 4.43 mostram que os resultados

apresentam um desvio com relagdo ao modelo de ordem um, menos acentuado

para a temperatura de 44 °C. As equagbes, na forma -In (AAJZKI é+b,
0
apresentam valores de b tais que para a temperatura de 44 °C o termo e ? =1,

enquanto que para as demais, e®=7. Entretanto, a literatura consultada
considera o0 modelo de ordem um para representar o fendmeno com resultados
experimentais apresentando desvios semelhantes; inclusive a forma da curva é
semelhante aos resultados experimentais obtidos (ver Figura 2.7). A Tabela 4.30

mostra os valores de k; encontrados.

Pela construgéo do grafico de Ink; em fungéo de % pode-se obter a

energia de ativagdo E,, como mostra a Figura 4.44. Observa-se no grafico, pelos

valores do coeficiente de correlagdo, que o modelo de Arrhenius é adequado para
descrever a dependéncia da constante de inativacdo com a temperatura.
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Tabela 4.30 — Valores da constante de inativagdo k; para o extrato base 1/25 e pH entre
3,3 e 3,5.

Constante de inativagéo k; (minuto")

Temperatura (°C)
12 conjunto de ensaios 2° conjunto de ensaios

44 0,0021 0,0012
47 0,0046 0,0094
49 0,0153 0,0148
51 0,0293 0,0233
53 0,0441 0,0433
Determinacao da energia de ativacao - extrato: base 1/25
pH3,3a3,5
X -3,09 v
= -3.54 = 1°conjunto:
’ Ink=111,1825 - 37215,32 . (1/7)
-4,0 R*=0,9750
4,51 o ® 2°conjunto:
50 In k= 116,7131 - 39002,99 . (1/7)
’ R?=0,9318
-5,5
-6,0
-6,5
'7,0 T T T T T T T T T 1
3,06 3,08 3,10 3,12 3,14 3,16
1/ T(K")x10°

Figura 4.44 — Gréfico de In k; em fungéao de % para o extrato base 1/ 25 e pH entre 3,3

e 3,5.

J
mol

Com o valor de R=8,3144 calcula-se a energia de ativagéo E,. A

Tabela 4.31 mostra os valores da energia de ativacao e os valores do fator de

freqiiéncia k,. Esta incluido na Tabela 4.31, para efeito comparativo, o resultado
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obtido por SRIWATANAPONGSE, BALABAN & TEIXEIRA (2000) referente ao
fruto Smooth Cayenne pineapple, adquirido localmente e testado na Universidade
da Flérida. Observa-se que os valores obtidos estdo proximos ao da literatura
citada.

Tabela 4.31 — Valores da energia de ativagao e do fator de freqiiéncia para o extrato base
relacdo 1/25 e pH entre 3,3 e 3,5.

1° conjunto de 2°conjunto de Literatura (*)
ensaios ensaios
ko (minuto™) 19317 x 10 %8 4,8737 x 10 *° 1,37x10°°
kJ
E.|l— 309,4231 324,2865 326
mol

(*) SRIWATANAPONGSE, BALABAN & TEIXEIRA (2000).

4.4.5 Comparativo entre os ensaios de estabilidade térmica

Quanto a estabilidade térmica, os resultados encontrados mostram que o
modelo de ordem um é adequado para descrevé-la, tanto com relacao a bromelina
pura como para a encontrada no extrato. Portanto, a enzima contida no extrato da
casca e do talo do abacaxi estudado (variedade pérola) apresenta o mesmo
comportamento verificado para a bromelina proveniente de outras fontes
(HAYASHI & IKADA, 1991; ARROYO-REYNA & HERNANDEZ —ARANA, 1995;
SRIWATANAPONGSE, BALABAN & TEIXEIRA, 2000; LI & LIN, 2001; YODOYA
et al., 2003).

Tabela 4.32 — Valores intermediarios da energia de ativagao e do fator de freqiiéncia para
0s ensaios de estabilidade térmica.

Bromelina pura Extrato
(valores pH conforme pHentre 3,3e pHconforme pHentre 3,3 e
intermediarios) planejamento 3,5 planejamento 3,5
ko (minuto™') 1,2967x10° 9,9048x 10" (*) 2,4465 x 10*°
E ( kJ j 69,3276 118,4198 (*) 316,8548
# mol

( *) nao foi possivel identificar a desativagdo da enzima.
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Para comparar a estabilidade térmica entre a bromelina pura e aquela
contida no extrato nas condi¢ces de pH e temperatura estudados, foi considerada

a energia de ativacdo e o fator de frequéncia gerados pelo gréfico de Ink; em
~ 1 L .
funcéo de T Como os resultados, em cada caso, foram proximos, considerou-se

o valor intermediario, de modo a permitir uma comparacao mais clara. A Tabela

4.32 mostra os valores intermediarios para cada caso estudado.

Considerando a teoria das colisdbes (SMITH, 1970), na equacado de

E,

a

Arrhenius | k; =k, e T | o termo k, pode ser interpretado como o ndmero de

E,

a

colisbes por unidade de tempo, e o termo e A7 como a fracdo das colisdes que

envolve moléculas com a energia necessaria para reagir. Segundo esta teoria, os
valores da Tabela 4.32 mostram que quando reduzimos o pH aumentamos o
choque entre as moléculas de bromelina, fenbmeno mais acentuado para a
bromelina presente no extrato. Isto pode ser entendido se for admitido que a maior
quantidade de ions H* produz uma conformagéo tal na molécula que facilita o
choque entre elas. Ja os termos exponenciais, comparados a mesma temperatura,
mostram que a fracdo de moléculas com energia para reagir diminui com o
aumento da quantidade de ions H*. Cabe observar que, de acordo com a teoria

das colisbes, k, também varia com a temperatura, porém esta dependéncia é

proporcional a ~T, desprezivel frente a dependéncia exponencial com T
apresentada pela fragdo das colisbes que envolve moléculas com a energia

necessaria para reagir.

Com base nesta argumentacdo, a decomposicdo mais acentuada
verificada para valores de pH entre 3,3 e 3,5 deve-se ao aumento no choque entre
as moléculas da enzima. Para o extrato com pH de acordo com o planejamento
pode-se admitir que a energia de ativacao é elevada de modo que a fracdo de
moléculas que se chocam e tém energia para reagir € muito pequena, resultando

na maior estabilidade da enzima com a temperatura.

A comparacado entre o extirato e a bromelina pura no pH entre 3,3 e 3,5
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mostra que a enzima contida no extrato perde atividade mais rapidamente que a

bromelina pura. Este fato deve-se ao valor de k, ser 2,4607 x 10 * vezes maior

para a enzima do extrato.

O modelo considerado para a cinética de decomposi¢gdo da enzima

(equagdo 3.22) pressupds uma reagao elementar unimolecular (r = k; Cr), isto é,

a molécula desativa-se por um fenémeno inerente a ela, sem interferéncia de
outras moléculas. Entretanto, pode-se também admitir como modelo uma reagao

elementar bimolecular envolvendo a enzima e a agua (r = k; Cg Cy,p), COM a

enzima se decompondo por uma reagao de hidrélise, que seria mais acentuada
com a elevacdo da temperatura e maior presenca de ions H*, que atuaria como
catalisador conforme ilustra a Figura 4.45. Neste caso, como a quantidade de
agua presente € muito maior que a enzima, sua concentragdo seria constante e o
modelo considerado de pseudo primeira ordem, resultando nas mesmas equagdes

utilizadas para o tratamento dos resultados.

5 o
HOH

N
i

H

PION
H " H

Figura 4.45 — Agao catalitica dos ions H* na inativacdo da enzima pelo mecanismo de
hidrolise

4.5 Cinética da hidrolise enzimatica

A cinética da hidrélise enzimatica foi estudada para a bromelina pura nas
relagcdes enzima / substrato de 1/25, 1/50 e 1/125; e para o extrato nas
relacoes base 1/25,1/50e 1/125.

A temperatura utilizada foi de 35 °C (ponto central do planejamento

experimental), mantida constante neste valor. Os ensaios foram efetuados com o
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pH de maxima atividade, definido pela equagdo do pH o6timo obtida nos
planejamentos experimentais (item 4.3). A Tabela 4.33 mostra os valores de pH
calculados para cada caso. Para os ensaios admitiu-se variacéo de pH entre - 0,1
e +0,1, que resulta em variacdo desprezivel da atividade enzimatica, conforme

comentado no item 4.4.

Tabela 4.33 — Valores de pH utilizados nos ensaios da cinética de hidrélise enzimatica.

Relacao enzima / substrato pH

1/25 6,6

Bromelina pura 1/50 6,0
1/125 6,8

base 1/25 6,1

Extrato base 1/50 6,4
base 1/125 6,9

Os ensaios consistiram em retirar aliquotas do meio reacional ao longo do
tempo e determinar a concentracdo dos produtos gerados pela hidrélise,
expressos em mmol de tirosina por litro. Para cada relagdo enzima / substrato,
tanto para bromelina pura quanto para o extrato, os ensaios foram efetuados em
triplicata. Como os resultados foram similares para cada relagdo, no texto
apresenta-se o gréafico para o primeiro conjunto de ensaios, € 0s demais em

Apéndice.

A cinética foi estudada considerando a velocidade inicial de hidrélise da
caseina preparada em diversas concentragées. Como ja citado no item 3.15: o
aplicativo Microcal Origin 6.0 fez o ajuste sigmoidal das curvas e calculou a
derivada no ponto tempo zero.

Como ja comentado no item 4.3.2, para o extrato na relacao base 1/ 25,
cuja quantidade necessaria para cada ensaio ficou acima de 20 g, o volume
adicionado foi de 50 mL, e a dispersao de caseina, preparada com o dobro da
concentracao prevista na Tabela 3.5, foi de 25 mL. Também, a quantidade de
substancias detectaveis a 280 nm presentes no extrato excedeu o limite de leitura,
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portanto, foi necessério fazer uma diluicdo adicional das aliquotas retiradas tanto

do branco quanto do ensaio com caseina, avolumando-as de 5 mL para 25 mL.

4.5.1 Cinética da hidrdlise para a relacao 1 bromelina pura / 25
caseina

Foram efetuados trés conjuntos de ensaios cujos resultados foram
colocados na forma de um gréafico da concentragdo de produtos gerados na
hidrélise, expressos em tirosina, em funcao do tempo. A Figura 4.46, e as Figuras
4.47 e 4.48 apresentadas no Apéndice Xl, mostram os graficos obtidos, onde
constam os pontos experimentais e a curva ajustada, da qual calcularam-se as
velocidades iniciais.

Cinética da hidrolise - Bromelina Pura: relagao 1/ 25
5 1° conjunto de ensaios
57
‘\g - Caseina (g /L)
£, aseina (g
8 4 = 13,3333
= ®  6,6667
o
g 3l 4,1000
€ [ v 3,0000
1 /. 2,3333
2 r < 2,0000
I v 1,6667
T v
B, S—— *  1,4667
14 ) ~4 ifi,,,,,,', — R * * 1,3333
0 T T T T T T T T T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16
6 (minutos)

Figura 4.46 — Concentracao de tirosina em funcdo do tempo para bromelina pura, relagao
1/ 25: 1°conjunto de ensaios.

A Tabela 4.34 mostra as concentracbes de caseina com a respectiva
velocidade inicial, calculada pelo aplicativo, para cada conjunto de ensaios. Como
visto na revisao bibliografica, a literatura cita que a acdo da bromelina segue o
modelo de Michaelis - Menten. Para verificar se os resultados experimentais se
ajustam a este modelo, foi construido o grafico de Lineweaver - Burk, que consiste

no inverso da velocidade inicial (1 / v) em funcédo do inverso da concentracao do
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substrato caseina (1 / Cg), conforme mostra a Figura 4.49. Com base na equagao

(2.15), obtém-se a velocidade maxima V,

max € @ constante K.
1T Hn (2.15)
4 Vmax Vmax CS .

Tabela 4.34 — Velocidade inicial para bromelina pura, relacao 1/ 25.

Ensaios bromelina pura, relacéo 1/ 25

Concentragao de caseina.

Velocidade inicial (Wj

mmol L min
( L j 1°conjunto  2°conjunto 3°conjunto

0,5749 0,8492 0,7722 0,8470
0,2875 0,8019 0,7451 0,8002
0,1768 0,6296 0,5874 0,6088
0,1294 0,5897 0,5468 0,6020
0,1006 0,5133 0,4700 0,5085
0,0862 0,4776 0,4257 0,4567
0,0719 0,3989 0,3616 0,3984
0,0632 0,3730 0,3456 0,3973
0,0575 0,3248 0,3249 0,3547

Os valores dos coeficientes de correlagdo mostram que o modelo de
Michaelis - Menten é adequado para representar a cinética da acao da bromelina

pura na relacdo 1/ 25. Pelo gréafico da Figura 4.49, obtém-se os valores de V., e

max

a constante K,,, apresentados na Tabela 4.35.

Tabela 4.35 — Valores de V.

max © K, para bromelina pura, relagéo 1/ 25.

ensaio y__ [ mmol tirosina)) (mmo/ Casefnaj
max L min " L
1°conjunto 1,1606 0,1365
2° conjunto 1,0138 0,1221

3° conjunto 1,0513 0,1106
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Cinética da hidrolise - Bromelina pura: relacéo 1/ 25
Graficos de Lineweaver Burk

= 1°conjunto:
1/v=0,8616+0,1176.(1/ C,)
R®=0,9772
e 2°conjunto:
1/v=0,9864 +0,1204.(1/ C)
R® = 0,9893

3° conjunto:
1/v=09512+0,1052.(1/ C)
0,5- R? = 0,9823

1/ v (L.minuto / mmol tirosina)

0,0 T T T T T T T T T T T 1
0 3 6 9 12 15 18
1/ C, (L/ mmol caseina)

Figura 4.49 — Gréafico de 1/ v em fungdo de 1/ Cg para bromelina pura, relagéo 1/ 25.

4.5.2 Cinética da hidrdlise para a relacao 1 bromelina pura / 50
caseina

A exemplo do que foi feito para a bromelina pura relacdo 1 / 25, foram
efetuados trés conjuntos de ensaios e os resultados colocados na forma de um
grafico da concentracdo de produtos gerados na hidrélise, expressos em tirosina,
em funcédo do tempo. A Figura 4.50 e as Figuras 4.51 e 4.52 apresentadas no
Apéndice Xl mostram os graficos obtidos, onde constam os pontos experimentais
e a curva ajustada, da qual calcularam-se as velocidades iniciais. A formacao de
material detectavel a 280 nm foi menor quando comparada com a relagéo 1/ 25,
portanto, na construcdo dos graficos a escala correspondente a concentragao foi
reduzida para zero a 3,5 mmol tirosina /L com objetivo de proporcionar melhor
visualizagao das curvas. A Tabela 4.36 mostra as concentragcdes de caseina com
a respectiva velocidade inicial, calculada pelo aplicativo, para cada conjunto de
ensaios. Foi construido o gréafico de Lineweaver - Burk: (1 / v) em funcdo do

inverso da concentracdo do substrato caseina (1 / Cg), conforme mostra a

Figura 4.53, de onde foi obtida a velocidade méxima V,,,, e a constante K,,.

max
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Cinética da hidrolise - Bromelina Pura: relacéo 1 /50
1° conjunto de ensaios
—
2 3 ,
< Caseina (g /L)
o = 13,3333
= _— ° 6,6667
£ 5] e 4,1000
S = v 3,0000
- 2,3333
< 2,0000
4 1,6667
14 +— * 14667
% *  1,3333
0 T T T T T T T T T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16
6 (minutos)

Figura 4.50 — Concentracao de tirosina em funcdo do tempo para bromelina pura, relagao
1/50: 1°conjunto de ensaios.

Cinética da hidrdlise - Bromelina pura: relacao 1/ 50
Graficos de Lineweaver Burk

4,5

= 1°conjunto:

4,0 1/v=2,9014 +0,0536.(1/ C)
R*=0,9144

® 2°conjunto:

1/ v (L.minuto / mmol tirosina)
:\
2\
\
*)

354 1/v=2,7534 +0,0656.(1/ C,)
’ R? = 0,9406
3° conjunto:
1/v=3,0107 +0,0460.(1/ C,)
3,01 R® = 0.8775

2s5 T T T T T T T T T T T 1
0 3 6 9 12 15 18
1/ Cg (L/ mmol caseina)

Figura 4.53 — Gréfico de 1/ v em fungdo de 1/ Cg para bromelina pura, relagéo 1/ 50.

Os valores dos coeficientes de correlacdo mostram que o modelo de
Michaelis - Menten é adequado para representar a cinética da acao da bromelina

pura na relagcdo 1/ 50, e os valores obtidos para V., e K, estdo apresentados
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na Tabela 4.37.

Tabela 4.36 — Velocidade inicial para bromelina pura, relacdo 1/ 50.

Ensaios bromelina pura, relagao 1/ 50
Concentragdo de caseina.

Velocidade inicial -
(mmo/ ) ( L min
L

mmol tirosinaj

1°conjunto 2°conjunto 3°conjunto

0,5749 0,2791 0,3135 0,2583
0,2875 0,3240 0,3287 0,2977
0,1768 0,2832 0,3261 0,3025
0,1294 0,2940 0,3133 0,3568
0,1006 0,2703 0,2858 0,2974
0,0862 0,2919 0,2567 0,2752
0,0719 0,2774 0,2808 0,2772
0,0632 0,2714 0,2560 0,2897
0,0575 0,2530 0,2591 0,2609

A velocidade inicial deve diminuir conforme a concentragdo de caseina
diminui. Na construcao do grafico para cada conjunto de ensaios os valores muito
discrepantes com esta tendéncia foram excluidos, admitindo-se algum erro
experimental. Deve-se considerar também que a formagao de material detectavel
a 280 nm é menor quando comparado com 0s ensaios na relacado
enzima / substrato 1 / 25, tornando o resultado mais sensivel as imprecisdes do

método analitico, especialmente para as concentracdes baixas de caseina.

Tabela 4.37 — Valores de V.

max © K, para bromelina pura, relagédo 1/ 50.

neal v mmol tirosina) mmol caseina
ensaio max | T i m [
1°conjunto 0,3447 0,0185
2° conjunto 0,3632 0,0238

3° conjunto 0,3321 0,0153




4 — Resultados e discussbes

143
4.5.3 Cinética da hidrdlise para a relacao 1 bromelina pura / 125
caseina

A exemplo do que foi feito nas relagdes anteriores para a bromelina pura,
foram efetuados trés conjuntos de ensaios e os resultados colocados na forma de
um grafico da concentracdo de produtos gerados na hidrélise, expressos em
tirosina, em funcdo do tempo. A Figura 4.54, e as Figuras 4.55 e 4.56
apresentadas no Apéndice Xlll, mostram os graficos obtidos, onde constam os
pontos experimentais e a curva ajustada, da qual calcularam-se as velocidades
iniciais. Como a formacédo de material detectavel a 280 nm foi menor quando
comparada com as relagdes anteriores, a escala correspondente a concentragao

foi reduzida para zero a 2,5 mmol tirosina / L para melhor visualizagao das curvas.

Cinética da hidrolise - Bromelina Pura: relagao 1/ 125
1° conjunto de ensaios

|
©
< o Caseina (g /L)
9 = 13,3333
g e  6,6667
€ 4,1000
1S v  3,0000
2,3333
14 < 2,0000
1,6667
—— 1 e 14667
* 11,3333

0 " T T T T T T T T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16
6 (minutos)

Figura 4.54 — Concentracao de tirosina em funcao do tempo para bromelina pura, relagao
1 /125: 1°conjunto de ensaios.

A Tabela 4.38 mostra as concentracbes de caseina com a respectiva
velocidade inicial, calculada pelo aplicativo, para cada conjunto de ensaios. A
Figura 4.57 mostra o gréafico de Lineweaver - Burk: (1 / v) em funcdo do inverso

da concentragdo do substrato caseina (1/ Cg), de onde foi obtida a velocidade

maxima V. e a constante K,,, apresentados na Tabela 4.39. Os valores dos
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coeficientes de correlacdo podem ser considerados adequados para admitir o
modelo de Michaelis - Menten como representativo da cinética da agcdo da

bromelina pura na relagéo 1/ 125.

Tabela 4.38 — Velocidade inicial para bromelina pura, relacdo 1/ 125.

Ensaios bromelina pura, relagao 1/ 125
Concentragéo de caseina.

e

Velocidade inicial (Wj

L min

1°conjunto  2°conjunto  3°conjunto

0,5749 0,1271 0,1138 0,1787
0,2875 0,1346 0,1145 0,1766
0,1768 0,1570 0,1299 0,2174
0,1294 0,1620 0,1571 0,2124
0,1006 0,1533 0,1465 0,1698
0,0862 0,1554 0,1394 0,1734
0,0719 0,1324 0,1136 0,1663
0,0632 0,1154 0,2344 0,1565
0,0575 0,1185 (*) 0,1641

(™) ensaio perdido

Tabela 4.39 — Valores de V

ax © K., para bromelina pura, relagdo 1/ 125.

ensaio V, (mmo/ tir.osinaJ K (mmol Casel'naj
L min L
1°conjunto 0,2668 0,0744
2° conjunto 0,3170 0,1215
3° conjunto 0,2900 0,0543

A velocidade inicial deve diminuir conforme a concentragdo de caseina
diminui. Na construgao do grafico para cada conjunto de ensaios, 0s valores muito

discrepantes com esta tendéncia foram excluidos, admitindo-se algum erro
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experimental. Para esta relagdo enzima / substrato deve-se levar em consideragao
que a formagdo de material detectavel a 280 nm é ainda menor, quando
comparada com 0s ensaios na relagdo enzima / substrato 1 /25 e 1 / 50, tornando
o resultado bem mais sensivel as imprecisées do método analitico, em especial

para as concentracoes baixas de caseina.

Cinética da hidrolise - Bromelina pura: relagédo 1/ 125

Graficos de Lineweaver Burk
— 9+
4]
=
[0}
o
= 81 = 1°conjunto:
2 1/v=37485+0,2788.(1/ C)
E 7 R®=0,8873
e ® 2°conjunto:
2 1/v=23,1550 + 0,3832.(1/ C,)
€ 64 R®=0,8919
= 3°conjunto:
> 5 1/v=34482+0,1871.(1/ C))
- 7 R® = 0,9739

4 T T T T T T T T T 1
3 6 9 12 15 18
1/ Cg (L/ mmol caseina)

Figura 4.57 — Gréafico de 1/ v em fungdo de 1/ Cg para bromelina pura, relagéo 1/ 125.

4.5.4 Cinética da hidrdlise para o extrato: relacao base
1 enzima / 25 caseina

Para o extrato, a rotina foi a mesma empregada para a bromelina pura:
foram efetuados trés conjuntos de ensaios e os resultados colocados na forma de
um grafico da concentracdo de produtos gerados na hidrélise, expressos em
tirosina, em funcdo do tempo. A Figura 4.58, e as Figuras 4.59 e 4.60
apresentadas no Apéndice XIV, mostram os gréaficos obtidos, onde constam os
pontos experimentais e a curva ajustada, da qual calcularam-se as velocidades
iniciais.

A Tabela 4.40 mostra as concentracbes de caseina com a respectiva
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mmol tirosina / L

Cinética da hidrolise - Extrato base: relagdo 1 /25
1° conjunto de ensaios

v

Caseina (g /L)

13,3333
6,6667
4,1000
3,0000
2,3333
2,0000
1,6667
1,4667
1,3333

12 14 16

6 (minutos)
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Figura 4.58 — Concentracao de tirosina em fungao do tempo para o extrato, relagao base

1/25:1°conjunto de ensaios.

Tabela 4.40 — Velocidade inicial para o extrato, relagdo base 1/ 25.

Concentragéo de caseina.

( mmol
L

)

Ensaios extrato, relagdo base 1/ 25

Velocidade inicial (

L min

mmol tirosina}

1°conjunto 2°conjunto 3°conjunto

0,5749
0,2875
0,1768
0,1294
0,1006
0,0862
0,0719
0,0632

0,0575

1,0882
0,9617
0,5973
0,5422
0,3897
0,3574
0,3292
0,1784

0,1837

1,3538
1,1645
0,8035
0,5565
0,3709
0,3518
0,3552
0,0545

0,1040

1,4167

1,1902

0,8924

0,7357

0,3254

0,3393

0,2588

0,2901

0,2031
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A Figura 4.61 mostra o grafico de Lineweaver - Burk: (1 / v) em fungéo do

inverso da concentragdo do substrato caseina (1/ Cg), de onde foi obtida a
velocidade maxima V., e a constante K,,, apresentados na Tabela 4.41. O

terceiro conjunto de ensaios foi excluido, uma vez que ele indica valor negativo

para a velocidade inicial.

Os valores dos coeficientes de correlacdo podem ser considerados
adequados para admitir o modelo de Michaelis - Menten como representativo da

cinética da acao da enzima contida no extrato, na relagao base 1/ 25.

Cinética da hidrdlise - Extrato base: relagdo 1 /25
Graficos de Lineweaver Burk

®m  1°conjunto:
1/v=0,5231+0,1890.(1/C)
R*=0,9771
® 2°conjunto:
1/v=0,2757 +0,2047.(1/ C)
R*=0,9334

3° conjunto:
1/v=-0,1415+0,2757.(1/ C,)
R® = 0,9088

1/ v (L.minuto / mmol tirosina)

0,0 T T T T T T T T T 1
0 3 6 9 12 15
1/ C4 (L/ mmol caseina)

Figura 4.61 — Gréfico de 1/ v em fungdo de 1/ Cg para o extrato, relacéo base 1/ 25.

Para a construcdo dos graficos da Figura 4.61 foram excluidos os dois
ultimos pontos, referentes a menor concentragdo de caseina, visto que a
velocidade inicial foi incompativel com a tendéncia mostrada pelos primeiros sete
pontos. Estes resultados considerados incompativeis podem ser explicados pela
baixa concentracdo de caseina, resultando em pouca formacdo de material
detectavel a 280 nm, isto é, havendo pouca formacdo de material detectavel a
280 nm o resultado fica mais sensivel as imprecisées do método analitico que, no

caso do extrato do fruto, inclui a elaboracdo do branco e, para o extrato relacao
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base 1/ 25, a posterior diluicdo da amostra de 5 para 25 mL antes da leitura de
absorbancia.

Tabela 4.41 — Valores de V., e K, para o extrato, relagdo base 1/25

. v mmol tirosina ¢ (mmo/ Casel'naj
ensaio nax —L e m ]
1°conjunto 1,9117 0,3613
2° conjunto 3,6271 0,7425

4.5.5 Cinética da hidrdlise para o extrato: relacao base
1 enzima / 50 caseina

Foram efetuados trés conjuntos de ensaios e os resultados colocados na
forma de um grafico da concentragdo de produtos gerados na hidrélise, expressos
em tirosina, em funcdo do tempo. A Figura 4.62, e as Figuras 4.63 e 4.64
apresentadas no Apéndice XV, mostram os graficos obtidos, onde constam os

pontos experimentais e a curva ajustada, da qual calcularam-se as velocidades
iniciais.

Cinética da hidrolise - Extrato base: relacdo 1 /50
1° conjunto de ensaios

S
£M
g Caseina (g /L)
= = 13,3333
TED ®  6,6667
1S 4,1000
v 3,0000
2,3333
< 2,0000
1,6667
[ 1,4667
*  1,3333
O /,' T T T T T T T T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16
6 (minutos)

Figura 4.62 — Concentracao de tirosina em fungao do tempo para o extrato, relagao base
1 /50: 1°conjunto de ensaios.
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A formacao de material detectavel a 280 nm foi menor quando comparada

com o extrato relagdo base 1/25, portanto, a escala correspondente a
concentracao foi reduzida para zero a 4,5 mmoltirosina/L com objetivo de
proporcionar melhor visualizagcdo das curvas. A Tabela 4.42 mostra as
concentragcdes de caseina com a respectiva velocidade inicial, calculada pelo

aplicativo, para cada conjunto de ensaios.

Tabela 4.42 — Velocidade inicial para o extrato, relagdo base 1/ 50.

Ensaios extrato, relagéo base 1/ 50
Concentragao de caseina.

o

Velocidade inicial (Wj

L min

1°conjunto 2°conjunto 3°conjunto

0,5749 0,4473 0,6056 0,4150
0,2875 0,4010 0,5365 0,3868
0,1768 0,3318 0,4754 0,4321
0,1294 0,3388 0,3751 0,3377
0,1006 0,3895 0,3508 0,3065
0,0862 0,2634 0,2920 0,2233
0,0719 0,3184 0,2640 0,1848
0,0632 0,2285 0,2314 0,1826
0,0575 0,1802 0,1562 0,1611

A velocidade maxima V

max © @ constante K, apresentados na
Tabela 4.43, foram obtidos da Figura 4.65 (grafico de Lineweaver - Burk). Os
valores dos coeficientes de correlacdo podem ser considerados adequados para
admitir o modelo de Michaelis - Menten como representativo da cinética da agéao

da enzima contida no extrato, na relacdo base 1/ 50.

Na construcao destes graficos foram excluidos dois pontos para o primeiro
e um ponto para o segundo e o terceiro conjunto de ensaios. Estes pontos

excluidos nao correspondem a constante queda da velocidade inicial, esperada
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conforme diminuem as concentracdes iniciais de caseina. Para esta relacao base
1 /50 a quantidade de extrato adicionada foi 50 % menor quando comparada com
a relagcéo base 1/ 25, portanto, a interferéncia de materiais detectaveis a 280 nm
originarios do extrato, que justificam a elaboragdo do branco, foi 50 % menor, o

que explica os resultados melhores, ou seja, valores de V,

max

e de K, mais

proximos entre si quando comparados com os valores encontrados para a relagao
base 1/ 25.

Cinética da hidrolise - Extrato base: relagédo 1 /50
Graficos de Lineweaver Burk

. = {°conjunto:
1/v=1,7971 +0,1867.(1/ C)
R® = 0,9332
e 2°conjunto:
1/v=1,1755+0,1898.(1/ C))
R® = 0,9824

3° conjunto:
1/v=1,5347 +0,2514.(1/ C))
R*=0,9140

1/ v (L.minuto / mmol tirosina)

0 T T T T T T

0 3 6 9 12 15 18
1/ Cg (L/ mmol caseina)

Figura 4.65 — Gréfico de 1/ v em fungdo de 1/ Cg para o extrato, relacéo base 1/ 50.

Tabela 4.43 — Valores de V., e K, para o extrato, relagdo base 1 /50

onsaio y_ mmol tirosina) (mmo/ casefnaj
max L min " L
1° conjunto 0,5565 0,1039
2° conjunto 0,8507 0,1615

3° conjunto 0,6516 0,1638
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4.5.6 Cinética da hidrdlise para o extrato: relacao base

1 enzima / 125 caseina

Foram efetuados dois conjuntos de ensaios e os resultados colocados na
forma de um grafico da concentragdo de produtos gerados na hidrélise, expressos

em tirosina, em fungéo do tempo.

As Figuras 4.66 e 4.67 mostram os graficos obtidos, onde constam os
pontos experimentais e a curva ajustada, da qual calcularam-se as velocidades
iniciais. A formagdo de material detectavel a 280 nm foi bem menor quando
comparada com o extrato relacdo base 1 / 25 e 1 / 50, portanto, a escala
correspondente a concentracao foi reduzida para zero a 1,5 mmol tirosina / L com

objetivo de proporcionar melhor visualizagao das curvas.

A Tabela 4.44 mostra as concentracbes de caseina com a respectiva
velocidade inicial, calculada pelo aplicativo, para cada conjunto de ensaios.

Tabela 4.44 — Velocidade inicial para o extrato, relacdo base 1/ 125.

Ensaios extrato, relacéo base 1/ 125.
Concentracao de caseina.

Velocidade inicial (WJ

[mmol j L min
L
1°conjunto 2° conjunto

0,5749 0,0685 0,0611
0,2875 0,0856 0,0710
0,1768 0,0939 0,0905
0,1294 0,0941 0,0963
0,1006 0,1043 0,1023
0,0862 0,1055 0,1017
0,0719 0,0920 0,1074
0,0632 0,0936 0,1095

0,0575 0,0963 0,1089
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Figura 4.66 — Concentracao de tirosina em fungao do tempo para o extrato, relagao base
1 /125: 1°conjunto de ensaios.
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Figura 4.67 — Concentracao de tirosina em fungao do tempo para o extrato, relagao base
1 /125: 2° conjunto de ensaios.

A Tabela 4.44 mostra que os valores da velocidade

inicial

nao

apresentaram a tendéncia de queda conforme a concentragdo de caseina diminui,

como observado para o extrato nas relagdes enzima / substrato anteriores. Nota-
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se que, com excegcao aos valores correspondentes as duas primeiras
concentracdes de caseina, os valores da velocidade inicial ficaram em torno de

0,1 (W}, 0 que corresponde a um patamar, como mostra o grafico de
Lineweaver - Burk apresentado na Figura 4.68. Este comportamento pode ser
explicado pela baixa formagdo de materiais detectaveis a 280 nm durante a
hidrélise que, em conjunto com os materiais detectaveis originarios do extrato (que
justificam a elaboracdo do branco), interferem na precisdo do método analitico.
Em vista do exposto julgou-se desnecessaria a realizagdo do terceiro conjunto de

ensaios. N&o foi possivel obter valores de V., e K,, para o extrato, neste caso.

Cinética da hidrolise - Extrato base: relagdo 1 /125
Graficos de Lineweaver Burk
— 20+
(4]
C .
D = 1°conjunto
e .
% 15 . ® 2°conjunto
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E 107 ) s i L4 ° °
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Figura 4.68 — Gréfico de 1/ v em fungdo de 1/ Cg para o extrato, relagdo base 1/ 125.

4.5.7 Comparativo entre as cinéticas da hidrolise para as relacées
enzima / substrato estudadas

Com relacao a cinética da hidrélise os resultados encontrados mostram
que o modelo de Michaelis - Menten é adequado para descrevé-la, tanto com
relacdo a bromelina pura como para a encontrada no extrato. Portanto, a enzima

contida no extrato da casca e do talo do abacaxi estudado (variedade pérola)
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apresenta o mesmo comportamento verificado para a bromelina proveniente de
outras fontes, conforme consta na literatura: CHOI et al. (1992); GIL et al. (1995);
GIL et al. (1997); HARRACH et al. (1995); HARRACH et al. (1998); HUNG et al.
(2002); INOUYE & NAGAI (2004); KHAN, RASHEEDI, & HAQ (2003); LIANG,
HUANG & KWOK (2000); ROWAN, BUTTLE & BARRET (1988).

Tabela 4.45 — Atividades calculadas a partir dos ensaios para cinética.

. mmol tirosina
Relacio Atividade (#}
. ¢ Ensaios L min
enzima / substrato
Valor médio
1° conjunto 0,3897
1/25 2° conjunto 0,3704 0,3835
3° conjunto 0,3905
1° conjunto 0,2430
Bromelina 1/50 2° conjunto 0,2465 0,2396
pura
3° conjunto 0,2293
1° conjunto 0,1057
1/125 2° conjunto 0,1006 0,1212
3° conjunto 0,1572
1° conjunto 0,5107
base 1/25 2° conjunto 0,5358 0,5281
3° conjunto 0,5379
Extrato
1°conjunto 0,2882
base 1/50 2° conjunto 0,3532 0,3172
3° conjunto 0,3101

O comparativo entre as cinéticas da hidrélise para as proporgoes

enzima / substrato estudadas pode ser feito pelos valores encontrados para V,,,,

e K, . No caso da bromelina pura partiu-se de uma quantidade conhecida de

enzima, enquanto que para o extrato foram feitos ensaios prévios de modo a
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encontrar a massa que reproduzisse a atividade obtida no ensaio com bromelina

pura correspondente.

Nos ensaios para verificar a cinética foi medida a formacao de produtos
durante 15 minutos, a partir de diversas dispersdes de caseina, dentre elas a
concentracao de 20 g / L, que corresponde a concentragdo de 13,3333 g/ L no
meio reacional. Portanto, os resultados experimentais que geraram os graficos da
concentracao de tirosina em funcdo do tempo tem um ponto que corresponde a
concentracao de caseina e o tempo (10 minutos) adotado para determinagédo da
atividade enzimatica. As atividades calculadas a partir dos ensaios para a cinética

estao na Tabela 4.45.

A Tabela 4.45 mostra que, para dada relagdo enzima/substrato, as
atividades encontradas para o extrato foram maiores que as encontradas para a
bromelina pura, significando que a massa de extrato poderia ter sido menor, uma
vez que o objetivo foi adicionar a quantidade de extrato de modo a reproduzir a
atividade encontrada para a bromelina pura. Esta diferenca pode ser explicada por
alguma discrepancia entre os testes prévios de atividade para definir a quantidade

de extrato e a quantidade efetivamente utilizada.

Com os valores de atividade da Tabela 4.45 é possivel fazer uma correcao

no valor de V., pela equacéo (4.39), de modo a prever qual seria seu valor se

tivesse sido adicionada menor quantidade de extrato.

"4 prevista = (V obtida -
( max )extrato ( max )extrato

[atividade da bromelina pura

atividade do extrato ]calculadas a partir dos ensaios
para determinagdo da cinética

(4.39)

Para a previsdo de K, foram empregadas as equacdes da correlagdo
. - 1 - 1
linear encontradas nos graficos de — em funcéo de o uma vez que a menor
4 s
quantidade de extrato deve refletir no valor do coeficiente linear, com o coeficiente

angular permanecendo 0 mesmo.

A comparagéo entre os valores de V

max

e K, previstos para o extrato,

com os valores obtidos para a bromelina pura, (Tabelas 4.46 e 4.47), mostra que o

extrato apresenta maiores valores nas duas relagées enzima / substrato.



4 — Resultados e discussbes

156

Tabela 4.46 — Valores previstos de V,

max

e K,, para o extrato.

Extrato: relacao

mmol tirosina
max — .
prevista L min

mmol caseina

enzima/ substrato  Ensaios L
extrato
1° 1,3883 0,2624
base 1/25
2° 2,6340 0,5392
1° 0,4204 0,0785
base 1/50 2° 0,6426 0,1220
3° 0,4922 0,1237

Tabela 4.47 —Valores de V

max

e K, para a bromelina pura.

1° 1,1606 0,1365
1/25 2° 1,0138 0,1221
3° 1,0513 0,1106
1° 0,3447 0,0185
1/50 2° 0,3632 0,0238
3° 0,3321 0,01583

Foi discutido, no item 2.2, que velocidade maxima da reagao de hidrdlise é
atingida se toda a enzima presente estiver formando complexo intermediario com

0 substrato (equagéo 2.13), e que a constante K, corresponde a relagdo das

constantes de velocidade envolvidas (equagéo 2.12):

Vinax = K3 Cgy (2.13)
k,+k; CgCg
= = K
k. Co m (2.12)
Como V,,, e K, foram maiores para o extrato, as equagdes (2.13) e

(2.12) indicam que a constante de velocidade k;, que corresponde a

decomposicdao do complexo intermediario ES em produtos e restituindo a enzima
(equacao 2.3), &€ maior para o extrato em comparagcao com a bromelina pura.

ES—f SE+P (2.3)
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5 Conclusoes

As seguintes conclusdes podem ser elaboradas com relagdo ao
planejamento experimental, estabilidade térmica e a cinética da hidrélise

enzimatica.

5.1 Conclusoes com referéncia aos planejamentos
experimentais

Os planejamentos experimentais, aplicados tanto para a bromelina pura
quanto para o extrato, nas trés relacées enzima / substrato estudadas, mostrou
ser uma importante técnica para correlacionar a atividade com a temperatura e o
pH. Os coeficientes de determinagdo do modelo (R?), bem como os gréficos
comparativos entre a resposta do modelo e o0s resultados experimentais,
mostraram que as equacbes quadraticas que definem a atividade em fungéao do
pH e da temperatura sao satisfatorias.

A derivacdo das equacOes quadraticas com relacdo ao pH, para
temperatura constante, permitiu saber qual pH deve ser empregado, a dada
temperatura, para se obter a maior atividade. Os ensaios relativos a estabilidade
térmica e a cinética enzimatica foram efetuados com o pH calculado desta forma,

de modo a obter condicdes de maxima atividade.

A substituicdo da equacdo que define o pH para maior atividade, a dada
temperatura, na equacao do modelo quadratico, resultou na equacao que fornece
a maior atividade em fungcédo da temperatura. Os gréaficos da maior atividade em
funcdo da temperatura, elaborados para cada relagdo enzima / substrato,
permitiram fazer a comparag¢ao entre a bromelina pura e o extrato da casca e do
talo do abacaxi. Esta comparacdo mostrou que os comportamentos da bromelina

pura e da bromelina presente no extrato sdo semelhantes.

Para a relacdo 1 enzima / 25 substrato, tanto a bromelina pura como o
extrato apresentam taxa decrescente de aumento da atividade com a temperatura,
o que nao foi verificado para as outras relacées estudadas. Este fendbmeno atribui-
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se a maior quantidade de enzima livre na relagdo 1 / 25 que, por ndao estar
formando complexo intermediario com o substrato, fica mais sujeita a desativagéo

térmica.

A quantidade de extrato empregada para reproduzir a atividade enzimatica
da bromelina pura, leva a estimativa de 1 a 2 gramas de bromelina por quilograma

de fruto, coincidindo com informacao encontrada na literatura.

5.2 Conclusoes quanto a estabilidade térmica

O procedimento adotado para estudar a estabilidade térmica tanto da
bromelina pura como do extrato, nos valores de pH previstos pelo planejamento e
em valores menores, mostraram-se satisfatérios, apresentando resultados

compativeis com os encontrados na literatura.

A decomposicao térmica mostrou obedecer ao modelo de ordem um,
concordando com o observado na literatura. Uma excegéo é feita para a bromelina
pura a 62 °C, para a qual o modelo de ordem dois foi mais adequado. A equacao
de Arrhenius representou bem a dependéncia da constante de inativacdo com a

temperatura.

Verifica-se, tanto para a bromelina pura quanto para o extrato, inativagao
mais acentuada para o pH entre 3,3 e 3,5 em comparagdo com valores de pH
mais elevados. No pH entre 3,3 e 3,5 a enzima contida no extrato perde atividade

mais rapidamente que a bromelina pura devido ao valor de k, ser 2,4607 x 10 32

vezes maior para a enzima do extrato. Devido ao pH &cido, os ions H* podem
estar contribuindo com uma agdo catalitica na inativagdo da enzima por

mecanismo de hidrdlise.

Para um processo de obtengédo da bromelina a partir da casca e do talo do
abacaxi é recomendavel trabalhar com os valores de pH para maior atividade,

calculados pelas equagdes obtidas no planejamento experimental.
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5.3 Conclusoes quanto a cinética da hidrolise
enzimatica

O modelo de Michaelis - Menten mostrou ser adequado para descrever a
cinética com que a caseina € hidrolisada pela agao tanto da bromelina pura, como
da bromelina contida no extrato. Portanto, a enzima contida no extrato da casca e
do talo do abacaxi estudado (variedade pérola) apresenta 0 mesmo
comportamento verificado para a bromelina proveniente de outras fontes,

conforme consta na literatura.

A constante de velocidade que corresponde a decomposi¢cao do complexo
intermediario enzima - substrato (ES) em produtos, é maior para o extrato em

comparag¢ao com a bromelina pura.

Em sintese, os resultados encontrados neste trabalho mostram que a
bromelina presente nos residuos (casca e talo) do ananas comosus L. Merril
(variedade pérola) tem o mesmo comportamento da bromelina originaria do
ananas comosus de outras fontes. Desta forma, € possivel seu emprego nas

diversas areas envolvendo industria de alimentos, medicina e nutricao animal.
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6 Sugestoes para trabalhos futuros

Quanto ao planejamento experimental, sugere-se fazer um estudo
modificando a temperatura do ponto central para valores maiores do que 35 °C
(por exemplo, 45 °C ou 50 °C). Esta alteracao permitira verificar o valor do pH para
atividade étima a temperaturas maiores que 49 °C (limite superior do planejamento
efetuado). Permitira também verificar a tendéncia de queda da atividade
enzimatica com a temperatura, para as relacées enzima / substrato de 1/ 50 e
1/125. Alternativamente, o planejamento poderd ser feito com os limites superior
e inferior ampliados, por exemplo, de 10 °C para 20 °C com relagdo ao ponto

central.

Quanto a estabilidade térmica referente ao pH entre 3,3 e 3,5 o estudo
podera ser detalhado empregando intervalos de tempo menores do que 20
minutos, por exemplo, intervalos de 5 minutos. Este detalhamento tem maior
interesse para temperaturas acima de 50 °C, que € a situacdo de inativacao

térmica mais acentuada.

Com relacdo a cinética da hidrdlise enzimdtica, para a relagéo
1 enzima/ 125 substrato sugere-se que a concentragdo do substrato seja maior:
por exemplo, o dobro da utilizada no presente trabalho. A concentragdo maxima
no meio reacional seria de 26,6666 g / L. e a minima de 13,3333 g / L. Assim, a
formacdo de produtos detectaveis a 280 nm seria maior, permitindo leitura de

absorbancia mais precisa.
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Reagente.

Fornecedor

Lote

Bromelina liofilizada 16990

Caseina pura C1014.06.AG

Hidroxido de sédio (perolizado)

Acido cloridrico (37 %)

Fosfato de potassio dibasico (K.HPO4)
Fosfato de potassio monobasico (KH,PQOy,)
Acido tricloroacético - TCA (A1066.01.AG)

Tirosina (L-tirosina PA T1018.01.AD)

Fluka and Riedel Haén
Labsynth

Vetec

Vetec

Nuclear

Vetec

Labsynth

Labsynth

444431 /1
78689 e 105320
0501420
0506099
96020271
042005

102947

100547
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Preparo com os reagentes auxiliares

Preparo da solucéo tampéao:

— Dissolver 34,00 gramas de KH:PO4s em agua desmineralizada e
avolumar para 250 mililitros.

— Dissolver 43,50 gramas de KoHPO4 em &gua desmineralizada e
avolumar para 250 mililitros.

— Misturar as duas solu¢des obtendo-se assim 500 mililitros da solucao
tampéao.

Preparo da solucdo de TCA 0.3 molar:

— Dissolver 49,05 gramas de TCA e avolumar para 1000 mililitros.

Preparo das solugcdes de tirosina (a solubilizacdo da tirosina mostrou-se

mais rapida quando efetuada em meio levemente acido):

— Dissolver 0,453 gramas de tirosina e avolumar para 500 mililitros
empregando uma solucdo 0,05 molar de acido cloridrico (HCI),

obtendo-se uma solucdo mae 5,0000 milimolar.

— Partindo da solugao mae, fazer diluicbes de modo a obter solugdes
0,1250; 0,3125; 0,6250; 1,0000; 1,2500; 1,40625; 1,8750; 2,0000 e
2,5000 milimolar.
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Tabela 4.1 — Primeiro conjunto de ensaios para calibracdo do espectrofotdmetro.
Tirosina Absorbancia («) Tirosina Absorbancia ()
mmol . . . variagao | ( mmol . o . variagao
[ ”tro) leitura média desvio (%) [ /I.tm] leitura média desvio (%)
0,1990 1,4658
0,2135 1,4835
0,2054 1,4760
0,1250 0,2025 0,0141 6,963 1,2500 1,4682 0,0161 1,097
0,2223 1,4852
0,1889 1,4519
0,1858 1,4471
0,4157 1,6209
0,4284 1,6432
0,4202 1,6431
0,3125 0,4185 0,0126 3,011 1,40625 1,6296 0,0139 0,853
0,4362 1,6399
0,4072 1,6151
0,4030 1,6153
0,7765 2,0583
0,7886 2,0812
0,7835 2,0723
0,6250 0,7774 0,0128 1,647 1,8750 2,0613 0,0153 0,742
0,7915 2,0681
0,7620 2,0453
0,7624 2,0428
1,2048 2,1520
1,2105 2,1897
1,2052 2,1615
1,0000 1,1986 0,0149 1,243 | 2,0000 2,1540 0,0219 1,017
1,2114 2,1578
1,1786 2,1352
1,1808 2,1277
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Tabela 4.2 — Conjunto de ensaios complementares para calibracdo do espectrofotémetro.

Tirosina Absorbancia («) tirosina Absorbancia ()
mmol . . . variagao | ( mmol . o . variagao
(”tm) leitura média desvio (%) (mro] leitura meédia desvio (%)
0,1409 1,4094
0,1485 1,4284
0,1490 1,4218
0,1250 0,1466 0,0032 2,183 1,2500 1,4233 10,0160 1,124
0,1453 1,4198
0,1465 1,4082
0,1494 1,4519
0,3591 1,5629
0,3685 1,5872
0,3649 1,5942
0,3125 0,3658 0,0040 1,093 1,40625 1,5823 0,0238 1,504
0,3666 1,5841
0,3650 1,5488
0,3708 1,6165
0,7182 1,9987
0,7291 2,0223
0,7278 2,0147
0,6250 0,7272 0,0104 1,430 1,8750 2,0151  0,0209 1,037
0,7253 2,0153
0,7169 1,9897
0,7458 2,0499
1,1389 2,0997
1,1510 2,1160
1,1487 2,1149
1,0000 1,1489 0,0103 0,897 | 2,0000 2,1095 0,0184 0,872
1,1485 2,0979
1,1392 2,0884
1,1672 2,1401




Apéndices

175
APENDICE V

Tabela 4.6 —Atividade em funcdo das variaveis codificadas (bromelina pura relagéo 1/ 25)

mmol tirosina

PHeq feg Atividade A L L.minuto J
-1 -1 0,2265
1 -1 0,2115
-1 1 0,3806
1 1 0,2830

_J2 0 *
J2 0 0,2322
0 _J2 0,2267
0 J2 0,3792
0 0 0,3257
0 0 0,3250
0 0 0,3430
-1 -1 0,2561
1 -1 0,2028
-1 1 0,4348
1 1 0,3005
_J2 0 0,2721
J2 0 0,2085
0 _J2 0,2200
0 J2 0,4516
0 0 *

0 0 0,3595
0 0 0,3315

* ensaios perdidos.
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Tabela 4.8 —Atividade em funcao das variaveis codificadas (bromelina pura relagéo 1/ 50)

mmol tirosina

PH., toy Atividade A LWJ
-1 -1 0,1001
1 -1 0,0785
-1 1 0,3201
1 1 0,1388
_J2 0 0,1850
J2 0 0,0793
0 _J2 0,0919
0 J2 0,2974
0 0 0,1738
0 0 0,1734
0 0 0,1774
-1 -1 0,1001
1 -1 0,0759
-1 1 0,3224
1 1 0,1403
—J2 0 0,1844
J2 0 0,0825
0 _J2 0,0893
0 J2 0,2833
0 0 0,1730
0 0 0,1760

0 0 0,1750
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Tabela 4.10 — Atividade em func¢do das variaveis codificadas (bromelina pura: 1/ 125).

mmol tirosina

PH 4 toy Atividade A LWJ
-1 -1 0,0343
1 -1 0,0317
-1 1 0,1301
1 1 0,1002

—J2 0 *

J2 0 0,0562
0 _J2 0,0277
0 \/E 0,1516
0 0 0,0747
0 0 0,0765
0 0 0,0754
-1 -1 0,0251
1 -1 0,0273
-1 1 0,1046
1 1 0,0853
_\/E 0 0,0504
J2 0 0,0428
0 _J2 0,0208
0 J2 0,1313
0 0 0,0628
0 0 0,0641
0 0 0,0605

* ensaio perdido.
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Tabela 4.12 — Atividade em funcao das varidveis codificadas (extrato — base relagéao 1/25)

mmol tirosina

PH., toy Atividade A LWJ
-1 -1 0,2870
1 -1 0,1970
-1 1 0,5297
1 1 0,3482
_J2 0 0,3447
J2 0 0,2015
0 _J2 0,1812
0 J2 0,4743
0 0 0,3760
0 0 0,3959
0 0 0,3566
-1 -1 0,2866
1 -1 0,1688
-1 1 0,5041
1 1 0,3549
_J2 0 0,4083
J2 0 0,1882
0 _J2 0,1929
0 J2 0,4737
0 0 0,3719
0 0 0,4103

0 0 0,3418
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Tabela 4.14 — Atividade em funcdo das variaveis codificadas (extrato — base relacdo 1/50)

mmol tirosina

PH 4 toy Atividade A LWJ
-1 -1 0,1862
1 -1 0,1186
-1 1 0,3956
1 1 0,1998
_J2 0 0,2678
J2 0 0,1309
0 _J2 0,1700
0 J2 0,4088
0 0 0,2944
0 0 0,2888
0 0 0,2914
-1 -1 0,1870
1 -1 0,1425
-1 1 0,4073
1 1 0,2043
_J? 0 0,2859
J2 0 0,1387
0 _J2 0,1680
0 J2 0,4249
0 0 0,3055
0 0 0,3020

0 0 0,2959
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Tabela 4.16 — Atividade em funcao de variaveis codificadas (extrato — base relagédo 1/125)

mmol tirosina

PH., toy Atividade A LWJ
-1 -1 0,0256
1 -1 0,0331
-1 1 0,1163
1 1 0,0847
_J? 0 0,0607
J2 0 0,0428
0 _J2 0,0361
0 J2 0,1445
0 0 0,0736
0 0 0,0757
0 0 0,0741
-1 -1 0,0273
1 -1 0,0368
-1 1 0,1256
1 1 0,1027
_J2 0 0,0558
J2 0 0,0489
0 _J? 0,0257
0 J2 0,1800
0 0 0,0876
0 0 0,0848

0 0 0,0890
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Cinética da hidrdlise - Bromelina Pura: relagao 1 /25
2° conjunto de ensaios
— 5_
©
% 4 Caseina (g /L)
o = 13,3333
5 ® 6,6667
€ 34 4,1000
E [ v 3,0000
e 2,3333
2+ -~ < 2,0000
] > v 1,6667
B S s *  1,4667
11 x — 5 # * 1,3333
0 T T T T T T T T T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16
6 (minutos)

Figura 4.47 — Concentracao de tirosina em funcdo do tempo para bromelina pura, relagao
1 /25: 2° conjunto de ensaios.

Cinética da hidrolise - Bromelina Pura: relacao 1/ 25
5 3° conjunto de ensaios
5
‘5 44 Caseina (g /L)
S = 13,3333
3 ® 66667
£ 3 . 4,1000
= e v 3,0000
o 2,3333
2- o < 2,0000
| 1,6667
/ —2 V * 11,4667
1 g e - ' 3 *  1,3333
0 T T T T T T T T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16
6 (minutos)

Figura 4.48 — Concentracao de tirosina em funcdo do tempo para bromelina pura, relacao
1 /25: 3° conjunto de ensaios.
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APENDICE XII

Cinética da hidrolise - Bromelina Pura: relacéo 1 /50
2° conjunto de ensaios

—
s Caseina (g /L)
'g = 13,3333
= ° 6,6667
© 4,1000
E v 3,0000
2,3333
< 2,0000
1,6667
° 1,4667
* 1,3333
0 T T T T T T T T T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16
6 (minutos)

Figura 4.51 — Concentracao de tirosina em funcdo do tempo para bromelina pura, relacao
1 /50: 2° conjunto de ensaios.

Cinética da hidrdlise - Bromelina Pura: relacdo 1 /50
3° conjunto de ensaios
—
o 3 Caseina (g /L)
2 = 13,3333
= P ° 6,6667
S g 4,1000
£ 21 S v 3,0000
2,3333
< 2,0000
14 [, S 1,6667
1 * 14667
y e * 1,3333
0 T T T T T T T T T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16
6 (minutos)

Figura 4.52 — Concentracao de tirosina em funcao do tempo para bromelina pura, relagao
1 /50: 3°conjunto de ensaios.
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APENDICE XIil

Cinética da hidrdlise - Bromelina Pura: relacdao 1/ 125

2° conjunto de ensaios

-
[
B 2
2
©
E e
| ///'
14 . )
= -
—
0 7 . T T T T T T T . : ' | | | | |
0 2 4 6 8 10 12 14 16
e(minutoS)

Caseina (g /L)

= 13,3333
®  6,6667
4,1000
v 3,0000
2,3333
< 2,0000
1,6667
® 1,4667

Observacao: ensaio para caseina 1,3333 g / L foi perdido.
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Figura 4.55 — Concentracao de tirosina em funcdo do tempo para bromelina pura, relacao

1 /125: 2° conjunto de ensaios.

Cinética da hidrolise - Bromelina Pura: relacao 1 /125

3° conjunto de ensaios

—
[
= 24
e P
= _
E Z
S
v
14 v o«
,,ﬁ"’
2 Sy
y B
0 T T T T T T T T T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16
6 (minutos)

Caseina (g /L)

= 13,3333
° 6,6667
4,1000
v  3,0000
2,3333
< 2,0000
1,6667
° 1,4667
* 1,3333

Figura 4.56 — Concentracao de tirosina em funcdo do tempo para bromelina pura, relagao

1/125: 3° conjunto de ensaios.
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APENDICE XIV

mmol tirosina / L

Cinética da hidrolise - Extrato base: relagdo 1 /25

2° conjunto de ensaios

— @
/ .
/, _ A o »
w©—— % <
2 4 6 8 10 12 14 16
6 (minutos)

Caseina (g /L)

= 13,3333
® 6,6667
4,1000
v 3,0000
2,3333
< 2,0000
1,6667
® 1,4667
* 1,3333
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Figura 4.59 — Concentracao de tirosina em fungao do tempo para o extrato, relagao base
1 /25: 2° conjunto de ensaios.

mmol tirosina / L

Cinética da hidrolise - Extrato base: relagao 1/25

_ 3°conjunto de ensaios

!

Caseina (g /L)

® 13,3333
® 6,6667
4,1000
v 3,0000
2,3333
< 2,0000
1,6667
® 1,4667
*  1,3333

14 16
6 (minutos)

Figura 4.60 — Concentracao de tirosina em fungao do tempo para o extrato, relagao base
1 /25: 3° conjunto de ensaios.
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APENDICE XV

mmol tirosina / L

Cinética da hidrolise - Extrato base: relagdo 1 /50

2° conjunto de ensaios

o —
-
<
®
o <
< o <« N *
< I *
-

Caseina (g /L)

13,3333
6,6667
4,1000
3,0000
2,3333
2,0000
1,6667
1,4667
1,3333

14 16
6 (minutos)
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Figura 4.63 — Concentracao de tirosina em fungao do tempo para o extrato, relagao base
1 /50: 2° conjunto de ensaios.

mmol tirosina / L

Cinética da hidrdlise - Extrato base: relacao 1 /50

3° conjunto de ensaios

Caseina (g /L)

= 13,3333

® 66667

4,1000

- v 3,0000

" 2,3333

- < 2,0000

// 1,6667

. [ 1,4667

/< - * 1,3333
3 . — *

2 4 6 8 10 12 14 16
6 (minutos)

Figura 4.64 — Concentracao de tirosina em fungao do tempo para o extrato, relagao base
1 /50: 3°conjunto de ensaios.



