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RESUMO

SANTIAGO, A. M. Estudo do potencial de cascas do umbu (Spondia tuberosa), jabuticaba
(Myrciaria cauliflora), goiaba (Psidium gugjava) na producdo e recuperagiio da exo-
poligalacturonase. Tese de Doutorado, UFCG, Programa de Pés — Graduagdo em Engenharia
de Processos. Area de concentracio: Biotecnologia, Campina Grande/PB, Brasil.

QOrientadora; Profa. Dra. Libia de Sousa Conrado Oliveira

A indistria de processamento de frutas produz uma grande quantidade de residuos
agroindustriais dentre eles, cascas, as quais sfo ricas em carboidratos, proteinas e pectina. A
pectina € uma fonte indutora de pectinases. que sdo enzimas que hidrolisam as substincias
pécticas e sdo usadas na extracfo de suco de fruta e clarificagiio, extragio de dleo, tratamento
de fibra téxtil e racdo animal. Portanto, o objetivo deste trabatho foi avaliar o potencial das
farinhas das cascas do umbu (Spondia tuberosa), jabuticaba (Myrciaria cauliflora) e goiaba
(Psidium guajava) na produciio da exo-poligalacturonase (cinética fermentativa) por meio da
fermentagiio em estado s6lido, usando o micro-organismo Aspergillus niger CCT 0916 como
agente da fermentaciio. Foi realizado um planejamento fatorial 2° com trés repeti¢bes no
ponto central para avaliar a influéncia da umidade inicial do meio e concentracdo da fonte de
nitrogénio (sulfato de aménio) sobre a atividade poligalacturondsica. Durante o cultivo foram
analisados, em periodo de zero a 72 horas, umidade do meio, pH, aclcares redutores e
atividade da exo-poligalacturonase (PG). A maior atividade alcangada foi com a farinha da
casca do umbu, 18 U/g do meio fermentado, nas condigdes de 60% de umidade em base
tmida, concentragio de nitrogénio de 1,5%, concentragio de esporos 107 esporos/g de meio
fermentado e temperatura de 3042°C. Portanto, esta farinha foi a escolhida e a partir dai
estudou-se a melhor condigio de extragio desta enzima utilizando a metodologia do
planejamento experimental fatorial e andlise de superficie de resposta no qual verificou-se a
influéncia das varidveis agitagio (AG), tempo de contato (TC) e relacio solvente/massa de
meio fermentado (RE) sobre a atividade PG. O sistema que apresenton o melhor resultado de
atividade enzimdtica, 32,59 U/g foi o operado com agita¢do de 150 rpm, tempo de contato de
45 minutos e relag@o de solvente com o meio fermentado de 10 mL/g. Estudou-se também a
aplicagiio da extracio liquido-liquido para a separacio da exo-poligalacturonase da farinha da
casca do umbu, por meio de sistema aquoso bifdsico (SAB), formado por polietileno glicol
(PEG)/fostato de potdssio e o extrato bruto proveniente da fermentagio realizada com as
melhores condigdes no processo de extragio. Avaliou-se o efeito da massa molar do PEG,
concentracio do PEG e concentragio do sal sobre o fator de purificagio {FP) e concentragio
(R} na fase inferior de cada sistema utilizando a metodologia do planejamento experimental
fatorial 2° e andlise de superficic de resposta. A partigio da exo-poligalaciuronase foi
conduzida em sistemas com composi¢io de PEG e fosfato de potdssio de, 12, 14 e 16% ¢
massa molar do PEG de 4000, 6000 e 8000. O sistema que apresentou maior fator de
purificagdo (FP), 5,64 vezes e recuperacio (R)) de 97,14, cuja concentragio de PEG 8000 foi
de 16% e concentracdo de fosfato de potdssio 12%. Isto mostra que o sistema aquoso bifdsico
(SAB) pode ser considerado como uma alternativa no planejamento de processos de
recuperacao e purificacio da enzima estudada obtida da farinha da casca do umbu.

Palavras-chave: Poligalacturonase. Cascas de Frutas. Fermentagio em estado sélido. Sistema
aquoso bifisico.



ABSTRACT

SANTIAGO, A. M.Study of the potential of peels of umbu (Spondia tuberosa), jabuticaba
(Myrciaria cauliflora) and guava (Psidium gugjava) in the production and recovery of exo-
polygalacturonase,

The fruit processing industry produces a lot of agroindustrial wastes, among them
husks, which are rich in carbohydrates, proteins and pectin. Pectin is a source inducing
pectinases, which are enzymes that hydrolyze the pectic substances and are used in fruit juice
extraction and clarification, oil extraction, treatment of textile fiber and animal feed. The aim
of this study was to evaluate the potential of flours made of peels of umbu, jabuticaba and
guava in the production of exo-polygalacturonase (fermentative kinetics) through solid state
fermentation, using the microorganism Aspergillus niger CCT 0916 as the agent of
fermentation. A factorial design with three replicates in the central point was conducted for
evaluating the influence of both the initial moisture of the medium and the concentration of
the pitrogen source (ammonium sulphate) on the activity of polygalacturonase. During
cultivation, medium moisture, pH, reducing sugars and activity of exo-polygalacturonase
(PG) were analyzed within the time range of up to 72 hours. The highest activity was
achieved for the flour of umbu peels, 18 Ulg of fermented medium under moisture of 60%,
nitrogen concentration of 1.5%, spore concentration of 107 spores/g of fermented medium and
temperature of 30°C+2°C. So this flour was chosen and from there the best condition of
enzyme extraction was studied using the methodology of factorial experimental design and
response surface analysis being investigated the influence of the variables agitation (AG),
contact time (TC) and solvent/medium fermented mass ratio (RE) on the PG activity. The
system that showed the best result of enzymatic activity, 32.59 Ulg, was operated with
agitation of 150 rpm, contact time of 45 minutes and solvent/medium fermented mass ratio
(RE) of 10 mil/g. The application of liquid-liquid extraction for separating exo-
polygalacturonase from the flour of umbu peels was also investigated by using the two-phase
agqueous system {SAB) made up of polyethylene glycol (PEG), potassium phosphate and the
raw extract from the fermentation carried out under the best conditions of extraction. The
effect of PEG molar mass, PEG concentration and potassium phosphate concentration on the
purification factor (FP) was evaluated as well as the concentration (R:) in the lower phase in
each system by using a 2% factorial experimental design and response surface analysis. The
partition of exo-polygalacturonase was conducted in systems with composition of PEG and
potassium phosphate concentration of 12, 14 and 16% and PEG molar mass of 4000, 6000
and 8000. The system with the highest purification factor (FP), 5.64 times and recovery (Ry)
of 97.14, had concentration of PEG 8000 of 16% and potassium phosphate concentration of
12%. This shows that the aqueous two-phase system (SAB) can be considered as an
alternative in planning processes of recovery and purification of the enzyme studied obtained
from the flour of umbu peels.

Keywords: Polygalacturonase. Pecl of fruit. Solid-state fermentation. Aqueous two-phase
systern.
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1 INTRODUCAO

O Brasil, além de ser um dos maiores produtores agricolas do mundo, tornou-se nos
dltimos anos uma grande poténcia no setor da agroinddstria o qual € responsével por parcela
significativa das exportagdes, contribnindo positivamente para a balanga comercial,
Entretanto, em resposta a esse avango gera-se uma grande quantidade de residuos os quais
além de criar problemas ambientais representa perdas de matérias-primas ¢ energia, exigindo
investimentos significativos em sistemas de tratamento,

Salienta-se que, este € um problema de grande dimensdo frente ao volume gerado e a
forma, na maioria das vezes inadequada, em que os residuos t€m sido gerenciados e dispostos.
Nos dltimos anos, houve um interesse crescente no uso eficiente de diversos residuos
agroindustriais tendo em vista que os mesmos sao constituidos de substincias de alto valor
nutricional, que quando empregada uma tecnologia adequada, podem ser convertidos em
pi'bd.litos comerciais de maior valor agregado.

Dentre as tecnologias empregadas, os processos biotecnoldgicos, em especial a técnica
de fermentacfio em estado sdlido (FES) € uma alternativa de tecnologia economicamente
vidvel e eficiente gue vem utilizando estes residuos os quais s30 matérias-primas abundantes,
de baixo casto e de alto valor nutricional em especial, farelos, cascas, bagacos de frutas da
agroindistria {maca, maracuji, pendiculo de caju. laranja, bagaco de mandioca, bagaco de
beterraba e outros), como fonte de carbono para a obtencio de enzimas, alcodis, édcidos
orgdnicos, aminodcidos, proteinas, metabdlitos secunddrios biologicamente ativos e
compostos de aroma, desde que o micro-organismo escolhido seja apropriado para a
finalidade especial desejada (UENQOIO e PASTORE, 2007).

Muitos micro-organismos podem crescer em substratos solidos, residuos
agroindustriais, entretanto os fungos filamentosos sfio os mais adaptiveis ao processo de
fermentacio em estado sélido devido &s condi¢des do meio se aproximar mais do seu habitat
natural. Estes micro-organismos sao capazes de produzir e excretar grandes quantidades de
enzimas ao degradar os polissacarideos presentes na biomassa vegetal (CASTILHO et al.,
2000), dentre elas as pectinases quese destacam por representarem cerca de 25% do mercado
mundial de enzimas (JAYANI et al., 2005) e sdo muito utilizadas nas inddstrias de sucos de
frutas para reduzir a viscosidade, além de aumentar o rendimento da extragéo e clarificacio,
na maceracio das uvas em vinicolas, na extragio dos Oleos vegetals aumentando o seu
rendimento e diminuindo ¢ seu tempo de processo e no tratamento e demogagem de fibras

naturais na inddstria téxtil e de papel (UENOJO e PASTORE, 2007).
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De acordo com dados do Ministério do Desenvolvimento e Comércio Exterior do
Governo Federal citado por Rocha (2010), o mercado de enzimas no Brasil movimentou em
2009 US$ 103,2 milhdes de délares sendo que USS 32,2 milhdes corresponderam s
exportaghes enquanto que as imporiagdes ultrapassaram 71 milthdes. Isto mostra que o
mercado brasileiro é essencialmente importador em termos de produgio ¢ uso das enzimas no
pafs, apesar de apresentar grande potencial em funcdio da enorme geracdo de residuos
agricolas e agroindustriais.

O aito custo dessas biomoléculas associado com a necessidade de se obter um produto
com alta pureza dificulta as aplicacdes das mesmas na medicina, nas inddstrias farmacéuticas,
quimica e alimenticias. Portanto hd necessidade do aprimoramento de processos de produgio
e purificaclio seguros e simples e que atinjam elevada pureza do produto a custos baixos,
tornando-se um grande desafio da bioteéonologia.

O emprego de sistemas aquosos bifdsicos (SABs) tem sido empregado na separacdo e
purificacfio de enzimas, tendo em vista gue permite 2 obtencdo de rendimentos elevados em
tempos curtos e com custos baixos (IGARASHI, 2003). Estas etapas permitem remocio de
substincias téxicas efou metabdlitos indesejdveis além de conferir caracteristicas adequadas
ao produto a ser comercializado.

O fato da importincia do uso das enzimas pectinases nas inddstrias € que ndo hd
producdo significativa destas no Brasil, sendo a demanda atendida por produtos importados,
tornando o custo suscetivel s oscilagOes cambiais e agregando despesas com transporie
intercontinental e a disponibilidade dos residuos do umbu, jabuticaba e goiaba gerados
durante as suas safras, em especial as cascas, as quais em grande parte sdo lancadas ao meio
ambiente constituindo de substincias indutoras na produgdio dessas enzimas € que se fazem
necessdrios a realizacio de pesquisas wutilizando-as como substratos em processos
biotecnolbgicos, seguros, de baixo custo e que atinjam altos graus de purificacio e

seletividade como a fermentagiio em estado sélido e os sistemas aquosos bifdsicos (SABs).
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1.1 OBIETIVO GERAL

Estudar o potencial das cascas do umbu, jabuticaba e goiaba como substrato na

produgio de exo-poligalacturonase por meio da fermentagio em estado sélido (FES)

utilizando 0 micro-organismo Aspergillus niger CCT 0916 como agente da fermentaciio, bem

como, a recuperacio desta enzima através do emprego de sistemas aguosos bifasicos (SABs).

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinaro percentual em peso das cascas dos frutos umbu, goiaba e jabuticaba para

avaliar o rendimento em processos biotecnoldgicos.

Caracterizar as farinhas das cascas (residuos secos) do umby, jabuticaba e goiaba
quanto a granulometria, massa especifica, porosidade, umidade, cinzas, pH, sélidos
soltiveis (°Brix), agicares redutores (AR), agiicares totais (AT), proteina bruta e

pectina.

Conslruir as isotermas de adsorcio de umidade dos residuos do umbu, jabuticaba e

goiaba nas temperaturas de 25, 30 ¢ 35 °C.

Avaliar a potencialidade destes residuos secos como substrato na produgio da exo-
poligalacturonase (exo-PG) por meio da fermentacfio em estado sélido (cinética
fermentativa) e micro-organismo Aspergilius niger CCT 0916, utilizande a
metodologia do planejamento fatorial 2° com trés repeticdes no ponto central. As
varidveis independentes foram umidade inicial do meio e concentragfio de nitrogénio €

a dependente foi a atividade poligalacturonisica.

Utilizar a metodologia de planejamento fatorial 23, para avaliar a influéncia das
varidveis: relacdo solvente/massa do meio fermentado (RE), tempo de contato entre o
solvente e o meio fermentado (TC) e o grau de agitagéio do meio de extragdo (AG) no
processo de extragio da enzima utilizandoo residuo seco que alcangar na cinética de

fermentagdo o maior valor de atividade poligalacturonasica.



19

¢ Utilizar planejamento fatorial 2° com irés repeticGes no ponto central na fase inferior

dos sistemas aquosos bifasicos (SABs) constituidos de PEG/fosfato de potéssio para
avaliar a influéncia das varidveis independentes, concentracio de fosfato de potassio,
concentragio e massa molar dos PEGs 4000, 6000, 8000 sobre os pardmetros de
particiio, fator de purificaciio e recuperaco da enzima exo-poligalacturonase obtida a

partir da melhor condiciio do processo de extragio.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 UMBU (Spondias tiuberosa)

A primeira referéncia ao umbuzeiro foi feita por Gabriel Soares de Souza, em sui obra
“Tratado Descrito do Brasil em 1587,” quando fez uma fiel descrigio desta planta enaltecendo
a importancia das raizes e das frutas para os indios e habitantes da regiio. No século XVIII, o
botinico Manuel de Arruda Camara fez a descri¢do cientifica do umbuzeiro, classificando-o
como espécie Spondias tuberosa (MENDES, 1990).

O género Spondias pertencente 4 familia Anacardiaceae, possui 18 espécies, das quais
se destaca a Spondias tuberosa (umbuzeiro), espécie origindria do semi-drido do Nordeste
brasileiro que cresce espontaneamente desde o Ceardi até o norte de Minas Gerais, com
preferéncia por regides de precipitagdes entre 400 mm e 800 mm anuais, temperatura entre 12

e 38°C, umidade relativa entre 30 a 80% e 3.000 horas de insolagio/ano (MILLER e
SCHAAL, 2005). At¢ o momento ndo existem refatos de sua ocorréncia em outras regides do
mundo.

Do umbuzeiro tudo € aproveitado, da raiz se tira & dgua da batata que sacia a fome ¢
sede do sertanejo na época seca podendo ser utilizada na medicina caseira como vermifugo e
antidiarréica, da raiz seca ¢ extraida uma farinha comestivel, do carogo extrai o éleo BISPO
(1998) e da casca produzir pectinases devido 3 mesma possuir alto teor de pectina, substancia
indutora, na produgéio destas enzimas, o qual foi um dos objetivos deste trabalho.

O fruto do umbuzeiro, popularmente conhecido por umbu ou imbu tem sua origem na
palavra tupi-guarani "y-mb-u", que significa "drvore que di de beber”, em alusdo & quantidade
de dgua contida nas tiberas, que era consumida pelos indios que habitavam as Caatingas. No
idiomiz“i inglés, ¢ conhecido por brazilian-plum (CORREA, 1988). Pela importincia de suas
raizes foi chamada por Euclides da Cunha "Arvore sagrada do Sertfo™. Um dnico umbuzeiro
pode acumular até dois mil litros de dgua em suas raizes. Portanto, ndo hd seca que tire o
verde de suas folhas ou que nio permita a producio de frutos (CONAB 2010).

O umbu, Figura 1, é uma drupa glabra ou levemente pilosa, de forma variada entre
arredondada, ovdide e oblonga, normalmente composta de casca de cor amarelo-esverdeada e
polpa branco-esverdeada, mole, suculenta e de sabor agridoce, tendo no centro um carogo
(FOLEGATTI et al., 2005). Apresenta diversidade também no tamanho, os quais oscilam
entre 1,2 e 2,7 cm de comprimento ¢ €m em média 2,0 a 4,0 cm de didmetro. E constituido,

em média, de 22% de casca, 68% de polpa e 10% de caroco (SILVA et al., 1987).
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a 1- Umbu (Spondia tuberosa).

Fonte: IBRAF (2010).

A produgio nacional do umbu foi de 9.268 toneladas em 2009, gerando uma renda de
RS 6.411.000,00, sendo que 99,7% sio advindas do Nordeste Brasileiro e o Estado da Bahia é
responsivel por 89%, Pernambuco com 5%, Rio Grande do Norte 2% e a Paraiba 1% (IBGE,
2010). E uma fruta de rdpida sazonalidade e perecibilidade, abundante no periodo da safra.
Parte da produgdo é perdida devido a falta de: infra-estrutura, praticas de manuseio adequadas
e tecnologias de processamento tanto para o fruto como para os seus residuos sendo de
extrema importincia a aplicabilidade destas técnicas por se tratar de fruta tipica da regido
Nordeste do Brasil, onde o setor agroindustrial tem crescido muito nos tltimos anos.

O periodo da colheita do umbu compreendido entre novembro a maio independente dg
irregularidade da chuva, pois ndo precisa ser irrigado, tem se tornado uma importante
atividade econdmica, chegando a produzir entre 28 e 32 mil frutos por planta, algo em torno
de 350 quilos safra/ano (SANTOS e OLIVEIRA, 2001). Os umbus sido colhidos e vendidos
em feiras livres para serem consumidos in natura e para as agroindistrias para elaboracio de
uma variedade de produtos, dentre eles, bebidas, polpas congeladas, sorvetes, geléias, doces,
sucos, vinagre, umbuzada e frutas cristalizada gerando grandes quantidades de residuos como
cascas, carogos que sdo langados ao meio ambiente. A maior importincia econdmica do umbu
estd na sua industrializacao sob a forma de polpa.

A Tabela 1 apresenta a composicao fisico-quimica da farinha da cascado umbu.
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Tabela 1 — Caracterizagio fisico-quimica da farinha da casca do umbu.

Pariametros Farinha da casca do umbu

Umidade (b.u) (%) 8,77
Proteinas (%) 4,01
Acicares Totais (%) 3.47
Acucares Redutores (%) 2,64
Cinzas (%) 4,26
Atividade de dgua 0,42

pH 2,20

Pectina (% pectato de cdlcio) 16,26
SST (° Brix) 4,5

Fonte: ALMEIDA et al.(2010).

2.2 GOIABA (Psidium guajava)

A goiabeira (Psidiumguajava) pertencente a familia Myrtaceae, origindria da América
Tropical, possui cerca de 100 géneros e 3.024 espécies conhecidas. No Brasil, a goiabeira
encontra-se amplamente difundida da regido Sul ao Nordeste e dentre as cultivares
disponiveis aos produtores brasileiros destacam-se: Pedro Sato, Rica e Paluma
(FERNANDES et al., 2007).

A goiaba, fruto da goiabeira, Figura 2, é uma baga globosa, pode ter formato ovéide,
arredondado ou piriforme dependendo da cultivar. Internamente, apresenta um mesocarpo de
textura firme e 4 a 5 l6culos, cheios por uma massa de consisténcia pastosa, onde estdo
numerosas sementes de 2 a 3 mm (CHITARRA, 2006). A casca é uma pelicula fina e

delicada, com a cor variando do verde ao amarelo, dependendo do estddio de maturagdo.

Figura 2 —Goiaba (Psidium guajava).

Fonte: IBRAF (2010).

O cultivar mais utilizado nos pomares brasileiros com finalidade industrial € o Paluma

possui caracteristicas de qualidade que a faz ser bem aceita tanto para o mercado de fruto in

[en ImRLINTRCATRC
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natura como para o processamento (CARDOSO, E., 2005). S#o grandes e piriformes,
podendo pesar até 500 g.

O Brasil € um dos maiores produtores de goiaba do mundo com uma produgiio
relativamente estdvel, variando de 316.301 toneladas em 2007 para 328.255 toneladas em
2008, em uma &rea de 15.012 ha, concentradas principalmente nas regides Sudeste e Nordeste
do pais (AGRIANUAL, 2010). Sendo os estados de Pernambuco e Sio Paulo os maiores
produtores brasileiros. responsdveis por 65% da produgio nacional. O estado de Séo Paulo é o
segundo maior produtor, com uma producio de 120 mil toneladas, correspondendo a 29,55%
da producdo (IBGE, 2009). A maior parte desta produgido € destinada 3 indudstria para a
producdo de doces, suco, geléia, polpa congelada, néctares, sorvetes, sendo as principais
formas de consumo da fruta no Brasil. No processo de beneficiamento dos frutos hd o
descarte das sementes juntamente com as cascas, as quais ndo sdo separadas no processo
fisico de despolpamento constituindo o residuo que usualmente € descartado pela
agroinddstria. No caso da goiaba destinada & produciio de sucos e doces, aproximadamente
30% do peso do fruto ¢ residuo, constituido, principalmente, por sementes e cascas, tendo
potencial quantitativo para serem utilizados em bioprocessos (NASCIMENTO et al., 2010).

A produgio da goiaba esti concentrada nos meses de fevereiro a abril embora a
comercializagio da fruta ocorra durante o ano todo.

A Tabela 2 apresenta a composigio fisico-quimica da farinha da casca da goiaba.

Tabela 2 — Caraclerizacgio fisico-quimica da farinha da cascada goiaba.

Parimetros Farinha da casca da goiaba

Umidade (b.u) (%) 10,52+0,75
Agiicares Totais (%) 30,6440.91
Agticares Redutores (%) 9,57+0,35
Cinzas (%) 3,38+0,26
pH 4,20+0,02

Proteinas (%) 3,82

SST (°Brix) 31,50

Pectina (% pectato de cilcio) 10,54

Atividade de d4gua 0.36

Fonte: MUNHOZ et al. (2008), ALMEIDA et al. (2010).
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2.3 JABUTICABA (Myrciaria cauliflora)

A jabuticabeira (Myrciaria cauliflora Berg), pertencente a familia Myrtaceae é uma
planta nativa brasileira, origindria da regido de Minas Gerais, a qual foi domesticada e
incorporada 2 cultura popular pelos indigenas tupis. E amplamente encontrada e distribuida
em quase todas as regides brasileiras sendo os estados de Sdo Paulo, Rio de Janeiro, Minas
Gerais e Espirito Santo os maiores produtores (DONADIO, 2000).

No Brasil, as espécies mais cultivadas sdo a M. cauliflora, destacando-se a variedade
Paulista, e a M. jabuticaba, destacando-se a variedade Sabard, que € a mais apreciada. E um
fruto middo, de epicarpo fino, adocicado com maturagdo precoce (MELETTI, 2000). O
periodo de amadurecimento do fruto pode variar de 45 a 65 dias, dependendo da regido de
cultivo.

O fruto da jabuticaba, Figura 3, é uma baga globosa, com 1,0 a 3,5 cm de didmetro,
com polpa esbranquicada, suculenta e casca avermelhada quase preta, contendo entre uma a
quatro sementes. E aproveitada pela inddstria farmacéutica e alimenticia, devido a seu alto
teor de substincias antioxidantes e também é bastante consumida na forma natural e sob a
forma de geléia, vinho, vinagre, licor, suco (LIMA, J.et al., 2008).

Sua casca € adstringente, possui altos teores de antocianinas, dcidos fendlicos e
flavonéide, é bastante utilizada no tratamento de diarréias e irritagcdes na pele, na inflamagdo
dos intestinos e hemoptise, apresentando também, segundo a medicina popular, propriedades
antiasméticas (HERBARIO, 2010; REYNERTSON et al., 2006).

Dentre as espécies existentes, a jabuticaba Sabaré é a que ocupa a maior drea cultivada

no Brasil e é a mais apreciada e doce das jabuticabas.

un'c (Myrciaria auhﬂora )

,.

Figura 3 — Jabi

- B

Fonte: IBRAF (2010).
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No Brasil, a comercializacdo destes frutos tem aumentado anualmente. Em 2008,
foram comercializadas aproximadamente 2.000 toneladas das jabuticabas na CEAGESP
(Companhia de Entrepostos e Armazéns Gerais de Sdo Paulo) e Central Unica de
Abastecimento (CEASA) de Curitiba e Belo Horizonte (CITADINI et al., 2010).

O ciclo de desenvolvimento da jabuticaba ¢ muito curto, portanto durante a sua safra,
fevereiro a marco, hd uma grande producdo e também desperdicio em detrimento da sua
perecibilidade gerando grandes quantidades de residuos ricos em determinadas substincias,
conforme a Tabela 3, que podem ser aproveitados na drea da biotecnologia agregando valores

a estes e também evitando que sejam langados no meio ambiente.

Tabela 3 — Caracterizagio fisico-quimica da farinha da casca da jabuticaba.

Parimetros Casca da jabuticaba
Umidade (b.u) (%) 10,23
Proteina (%) 4,82
Atividade de dgua 0,35
Acucares Totais (%) 31,39
Actcares Redutores (%) 29,86
Pectina (% pectato de cdlcio) 10,60
SST (°Brix) 36,0
Cinzas (%) 3,6
pH 3,24

Fonte: ALMEIDA et al. (2010).

Diversos estudos sobre a composicdo de frutas e residuos agroindustriais brasileiros
tém sido realizados com o intuito de que estes sejam adequadamente aproveitados. Para

agregar-lhes valor € necessdrio o conhecimento dos seus constituintes, através de

investigacoes cientificas e tecnoldgicas.
2.4 SUBSTANCIAS PECTICAS

As substincias pécticas sdo col6ides constituidos, na sua maioria, por cadeias de
acidos D-galacturdnicos unidos por ligagdes a-1.4, e cujos grupos carboxilicos podem estar
parcialmente metoxilados e parcial ou totalmente neutralizados por bases (BOBBIO, 2003).
Formam o maior componente da lamela média das paredes primdrias das células vegetais.

Segundo Bobbio (2003); Coulate (2004); Fennema (2010) e Koblitz (2008) pertencem
ao grupo de substancias pécticas:

e Protopectina (composto insolivel em dgua e, por aquecimento em presenga de
acidos diluidos, formam écidos pectinicos ou dcidos pécticos, encontrada em

frutas e vegetais ndo maduros);
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s Acidos pécticos (sio os 4cidos D-galacturdnicos cujos grupos carboxilicos nfo
apresentam esterificados com grupos metil ¢ sdo soliveis em dgua);

+ Acidos pectinicos (580 os dcidos poligalacturdnicos que contém quantidades
varidveis de grupos metoxilicos, formam soluges colodais ou sio soliveis em
dgua. Sio obtidos a partir da protopectina por agao da enzima protopectinase;

e Pectina (380 polimeros lineares de 4cido o-D-galacturénico unidos por ligagtes
a-1,4, encontrados na lamela média das células vegetais, A maior parte das
pectinas no fruto € soldvel em dgua (80%). Em meios 4cidos fortes, as ligagbes
glicosidicas da pectina (1,4) sfio hidrolisadas originando monossacarideos e em
meio alcalino a pectina é desmetoxilada.

Embora o dcido D-galacturénico seja o principal acdcar constifuinte das substincias
pécticas, proporges varidvels de ouwros agticares, tais como D-galactose, L-arabinose, D-
xilose, L-ramniose, L-fucose, também podemn ser encontrados. O que diferencia as substincias
pécticas € o seu grau de metoxilagdo, grupos metilas esterificados ao grupo carboxilico da

moléciula,
2.5 ENZIMAS PECTINOLITICAS OU PECTINASES

Sdo enzimas capazes de reconhecer ligagGes glicosidicas do tipo ¢-1,4 entre unidades
de icido galacturénico ou seu derivado metoxilado. Sdo produzidas por vegetais e micro-
organismos ¢ seu substrato sdo os polissacarideos constituintes da Jamela média e da parede
primdiria de células vegelais (KOBLITY, 2008).

As enzimas de fontes microbianas oferecem um amplo intervalo de pH 6timo (5,5 a
6,5 para bactérias, 6,2 a 7,5 para leveduras e 2,5 a 5,0 para fungos) para aplicacOes comerciais
(FENNEMA, 2010).

As pectinases foram as primeiras enzimas a serem usadas na inddstria. Sua aplicacio
comercial foi observada em 1930 nas preparagbes de vinhos e sucos de frutas, o rendimento
era baixo e muitas dificuldades foram encontradas para filtrar o suco e se atingir uma
clarificagdio aceitdvel. A partir de entfio com os estudos sobre a composi¢do quimica dos
tecidos de plantas é que os pesquisadores comecaram a estudar e aplicar essas enzimas com
maior eficiéncia e hoje sfio as que mais crescem no setor comercial, em especial nas indUstrias
de sucos (CARVALHQO.S., 2007).

A produgiio das pectinases para fins industriais ¢ feita geralmente a partir de fungos,

entretanto os filamentosos do género Aspergillus s30 os que mais se destacam como bons
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produtores, em especial o Aspergillus niger em funcio de suas caracterfsticas de reprodugio ¢
crescimento, apesar de existirem virtos outros fungos produtores destas enzimas (CASTILHO
et al., 2000).

A primeira etapa do processo para a produgdo de qualquer enzima microbiana
comercial é a sele¢io do micro-organismo capaz de produzi-la em niveis adequados. A
linhagem selecionada poderd sofrer melhoramento genético objetivando alcancar niveis de
produgdo da enzima mais elevados (SANTOS, S., 2007).

Muitas pesquisas foram realizadas para a produgdo de pectinases, dentre elas,
Trindade et al. (1996) os quais utilizaram resfduos de frutas (mac, laranja, acerolza, maracuji
e morango) na produciio da enzima poligalacturonase e obtiveram os melhores resultados com
a casca da macid 14 U/mL em 22 horas de fermentacfio. Couri et al. (2000) estudaram a
producdo da enzima poligalacturonase pelo Aspergillus niger utilizando como substratos
casca de banana, casca de manga, farelo de mandioca e farelo de trigo e concluiram que o
farelo de trigo com 42 horas de fermentacio apresentou os melhores resultados 76,9 U/g de
poligalacturonase, Panarotto et al.(2003) obtiveram 70,5 U/g usando casca de limdo como
indutor. Pinto et al. (2003) utilizaram a casca de maracuja e obtiveram 1,9 U/g com 24 horas
de processo. Padma et al.{2011) na producio de poligalacturonase utilizaram varios residuos,

cascas de frutas, e obtiveram o maior valor de atividade, de 21 U/mL, com a casca da laranja.
2.5.1 Classificaciio das pectinases

As pectinases sfo constituidas por um complexo multienzimaticos e sua classificaciio
é feita de acordo com o modo de atuacio sobre as substincias pécticas, ma cadeia
poligalacturdnica e o grape metoxila da pectina, dividindo-se em trés grupos de enzimas; as
protopectinases degradam a protopectina insolivel formando pectina solivel altamente
polimerizada; as pectinesterases, que remove os grupos metil éster das substincias pécticas
formando dcido péctico, e as despolimerases, catalisam a ruptura das ligaces glicosidicas o
(1,4) das cadeias glicosfdicas do dcido D-galacturdnico (JAYANY et al., 2005).

No grupo das esterases estdo classificadas as pectinesterases e no grupo das
despolimerases as poligalacturonases (endo-poligalacturonases e exo-poligalacturonases) e as
pectina-liases. A diferenga enire as enzimas despolimerases estd no modo dessas atuarem no
substrato. As pectina-liases agem preferencialmente em pectinas altamente metiladas e
hidrolisa cadeias poligalacturfnicas, para dar oligossacarideos com graus variados de

metilacio e as poligalacturonases hidrolisam o 4cido péctico e a pectina em é&cido
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galacturbnico e oligossacarideos respectivamente (BON et al., 2008). Dentre as enzimas

pectinases ou pectinoliticas as mais estudadas sfio as poligalacturonases (JAYANIT et al.,
2005).

2.5.1.1 Poligalacturonases (PG)

As poligalacturonases (PG) catalisam a hidrélise das ligagdes glicosidicas «-1,4 da
cadeia de acido poligalacturdnico (MARTIN, 2006). Estas enzimas sdo classificadas em endo-
PG (EC 3.2.1.15) a qual catalisa a hidrélise randémica da ligagio glicosidica a-1,4 do 4cido
péctico e a exo-PG (EC 3.2.1.67) que catalisa a hidrélise sequencial da ligagio glicosidica a-
1.4 do 4cido péctico na extremidade ndo redutora da cadeia (MALLER, 2011).

O resultado da ag@io da poligalacturonase é a despolimerizacio da pectina e a
solubilizacdo progressiva dos fragmentos de poliuronidec. O resultado pratico de tal atividade
¢ que barreiras intercelulares (lamela média) sfo rompidas e a viscosidade de solugdes de

pectina é diminuida 3 medida que a a¢fio da enzima é mantida (FENNEMA, 2010).
2.6 FERMENTACAO EM ESTADO SOLIDO OU CULTIVO SEMISSOLIDO

E uma técnica de crescimento de micro-organismos sobre ou dentro de substratos
umedecidos, insolivel em dgua, no qual A atividade de dgua presente garanta o seu
crescimento e produgdo de produtos. A Agua existentc no meio encontra-se na forma
complexada ou absorvida no substrato (CORREIA, 2004).

A escolha do substrato nesse processo é de fundamental importincia, pois este pode
ser ao mesmo tempo suporte e substrato (materiais orginicos e lignoceluldsicos) ou apenas
um suporte o gual deve ser acrescido de nutrientes (PALMA, 2003).

A fermentacio em estado sélido tamb€m chamada de cultivo semissélido ¢ um
processo bastante promissor na produgfio de vérios produtos, inclusive enzimas. Este processo
apresenta algufnas caracterfsticas vantajosas tais como: simplicidade dos meios de cultivo
{necessita normalmente do ingrediente principal e de 4dgua para umedecé-lo); requer menor
~ espago e energia; minimiza os riscos de contaminagio microbiana, devido ao baixo teor de
umidade do meio; gera menor volume de efluentes; o crescimento celular ocorre em
condicBes mais parecidas com as dos habitats naturais; possibilidade de utilizar como

substratos residuos agricolas ou agroindustriais como fonte de carbono e energia, os quais sio
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materiais de baixo custo, além de permitir a0 fungo produzir um complexo natural de
enzimas, ao invés de produzir apenas uma enzima (BON et al., 2008).

Vale ressaltar também que este processo geralmente é preferido por permitir a
produciio de enzimas brutas mais concentradas e com custos menores de extragio e
purificacao (UENOJO ¢ PASTORE, 2007).

Apesar da fermentagiio em estado s6lido ser um processo econdmico e vidvel do ponto
de vista ecoldgico, apresenta algumas limitacdes, tais como: dificuldade decontrolar os
pardmelros operacionais de processo (pH, temperatura, vmidade, crescimento celular),
dificuldade de remogdo do calor gerado pelo metabelismo microbiano, favorece mais o uso de
fungos filamentosos no processo, do que outros micro-organismos que necessitam de teores
de umidade clevados (PANDEY et al.,1999), _

A aplicacio comercial deste processo no Brasil é bastante vidvel devido 2
disponibilidade de residuos agroindustriais de baixo custo, resultando em processo mais
favorivel ao meio ambiente, além de gerar produtos de interesse para a indistria de alimentos,
farmacéutica e agricultura em geral. Geralmente pode ser dividida em dois tipos: a) aplicagdes
s6cio-econbmicas como compostagem de residuos, ensilagem e aproveitamento de residuos
agroindustriais; b) aplicagbes lucrativas economicamente, como produgiio de enzimas, dcidos

orginicos e alimentos fermentados (PALMA, 2003).
2.6.1 Fatores que influenciam na fermentaciio em estado sélido

Virios sfo os fatores gue contribuem para o sucesso do processo, para (ue s¢ possa
obter uma maijor concentragdo de produto formado, a comegar pela escotha do substrato e
micro-organismo especifico, além do controle dos pardmetros operacionais. Esta escolha deve

estar associada as condigies de custo e disponibilidade do substrato,
2.6.1.1 Substrato

0 coﬁhecimento das caracteristicas fisico-quimicas dos substratos solidos, a ser
utilizado como meio de cultive para o crescimento celular e rendimento de produto, € de
fundamental importincia para a sua escoiha; além das condig¢des de custo e disponibilidade.

Os substratos utilizados devem conter fontes de carbono e epergia, fontes de
nitrogénio, minerais, ¢ 4gua. Entretanto para a produgiio de enzimas indutiveis, a presenga de

uma substincia indutora € essencial, como a pectina para as pectinases (BON et al., 2008).




A escolha do substrato € tdo importante no cultivo semissélido quanio & escolha do
micro-organismo. Nem sempre o meio que permite o methor desenvolvimento do micr:--
organismo favorece a maior quantidade de enzimas (BRAVO et al., 2000).

A utilizagdo de residuos agricolas ou subprodutos de inddstrias alimenticias como
substrato no cultivo semissélido estd cada vez mais disseminado, buscando obter produtos de
alto valor comercial € com custo de produg@o baixo, além de minimizar o seu actimulo no
meio ambiente. Estes residuos sfo os substratos mais pesquisados neste processo, devido a
sua abundincia, custo, além de serem ricos em nutrientes que favoracem o crescimento de
micro-organismos e formacio do produto desejado (CORREIA, 2004).

A casca das {rutas citricas € o principal subproduto gerado do processamento destas na
inddstria constitvindo cerca de aproximadamente 50% do peso da fruta fresca (PATIL e
DAYANAND, 2006). O destino deste subproduto representa um desafio de muitas fabricas,
entretanto os micro-organismos facilmente uiilizam este substrato em fermentacdes devido a
sua rica composi¢io (80% de material orgénico, 19-30% de agiicares livres, pectina 20% e
57% de fibra alimentar (CHAU e HUANG, 2003). Segundo Adeleke et al. (2012) a pectina é
um substrato adequado para o crescimento de fungos e produciio de enzimas pectinoliticas por
sistemas microbianos.

Sdo varios os resfduos agroindustriais utibzados como substrato em cultivo
semissdlido, dentre estes se encontram: bagaco de laranja (CAMARGO, 20035), casca de
limao (PATIL e DAYANAND, 2006), bagaco de abacaxi (IMANDI et al., 2008}, farclo de
trigo e casca de arroz (NIZAMUDDIN et at., 2008), polpa de café (OROZCO et al..2008),
casca e albedo do maracuja (SOUZA, 2008), tarelo de trigo (OKAFOR et al., 2010), casca de
maracujda (ROCHA, 2011), bagaco de uva (DIAZ et al., 2012), casca de limdo (RUIZ, 2012).
Os grupos de pesquisas que estudam a producdo das enzimas pectinases geralmente
aproveitam substratos regionais.

Para um melhor aproveitamento dos substratos pelos micro-organismos € necessirio
algum tipo de pré-tratamento, haja vista que, eles nio sdo capazes de transportar estruturas
macromoleculares através da membrana celular. De acordo com Mitchel et al. (2000) este
pode ser: assepsia do material para redugfio da carga microbiana; triturago ou moagem para
reduzir o tamanho das particulas; suplementacéo de nutrientes (nitrogénio, fésforo, etc.) ao
substrato sélido visando adequé-lo methor as condigfes nutricionais do micro-organismo;
ajuste de pH e teor de umidade, além de um tratamento a vapor para pré-degradagiio da

estrutura macromolecular e a eliminacfo dos principais contaminantes.
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A adicdio de dgua ou solugio de nutrientes ao meio de cultivo deve ser feita de forma a
alcangar os niveis ideais de atividade de dgua para o desenvolvimento do micro-organisio em

estudo.

2.6.1.2 Micro-organismos

A selegiio adequada do micro-organisino ¢ um dos mais importantes critérios a se
considerar em um cultivo semissélido. Dentre os micro-organismos, os fungos filamentosos
principais produtores de enzimas comerciais, si0 0s mais importantes ¢ os que melhor se
adaptam a este processo. Sua forma de crescimento em hifas, e boa tolerfincia 3 baixa
atividade de Agua e elevada presséio osmética conferem aos fungos vantagens com relacio aos
outros micro-erganismos, bactérias e leveduras, além das condigfes do meio de cultivo se
aproximar mais do seu habitat natural (ROCHA, 2010).

Os fungos filamentosos sdo ficeis de serem manuseados e crescem em pH baixo, os
riscos de contaminac@o bacteriana no meio em que estes se encontram s30 muite pequenos,
esporulam facilmente e tem a capacidade de produzir e excretar grandes guantidades e
variedades de produtos especificos, inclusive as enzimas pectinases. Em geral estes fungos
desempenham importante funcfio nas industrias de alimentos por possufrem diferentes tipos
de enzimas capazes de metabolizar misturas complexas de compostos orgénicos presentes na
maioria dos residuos (PELCZAR, 1996).

Na fermentaciio em estado sélido ou cultivo semissolido, o crescimento dos fungos
dar-se-4 sob a superficie do substrato através de sua estrutura miceliar, a qual possui hifas que
sdo capazes de penetrar nos poros do substrato, beneficiando em seu interior as reagdes
metabdlicas especificas e consequenternente favorecendo a colonizagio e a utilizagdo dos
nutrientes disponiveis do meio, gerando assim seus bioprodutos.

Aspergillus niger, € um fungo filamentoso negro geralmente denominado “mofo
negro”, apresenta hifas finas, septadas e conididforas com vesiculas recobertas por conidios
negros, podendo ser visualizado através de micrografia eletrOnica. Este fungo ¢ bastante
usado em processos fermentativos devido a sua facilidade de manipulacfo, habilidade em
fermentar uwma grande variedade de matérias-primas de baixo custo e produzir rendimentos
elevados de bioprodutos (JAY, 2005). Virios autores utilizaram este micro-organismo para
produgio de enzimas pectinoliticas ou pectinases, dentre eles, Castilho (1997), Panarotto
(2003), Fontanaet al. (2003), Santos {2007), Castro (2009), Sousa (2010).
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Segunde Pandey et al. {1999) a cultura de Aspergillus niger tem a capacidade de

produzir 19 tipos de enzimas, dependendo da indugdo e/ou do substrato utilizado.

O micro-organismo utilizado nesta pesquisa foi o fungo filamentoso Aspergillus niger

CCT 0916 geneticamente modificado objetivando produzir enzimas pectinoliticas ou

pectinases.
A Tabela 4 apresenta algumas substincias utilizadas como substrato em fermentacfio

em estado sélido na producéio de pectinases por fungos do género Aspergillus.
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Tabela 4 — Resumo de a]guns trabathos desenvolvidos para produgiio de pectinases por Asperé'illus.

Enzima Substrato Atividade Referéocia
Enzimatica
Pectinases Casca de macd 14,0 U/mL TRINDADE et al. (1996)
Poligalacturonase Bagaco de laranja 3,6 Ui, CAMARGO et al, (2005)
Pectina liase 11,3 Umil.
Poligalacturonase Casca de maracujd 21.85Ufe PINTO et al. (2006}
Poligalcturonase Fareto de arroz 11.1 W/g COSTA et al. (2007
Poligalacturonase Casca e albedo de 209 Ulg SOUZA etal. (2010)
maracuj
Poligalacturonase Casca de cenoura 36 U/mL ANURADHA et al. (201(0)
Casca de jaca 38 U/ml.
Casca de laranja 36 U/mL
Casca dc beterraba 38 U/mL
Endopectinase Bagaco de magd, laranja 16,88 U/fml. BARL et al. (2010)
Peclinase Residuo de arroz e de 11,1 Ulg ROCHA ¢t al. (2011)
maracuji
Exo-poligalacturonase Casca do umbu 15,65 Ulyg SANTIAGO et al. (2011)
Endo-poligalacturonase Palma forrageira 66,19 U/g CAVALCANTI et al. (2011}
Exo-poligalacturonase Palma forrageira 40,61 U/g
Poligalacturonase Casca de limao 300 UfmlL MALLER et al. (2011)
Pectinase Casca de limdo 130 U/g RUIZ et al. (2012)
Exo-poligufacturonase Casca de laranja 16,9 Ure DIAZ etal. (2012)
Casca de faranja+bagaco 38U/
de uva
Pectinase Casca de laranja aveda 15,74 Ufml. VASANTHI e
MEENAKAHISSUNDARAM
(2012)
Poligalacturonase Casca de manga 217 Ulg PADMA et al. (2012)
Casca de banana 30 Ufg
Casca de abacaxi 80 Ule
Protopeciinase Casca de caqui 17,27 UfmL FAN et al. (2012)
Poligacturonase Casca de coco verde 52,48 Ul'gL ARAUIO, M. et al. (2012)




2.6.1.3 Inécule

A concentragio de indculo € de extrema importincia nas fermentagdes semissolida,
pois wna concentragdo baixa de indculo poderd favorecer o desenvolvimento de
contaminantes indesejdveis e formar pouca biomassa. eptretanto um indculo com elevada
concentragio de esporos poderd exaurir o meio para a formacdo de biomassa, diminuindo a
quantidade de produto desejado (ARAI:IJO, L., 2004).

Alcintara e Silva (2011) usaram o bagaco seco do pendiiculo de caju como substrato
na fermentagdo em estado sélido para estudar a influéncia da concentraciio de indculo do
Aspergillus niger CCT 0916 (10°, 107, 10® esporos/g de meio Gmido), para producdo de
poligalacturonase e obteve a maior atividade poligalactarondsica (33 U/g) com conceniragio

de esporos de 10° esporos/g de meio Gimido.
2.6.1.4 Umidade e atividade de dgua

A pmidade do meio revela a concentragiio de dgua contida no material e € expressa em
termos percentuais. E um dos fatores que mais influencia no processo, pois quando esta for
muito alta resultard numa diminuicfo da porosidade do substrato, limitando a transferéncia de
oxigénio, além de aumentar o risco de contaminacdo. Por outro lado, se for menor que a
necessitada pelo micro-organismo, poderd o mesmo ndo se desenvolver no meio e
consequentemente nio havera formacio do produto desejado (PINTO et al., 2006).

Segundo Borzani et al. (2011} o teor de umidade na fermentagfo em estado sélido
pode variar entre 18 e 85%. Esta variaciio depende do poder de absorciio do substrato, pois a
umidade inicial 6tima para o crescimento do Aspergitlué niger para a produgdo de pectinases
para a polpa de café foi de 80% (OROZCO et al., 2008) e para o residuo de maracuji foi de
40% (SOUZA, 2008).

A exigéneia de dgua pelos micro-organismos ndo estd associada a umidade do
substrato sélido, mas a atividade de dgua (Ay) do meio, que segundo Fellows (2006} é a razio
da pressdo de vapor da dgua contida na amostra (P) e a pressdo de vapor da dgua pura (P,),

ambas a mesma temperatura, conforme Equacgio 1.

Ay = (1)

P
Po
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Onde:

A= atividade de Agua;
P = pressdo de vapor de dgua do substrato;

Py= pressdo de vapor da dgua pura.

Cada micro-organismo requer um valor minimo, um valor méximo ¢ um valor 6timo
de atividade de dgua para seu crescimento e suas atividades metabdlicas. No caso dos fungos
filamentosos a atividade de 4gua minima é em tomo de 0,7 (LEITAO, 1997).

Com relacio as enzimas estas necessitam de valores minimos de A, diferentes para a
funcio catalitica. A minima ou o limite requerido para a atividade enzimdtica varia de 0,25 a
0,70 para varias oxiredutases e 0,025 a 0,96 para diversas hidrolases (FENEMA, 2010).

Castro et al. (2009) estudaram a influéncia do teor de umidade inicial do meio (8,6 a
57,6%) e atividade de dgua (0,641 a 0,990} na produgiio de poligalacturonase por fermentacio
em estado solido com diferentes linhagens de Aspergillus. Os autores utilizaram torta de
girassol como sustrato e obtiveram o maior valor de atividade PG 38,36 U/g, nas condigdes de
51,8% de umidade inicial e atividade de dgua de 0,986.

Alcgntara, S. (2007) estudou a influéneia da quantidade de dgua ¢ a concentragic de
uma fonte de nitrogénio na producio de pectinases, usando o pediinculo do caju seco como
substrato e o Aspergillus niger CCT 0916 como micro-organismeo, em um cultivo semissélido.
A atividade poligalacturonésica mdxima (11 U/g) foi obtida nas seguintes condigdes: umidade
inicial do meio de 50% (b.u), atividade de dgua entre 0,99 e 1,00, sulfato de amdnio de 0,5%
(m/m), concentracio de inéeulo de 107 esporos por grama de substrato sélido e temperatura de
incubaciio igual a 30°C.

Na preparagio do meio nos processos fermentativos deve-se considerar a atividade de
dgua e a umidade do mesmo para alcangar os niveis ideais de desenvolvimento dos micro-
organismos € consequentemente o méximo do produto desejado. Portanto, para isso €
necessdrio o conhecimento de isotermas de sorgiio a qual pode ser definida como, a expressio
grifica da relagio funcional existente entre o contetido da umidade de uma substincia e a
atividade de dgua (A,) da mesma substincia, medidas a uma temperatura constante
(CORREIA, 2004).

Na fermentagio em estado s6lido as isotermas de sorcdo podem ser construidas para
avaliar a quantidade de 4gua a ser adicionado ao substrato e também definir o comportamento

do residuo com relagdo a adicfio de dgua.
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Muitos modelos matematicos t€m sido propostos para a obiengio das isotermas de
adsorgdo ou dessorcdio de alimentos, pois ndo existe uma equacgfio geral, haja vista que,a
atividade de dgua depende da composi¢io e da interagiio dos diferentes constituintes do
alimento com a dgua em condigbes de equilibrio termodindmico (WELTI-CHANES ¢
VERGURA, 1997).

2.6.1.5 Temperatura

A temperatura tem uma gr:inde influéncia no crescimento dos micro-organismos uma
vez que todos os processos fermentativos sdo dependentes de reagdes quimicas as quais sao
afetadas pela temperatura.

Durante o processo, a temperatura é um fator critico devido a grandes quantidades de
calor produzido em consequéncia das atividades metabdlicas dos micro-organismos. O calor
produzido deverd ser dissipado para que o aumento da temperatura ndo prejudique o processo
(PINTO, 2003).

Para cada micro-organismo existe uma temperatura minima, abaixo da qual nfo hd
crescimento, uma temperatura 6tima a qual o crescimento é.méximo € wma temperatura
maxima acima da qual nfio hd desenvolvimento microbiano. De acordo com Pinto et al.
(2006) para os fungos filamentosos a temperatura influencia diretamente a germinacio dos
esporos, crescimento e formacio dos produtos. Muitos autores usando o Aspergillus niger
como agente de fermentagio utilizaram temperaturas entre 30 a 40°C (SANTOS, 2008;
KUMAR, 2010; GOMES, 2011; FERNANDEZ, 2011; CAVALCANTY, 2011).

Fawole ¢ Odunfa (2003) estudaram o efeito de diferentes temperaturas entre 20 e 45°C
na produgiio de pectinases por Aspergillus niger e concluiramm que a mator atividade
enzimdtica e formagdo da biomassa foram a 40°C enquanto que a 45°C houve um acentuado

decréscimo.

2.6.1.6 pH

O valor do pH do meio € um dos parfmetros muito importante em qualquer processo
biolégico para que se possa obter um bom crescimento celular e elevados rendimentos em
produtos. Um pH adverso afeta pelo menos dois aspectos de uma célula microbiana viva: o
funcionamento de suas enzimas e o transporte de nutrientes para o interior da célula (JAY,
2005).



Os micro-organismos t€m valores de pH minimo, 6timo ¢ maximo para o seu
desenvolvimento e crescimento. Geralmente os fungos preferem pH entre 4,5 — 5.0 e as
bactérias pH préximos da neutralidade (6,5 — 7,0). Para o Aspergillus niger o valor minimo £
de 1,2 e 6timo estd entre 3,0 a 6,0 (FRANCO, 1999).

Martins (2006) estudou a estabilidade térmica e a estabilidade frente as variacdes de
pH da poligalacturonase produzida por Thermoascus aurantiacus € observou que em pH entre
3,0 € 3,5 esta enzima manteve-se com 91% da atividade original e em valores de pH elevados
houve uma queda na sua estabilidade. Com relacfio a temperatura, para valores até 50°C, esta
enzima conservou 80% da sua atividade original ¢ manteve apenas 6% dessa atividade quando
exposta a uma temperatura de 70°C.

Souza et al. (2010) também estudaram a estabilidade térmica e a estabilidade frente as
variagbes de pH da poligalacturonase produzida por fermentacio em estado sdlido, utitizando
o micro-organismo Aspergilius niger ¢ como substrato o residuo do maracuji e concluiram
que esta enzima mostrou boa estabilidade até 50°C, apresentando 73% da atividade mdxima
na temperatura de 30°C. Em temperatura acima de 70°C foi completamente inativada, durante
20 minuotos e com relagiio ao pH os autores observaram que esta enzima apresentou boa

estabilidade em valores de pH entre 3,5 — 5,5 e acima de 6,5 n#o detectaram atividade.
2.6.1.7 Tamanho das Particulas

Sdo de extrema importincia o tarnanho e a forma das particulas do substrato.
Geralmente particulas muito pequenas poderdo resultar em aglomeragio do sabstrato
interferindo na respiracio microbiana e consequentemente pouco ciescimento celular,
entretanto particulas maiores promovem melhor acragdo devido aos espacos entre as
particulas, mas limitam a superficie para ataque microbiano (PANDEY et al., 1999).

Vale ressaltar também que particulas muito pequenas, a drea superficial é maior
. enquanto que a porosidade € menor dificultando a penetragdo do fungo filamentoso nos poros

e conseguentemente dentro das particulas do substrato (RUIZ, 2012).
A RECUPERACAO E PURIFICACAO DE ENZIMAS

O processo de recuperagio e purificagdo de biomoléculas produzidas por micro-
organismos em uma fermentaciio € denominado de downstream processing, € uma etapa

muito importante na inddstria biotecnolégica para obtengfio de produtos de alta pureza,



representando cerca de 80 a 90% do custo de producio. No caso da produgdo comercial de
enzimas os custos com as operagdes de recuperagio podem alcancar até 80% do custo final do
produto (CASTILHO et al., 1999). Portanto, ¢ de extrema importincia que se desenvolva
técnicas eficazes, econdmicas ¢ que alcancem altos graus de recuperaciio e purificagio,
mantendo a atividade bioldgica da enzima (ANTOV et al.,2004). Para isso é importante o
estudo de sua otimizagdo, de modo a se obter produtos biclégicos comercialmente vidveis,
haja vista que durante o processo fermentativo para a obtengio do composto desejado, podem
ser gerados outros compostos que impedem muitas vezes a sua utilizacio em procedimentos
industriais. Portanto, muitas técnicas €m sido utilizadas para a recuperacio ¢ purificacfio de
biomoléculas dentre elas se encontram as mais antigas como a precipitaciio, extragic com
solventes e filtracdo as quais tem alto poder de concentraciio e baixa purificaciio. E as mais
modernas como a cromatografia de afinidade, troca idnica ou gel-filtragiio, eletroforese,
extragio em duas fases aquosas, extracido com micela reversa que recuperam e purificam, de
forma mais eficaz (FERREIRA, 1., 2007). A escolha do método depende das caracteristicas de
cada enzima e do grau de pureza desejado.

A tecnologia de purificacdo desses biocompostos foi desenvolvida lentamente em
comparacio com a tecnologia de produgio em detrimento da complexidade do sistema e a
necessidade de manter a biomolécula com atividade bioldgica (MUTHIAH, 2011).

A separa¢ao de protefnas por precipitacio € uma das técnicas mais tradicionais e
amplamente utilizadas na recuperacdo e parcial purificacio dessas biomoléculas. E uma
técnica de facil ampliacdo para escala industiial € com viabilidade para operacdo continua a
custos aceitdveis para grandes volumes. Consiste na decantagio ou centrifugacio dos
precipitados de proteinas. Dentre as técnicas de precipitacio a utilizagiode sulfato de amdnio
¢ 0 uso de solventes orginicos misciveis tais como etanol, metanol ou acetona em um meio
aquoso contendo protefnas tem sido bastante utilizado. A vantagem da utilizacfio do etanol
como agente de precipitagiio € devido a sua abundincia e sen baixo custo o qual torma a
recuperaciio da enzima economicamente vidvel, além do mesmo poder ser reciclado através
do processo de destilagio. E as desvantagens do seu uso podem ser: a necessidade de
operagdo em baixa temperatura para minimizar a desnaturacdo da enzima, ¢ o perigo de
inflamabilidade deste solvente (SCOPES, 2008).

Saxena, Davidson ¢ Sheoran (2003) fizeram um estudo sobre os métodos de
purificaciio e observaram que aproxiradamente 80% dos sistemas de purificagfio utilizavam a
etapa de precipitacio sendo que, 60% usavam sulfato de aménio e 35% usavam etanol,

acetona ou um 4cido, seguido de algum método cromatogrifico.
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Ferreira, G.et al. (2007) purificaram a amilase e malte de Zea mays utilizando 80% de
lcool, obtendo um rendimento de 96%.

Pedrolli et al. (2010) purificaram a poligalacturonase produzida por Aspergillus
giganteus utilizando 70% (m/v) de sulfato de amdnio, obtendo um rendimento total de 86,4%.

Santana et al. (2012) fizeram um estudo comparativo de técnicas de precipitacio com
a enzima amilase obtida de malte de milho utilizando como agentes precipitantes os solvéntes
dlcool ¢ acetona e o sal, sulfato de amdnio. O maior valor enconirado por estes autores para o
fator de purificacio (FP) foi de 194, quando usaram o sulfato de amdnio a 30% de saturacfio.

Considerando que o processo de separacio e purificagio deve ser simples, econémico
e evitar sucessivas etapas € que a particiio de biomoléculas em sistema aquoso bifdsico tem
sido uma alternativa bastante eficiente para estes bioprodufos além das fases serem
compativeis com quase todas as proteinas conhecidas. Vale ressaltar que guanto mais etapas
forem necessdrias para a purificagio menor serd a recuperaciio protéica.

Segundo Selvakumaret alt (2010) as vantagens deste sistema s#o: ambiente
biocompativel, baixa tensdo interfacial, baixa energia. ficil aplicacio em grande escala,
operagio continua e aita sensibilidade no reconhecimento das interacdes das protefnas

ligantes.

2,7.1 Recuperaciio de enzimas obtidas por fermentacio

A extracdo de substincias contidas nos solidos fermentados € uma operagio de
extragdio sélido-liquido. E a primeira etapa da recuperacio das enzimas obtida na fermentagio
em estado sélido ou cultivo semissélido, também chamada de lixiviagio. Esta etapa tem como
principio bdsico a dissolugio de um ou varios soluios sélidos em um solvente liquido
(FERNANDEZ et al., 2011). Este solvente pode ser: dgua, tampdes, solucdes salinas diluidas
ou solucdes aguosas de glicerol resultando apds a operagdo em um extrato enzimatico
bastante limpido (CASTILHQO, 1997). O uso de tampdes evita a desnaturag@o e inativagio
enzimatica. Normalmente o pH escolhido para a solugiio tampdo € aquele onde a atividade e
estabilidade da proteina é méxima, portanto cada enzima possui uma forma de extragio
considerada Gtima conforme suas caracteristicas funcionais.

A relaciio entre a quantidade de s6lido e o volume de solvente a adicionar € de extrema
importdncia, pois um grande volume de solvente na extracdo dos solutos aumenta

consideravelmenie os custos de purificacio e recuperacdo do produto desejado.
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Santos, S.et al. (2008) estudaram o processo de extraciio da poligacturonase produzida
por Aspergillus niger usando o pendiiculo de caju seco como substrato em fermentaciio em
estado sélido e verificaram que a maior atividade enzimdtica 16,1 (U/g) deu-se com a relagdo
solido/solvente de 1:5 e tempo de contato entre solvente e meio fermentado de 100 minutos.
Entretanto Hendges et al. (2011} estudaram o processo de extracio desta mesma enzima e
utilizaram como substrato na fermentagdo em estado solido, farelo de trigo e pectina obtendo
80 U/g de atividade poligalacturonasica nas condicdes de: relacio sdlido/solvente (RE) de
1:7,5; tempo de contato (TC) de 15 minutos e agitagio do meio (AG) de 200 rpm.

Para s¢ obter um processo de lixiviagdo com &xito virios fatores devem ser levados em
consideragio: relacfio solutofsolvente, o preparo dos sélidos, pH do solvente, temperatura do
processo e o grau de agitaciio do sistema o qual favorece a difusfio dos solutos no solvente

(FERNANDEZ et al., 2011).
2.7.2 Fator de recuperaciio e purificaciio de enzimas

Segundo Cavalcanti (2010) as solugdes contendo as hiomoléculas a serem purificadas
encontram-se misturadas as células, sais e a produtos gerados (muitas vezes indesejdveis)
durante o processo fermentativo, portanto € importante que se utilize um tratamento que
possibilite 4 separacfo destes materiais.

A avaliacio do desempenho de qualquer método de purificagdo de proteinas
geralmente baseia-se na recuperacfio ¢ no fator de purificagdo de protefnas. Estes valores
segundo Cavalcanti (2010) sdo obtidos em relagdo & solugdo inicial podendo também ser feita
a avallagio pela relagdo entre a concentragfio do material purificado (C) com a concentragio
do material inicial (C,), ou qualquer que scja a etapa dentro do bioprocesso, tendo sempre
uma etapa anterior como referéncia. Logo, conforme a Equaciio 2, define-se a recuperagio da

proteina (RP) como:
C
RP (%) = o x 100 ()
4]

Onde:
C: concentracio do material purificado;

C,: concentragio do material nfio purificado.
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O fator de purificagdo (FP) é definido para enzimas como a relagfio entre a atividade
especifica no material purificado (AS) com a atividade especifica no material ndo purificado

(ANS), conforme a Equagfo 3:

ep = AS
" ANS &

2.8 SISTEMAS AQUOSOS BIFASICOS (SABs)

Os sistemas aquosos bifasicos (SABs) sio conhecidos desde o final do século XIX,
quando Beijerinck descobriu que solugdes aquosas de gelatina com dgar ou amido solivel
quando misturadas em uma dada faixa de temperatura e concentracio separavam-se
esportancamente em duas fases ifquidas impidas. Entretanto foi apenas com os trabathos de
Albertson em meados da década de 50 que ficou evidente para a comunidade cientifica a
grande potencialidade da aplicacfio desta técnica para particdo/purificagio de biocompostos
(SILVA e LOH, 2006).

Os SABs s@o formados pela mistura de solugdes aguosas de dois polimeros
quimicamente distintos, ou pela combinagio de uma soluglo aquosa de um polimero ¢ uma
solugdo aquosa de solutos de baixa massa molar {um sal), formando duas fases com
composigoes diferentes. Os polimeros e os sais sio soldveis em agua, mas sdo incompativeis
entre si e se separam em duas fases (CUNHA, 2008). Uma das fases neste sistema € rica em
polimero e a outra no outro polimero ou. sal. Estas fases estio separadas por uma interface que
¢ a regifio na gual as propriedades termodindmicas intensivas de cada fase transitam para
valores diferentes, sempre tendendo ao equilfbrio entre fases (CARVALHO, M., 2007).0
mator constituinte destes sistemas € a agua (70 a 90%), proporcionando um ambiente ameno
para as biomoléculas evitando, assim, mudangas em suas estruturas ¢ perdas de atividades
bioldgicas (Da SILVA 2006).

Dentre os virios tipos de sistemas bifdsicos aplicados na recuperagdo de enzimas,
destacam-se os formados por dois polimeros de cadeia flexivel (PCF), como PEG (polietileno
glicol) e dextrana e os que contém polimero como PEG e um sal inorginico como: sulfato de
s6dio, fosfato de potdssio, sulfato de aménio, sulfato de magnésio, carbonato de $Gdio entre
outros. Atualmente, os sais orginicos como o0s citratos, tartaratos, succinatos também estfio

sendo usados na formacfio destes sistemas com sucesso {CUNHA, 2008).
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Madhusudhan et al.(2008) estudaram a influéncia de diferentes sais tais como: fosfato
de potassio, sulfato de sédio, fosfato de sddio, sulfato de magnésio e sulfato de amdnio na
purificacdo da enzima dlcool desidrogenase ¢ obtiveram a melhor recuperacio da atividade
{89%) quando utilizaram o sal fosfato de potdssio. Segundo Yan-min et al. (2010) o principal
sal utilizado na indistria é o fosfato devido ao seu baixo custo € ao alto coeficiente de partigio
de biomoléculas, entretanto altas concentracdes deste podem causar problemas no equlibrio
do SAB come, por exemplo, a desnaturaciio de biomoléculas.

Os SABs formados por PEG e dextrana ou PEG e sais sdo amplamente utilizados na
separagio e purificagdo de misturas de moléculas de origem bioldgica, dentre elas, as enzimas
pela disponibilidade em grandes quantidades no mercado, por nio serem tdxicos, possuirem
alta seletividade, possibilidade de reciclagem dos reagentes e por manterem a integridade das
enzimas (RATANAPONGLEKA, 2010). Como o custo da dexirana & elevado torna-se
invidvel a sua aplicacdo em escala industrial, portanto o sistema aguoso bifisico PEG ¢ sais
t€m side empregados para a extragio de enzimas em larga escala devido, ao seu baixo cusio,
baixa viscosidade e curto tempo para separacio das fases. Além de poderem ser formados a
temperatura ambiente, sendo a fase superior rica em PEG e a fase inferior rica em sal.

Na literatura encontram-se diversos trabalhos que evidenciam os sistemas aquosos

bifdsicos e o seu potencial de aplicagdo a nivel industrial na separagio de biomoléculas.
2.8.1 Componentes dos sistemas aquosos bifisicos
a) Polietilenc glicot (PEG)

O polietilenc glicol (PEG), HO-(CH, CH, O)nH ¢ um polimero simntético neutro,
poliéster, linear ou de cadeia ramificada, com uma grande variedade de pesos moleculares,
variando de algumas centenas até milhares de unidades de massa atdmica. Sohivel em dgua e
em diferentes solventes orgnicos, benzeno, dicloro metano e outros (FERREIRA, J., 2007).
E um polimero produzido mundialmente em grandes quantidades devido & sua ampla
aplicabilidade nas indistrias de pldsticos, alimenticias, cosméticas e farmac@uticas. E seu uso
também ¢ de grande interesse na biotecnologia por ser um composto biodegraddvel e atoxico,
sendo aprovado pelo FDA (Food and Drug Administration). E um dos polimeros mais
utilizados em sistemas aquosos bifdsicos.

O termo PEG & usado para compostos de baixa massa molar (abaixo de 20.000g/mol}

e o termo PEO (poliéxido de etileno) é restrito para compostos de altas massas molares
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(maiores que 20.000g/mol). Os PEGs com massas molares menores que 10.000g/mol sdo
fornecidos na forma de solucdes incolores estdveis ou pastas ¢ os de massas molares, acima
de 10.000g/mol, sio encontrados na forma de:pd ou flocos brancos. Sdo moléculas
relativamente estdveis, biodegradéveis, nao téxicas e que podem ser estocadas 3 temperatura
ambiente, entretanto a 4°C a ocorréncia de oxidagdo em solugdes é retardada (IGARASHI,
2003). A oxidagdo do PEG ¢ detectada pela dimioui¢io do pH, devido & liberacfio de grupos
dcidos que altera a coloragio da soluciio para marrom (EGARASHI, 2003). A utilizagdo do
PEG ¢ de grande interesse na biotecnologia principalmente por excluir, em ambiente aquoso,

outros pelimeros de sua vizinhanga, nio se solubilizando com eles (Da SILVA, 2006).
b) Fosfato de potdssio monodcido e didcido de potissio

Qs fosfatos sfo sais inorginicos, amplamente conhecidos. Sdo utilizados em sistemas
bifasicos aquosos do tipo polimero/sal e formam duas fases na presenga do polimero (PEG).
O fostato monodcido de potdssio ou hidrogenofosfato de potdssio tem massa molar 174,09
g/mol e formula molecular K;HPO, (anidro). Em solugfio a 5% e temperatura de 25°C sex pH
fica entre 8,5 e 9,6. A sua cinética de dissolugio em dgua € lenta, sendo necessirio aguecer o
sistema para dissolugéo total do sal a altas concentracdes.

O fosfato didcido de potdssio ou di-hidrogenofosfato de potdssio tem massa molar
136,09 g/mol e férmula molecular KHaPO4 (anidro). Em solucio a 5% e temperatura de 25°C
seu pH fica enfre 4,1 a 4.5 e sua cinética de dissolugio em dgua é mais rpida que a do
monoédcido. Os sais de fosfato apresentam um baixo custo, por isso o seu grande uso em
sistemas de duas Tases aquosas (FERREIRA. I, 2007},

2.8.2 Diagrama de fases

A representagio grafica utilizada para expressar as concentragdes de um sistema de
fases € geralmente feita através de diagramas retangulares (Figura 4) devido ao seu alto teor
de dgua e é de grande importincia para os estudos de separacio de biomoléculas, pois sdo
nsados como ponto de partida para o desenvolvimento de um processo de extragio.

A concentracio de um dos constituintes do sisterna é representada no eixo horizontal e
a outra no eixo vertical. A quantidade de dgua (ou do terceiro componente) € calculada por

diferenca.
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Figura 4 - Diagrama de fases expresso em coordenadas retangulares.
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Fonte: (CARDOSQO, M,, 2007).

A curva que divide a regifio em duas Tases (FS-PC-FI) ¢ denominada de curva binodal
ou curva de equlibrio. Os sistemas cuja composicio fica abaixo da binodal formam uma Gnica
fase (regifio monofisica), entretanto os que ficam acima desta formam duas fases {regifo
bifdsica). As linhas sdo chamadas “tie-lines” ou linha de amarracdo as quais sdo refas que
ligam pontos no diagrama que representam a composicio das duas fases em equilibrio.
Qualquer ponto sobre essa mesma linha fornecerd fases superiores ¢ inferiores com a mesma
composigio final, embora com diferentes relagdes de volumes entre as fases (SILVA e LOH,
2006). No diagrama de fases sdo mostrados trés sistemas com composi¢Oes globais diferentes
P1, P2 e G, localizados em linhas de amarrac@o diferentes (CARDOSO, M., 2007). Outra
particularidade mostrada neste diagrama ¢ o ponto critico {P;) onde as propriedades {isicas ¢

quimicas das duas fases s@io teoricamente iguais {ALBERTSSON, 1986).

2.8.3 Particiio de enzimas em sistemas aquosos hifasicos

Nos sistemas aquosos bifdsicos formados por duas fases, as biomoléculas presentes
estdo distribuidas entre as mesmas através de um coeficiente de particio (K). E uma varidvel
que mede a eficiéncia do processo de separag@o da substiincia de interesse, pois mostra a sua
distribuicio nas duas fases aqguosas. Como os sistemas aquosos bifdsicos sdo bastante
aplicados aos processos de separagio em biotecnologia, geralmente as substincias de
interesse sfo produtos biotecnolégicos, principalmente protefnas e enzimas as quais

normalmente o K estd associado.
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O coeficiente de particdo (K) ¢ definido como a razdio entre a concentragio da
substiincia de interesse, enzima, na fase superior (As) e inferior (Ay) apds o sistema atingir o

equilibrio {Equacio 4).

Ag
K= A Q)

Quando o coeficiente de particio, também chamado de distribuigio, for iguat a um a
concentracio da biomolécula € igual em ambas as fases, ou seja, indica que o soluto
particionou iguabmente entre as duas fases (superior e inferior). Entretanto se o coeficiente for
maior do que um, significa que a biomolécula particionon preferencialmente para a fase
superior e caso seja menor do que um significa que ela se concentrou preferencialmente na
outra fase (IGARASHI, 2003).

Segundo Chaiwat et al.{2010} sdo varios os fatores que podem contribuir para a
distribuicio das bromoléculas: natureza quimica dos componentes formadores do SAB, a

. massa molar do polimero, concentragio do polimero ou do sal, pH, temperatura, adigio de
sais inorgdnicos além do tamanho e estrutura da biomolécula. Portanto as condigdes
adequadas para a paiticao destas podem ser encontradas a partir de experimentos.

Em geral, quanto maior for a massa molar do polimero, menor serd a concentragio
requerida, desse mesmo polimero, para que ocorra a formacgfo das duas fases (PEREIRA M.,
2005). Este comportamento € devido ao aumento do carater hidrofébico do PEG ao aumentar
a2 massa molar do polimero (BERTOLUZO et al., 2005). A massa molar do polimero afeta
também o tempo de separagdo das fases o qual pode ser minimizado pela centrifugacio do
sistema apds a mistura das fases.

Antov et al. (2004) utilizaram dois tipos de sistemas aquosos bifdsicos com diferentes
concentragdes de PEG na purificacio de pectinases e observaram a influéncia da concentraciio
do PEG no coeficiente de partico. Quando a concentracio de PEG varioude 13 a 19% e de 5
4 17,5% o K diminuiu de 0,30 para 0,0 ¢ (,59 para 0,14. O mesmo foi observado por
Mehmmoush et al. (2011) estudando a parti¢do de pectinases em SABs com diferentes massas
molares variando entre 2000 e 10.000. Para o PEG de massa molar 2000 estes autores
obtiveram um valor de k de 4,3 e para o PEG 10.000 de 0,9. Segundo Johansson et al. (2008)
a diminuicdo do K com o aumento do polimero pode ser devido ao aumento da repulsio

entrdpica da fase.
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Lima, A.et al. (2002) utilizaram virias massas molares de PEG enire 400 e 10.000 na
particdio de pectinases e observaram que a maioria destas enzimas se concentrava mais na fase
polimérica para o sistema de menor massa molar e a medida que aumentava o peso molecular
do PEG a concentraciio dava-se na fase salina (inferior).

O pH pode afetar o coeficiente de particiio quer seja alterando a carga do soluto quer
seja alterando outras espécies presentes no sistema. Segundo Zhang et al.(2010) ao purificar
lipase produrida por Trichosporen laibacchii em sistema aquoso bifasico PEG/fosfato
observaram que o aumento do pH de 3,0 para 7.0 ocasionou um aumento do coeficiente de
particdo de 7,61 e o fator de purificacio de aproximadamente 3 vezes.

O efeito da temperatura é um fator muito importante a considerar na particio de
enzimas, pois temperatyras elevadas nos sistemas aguosos bifdsicos podem acarretar em
mudangas conformacionais como também desnaturi-las.

Nos sistemas constituidos por um polimerc e um sal, 0 aumento da temperatura pode
acarretar em diminuicdo das concentracdes de polimeros e sal necessédrias ao aparecimento de
duas fases (PEREIRA M., 2005). Silva e Loh (2006) verificaram ao estudar sistemas
contendo PEG/sal que em temperaturas préximas 4 ambiente a separag@o das fases ocoiria
com mais facilidade, entretanto Albertsson (1986) ao estudar o sistema PEG e dextrana
observou gue com o aumento da temperatura era necessiria uma concentragdo maior dos
polimeros para que ocorresse a separagio das fases.

O efeito da temperatura varia de acordo com os constituintes do sistema, portanto é

importante que a temperatura seja fixa e adequada & biomolécula.
2.8.4 Tempo de separacio das fases

O tempo de separaciio das fases apds a mistura dos componentes depende do tipo de
sistema. Sistemas contendo PEG/sal possuem um tempo de separagio das fases muito menor
que os sistemas PEG/dextrana devido & densidade e viscosidade do sistema. Nos sistemas
PEG/fostato, o tempo de separag@io entre as fases € inferior a 5 minutos, enguantio que em
sistemas PEG/dextrana dependendo da concentragdo e da massa molar dos polimeros esse
valor serd entre 5 a 30 minutos (COIMBRA, 1995).

A velocidade de coalescéncia das pequenas bolhas que se formam durante a agitagio
também influencia no tempo de separacio. Quando se agita um sistema de fases de maneira a

uniformizé-lo, inicialmente ocorre a formacgfio de pequenas regides ricas em cada
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componente. Com o tempo, essas regides aumentam e separam-se em duas regides distintas
(FERREIRA 1., 2009).

2.8.5 Aplicacies dos sistemas aquosos bifisicos

A indGstria exige processos de downstream rapido e econdmico para ©
particionamento e purificacio de biomoléculas. Os sistemas aquosos bifasicos tém sido uma
alternativa atraente e empregados com muito sucesso na separagdo de uma diversidade de
biomoléculas. E uma tecnologia ideal onde a clarificacio, concentragio e purificagio podem
ser integradas em uma dnica etapa. Na literatura encontram-se uma variedade de trabalhos
que evidenciam o seu potencial de aplicagio a nivel industrial. A Tabela 5 apresenta

diferentes SABs e algumas de suas aplicagGes.



Tabela 5 — Aplicactes dos sistemas aquosos bifisicos (SABs).
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BIOMOLECULA SAB AUTORES RECUPERACAQ
Exopoligalacturonase  PECG 400/osfato LIMA, ALEGRE, MEIRELLES 89,5
Endopoligalacturonase  PEG 400/fostato (2002) 64,6
Xilanase PEG/Hfosfato de potdssio  TGARASHI (2003) 049

e PEG 4000/dextrana 7241%
Pectinases PEG 4000/(NH,),80. ANTOV et al. (2004) 69 46%
Endopoligalacturonase PEG/(NH,).50, PEREIRA, M. (2003) g;;’//b

(]
Pectinase PEG/dextrana MADAREV et al. (2006) 65,01%
Xilanase PEG/sulfato de amdnia ANTOV et al. (2006) 97,57%
Glucose (GsPDH}) PEG/{osfato de potdssio  RIBEIRO (2007) 97, 710%

. ) . PEG/ Sal (Sulfato, .

Glmomacmpept;deo Fosfato e Citrato) SILVA (2007 94,66%
o-galactosidase PEG 4000/fosfato de NAGANAGOUDAE 87.71%
potdssio MULIMANI (2008}
Endo-péctinase gﬁg égggf;’l‘g;"g‘o PRODANOVIC E ANTOV 85,68%
Exo-pectinase ' Ea (2008) 84,28%
Pectinase PEG 000/ NapSO, ANTOVE OMARIJAN (2009} 90%
o-amilase PEG 6000/fosfato de NGtrvEN eral. (2010) 9345%
potdssio
Poligalacturonases Lo \W0Wosfatode  gqpga ¢ (2010) 100%
pOLassIo
Glicose oxidase PEG 7500 SINGH (2010) 69,2%
Lecitina PEG 400/citrato PORTO etal. (2011) 104%
B-lactoglobulina PEG 2000/fosfato de 2 97,3%
a-lactoulbumina potdssio ALCANTARA, Petal. 201T) 81.1%
Invertase PEG 3000/Na,50, YUCEKAM e ONOL (2011} 0%
Lipase PEG 4000/Citrato MARINE et al. (2011) 50%
[-galactosidase - ; 98,26%
B-glicosidase PEG 1500/(NH)SO;4 HEMAVATHI et al. (2011) 92.58%
Bromelina PEG/Faosfato COELHO et al. (2011} 80%
o~ amilase PEG 8000/fosfato PORFIR] et al. (201 1) 99%
Lipase PEG 8000/osfato de BARBOSA et al. (2011) 201,53
potdssio
Bromelina PEG 6000/MgSO; KETNAWA et al. (2012) 206%
Invertase PEG 3000/MgS0, KARKAS e ONOL (2012) 217,7%
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29 ESTADO DA ARTE

Esta se¢do trata de alguns trabalhos desenvolvidos sobre produgio de pectinases, em
especial, apoligalacturonase (PG) produzidas por fungos em fermentagdo em estado sélido
além de apresentar alguns trabalhos na recuperacfio e purificagio de enzimas utilizando

sistemas aquosos bifdsicos constituidos de polimero e sal.
2.9.1 Produciio de pectinases por fermentaciio em estado sélido

Os setores agroindustriais e de alimentos produzem grandes quantidades de residuos
que devido & crescente preocupagfic com o meio ambiente vem buscando alternativas para
reduzir possivels impactos ambientais como também agregar valor a estas matérias-primas
que antes eram descartadas. Estes residuos podem ser transformados em compostos de alto
valor comercial, enzimas, através de processos biotecnolégicos, tais como, fermentacio em
estado sélido, o qual geralmente favorece a obtenciio de proteinas com maior
termoestabilidade e tolerincia a valores de pH, assim como, permite a producfio de enzimas
brutas mais concentradas e com menores custos de extragio e purificagio. Este processo tem
sido utilizado globalmente e tem provado ser a tecnologia ideal na bioconversdo pritica,
econdmica e ecologica dos residuos agroindustriais.

thing e Sheny (2000) estudaram a estabilidade de pectinases, a partir de residuos de
beneficiamento de frutas e conclufram que estas se mostraram estiveis a temperaturas até
50°C ¢ a pH na faixa entre 3,0 a 6,5 sendo completamente inativada a 85°C por 20 minutos.

Panarotto et al. (2003), fizeram um estudo comparativo entre a casca do limao com
pectinas citricas comerciais como fonte indutora da exo-poligalacturonase em fermentacio em
-estado sdlido por Aspergillus niger. O farelo de trigo foi o suporte e a principal fonte de
carbono. Os autores conclufram que a casca de limiio apresentou melhores resultados de
atividade (70,5 U/g) do que as pectinas comerciais (34,7 € 35,3 U/g de matéria seca).

Menezes et al. (2006) utilizaram residuos de maracujd como suplemento e farelo de
trigo como suporte e fonte de carbono, na sintese da poligalacturonase em fermentacio em
estado sélido por Aspergillus niger. Os autores estudaram proporgdes de maracujd e farelo de
trigo e concluiram que o residuo de maracujd apresentou potencial de aplicagio na produgéo
desta enzima por aumentar a atividade de 4,08 U/mL para 5,77 U/mL quando presente no

meio em proporgio de 25% para 75% de farelo de trigo.
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Segundo Linde et al. (2007) a sintese das pectinases é bastante influenciada pelo
substrato utilizado como meio de cultivo, principalmente pelas fontes de carbono e nitrogénio,
presenca de pectina, temperatura e pH.

Santos, S.et al. (2008) estudaram ¢ efeito da umidade nicial do meio assim como 2
adigio de sulfato de amdnio e fosfato de potdssio na produgiio de poligalacturonase por
fermentacdo em estado sélido, usando pedinculo de caju seco como substrato e Aspergillus
Niger CCT 0916 como agente transformador, A maior atividade 10,4 Ufg de meio fermentado
foi obtida nas condiges de: concentragio de indculo de 107 esporos por grama de substrato
sOlido, umidade inicial do meio 60% (b.u), conceniragio de fosforo 0,6% (m/m) e sem adiciio
de nitrogénio. A temperatura de incubacio foi de 30°C durante 22 horas de processo.

Giese, Dekker e Barbosa (2008) utilizaram o bagago de laranja na producéo de
pectinase por fermentacio em estado s6lido e obtiveram 32 U/mL de atividade pectinolitica,
entretanto quando adicionaram extrato de dleo proveniente das sementes da propria laranja o
mesmo inibiu tanto o crescimento dos fungos como a atividade pectinolitica. Portanto este
resultado mostra a necessidade de remover a fragio de 6leos essenciais nos resfduos citricos
que irdo ser utilizados como substrato na produgdo de pectinases.

Castro et al. {2009) testaram parimetros de cultivo na produgdo de poligalacturonase
por Aspergillus niger CCT 0916 em fermentacdo em estado sélido ntilizando torta de canola
como subsirato e obtiveram o maior valor de atividade PG 19,7 U/g, nas condictes de 51,8%
de umidade inicial correspondendo a atividade de dgua de 0,986, temperatura de 30°C e
inéculo inicial de 107 esporos/g em 72 horas de fermentacio.

Sheekh et al. (2009) utilizaram cascas de laranja como fonte de carbono e sulfato de
amdnio como Unica fonte de azoto na produclo de poligalacturonases, celulases ¢
hemicelulases obtida de Aspergillus carneus NRCI1 e observaram que a atividade da
poligalacturonase foi estimulada pelo sulfato de amdnio entretanto a da celulose e
hemicelulose foram fortemente inibidas por este sal.

Mojsov (2010) investigou os efeitos de diferentes fontes de carbono tais como:
glicose, frutose, galactose, xilose, lactose, pectina de magd e pectina da polpa da macd
prensada na produgio da endo-poligalacturonase obtida por Aspergillus niger com o objetivo
de otimizar o meio para alcancar a maxima atividade. O resultado mostrou que dentre estas
fontes a que atingiu o méiximo de atividade endo-PG (328 U/L) foi quando utilizou a polpa da
maga prensada. Entretanto para as demais foram alcangados valores de: 140 U/L para a

pectina de magd, (28 U/L) galactose, (0,0 U/L) lactose e (15,0 U/L) para a glicose e frutose.
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Souza et al. (2010) utilizaram residuo seco de maracujé (casca ¢ albedo) na producio
de poligalacturonase por fermentacio em estado sélido e como agente da fermentacio o
Aspergillus niger CCT 0216 e obtiveram a mdixima atividade de 20,9 U/g com umidade
inicial do meio de 40% e fonte de nitrogénic 1% em 66 horas de processo.

Kumar et al. (2010) utilizaram casca de manga como indutor pa producfio de
poligalacturonase ¢ como agente fermentador o fungo Fusarium moniliforme. Os autores
obtiveram atividade poligalacturondsica de 43,2 U/g.

Kar e Ray (2011) utilizaram vdrias fontes de nitrogénio (caseina, peptona, extrato de
levedura, nitrato de amdnio, extrato de carne, etc.) na produgiio da exo-poligalacturonase e
obteve a maior atividade com o extrato de carne a 1%.

Abassi et al. (2011) compararam o efeito do nitraio de sddio e sulfato de ambnio na
produgao de poligalacturonases (endo e exo) e observaram que quando adicionado o sulfato
de aménio ocorreu um aumento na atividade maior do que com o nitrato. Os autores também
avaliaram a adigho de pectina e glicose no meio contendo farinha de trigo como fonte de
carbono e obtiveram a mixima atividade com 4 g/L. de pectina cftrica ja para a glicose a
atividade maxima foi conseguida com 2 g/L de glicose.

Gomes et al. (2011) estudando a estabilidade da enzima poligalactoronase produzida
por Aspergillus niger ATCC 9642 a altas temperaturas (25, 35, 45 e 55°C) e a baixas
temperaturas (4, "10 e 80°C) verificaram que a temperatura Stima de 37°C e pH 5,5 resultou
numna atividade de 72,93 UfmL e gue quando armazenada em baixas temperaturas manteve o
seu valor inicial de atividade por um perfodo de 40 dias.

Diferentes tipos de micro-organismos podem crescer em residuos originados do
beneficiamento de frutas, entretanto sdo os fungos filamentosos os mais adaptaveis ao cultivo
em estado s6lido, pois sdo capazes de crescerem em meio com baixo teor de umidade. Dentre
estes fungos o Aspergillus é um dos mais amplamente utilizados em processos industriais,
com destaque para a produciio de enzimas pectinoliticas ou pectinases (CASTILHO et al,,
2000).

Padma, Anuradha ¢ Reddy (2011) utilizaram os residuos: casca de laranja, casca de
magl, casca de manga ¢ casca de goiaba, ricos em pectina, como substrato na producfo de
poligalacturonase por Aspergillus awamori em fermentacio em estado sélido e obtiveram
respectivamente, 21 U/g, 20 U/g, 19 U/g e 15 U/ g de atividade poligalacturondsica.

Fernandez et al. (2011) estudaram o potencial das cascas de citrinos na produgéo de

pectinases e xilanases por meip da fermentagdo em estado sélido e como agente da
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fermentagdo o micro-organismo Aspergillus niger F; num bioreator de 2 Kg. A maior
atividade alcancada para a pectinase foi de 265 U/g e para a xilanase foi de 65 Ulg.

Santiago et al. (2011) estudaram o potencial da casca do umbu como substrato na
produgiio da poligalacturonase por meio da fermentagio em estado sélido e ¢ micro-
organismo Aspergillus niger CCT 0916. A maior atividade alcangada (15,65 U/g) foi obtida
com umidade inicial do meio de 50% (b.u), 10’ esporos por grama de meio Gmido,
concenﬁ’agﬁo de sulfato de aménio de 1,0% m/m, pH inicial de 2.2 e temperatura de 30°C as
66 horas de fermentagio.

Ferndndez et al. (2011) estudaram a viabilidade do uso de cascas de citrus na producio
de pectinases e xilanases através do cultivo semissélido e utilizaram o micro-organismo
Aspergitlus niger F3 como agente da fermentacdo nas seguintes condiges: umidade inicial do
meio 6(%, pH 5.0 e temperatura de 30°C. A atividade de pectinases foi de 265 U/g em 72
horas de processo e de xilanases 65 U/g.

Vasanthi e Meenakshisundaram (2012) utilizaram casca de laranja azeda como
substrato na fermentagiio em estado sélido para produciio de pectinase através do micro-
organismo Aspergillus niger e alcangaram o mator valor da atividade PG de 15,74 U/mL nas
seguintes condi¢Bes: umidade de 50%, termnperatura, 30°C, pH 5.0 e fonte de nitrogénio
(sulfato de amdnio) 50% as 72 horas de processo.

Silva, J. et al. (2012) utilizaram trés espécies de Aspergillus:phoenicis URM 4924,
aculeatus URM 4953 e japonicus URM 5620 e quatro residuos de casca de frutas (limao,
- laranja, tangerina ¢ maracujd) na fermentagio em estado solido com 40% de umidade, 10/
esporos/g a 30°C, durante 96 h para produgiio de pectinases. Os maiores valores de atividade
foram obtidos pelos fungos A.japonicus (66,68 Ufg), usando a casca de maracujd para a
poligalacturonase.

Gongalves et al. (2012} estudaram a producico de pectina liase (PL) e
poligalacturonase  (PG)  com  micro-organismos  geneticamente  modificados
Penicillium.griseorosem do tipo selvagem e Penicillium griseorosem T 20 gquando cultivados
em sacarose comercial e exirato de levedura. A maior atividade obtida par a PL foi de 2428
U/mi. em 87,7 horas de cultivo e para a PG foi de 9465 U/mL em 83,8 horas. Estes autores
compararam estes dois micro-organismos e verificaram que o Penicillium griscorsem T 20
proporcionou um aumnento de 400 vezes para a produgio de PL e de 14 vezes para a PG ¢
concluiram através dos resultados as suas potencialidades para serem usados principalmente

nas indistrias de alimentos e téxtil.
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2.9.2 Recuperaciio ¢ purificaciio de enzimas

Os sistemas aquosos bifasicos constituidos por dois compostos hidrofilicos como
polimeros (polietileno glicol, dextrano, etc) e sais (fosfatos, sulfatos, citratos e outros) sfio
utilizados pa particio/purificacio de biocompostos ©0s quais consistem de duas fases
imisciveis, onde o maior constituinte € a dgua. Estes sistemas tém sido estudados por muitos
pesquisadores, entretante as substincias quimicas utilizadas nos mesmos, tais como, sais e
polimeros ¢ que determina a competitividade com outras técnicas de bioseparacio. E uma
tecnologia que quando aplicada em processos biotecnoldgicos permite a integracdo de etapas
simultdnea tais como, a separacdo e concentragiio do produto estudado em uma dnica etapa
(SINGH E VERNA, 2010). Além da facilidade de aropliagdo de escala.

A etapa de purificacio € essencial para o estudo das propriedades bioldgicas e
moleculares das enzimas. B interessante considerar que por mais que o processo de
puriticacdio de uma enzima seja eficaz, este sempre poderd causar alteracdes na sua estrutura.

Lima, Aet al. (2002) estudaram a particiio de pectinase em SABs do tipo PEG
1000/fosfato e obtiveram valores de fator de purificagio para a exo-poligalacturonase de
16,28 e para a endo-poligalacturonase de 4,5 respectivamente.

Prodanovic e Antov (2008) (estaram a influéncia de varios pesos moleculares do
polietileno glicol na separagfo e purificacio de pectinases produzidas por Pemicillium
cyclopiumem sistema aquoso bifdsico composto de PEG/ sal e encontraram que os maiores
valores do rendimento foram na fase inferior para a endo-PG de %},43% e fator de purificacio
de 19,52 enquanto que para a exo-PG tammbém na fase inferior foram de 89.93% e 37,85
ambos com o PEG 6000.

Madhusudban et al. (2008) estudaram a influéneia de diferentes sais tais como, fosfato
de sadio, sulfato de sddio, sulfato de magnésio, fosfato de potdssio e sulfato de amdnio na
purificacio da dlcool desidrogenase (ADH) ¢ observaram que a melhor recuperacio da
atividade (89%) foi alcancada quando utilizaram o sal fosfato de potassio. Em escala
industrial segundo YAN-MIN et al. (2010} o principal sal utilizado ¢ o fosfato devido ao seu
baixo custo € ao alto coeficiente de parti¢io de biomoléculas, porém altas concentragGes deste
podem acarretar problemas de desnaturacdo das biomoléculas.

Ferreira, Padilha ¢ Tambourgi (2009) estudaram um sistema bifasico aguoso variando
as concentragdes do polietileno glicol (1500, 4000 e 6000) assim como a dos sais (fosfato
monobdsico de potdssio e fosfato de potdssio dibédsico) objetivando a sua utilizagdo na

parti¢do de diversas biomoléculas em pHs 6, 7 ¢ 8. Os autores concluiram com relagio a
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massa molar do PEG, que menores concentragSes de solugdes eram necessdrias para a
formagio de fases com PEG de maior massa molar ¢ verificaram também que a influéncia dos
pHs sobre os SBAs nao apresentou comportamento definido.

Mehmoush et al. (2011) empregaram o sistema aquoso bifdsico na separacéo e
purificac@io de pectinases obtida da casca da manga para verificar a influéncia da massa molar
dos polimeros (PEG 2000-10000), concentragio de fosfato de potdssio (12-20% w/w), pH (6-
9N e adigio de diferentes concentragdes de NaCl (0-8% w/w) sobre o comportamento de
particdo da pectinase. Os autores concluiram que as melhores condi¢des foram para o sistema
composto de 14% de PEG 4000, 14% de fosfato de potéssio, 3% de NaCl e pH 7,0 com FP de
pectinase aumentado para 13,2 e rendimento de 97,6%.

Coelho et al. (2011) parificaram a enzima bromelina obtida dos residuos de abacaxi
através de sistemas bifisicos aquosos composto de PEG/fosfatode potdssio. Os resultados
mostraram que o0 experimento que resulton em maior valor para o fator de purificacdo foi o
constituido de 15% de fosfato e 15% de PEG 2000 cujo FP foi de 8,5 e o rendimento de
89.9%. Estes autores observaram também que o emprego do cloreto de céleio foi inadequado,
pois nfo leva & formagio de um sistema bifasico.

Ferreira, J.et al. (2011) utilizaram o sistema PEG 4000/fosfato de potissio para
purificar a enzima bromelina presente nas folthas de curaua com valores de pH 7,0; 8.0e 90 e
obtiveram o maior fator de purificacio (3,34) nas condi¢bes de maior concentragio polimérica
(16,23%) e também de sal (13,5%) para pH 7,0.

Sousa, C.et al. (2012) estudaram a influéncia da massa molar do PEG 4000, 6000 e
8000 a um pH 7,0 na particio e purificacdo da enzima poligalacturonase produzida porx
Aspergillus niger através da fermentaciio em estado sélido da casca ¢ albedo do maracujé.
Foram testados diferentes composigdes de PEG e fosfato e concluiram que o sisterma PEG
8000 a 15% (m/m) e fosfato a 10% (r/m) foi o que apresentou o methor fator de purificacdo

(7,01) e recuperagio acima de 99%.




3 MATERIAL E METODOS
3.1 LOCAL DE REALIZACAO DO TRABALHO

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Engenharia Bioquimica (LEB) da
Unidade Académica de Engenharia Quimica (UAEQ) da Universidade Federal de Campina
Grande-PB (UFCG).

3.2 MATERIA-PRIMA

As frutas vmbu (Spondias tuberosa), goiaba (Psidium guavava), variedade Paluma e
jabuticaba (Myrciaria cauliflora) variedade Sabard foram adquiridas na EMPASA (Empresa
Paraibana de Abastecimento e Servigos Agricolas) na cidade de Campina Grande-PB de
acordo com o estidio de maturagiio, o qual para a goiaba e o umbu popularmente conhecido
como “de vez”, a fim de se obter amostras mais homogéneas e com quantidades substanciais

de pectina.
3.2.1 Preparagciio das farinhas das cascas das frutas (residuos secos})

As frutas foram transportadas para o laboratério, lavadas em 4gua clorada a 2,5%,
enxaguadas com 4gua corrente e pesadas. Em seguida, foram submetidas ao processo de
selecio, classificagiio ¢ descascamento com excecio da jabuticaba que foi esmagada para a
separagao da polpa.

As cascas do umbu, goiaba ¢ jabuticaba foram pesadas individualmente em balanca
semi analitica, trituradas em liquidificador industrial, pesadas novamente e colocadas em
bandejas de aluminio em estufa com circulagiio forgada de ar a temperatura de 55+£2°C awé
massa constante.. Apods a secagem, foram mofdas em moinho de facas da marca TECNAL,
para obtengiio da granulometria adequada ao processo de fermentagdio em estado sélido para
producdo da enzima. Em seguida foram homogeneizadas e submetidas a técnica do
quarteamento para a retirada de aproximadamente 150 g para a realizacfio da caracterizagio
fisico-quimica. O restante das fariphas foram armazenadas em recipientes de vidro
hermeticamente fechados 3 temperatura ambiente e passaremos a chamé-las de residuo seco.

Nas Figuras 5, 6 e 7 encontram-se as frutas inteiras, umbu, jabuticaba e goiaba, as

cascas frescas, trituradas e secas que foram utilizadas neste trabalho.
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a) Frutas inteiras b) Cascas frescas ¢) Cascas trituradas d) Cascas secas

a) Frutas inteiras b) Cascas frescas ¢) Cascas secas d) Jabuticaba+polpa+casca

seco da goiaba.

a) Frutas inteiras b)Cascas trituradas ¢) Cascas secas d)Residuo seco

3.3 CARACTERIZACAO FISICO-QUIMICA DOS RESIDUOS SECOS

Foram realizadas em triplicata para cada residuo seco as seguintes andlises fisico-
quimicas: granulometria, massa especifica aparente, massa especifica real, porosidade, pH,
cinzas, umidade, s6lidos soldveis totais (“Brix), agticares totais (AT), acicares redutores (AR)

e pectina.
3.3.1 Granulometria

Foram pesados em balanga analitica 100 gramas de cada residuo e colocados em uma
série de peneiras com malhas de 14 mesh (1,18 mm), 20 mesh (0,840 mm), 24 mesh (0,710
mm), 35 mesh (0,425 mm), 48 mesh (0,300 mm), 60 mesh (0,250 mm) e transferidos para o
agitador de peneiras Produteste durante 20 minutos, conforme as recomendagdes da
Associacio Brasileira de Normas Técnicas (ABNT, 1984). O material retido em cada peneira

foi pesado e os resultados expressos em percentuais em relagdo ao peso do material original.
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3.3.2 Massa especifica aparente (p,)

Para determinag¢do da massa especifica aparente (p,) foram pesados 100 gramas dos
residuos secos e colocados separadamente em provetas, nas quais foram lidos os volumes
ocupados por cada amostra. Os residuos foram adicionados suavemente, para evitar

compactagdo. A massa especifica aparente (p,) foi calculada pela Equacdo 5.

_ m
Pa= 7 ©!

Onde:
m: massa dos residuos (g);

V: volume total do sistema (cm3 ).
3.3.3 Massa especifica real (p;)

A massa especifica real (py foi determinada a partir da relacdo entre a massa e o
volume da amostra, determinado pelo deslocamento de um fluido (6leo de cozinha) em uma
proveta graduada. Utilizou-se 6leo porque € um liquido viscoso, capaz de cobrir a superficie
das particulas sem penetrar em seus poros. Além disso, o éleo ndo dissolve o residuo sendo,
portanto, adequado 4 medicdo do volume total das particulas. Inicialmente, o 6leo foi
colocado na proveta e seu volume foi lido (V). A seguir, foram colocados em cada proveta
contendo o 6leo, 100 gramas de cada residuo seco. Pela acdo da gravidade, as particulas do
residuo foram depositadas no fundo da proveta, deslocando o 6leo. Apés total deposicio, foi
feito a leitura do novo volume indicado pelo nivel do dleo (V;). A diferenca (V,—V,) foi

denominada de volume deslocado. A massa especifica real (p,) foi calculada pela Equacao 6.

m
V, -V,

Pr= (6)
Onde:
V, -V,: volume deslocado (cm®);

m: massa do residuo seco (g).
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3.3.4 Porosidade

A porosidade dos residuos secos foi calculada a partir da Equagio 7 conforme (Keey, 1991).

g1 P2 - (7

Py

Onde;
Pa: Massa especifica aparente (g/cm3);
pr: massa especifica real (g/cm’).

€ = porosidade
335pH

O pH das amostras foi determinado seguindo a metodologia descrita por Brasil (2005),
na qual foi colocado 10 mL de dgua destilada em béquer contendo 1 g da amostra. Apés
completa homogeneizagio estas suspensdes foram deixadas em repouso por 30 minutos, Em
seguida foram filtradas em papel de filtro qualitativo e feitas as leituras em pHmetro digital,

previamente calibrado com solugdes tampées de pH 4,0 e pH 7,0.
3.3.6 Umidade

Foram pesadas 2 g de cada residuo seco em cdpsulas de porcelana previamente
taradas. As cdpsulas contendo as amostras foram colocadas na estufa a 105°C até peso
constante. Em seguida foram resfriadas em dessecador até alcancar a temperatura ambiente e
pesadas em balanca analitica (BRASIL, 2005). A umidade, expressa em base Gimida, foi

calculada pela Equacéo 8.

(%) = m; — My
(&)—Txloo (8)

Onde:
U: umidade em base fimida;
m;: massa inicial das amostras (g);

my; massa final das amostras (g).
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3.3.7 Cinzas

Para a determinac@o das cinzas, foi utilizada a metodologia descrita em Brasil (2005).
Foram colocados cadinhos de porcelana vazios na mufla a 550°C por duas horas. Apés este
periodo, os cadinhos foram transferidos para um dessecador até atingir a temperatura
ambiente e pesados. Em cada um dos cadinhos, foi colocado 2 g da amostra que foi incinerada
na mufla & 550°C, por cinco horas ou até apresentarem coloragdo ligeiramente acinzentadas.
Os cadinhos foram novamente deixados em dessecador para esfriar até atingir a temperatura
ambiente e, em seguida, pesados. A porcentagem de cinzas das amostras foi calculada pela
Equagdo 9.

i Mg
Cinzas (%) = — x 100 9)
m;
Onde:
ms : massa final das amostras (g);

m;: massa inicial das amostras (g).
3.3.8 Solidos sohiveis totais (*Brix)

O teor de sélidos soltveis totais foi determinado conforme descrigdo em Brasil (2005).
Para cada 20 mL de dgua destilada foi colocado 1 g de residuo seco. Apés homogeneizagdo,
as suspensdes ficaram em repouso por 30 minutos, com agitagdo intermitente. Em seguida
foram filtradas em papel de filtro qualitativo e do filtrado foram transferidos 3 a 4 gotas para o
refratdmetro modelo Abbé no qual foram feitas as respectivas leituras dos sélidos soldveis

totais expressos em “Brix. Os resultados foram multiplicados pelo fator de diluigéo.

3.3.9 Aciicares redutores

A concentragio de agicares redutores foi determinada seguindo a metodologia descrita
por Miller (1959), com algumas adaptagdes, a qual se baseia na redugdo do 4cido 3,5 dinitro-
salicflico a 3-amino-5-nitrosalicilico (DNS), simultaneamente com a oxidacdo do grupo

aldeido do agticar a grupo carboxilico.
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Para a quantificagdo dos actcares redutores (AR), foi pesado 0,5 g da amostra e
adicionou-se um volume de dgua o qual variou de 100 a 200 mL dependendo do teor de
agticar de cada residuo seco. A mistura ficou sob agitacdo por 30 minutos. Apds esse periodo,
a mistura foi filtrada com papel de filtro qualitativo e do filtrado foi transferido 1 mL para
tubos de ensaio contendo 1 mL da solugdo DNS. Em seguida, os tubos foram deixados em
banho de dgua fervente por exatamente 5 minutos e imediatamente resfriados em banho de
dgua & temperatura ambiente. Apés o resfriamento, foram adicionados 8 mL de dgua destilada
em cada tubo, os quais foram agitados em um vdrtex, e em seguida feito a leitura da
absorbéncia das amostras em um espectrofotdmetro com comprimento de onda ajustado para
540 nm. Os célculos foram efetuados expressando os resultados em gramas de agiicares

redutores por 100 gramas de amostra inicial (gar/100gumostra)-

3.3.10 Aciicares totais

A determinacgdo de agicares totais foi realizada conforme o método de Miller (1959).
Ap6s a dilui¢do das amostras foi feita a hidrélise dcida com a adi¢@o de dcido cloridrico (HCI)
2 mol/L, seguido de aquecimento por exatamente 5 minutos em banho de dgua fervente. Ap6s
resfriamento, a solucdo foi neutralizada com hidréxido de sédio (NaOH) a 1mol/L. A partir da
neutralizacdo foi adotada a mesma metodologia descrita para a determinacdo de aglicares
redutores. A leitura de absorbincia das amostras foi feita em um espectrofotdmetro com
comprimento de onda ajustado para 540 nm.

Os cdlculos foram efetuados expressando os resultados em gramas de agticares totais

por 100 gramas de amostra inicial (ga1/100 g amostra)-

3.3.11 Pectina

Para a determinacdo de pectina, foi utilizado o procedimento baseado na metodologia
descrita por Rangana (1979). Para 20 gramas dos residuos secos, foram adicionados 400 mL
de HCI1 0,05 mol/L. em béquer de 1000 mL. As amostras foram submetidas a fervura por duas
horas e a dgua perdida por evaporagdo foi reposta para que o volume inicial permanecesse
constante. Apds esse periodo, as amostras foram resfriadas a temperatura ambiente, diluidas
para 500 mL e filtradas com filtro de algodio. Os filtrados foram recolhidos e divididos em
duas partes (duplicata), as quais foram adicionadas 200 mL de dgua. O dcido presente em

cada amostra foi neutralizado com NaOH 1 mol/L. A neutraliza¢do foi realizada em pHmetro
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digital. As amostras receberam um excesso de 10 mL de NaOH com agitagio constante e
foram deixadas em repouso por doze horas. Apés esse periodo, sob agitagdo constante, foi
adicionado écido acético (CH3COOH) Imol/L. As amostras ficaram em repouso por cinco
minutos e em seguida foi adicionado com agitagdo uma solugdo de cloreto de célcio (CaCl,)
0,5 mol/L.. As amostras foram levadas a ebuli¢iio por dois minutos e deixadas em repouso por
duas horas. Ap6s esse periodo foram filtradas a vacuo com papel de filtro previamento lavado
com dgua destilada e seco em estufa a 105°C por duas horas e pesado. Os papeis de filtro com
os precipitados foram deixados em estufa a 40°C por 12 horas, resfriados em dessecador e
pesados. O teor de pectina foi calculado por meio da porcentagem de pectato de cilcio,

conforme a Equacido 10.

Ppe X 500 x 100

% Pectato de calcio = VixP,

(10)

Onde:

P,.: peso do pectato de célcio;
Vi: volume do filtrado;

P,: peso da amostra.
3.3.12 Proteinas

O teor de proteina bruta foi determinado pelo método semi-micro Kjeldahl com
adapta¢@o para nitrogénio (N), por espectrofotometria UV-visivel a 410 nm, segundo o
método descrito em Le Poidevin e Robinson (1964). Foram pesados 0,1 gramas das amostras
e transferidas para tubos de ensaios. Em seguida foram acrescentados 50 mg de sulfato de
sédio, 7 a 10 gotas de sulfato de cobre a 5% e 5 mL de écido sulfiirico PA. Os tubos foram
levados a placa digestora para serem aquecidos gradativamente até a temperatura de 350°C.
Em seguida foram deixados nesta temperatura até que a solucdo apresentasse coloragdo verde
claro. Apés resfriamento das amostras digeridas, o contetido dos tubos foi transferido com o
auxilio de dgua destilada para baldes volumétricos de 100 mL os quais foram aferidos. Dos
baldes de 100 mL, foram retirados ImL das amostras e colocados em outros baldes
volumétricos de 50 mL, nos quais foram adicionados 1 mL de hidréxido de sédio a 10%, 1
mL de silicato de sédio a 20% e 2 mL do reativo de Nessler. Os baldes volumétricos de 50

mL foram aferidos com dgua destilada e deixados em repouso por 30 minutos. Apés esse
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periodo foram realizadas as leituras em espectrofotdmetro num comprimento de onda de 410
nm. Paralelamente foram feitas amostras em branco sem colocar 0,1 gramas das amostras. O

teor de protefna bruta (%) das amostras foi calculado através da Equaggo 11.
% Proteina = (ABSanostra — ABSprance) X f: X 6,25 (11

Onde:

ABS Amozra: Leitura da absorbincia da amostra;
ABSgrueo Leitura da absorbéncia do branco;

F.: valor do fator da curva.
3.4 ISOTERMAS DE ADSORCAO DE UMIDADE DOS RESIDUOS SECOS

Para a construgfio das isotermas foram pesados 20 g dos residuos secos ¢ adicionado
aos mesmos, dgua destilada na proporcio de 1:1. Em seguida foram submetidos a
homogeneizacio por 30 minutos e deixados em repouso no refrigerador em recipiente
hermético por 24 horas. Completado o periodo de repouso destes residuos secos, fol coletado
lg de cada, ¢ transierido para cipsulas de aluminio, os quais foram para o equipamento
Thermoconstanter Novasina RTD 200 TH2 para a realizacio das leituras de atividade de 4gua
nas temperaturas de 25, 30 e 35°C. Apds a leifura no equipamento foram colocados na estufa
a 105°C, resfriados em dessecador e novamente levados ao Novasina para leitura de atividade
de dgua. Em seguida foram pesados novamente em balanca analitica para obtencéo das
massas de equilibrio ¢ voltados para a estufa para a determinagiio das massas secas. As
isotermas de adsorcdo de nmidade foram construidas com os dados de umidade de equilibrio e

atividade de dgua.
3.5 PROCESSO FERMENTATIVO

Foi realizado um planejamento fatorial 2* com trés repetigdes no ponto central, para os
trés residuos secos conforme mostra a Tabela 6. Os ensaios foram feitos aleatoriamente. As
varidveis chamadas de independentes foram a concentracio da fonte de nitrogénio (sulfato de
amédnio) e a umidade inicial do meio cujos niveis (-1 e +1) corresponderam a 1% e 1,5% para

o nitrogénio e 40% e 60% para a umidade. E como varidvel dependente foi avaliada a




atividade exo-poligacturonase (exo-PG). Os niveis foram definidos baseados em estudos

preliminares realizados com os respectivos resfduos secos.

Tabela 6 — Marriz planejamento 2° com trés repeticdes no ponto centeal do processo fermentativo.

Ensaios Umidade Concentragéo de nitrogénio
1 -1 (40) -1 (0,3)
2 +1 (60) -1 (0,3
3 -1 (40) +(1,5)
4 +1 (60) +(1.5)
5 050 0(1.0)
6 0 (50} 0(1,0)
7 0 (50} 0(1,0)

A Figura 8 apresenta as etapas do processo de fermentacdo em estado sélido para a
producdo da exo-poligalacturonase, assim como a sua recuperagdo por meio de sistemnas

aquosos bifdsicos.



Figura 8 — Brapas do processo de produgio e recuperagio da exo-poligalacturonase.
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3.5.1 Micro-organismo e indculo

O micro-organismo utilizado nesta pesquisa foi o fungo filamentoso Aspergifius niger
CCT 0916 modificado, cedido pela Embrapa Agroinddstria Tropical, com sede em Fortaleza-
CE, e conservado no Laboratério de Engenharia Bioguimica (LEB/UAEQ/UFCG), em tubos
de ensaio com tampas rosqueadas contendo solo estéril, mantidos a -18°C.

Os confdios foram retirados do solo esténl com uma alga de platina e transferidos para
tubos de ensaios contendo wm meio basico, esterilizado em autoclave por 20 minutos a 0,5
atm, constituido de: pectina citrica (10 g/L), NaNO; (3 g/L), KHPO4 (1 g/L), MgS0O4 (0,5
g/1), KC1 (0,5 g/L), FeSO47H,;0 (0,01 g/L) e dgar-dgar (20 g/L). Os tubos de ensaio foram
inclinados e resfriados a temperatura ambiente (COURI, 1993). Os tubos foram incubados por
cinco dias em estufa a 30°C. Em seguida foram mantidos sob refrigeracdo por um periodo
méximo de quatro meses. Este fol denominado de primeiro repique. Para obtencio do
segundo repique foram transferidos do primeiro repique com auxilio da alga de platina
esporos para outro meio bdsico similar ao primeiro, descrito anteriormente, e incubados a
temperatura de 30°C durante cinco dias. Ap6s este periodo foi utilizado um meio de sabugo
de milho para producio de grande quantidade de conidies. O sabugo é adequado para este
fim, uma vez que, o fungo cresce em uma superficie maior e consequentemente aumenta a
esporulagio.

O meio contendo o sabugo de milho foi preparado de acordo com o protocolo da
EMBRAPA Agroinddstria de Alimentos, com sede no Rie de Janeiro (RJ). Este meio era
composto de uma solugio A (20 g de fosfato de potdssio monobdsico dissolvido em 4dgua
destilada e transferido para um balfio velumétrico de 100 mL) e uma solugio B (3,96 g de
sulfato de zinco, dissolvido em um pouco de dgua destilada em seguida adicionado 4,60 g de
sulfato de ferro, 0,01 g de sulfato de manganés e 0.5 ml de dcido sulfdrico PA. Apés
completa dissolugfo, transferiu-se para um baldo volumétrico de 100 mL o gual foi aferido
com Agua destilada). Em seguida foi feita uma solugdo umidificante (2,8 g de peptona foram
dissolvidas em um pouco de dgua destilada e transferida para um baldo volumétrico de 50
mL). Foi adicionado a esta solugio 0,19 da solu¢do A e 0,025 da solugio B e completado o
volume do baldo com 4gua destilada.

Em cada erlenmeyer de 125 mL, foi pesado 4,6 g de sabugo de milho seco e moido e
foi adicionado 6 mL da solug¢io umidificante. Os frascos foram fechados com tampéo de
algodfio envolvido com gaze, homogeneizado e esterilizado em autoclave a 120°C por 30

minutos.
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Para inoculagiio no meio de sabugo de milho, foi transferido 10 mL de solucio 0,3%
(v/v) de Tween 80 para tubos com os micro-organismos do segundo repique. Com auxilio de
uma alca de platina, os micro-organismos foram suspensos e transferidos, 1 mL, para cada
frasco que continha o meio com o sabugo de milho. Os frascos foram incubados em estufa a
30°C por um periodo de 5 dias. Apds este periodo, os frascos foram armazenados sob

refrigeragiio e utilizados como inéculo nos ensaios de fermentacio.
3.5.2 Preparagio do meio de cultivo para a fermentaciio

Foram pesados em um béquer 80 gramas dos residuos secos. Em segunida foi calculada
a quantidade de dgua a ser adicionada no meio, conforme BEquagio 12, para que o mesmo
ficasse com o teor de umidade de acordo com a matriz do planejamento. Foi pesada a
guantidade adequada da fonte de nitrogénio que neste trabalho foi usado o sulfato de amdnio,
o gual foi diluido na quantidade de dgua destilada a ser adicionada ao meio. A dgua com o
sulfato de amoénio diluido foi adicionada lentamente ao residuo seguido de homogeneizacio.
Apds a homogeneizagio, foram distribuidos 10 gramas desse meio imido nos erlenmeyer de
250 mlL os quais foram tampados com tampéo de algoddo envolvido com gaze e levados para
a autoclave a 0,5 atm por 5 minutos. Apds a esterilizagio, foram resfriados & temperatura

ambiente.

m =m (u; —uy)
qu RES (1 o uz)

(12)

Onde:

mMoo: massa de dgua requerida para hidratagfo do meio;
Mpys: Massa do residuo seco utilizado na fermentagio;
u;: umidade presente no residuo seco em base (Gmida;

u,: umidade requerida pelo processo fermentativo.
3.5.3 Inoculacio e incubacgiio do meio

Apés a esterilizagio e resfriamento do meio de cultivo foram inoculados 107

esporos/grama de meio em cada erlenmeyer, os quais foram incubados em estufa
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bacterioldgica a temperatura de 30+£2°C. Esta concentragio foi utilizada devido a vdrios
trabalhos realizados com o micro-organismo Aspergitlus niger CCT 0916 por diferentes
autores denire eles Alcantara (2007); Santos (2008); Sousa (2008); Souza (2010) os quais
obtiveram atividade poligalacturondsica mdxima nesta concentracio O processo fermentativo
teve duragio de 72 horas. Foram retiradas amostras periodicamente durante o processo (0, 7,
22, 30, 44, 50, 66, 72 horas de fermentacfio} para a realizacio das seguintes andlises: umidade,
actcares redutores, pH e atividade poligalacturondsica {(PG). A extragio do complexo

enzimdtico também foi feito a cada intervalo de tempo citado.

3.5.4 Extraciio das enzimas

O método para extragio do complexo enzimitico foi baseado no realizado por Castilho
(1997). Apds a retirada das amostras para analises nos respectivos tempos de fermentacio, foi
adicionado em cada erlenmeyer 5,0 mL/g de meio fermentado de solugiio tampao acetato 200
mM pH 4,5. Apés homogeneizacio, os frascos foram levados ao banho-maria por 1 hora a
temperatura de 30°C. Em seguida as amostras foram filtradas em papel de filtro Wattman 1 e

determinada a atividade exo-poligalacturonase.

3.5.4.1 Determinacdo da atividade exo-poligalacturonase

A atividade exo-poligalacturonase foi determinada conforme Couri (1993), seguindo o
protocolo desenvolvido na Embrapa Agroindiistria Tropical — Foritaleza/CE.

Em tubos de ensaio contendo 4 mL de solucio de dcido poligalacturdnico 0,25% m/fv,
preparado com tampdo acetato 200 mM pH 4.5 previamente aclimatado em banho
termostitico a 35°C, foi adicionado 0,25 mL do complexo enzimdtico, em seguida foi
aquecido por 30 minutos a 35°C. Apés este periodo, 0,5 ml. da mistura foram transferidos
para tubos contendo 1 mL do reagente DNS, os quais receberam 0,5 mL de dgua. Em seguida,
os tubos foram aquecidos a 100°C por 5 minutos ¢ imediatamente resfriados a temperatura
ambiente, Apds o resfriamento foram adicionados 8 ml. de dgua destilada. Os tubos de ensaio
foram homogeneizados em vortex e em seguida foi feito a leitura de absorbéncia da amostra
em espectrofotdmetro a 540 nm. Os ensaios foram realizados em triplicata, assim como os
ensaios em branco, preparados segundo o mesmo procedimento, no entanto, o extrato
enzimético foi adicionado & solugdo de 4cido poligalacturdnico e imediatamente transferido

para os tubos contendo 0 DNS. Uma unidade de atividade poligalacturondsica foi definida
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como a quantidade de enzima que ltbera 1 pmol de acido galacturdnico por minuto de reagéo,

nas condi¢des do ensaio, conforme Equagdo 13.

u (ABS, — ABS,) X 17 X 2 x f
ARG (g de meio fermentado) - 212,16 %t X RE (13)

Onde:

APG: Atividade poligalacturondsica;

ABS,: Absorbincia da amostra;

ABS,,: Absorbincia do branco;

f: fator de conversio da curva padrio de 4cido galacturénico (mg/L);
17: diluicdo da enzima no meio reacional;

2: dilvigiio dos grupos redutores no reagente DINS;

t: tempo de reaco (no caso deste trabalho, t =30 minutos};

212,16: massa molar do 4cido galacturdnico {g/mol);

RE: relagio solvente/massa utilizada na lixiviagio {(mL/g).
3.5.4.2 Estudo das condigdes de extragdo da exo-poligatacturonase

Para avaliar o processo de extracio da exo-poligalacturonase foram estudados
diferentes valores de tempo de contato (TC), relagdo solvente/massa (RE) e agitagdo (AG) de
acordo com a matriz do planejamento experimental 2* com trés repeticdes no ponto central
apresentada na Tabela 7. Esta matriz com suas respectivas varidveis codificadas e reais foi
baseada em estudos realizados por SOUSA, C. (2010) guando trabalhou com residuo seco de

maracujd. O planejamento fatorial foi analisado utilizando o software Statistica 5.0.
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Tabela 7 — Matriz planejamento 2° com trés repetictes no ponto central do processo da extragio da exo-PG.

Ensaios Agitacio (AG) Tempo (TC) Relacio (RE)

{rpm) (min) (mL/g)
1 -1 (50) -1(15) -1(3)
2 +1 {150) -1(15) -1(5)
3 -1 (50) +1 (45) 1 (5)
4 +1 (150) +1(45) -1(5)
S -1 (50) -1(15) +1 (10)
6 +1 (150 -1(15) +1 (10}
7 -1 (50) +1 (45) +1(10)
8 +1 (150 +1 (45) +1(10)
g 0 (100) 0 (30) 0(7,5)
10 0 (100) 0 (30) 0(7.5)
11 0(100) 0 (30) 0(7,5)

Fonte: Sousa, C. (2010).

Para execucdio deste planejamento primeiramente foi realizado um processo
fermentativo com o residuo seco que alcangou a maior atividade poligalacturonasica (PG) no
plancjamento do item 3.4, que nesta pesquisa foi o do umbu, nas seguintes condigdes de
cultivo: umidade de 60% (b.u), concentracdo de esporos de 107 esporos/g de meio dmido,
concentragio de sulfato de amdnio de 1,5% my/m, temperatura de 30°C e o tempo de 44 horas.
Apés o tempo de 44 horas de fermentagdo, os erlenmeyer foram retirados da estufa,
receberam 5, 7.5 e 10 mL de tampdo acetato de sédio 200 mM de pH 4.5 (solvente), e foram
colocados em uma incubadora (shaker) modelo Marconi MA 420 a qual foi programada de
acordo com o planejamento da Tabela 7. A temperatura foi estabilizada em 30+0,5°C. Em
seguida os erlenmeyer foram retirados do shaker nos seus respectivos intervalos de terpos,
15, 30 e 45 minutos. O caldo fermentado {(extrato) contido em cada frasco foi filtrado com
algodio e gaze. Uma aliquota foi retirada para andlise de atividade poligalacturonasica

conforme o método descrito no item 3.5.4.1.
3.6 RECUPERACAO E PURIFICACAO DA EXO-PG UTILIZANDO SABs

Foi feito um estudo da recuperagdo da enzima exo-poligalacturonase coniida no

extrato bruto obtido a partir das melhores condigdes de extragdo do item 3.5.4.2 utilizando os
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sistemas aquosos bifdsicos compostos de polietileno glicol de massa molar 4000, 6000 e 8000
g/mol e sais de fosfato didcido de potdssio anidro P.A, de formula molecular KHoPO, e o
fosfato monodcido de potdssio anidro P.A, de férmula molecular K;HPO,. Os polimeros

foram adquiridos da Proquimios e os sais de fosfato da Cromoline.

3.6.1 Diagramas de equilibrio de fases

A construgiio dos diagramas de equilibrio de fases é muito importante nos estndos de
separagdo de biomoléculas, pois mostram as condigbes em que os sistemas aquosos bifésicos
(SABs) podem ser empregados. Portanto, para a utilizaco dos sistemas (SABs) nesta
pesquisa, foi necessdrio inicialmente determinar os diagramas os quais exibiram as condigSes
em que os sistemas poderam ser empregados.

As curvas binodais com os PEGs de massa molar 4000, 6000, 8000 e os respectivos
sais de fosfato de potdssio foram obtidas por meio do método turbidiméirico
(ALBERTSSON, 1986) na temperatura de 25+0,5°C. [Imicialmente adicionou-se
separadamente em cada tubo de ensaio de 35mL, 1,5 g da solucdo méie de PEG 4000, 6000 ¢
8000. A esta solugdo, foram adicionadas aliquotas de 10 uL da solucio méie do sal, com o
auxilic de uma micropipeta, até o surgimento de uma turvacio persistente. Apds cada adigéio
de sal, o sistema era agitado em um vértex e tinha sua massa medida e anotada. As
concentragdes dos dois componentes imediatamente apds a aparicio de turbidez foram
tomadas como um ponto da curva binodal e foram calculadas a partir das concentracdes
iniciais das soluges, da massa inicial e final do sistema apds cada adi¢do. Para cada sistema
com seus diferentes PEG; foi adicionado cerca de 0,5 mL de dgua para toma-lo novamente
homogéneo. A nova massa do sistema foi medida, € a massa da dgua adicionada calculada por
diferenga. Foram adicionados novos incrementos da solugfo salina at€ nova turvacio, seguida
pela adigdo de dgua. Este procedimento foi realizado até a obtengao de aproximadamente 25

pontos.
3.6.2 Planejamento experimental para os PEGs4000-6000-8000/fosfato de potassio

Visando a reducio da quantidade de experimentos a serem realizados e uma melhor
avaliagio dos resultados obtidos, foi utilizado um planejamento fatorial 2’ com trés repeticies
no ponto central, totalizando 11 ensaios, sendo estes realizados de forma aleatdria para avaliar

a influéncia da massa molar e das concentragdes do PEG 4000, 6000, 8000 e do sal fosfato de
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potissio sobre os pardmetros de particiio nos SABs, fator de purificacdo (FP) e recuperagio na
fase inferior(R)) da exo-poligalacturonase.

Os valores adotados para as varidveis foram baseados em experimentos preliminares
realizados por meio de um planejamento fatorial 2° com pH variando entre 6,0 ¢ 8,0 e as
concentragdes de PEG e sal variando entre 12 e 18%. Nestas condigdes ndo ocorreu a
separaciio de fases para os sistemas com pH 6,0, concentracio de sal de 18% e PEG 8000.
Sendo os melhores resultados para os pardmetros de particio FP ¢ R; obtidos nos sistemas
com pH 7,0 e concentracdes de PEG e sal variando entre 12 a 16%.

Foi usado o programa computacional Statistica TM (Verséo 5,0, da Statsoft, Inc) para
determinar os efeitos principais das varidveis e suas interacdes assim como dados relativos a
Anilise de varidncia (ANOVA) e gerar também as superficies-resposta do fator de purificagiio
e recuperacio da enzima exo-poligalacturonase.

Os niveis utilizados (-1, e +1) correspondendo a 12 e 16 % e o ponto central 14 % e 0s

respectivos ensaios experimentais deste planejamento estdio apresentados na Tabela 8.

Tabela 8 — Matriz planejamento 2° com trés repeticBes no ponto central para o sisterna aquoso bifiisico.

Massa Molar do Concentracao do Concentraciio dos
Ensaios

PEG PEG (%) sais (%)
1 -1 (4000) -1(12) -1¢12)
2 +1 (8000) -1(12) -1(12)
3 -1 (4000) +1 (16) -1 (12)
4 +1 (8000) +1 (16) -1 {(12)
5 -1 (4000) -1(12) +1 (16)
6 +1 (8000) -1(12) +1(16)
7 -1 (4000) +1(16) +1(16)
8 +1 (8000) +1 {16) +1(16)
9 (0 (6000) 0(14) 0 (14)
10 0 (6000) 0(14) 014
i1 0 (6000) 014 0(14)

3.63 Preparagf"io dos sistemas (PEG 4000/6000/8000/fosfato de potissio)

Inicialmente os polimeros foram colocados em estufa 2 50°C e os sais foram & 105°C,

até peso constante. Os sistemas aquosos bifdsicos foram preparados em tubos de centrifuga
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graduados de 15 mL, misturando-se quantidades de fosfato de potissio ¢ PEG, conforme
Tabela 8. mais o extrato enzimitico fermentado do resfduo seco do umbu, perfazendo um
total de massa de 15 g. A quantidade de extrato no sistema ficou aproximadamente entre 64 e
76%. A solugfio tampdo fosfato de potdssio de pH 7,0 foi constituida de uma mistura de
K;HPO4 e KH,PO, na razdo de 1,087 (p/p). Apés a adicic dos componentes, os sistemas
foram agitados lentamente, centrifugados e mantidos em repouso por aprosimadamente 20
horas & temperatura de 25°C para ocorrer total separacio das fases. Em seguida, as fases
foram recolhidas e caracterizadas quanto ac volume, densidade, massa, atividade
poligalacturondsica e teor de proteinas. Este procedimento se fundamenta na formacio de
duas fases uma rica em PEG (menor densidade) e a outra rica no segundo componente, que
neste caso é o sal (fosfato de potissio). As biomoléculas presentes podem estar distribuidas

desigualmente em cada fase.

3.6.3.1 Determinaciio do volume das fases dos sistemas

Apds o perfodo de repouso foi anotado o volume total o qual correspondeu 2 superficie
do sistema e o volume da fase inferior. O volume da fase superior foi calculado por diferenca.

A razio entre os volumes das fases superior e inferior foi calculada pela Equacio 14.

Vs

RF =
Vg

(14)

Onde:

Vi.: volume da tase superior;

Vi volume da fase inferior.

3.6.3.2 Coleta das fases

O procedimento de coleta das fases foi realizado conforme o método descrito por
Oliveira (2006). A fase superior de cada sistema foi coletada com o auxilio de uma seringa,
tendo o cuidado de deixar uma pequena camada desta fase, de pelo menos 5 mm acima da

interface, para garantir que a interface néo sofresse alteragio.
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A coleta da fase inferior foi realizada de forma semelhante, ap6s 1 hora, devendo-se
ter o cuidado de causar a menor perturbacdo possivel i interface do sistema. Uma pequena
bolha de ar foi mantida na agutha e expelida na fase inferior antes da coleta. A sucgio foi feita
vagarosamente, tomando-se o cuidado de deixar ainda na célula de equilibrio uma camada

desta fase, evitando-se a succio da fase superior.
3.6.3.3 Massa especifica das fases

A massa especifica das fases foi determinada pesando-se um volume conhecido de

cada fase cm balanga analitica e calculada segundo a Equagio 15,

(15)

=~
]
<ig

Onde:
m: massa da aliquota tomada da fase (g);

V: volume da aliquota tomada da fase (cm3).

3.6.3.4 Massa das lases

A massa de cada fase foi calculada a partir da Equago (15), substituindo os valores da

massa especifica e do volume previamente calculados,

3.6.3.5 Determinacdo da atividade exo-poligalacturonase em cada fase

A determinagfio da atividade exo-poligalacturonase em cada fase foi calculada usando
a equagio (13) do item 3.5.4.1, porém a varidvel RE assumiu o valor 1 mL para representar a
atividade por volume de amostra. Como a fase inferior referente aos sais era rica em tampao
fosfato foi necessdrio diluir as amostras correspondentes a estas fases com 4cido acético a

10% até o pH da amostra abaixar de 7,0 para 4,3.

3.6.3.6 Determinacgio de protefnas em cada fase

A determinagio do teor de proteinas em cada fase foi feita utilizando o método de

Bradford (1976). O reagente de Bradford foi preparado com 0,05g de Comassie Brilliant Blue
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(G-250 dissolvido em 50 mL de dlcool etilico a 95%. Foi adicionado 50 mL de 4cido fosférico
P.A. Ap6s homogeneizacio, foi transferido para um baldo volumétrico de 500 mLo qual foi
aferido com dgua destilada e deixado overnight com agitagéio constante. Apds este periodo foi
transferido para um vidro escuro protegido com papel aluminio e armazenado na geladeira.

Foi feita uma curva de calibragio utilizando-se albumina bovina (BSA da MERCK),
como padrio, na concentracio inicial de 0,1 g/ml..

Para a leitura das amostras, 0,5 ml de cada amostra foi adicionada a 5,0 mL do
reagente de Bradford. Apds 15 minutos de repouso 4 temperatura ambiente foi medida a
absorbincia das amostras em um espectrofotdmetro com comprimento de onda de 595 nm.
Foi preparade o branco com uma solucdo de albumina a 0,1 mg/l. e feita as respectivas
diluicGes. Apds as leitaras, foi constru{da a curva de calibragio, plotando-se a absorbincia X
concentragio. A inclinagdo da reta foi usada no cdlculo da concentracio de proteinas das

amostras das fases. A concentracfio de proteinas foi determinada pela Equagio 16.

C=AbsxFxd (16)

Onde:

C: concentragio de protefnas soltveis na fase, em mg/mlL;
Abs: absorbincia das amostras em 595 nm;
F: coeficiente angular da curva de calibragio;

d: diluicio da amostra.

3.6.3.7 Determinagao dos coeficientes de particio

Os coeficientes de partigdo foram determinados segundo Lima, A. et al. (2002). O
coeficiente de partigio (K) € definido como a concentragio de proteina ou atividade
enzimdtica na fase superior dividida pelo valor correspondente na fase inferior, de acordo com

as Equacdes 17 e 18.

Cs
= = 17
KD CE ( )
A
Ky = 25 (18)
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Onde:
Cs e Cp concentragbes de proteina total em mg/ml. nas fases superior e inferior,
respectivamente;

Ag e Ay atividades enzimdticas nas fases superior e inferior, respectivamente.
3.6.3.8 Avaliagdo do processo de purificac@o da exo-poligalacturonase

Para avaliar o processc de purificacio da exo-poligalacturonase nos SABs foi
necessdrio o célculo de outros parimetros além do coeficiente de particdo os quais foram:
atividade enzimdtica especifica (AS), expressa em U/mg; o fator de purificaciio (FP) e a
recuperacio de enzimas na fase superior {Rg) ¢ na fase inferior (Ry) e o fator de concentragio
(FC) (LIMA, A. et al., 2002).

. A atividade enzimatica especifica da enzima em cada uma das fases for calculada por

meio da Equagdo 19.

Ag
ASfase = ‘C'_a:jE (U/mg) (19
fase
Onde:
Ape : atividade enzimaticana fase superior ou inferior;

Chase :concentraciio de proteinas na fase em estudo.

. O fator de purificagdo da atividade enzimética em cada uma das fases (FPpg) foi

calcula do através da Equacao 20.

Asfase
—— 20
R T, 0

Onde:
ASe - atividade enzimdtica na fase em estudo;
AScxo:  atividade enzimdtica especifica do extrato apés a operagio de lixiviagdo

(recuperagiio das enzimas a partir do meio semissélido fermentado);

Ty
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. O fator de concentragio da atividade enzimdtica em cada fase foi determinado
segundo a Equagiio 21.
A
FCtase = K_"EEE" (21)
extrato
Onde:

Ao atividade enzimaética na fase em estudo;

Ao - atividade enzimdtica no extrato.

. A recuperacio da atividade enzimdtica na fase superior e inferior foideterminada

através das Equactes (22) e (23).

100
Rg(%) = PR W (22)
1+ (V_SX—K)
100
Ri(%) = =5 (23)
1+K Vé
Onde:

Vie Vg:volumes das fases superior e inferior;

K :coeficiente de particio de atividade enzimatica.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Este capitulo apresenta os dados e a discussio da caracterizaco fisico-guimica dos
residuos secos das cascas das frutas do umbu, goiaba ¢ jabuticaba utilizados como meio de
cultivo no processo de fermentacio em estado sdlido, seguido do estudo da influéncia da
umidade inicial do meio e concentracio de nitrogé€nio na produgiio da enzima exo-
poligalacturonase como também a avaliagdo das condigdes do processo de extragio desta
enzima. E por fim o resultado da influéncia da massa molar do PEG, concentracio do PEG ¢

do sal fosfato de potdssio na purificacdo e recuperacio desta enzima.
4,1 AVALIACAQ DO PERCENTUAL DAS CASCAS DAS FRUTAS

Na Tabela 9 estdo apresentados os percentuais em peso das frutas e cascas do umbu,

goiaba e jabuticaba, antes e apds o processo de secagem.

Tahela 9 - Percentuais em peso de frutas inteiras, polpa/semente/carogo,cascy fresca, seca etriturada.

Frutas Frutas inteiras Polpa/Semente/ coc*  Casea Casca
{2) Caroco (2) (@ seca(g) triturada (g)

Ungbu ' 2.866,32 2.269,61 562,98 88,35 87,58
Goiaba 3.597.52 2.953.19 511,90 74,65 73,66
Jabuticaba 3.456,84 2.382.00 800,74 151,02 148,17
Peso (%)

TUmbu 79,18 20,82 15,69 15,55
(ioiaba 82,08 17,02 14,58 14,38
Jabuticaba 68,90 31,10 18,86 18,50

Observa-se gue os frutos do umbu constitui de 20,82% de casca fresca cujo valor é
p'réxi'mo do percentual encontrado por Silva, C. et al. (1987) que foi de 22%. O valor
encontrado para a casca da goiaba de 17,92% estd dentro do intervalo obtido por Gouveia et
al. (2003) que estudaram o rendimento de casca da goiaba para diferentes estddios de
maturacio obtendo valores entre 9,95% a 21,64%. A jabuticaba apresenta 31,1% de cascas,
préximo ao encontrado por Lima, J. (2008) que em média obteve 33%. Estas variagbes estdo
associadas ao tamanho e ao estidio de maturagiio do fruto como também 2 espessura da casca,

que é um importante cormponente da resisténcia fisica do fruto.
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4.2 CARACTERIZACAO FISICO-QUIMICA DOS RESIDUOS SECOS

Em um processo fermentativo € ponto de partida a caracterizacdo do material que vai
ser utilizado como meio de cultivo para obtengdio do prodito desejado. Neste trabalho foi
usado-as cascas das frutas, umbu, goiaba e jabuticaba devido aos seus constituintes em
especial a pectina que € uma substincia indutora na sintese das enzimas pectinoliticas
produzidas por micro-organismos, Os dados da Tabela 10 comrespondem a caracterizagio
fisico-quimica dos residuos secos em base dmida obtidos a partir das cascas secas a 55£2°C e
mofidas, utilizadas na fermentagio em estado sélido como meio de cultivo para a produgiio da

enzima exo-poligalacturonase. As andlises foram realizadas em triplicata.

Tabela 10 — Caracterizagio fisico-quimica dos residuos secos.

Parametros Analisados Goiaba Umbu Jabuticaba

Umidade b.u (%) 12,3620,51 10,25:0.46 9.7040,17

Cinzas (%) 3,8910,02 3,69+0,07 2,70+0.06

Proteina (%) 2,09+0,20 1,66+0,20 4,39+40,35

Pectina (%) 9.92+0,13 21,03+1,34 3,31£024

Actcares Totais (%) 26,51+1,06 8,81+1,32 27.45+1.1
Acticares Redutores (%) 23,35+0,19 8.67:0.42 24.67H0,31
Solidos soliiveis totais (°Brix) 30,0040,00 30,00+0,00 38,0010,00

pH 4.24+0.,01 2,2040.01 3,60:0,00

Massa especifica aparente (p,) (gfmL) 0,550,04 0,57+0,02 0,510,03

Massa especifica real (p,) (g/ml.) 1,200,05 1,00+0,01 1,3640,03

Porosidade do leito de particulas 0,54 0,43 0,62

Os valores obtidos da umidade estdo dentro dos limites estabelecidos pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitiria (ANVISA), que estabelece o mdximo de 15% (b.u) de
umidade para farinhas. Como a umidade dos residuos secos variou entre 9.7 a 12,36%, pode-
se considerar que tais produtos possuem boa estabilidade fisica, quimica além de poderem ser
armazenados em temperatura ambiente sem riscos de desenvolvimento de fungos e produgado
de micotoxinas, desde que sejam adequadamente acondicionadas em embalagens herméticas.

Na fermentagfo em estado sélido, a quantidade de dgua livre presente nos substratos €
um pardmetro limitanie pois pode afetar diretamente o crescimento dos micro-organismos
assim como a sintese de metabodlitos.

O teor de cinzas do residuo seco do umbu 3,69% estd préximo do valor encontrado por
Almeida et al. (2010) que foi de 4,26% e superior ao valor encontrado por Pereira, L. et al.

(2010) de 1,4%. Estes autores utilizaram os residuos da extragio de sucos e processamento de
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polpas enquanto que neste trabalho fol utilizado somente as cascas desidratadas. Foi
encontrado para o residuo da goiaba o valor de 3,89% diferente do obtido por Munhoz et al.
(2010). que foi de 3,38% quando utilizaram também a farinha da casca da goiaba. Para o
residuo da jabuticaba o teor de cinzas encontrado foi de 2,70% estando abaixo dos valores
obtidos por Ascheri (2006) e Almeida et al. (2010) que foram de 3,49 e 3,6% quando
utilizaram os mesmeos residuos.

Com relagfio ao teor protéico, o residuo seco do umbu apresenta valor de 1,66% sendo
este superior ao encontrado por Abud (2009), que foi de 0,43% entretanto o valor obtido para
o residuo seco da goiaba foi de 2,09% acima do valor encontrado por Uchoa (2008) e Abud
(2009) que foram de 1,16 e 0,58%. Dos trés residuos secos estudados o da jabuticaba
apresentou o maior teor protéice 4,39% préximo ao valor encontrado por Almeida et al.
{2010), que foi de 4,82% e superior ao valor encontrado por Lima, J. (2008) que foi de 1,16%.

Os resfduos secos estudados apresentaram alto teor de pectina que segundo a literatura
esta substincia quimica atua como eficiente fonte indutora na producio de enzimas
pectinoliticas assim como também pode atuar como fomte de carbono para os micro-
organismos, dependendo da quantidade de aglcares presentes no meio de cultivo. O residuo
seco do umbu apresentou o maior valor, 21,03%. Portanto, no presente estudo este residuo foi
utilizado tanto como fonte de carbono como também indutor para a produgio da exo-
poligalacturonase. O teor de pectina é influenciado por vérios fatores dentre eles o estddio de
maturaciio das frutas.

Fontana et al.(2005) estudaram o efeito da guantidade de pectina em um meio a base
de farelo de trigo e observaram que até 16% ndo houve repressdio na sintese das pectinases
produzidas pelo Aspergillus niger.

O menor valor dos aglicares totais foi do residuo seco do umbu 8,81% proximo ao
valor obtido por Santiago et al. (2011) que foi de 9,20% ¢ o maior foi do residuo seco da
jabuticaba 27,45% o qual foi mepor do que o encontrado por Almeida et al. (2010) que foi de
31,39%. Quanto ac valor obtido da goiaba de 26,51 % foi proximo ao encontrado por Munhoz
et al. (2010) que foi de 30,64%. Para os agticares redutores os valores encontrados foram de
23,35, 8,67, e 24.67% respectivamente para a goiaba, umbu e jabuticaba enquanto que
Murhoz et al. (2008) encontraram para a goiaba 9,57% ¢ Almeida et al. (2010) 2,64 para o
umbu e 29,86% para a jabuticaba. Os valores dos agticares redutores (AR) e aglcares totais
(AT) encontrados diferem dos valores dos autores citados devido a vérios fatores, dentre eles,
o estddio de maturagio das frutas, pois neste trabalho utilizou-se somente frutas “de vez”

(goiaba e umbu) devido ao teor de pectina ser maior, bem como também da lavagem realizada
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com estas durante a etapa de preparo. Apesar dos acticares tolais do residuo seco da goiaba ser
muito superior aos do umbu os teores de sélidos soliveis foram idénticos. Este fato ¢
atribuido aos sélidos solives representarem todas as substincias soliveis presentes, que no
caso das cascas sfio, além dos agticares, os dcidos orginicos, vitaminas, pectina ¢ flavonoides.

Os valores de pH para o residuo seco do wmbu foi simitar ao encontrado por Almeida
et al. (2010) que foi de 2,20 e inferior ao obtido por Abud (2009) 3,12. Com relagio ao pH do
residuo seco da goiaba 4,24, foi préximo ao obtido por Sousa, B. (2010) e Munhoz et al.
(2008) que foram de 3,89 e 4,20. Para a jabuticaba o pH de 3,60 foi proximo ao de Lima, J.
(2008) ¢ Almeida et al. (2010) 3.39 e 3,24. Este pardmetro tem grande influéncia na
fermentagdo em estado sélido ou cultivo semissélido, haja vista que, o crescimenio dos
micro—organismos depende do valor inicial do pH do meio o qual para o Aspergiflus niger o
minimo € de [.2 ¢ o étimo esid entre 3,0 e 6,0 (FRANCO, 1999), Malvessi e Silveira (2004)
utilizaram um meio contendo farelo de trigo, sais minerais e pectina na producio da enzima
poligalacturonase variando o pH entre 2 a 7 e obtiveram maxima atividade com pH inicial do
meio de 4,0.

A massa especifica aparente dos residuos secos (0,51 e 0,57 g/mL) revela que estes
ndo tendenciam a compactar-se, gerando espagos vazios entre as particulas dos mesmos e
consequentemente favorecendo na respiracio e metabolisino dos micro-organismos.

A distribui¢dio granuloméirica dos residuos secos estdo apresentados ny Figura 9.

Figura 9 - Distribuicio granulométrica dos residuos secos.
80 -
70
60
50 -

4
: & Gotaba

% de Massa Retido

30 # Umbu

20 - # Jabuticaba

10 ¢

o - m..,m . e . _

14 20 24 35 a8 60  Fundo (<

{1,180 (0,840 {0,710 {0425 (0,300 {0,250 0,250
mmy) mm) mmj mm) mm) mim) mm)

Tyler



81

Observa-se que para os residuos secos da goiaba, umbu e jabuticaba a maioria das
particulas possue tamanho de 20 mesh correspondendo a dimensao de (0,84 mm podendo ser
ntilizados na fermentagio em estade sélido. Particulas de iamanho reduzido em uma
fermentacdo em estado sdlido oferccem maior drea superficial ao ataque microbiano
entretanto tendem a compactar-se facilmente, dificultando a respiragfo dos micro-organismos
e aeragdo do meio e particulas majores promovem maior espago interparticulas, diminuindo o
rendimento da absorgfio dos nutrientes pelos micro-organismos (PANDEY, 2001).

Botella et al. (2007) estudaram a influéncia do tamanho das pariiculas de 0,06 a 1,00
mm; 0,74 a 1,00 mm e 1,00 a 1,60 mm) na producgéo de xilanase e pectinase e ndo verificaram
efeito significativo destes tamanhos na producio destas enzimas.

Ruiz et al. (2012) observaram que o tamanho das particulas da casca de limdo
influencion na taxa de crescimento do micro-organismo Aspergilfus na fermentagio em estado
sélido pois quando utilizaram tamanho entre 0,3-0,17 mm alcancaram uma taxa de 0,0551/h
enquanto que com {amanho entre 0,7-2,0 mm a taxa foi para 0,0991/h. Para estes autores o
tamanho dtimo de particulas representa frequenternente um  compromisse entre a
acessibilidade dos nutrientes e da disponibilidade de oxigénio.

A redugdo do tamanho das particulas também € importante no processo de extragio do
complexo enzimdtico pois Tacilita o contato entre o soluto, que se encontra na fase s6lida ¢ o
solvente aumentando a velocidade da transferéncia dos solutos para o solvente
(FERNANDEZ, 2011).

Em geral, a composicio fisica e quimica dos residuos secos a ser utilizado em um
processo depende de virios fatores: estddio de maturacio e variedades das frutas, época de
desenvolvimento dos frutos, fatores climadticos, tipo de solo e das etapas do preparo para
oblengido dos residuos secos desejados, tais como, selegho, lavagem e descascamento das
frutas. Portanto, é de extrema importincia a caracterizacio do substrato que vai ser utilizado
em um processo fermentativo. No caso da caracterizacdio destes residuos secos observa-se
que, 0s nutrientes presentes nestes podem ser metabolizados por variadas classes de micro-
organismos, podendo gerar uma diversidade de compostos de interesse comercial, inclusive

enzimas,
4.3 ISOTERMAS DE ADSORCAO

Foram construidas as isotermas de adsor¢do de umidade dos residuos secos da goiaba,

jabuticaba e umbu nas temperaturas de 25, 30 ¢ 35°C. Por meio destas foi possivel verificar o
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teor de dgua livre contido em cada residuo seco assim como determinar o intervalo de

atividade de dgua favordvel ao desenvolvimento do fungo Aspergillus niger CCT 0916.

4.3.1 Medelagem das isotermas de adsorcio de umidade

Existe na literatura wna variedade de equacdes matemadticas que descrevem isotermas

de sorgio dentre as quais a de Guggenheim-Anderson de Boer (GAB) que siio bastante

aplicadas em farinhas, portanto, por meio do Software Statistica 5.0, foram realizados os

ajustes das isotermas de adsorcio utilizando o modelo de GAB.

As isotermas de adsor¢iio de umidade nas temperaturas de 25, 30 e 35°C dos residuos

secos do umbn, jabuticaba e goiaba com os respectivos valores de umidade de equilibrio (Ueg)

em fung¢io da atividade de dgua (A,) estdo representadas nas Figuras 10, 11 e 12. Observa-se

que a umidade de equilibrio (U} aumenia com o aumento da atividade de dgua (Ay).

ieg

Figura 10 - Ajuste das isotermas de adsorgéo do
restduo seco da goiaba (Modelo de GAB).

Figura 11 - Ajuste das isotermas de adsorcao do
residuo seco da jabuticabs (Modelo de GAB).
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As isotermas para as trés temperaturas estudadas, sio classificadas como do tipo 1II de
acordo com a ¢lassificacio de Brauner (1938) ¢ apresentam forma 1.

As isotermas para o residuo seco da goiaba estio muito prdximas, indicando gue
praticamente nfio hd influéncia da temperatura nestes intervalos estudados. Entretanto, para o
residuo seco da jabuticaba as curvas de temperaturas de 25 e 30°C se sobrepdem, mostrando
que ndo hé influéneia desta varidvel nestias isotermas diferentemente da curva de 35 °C na
qual se verifica pequena influéncia desta varidvel. Para o residuo seco do umbu observa-se um
efeito maior da temperatura a 35°C, ou seja, um distanciamento das outras duas curvas a
medida que a A, aumenta, mas no intervalo entre 25 e 30 °C o efeito desta varidvel é
percebido entre 0,1 e 0,7 de atividade de agua, intervalo no qual segundo dados de literatura
ndo hd desenvolvimento do micro-organismo Aspergiflus niger, portanto, € necessdrio que na
utilizacfo destes substratos em uma fermentacio em estado sélido, a atividade de 4gua esteja
acima de 0,7. Os residuos secos da jabuticaba e umbu na temperatura de 35°C mostraram ser
mais higroscdpicos, adsorvendo uma maior quantidade de dgua. Estas variacbes observadas
dependem da estrutura fisica, da composi¢io quimica, da temperatura ¢ da capacidade de
retencio de dgua do substrato.

Neste trabalho para o processo de fermentagio utilizou-se temperatura de 30°C e
umidade inicial do meio de 40, 50 e 60% (b.u) para os trés residuos secos, correspondendo as
seguintes atividades de dgua: umbu (0,71; 0,80; 0.85), jabuticaba (0,80; 0,85; 0,88) e goiaba
(0,76 0,79; 0,83).

Na Tabela 11 encontram-se os valores dos parimetros do modelo de GAB, ajustado as

isotermas de adsorciio de umidade dos residuos secos do umbu, jabuticaba e goiaba.

Tabela 11 — Pardmetros de ajuste do modeto de GAB para as temperaturas de 23, 30 e 35°C.

Temperatura(°C) Xm C K R’
Goiaba
25 0,1535 2,5095 0,9308 0,9967
30 0,1339 1,8715 09767 0,9931
35 0,1306 3,4606 (,9631 0,9942
Jabuticaba
25 0,0978 25,9235 1,008 0,9966
30 0,0892 8,3877 0,9857 0,9991
35 0,1379 8,2054 0,9552 0,9948
Umbu
23 0,2123 0.7961 0,9226 06,9952
30 0,1373 4,5868 0,9578 0,9873

35 0,2451 1,5094 0,9137 00,9934
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Observando os pardmetros do modelo de GAB, pode-se verificar que os valores de X,
o qual representa a fracio de umidade na monccamada do material adsorvente, sofre redugdes
com o aumento da temperatura no intervalo entre 25 e 30°C para os trés residuos secos,
entretanto apresenta entre 30 e 35°C uma elevagdo tanto para o residuo seco da jabuticaba
como para o residuo seco do umbu, fato igualmente verificado por Alcéntara, S. et al. (2009)
quando utilizaram pediinculo seco de caju. Os valores de X, variaram entre 8,92 ¢ 24,51% em
base seca, assegurando que o material pode ser armazenado sem riscos de alteracdes
deteriordveis que segundo Mishra et al. (1996) o valor de umidade em base seca para
armazenagem segura e estabilidade mdxima € abaixo de 26%.

Os valores do parimetro C que € funciio das interacdes entre os sitios ativo do produto
¢ as moléculas de dgua ndo apresentam tendéncia bem definida sob o aumento de temperatura,
provavelmente devido o intervalo estudado ter sido muito préximo (25 a 35°C). Segundo
Alexandre (2007) os valores de C estiio muito abaixo de 200, estando portanto dentro da faixa
comumente encontrada na literatura. Quanto ao parimetro K, o qual representa o fator de
correciio das propriedades das moléculas na multicamada com relagio ao volume do liguido,
observa-se valores préximos a um (1), variando entre 0,9226 e 1,008, estando deniro do valor
previsto na literatura.

Os valores dos coeficientes de determinacio (R?) estdo acima de 0,99 o que indica que
o modelo pode ser utilizado na predigio das isotermas de adsorcio dos residuos secos

estudados.
4.4 PROCESSO FERMENTATIVO

De acordo com a matriz do planejamento fatorial 2° mais trés pontos centrais
apresentado na Tabela 6 foram realizados ensaios com a finalidade de avaliar o potencial dos
residuos secos do umbu, goiaba e jabuticaba na produgdo da exo-poligalacturonase € estudar a
influéncia das varidveis, umidade inicial do meio e concentra¢do de sulfato de amoOnio nesta
producao.

Foi feito acompanhamento cinético da producdo da exo-poligalacturonase e de
consumo de agdcares redutores assim como o monitoramento dos parimetros que influenciam
na fermentagio em estado sélido tais como umidade do meio ¢ pH durante um perfodo de 72

horas de processo. Os resultados para cada residuo seco estudado, estdo apresentados a seguir.
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4.4.1 Acompanhamento cinético do processo fermentativo para o residuo seco do umbu

Nas Figuras de 13 a 19, observa-se o acompanhamento cinético da producdo da exo-
poligalacturonase e do consumo de agticares redutores assim como o monitoramento do pH e
da umidade em base timida (b.u) durante o periodo de 72 horas de fermentacao em estado
s6lido em cada condi¢do estudada. As Figuras 13 e 14 correspondem aos ensaios 1 e 2 o0s
quais foram utilizados as mesmas concentragdes de nitrogénio (0,5%) e umidades inicial do
meio diferentes (40 e 60%) (b.u) correspondendo a atividade de dgua (Ay) de 0,71 e 0,85,

respectivamente.

Figura 13 — Acompanhamento cinético do processo de produgio da exo-PG obtida do residuo seco do umbu
correspondente ao ensaio 1 (umidade 40% e fonte de nitrogénio 0,5%).
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Figura 14 — Acompanhamento cinético do processo de produgio da exo-PG obtida do residuo seco do umbu

correspondente ao ensaio 2 (umidade 60% e fonte de nitrogénio 0,5%).
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O pH inicial do meio de 2,2 manteve-se praticamente constante durante todo o
processo no ensaio 1 enquanto que a umidade variou entre 41,85 a 32% (b.u) e no ensaio 2
variou entre 62% a 59,85 (b.u). Estas perdas de dgua segundo Borzani et al. (2011) sdo
devidas a evaporagdo de dgua e as atividades metabdlicas microbianas ocorridas durante o
processo fermentativo.

Nestes ensaios o comportamento dos agticares redutores (AR) sdo diferentes. Percebe-
se que no ensaio 1 ocorreu um aciimulo, possivelmente em detrimento da hidrélise da pectina
em oligossacarideos e monossacarideos. Segundo Fenema (2010) a pectina em meio muito
dcido as ligacdes glicosidicas da pectina (1,4) sdo hidrolisadas originando moléculas de D-
galactose, L-arabinose, D-xilose, L-ramnose e L-fucose. Apesar do meio conter alto teor desta
substincia, fonte indutora da PG, ndo foi detectado praticamente atividade desta enzima,
associando este fato a baixa umidade inicial do meio de fermentagdo, correspondendo a uma
A,, de dgua de 0,71, valor abaixo do minimo para o desenvolvimento do micro-organismo
Aspergillus niger se desenvolver que segundo Leitdo (1997) é de 0,77. Entretanto para o
ensaio 2 verifica-se baixo consumo dos AR (4,5- 2,2) induzindo os micro-organismos ao
estresse, de forma a ocorrer a quebra da pectina e consequentemente excre¢ao da enzima no
decorrer do cultivo, alcancando o pico de atividade PG em 66 horas de fermentagio de 14,15

U/g. Este fato comprova tanto a importincia da umidade inicial do meio no desenvolvimento
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dos micro-organismos e consequentemente na elaboragdo de novos produtos em cultivo
semissélido como também a presenca de altas concentragdes de pectina. Segundo Fawole e
Odunfa (2003) quando o meio tem baixas concentracdes de glicose surge & necessidade da
quebra da pectina em agticares metabolizaveis pelos micro-organismos e consequentemente a
atividade pectinolitica aumenta, sendo este fato observado neste trabalho para o residuo seco
do umbu. Martin e Martins (2009), utilizaram como unica fonte de carbono em um meio,
pectina citrica na producgdo de poligalacturonase e obtiveram 42,5 U/mL.

As cinéticas dos pardmetros analisados no decorrer do processo fermentativo para os
ensaios 3 e 4 estdo apresentadas nas Figuras 15 e 16, diferenciando das anteriores apenas na
concentracdo de nitrogénio (1,5%) adicionada ao meio. O ensaio 3 contendo 40% (b.u) de
umidade inicial do meio e A, de 0,71 atingiu o pico de APG (1,80 U/g) na 50* hora enquanto
que, o meio correspondente ao ensaio 4 cuja umidade inicial de 60% (b.u) e atividade de dgua
de 0,85 obteve um pico de APG (18 U/g) as 44 horas de cultivo.

O comportamento dos agiicares redutores nas primeiras 7 horas de fermentagdo foram
semelhantes, havendo um acimulo destes no meio, possivelmente pela hidrélise das ligacdes
glicosidicas da pectina originando agticares de baixa massa molar mais facilmente assimildvel
pelos micro-organismos, os quais durante o processo foram sendo utilizados para oseu

crescimento e metabolismo.

Figura 15 — Acompanhamento cinético do processo de producio da exo-PG obtida do residuo seco do umbu

correspondente ao ensaio 3 (umidade 40% e fonte de nitrogénio 1,5%).
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Figura 16 — Acompanhamento cinético do processo de produgio da exo-PG obtida do residuo seco do umbu

correspondente ao ensaio 4 (umidade 60% e fonte de nitrogénio 1,5%).
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Comparando o ensaio 3 com o | observa-se uma semelhanca nas cinéticas dos
parimetros analisados inclusive na atividade PG que, praticamente ndo foi detectada, devido a
baixa umidade do meio acarretando provavelmente modificacdes na membrana celular do
fungoconduzindo a limitacdes de transporte de nutrientes e afetando o metabolismo
microbiano. Nestes dois casos a umidade inicial do meio de fermentagdo foi um fator de
inibicdo da sintese da PG. Portanto o importante € trabalhar com teor de umidade que
mantenha o equilibrio entre a disponibilidade de dgua, expansdo do substrato e efeitos de
difusdo do oxigénio. E importante ressaltar também que cada micro-organismo tem seu limite
minimo de dgua livre para seu metabolismo e que este varia de espécie para espécie.

No ensaio 4 a partir das 7 horas de processo observa-se uma diminui¢do nos agticares
redutores e o infcio da producdo da enzima exo-poligalacturonase atingindo o maior valor,
18U/g as 44 horas de fermentacdo. O menor valor dos aciicares redutores coincidiu com o
maximo valor de atividade. Este fato mostra que o produto formado geralmente estd
diretamente ligado as reagdes de decomposi¢@o do substrato (acticares). A partir deste instante
observa-se uma diminuicdo brusca da atividade poligalcturondsica, atingindo o valor de 4,66
U/g, provavelmente devido a quantidade de nutrientes que diminuiu no meio e produtos do
metabolismo microbiano que foram se formando, predominando neste caso, substincias

repressoras.
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Comparando o ensaio 4 com o 2 pecebe-se que no ensaio 2 ocorreu uma diminuigio
na atividade da enzima entre 44 e 50 horas de processo e que a partir deste intervalo observa-
s¢ um aumento na atividade atingindo o pico de 14,15 U/g possivelmente ocorreu
neutralizacdo de produtos téxicos promovendo novamente o crescimento microbiano,
mostrando que ainda hd uma quantidade suficiente de nutrientes e consequentemente excregao
da enzima. A diferenca entre estes ensaios estd na concentragao de nitrogénio adicionada ao
meio e que quando comparados entre si, observa-se que o ensaio em que foi adicionado maior
concentracdo de nitrogénio obteve-se maior atividade poligalacturonasica, passando de 15
para 18 U/g em um tempo menor. Este fato pode ser atribuido a baixa concentragdo de
proteina do residuo seco do umbu.O comportamento cinético do pH foi similar durante as 72
horas de cultivo enquanto que a umidade variou entre 61,65 a 54,18% (b.u) no ensaio 2 e
entre 60,75 a 58,03% (b.u) no ensaio 4 devido as rea¢des metabdlicas e evaporagdo de dgua
ocorrida durante o processo.

Para verificar a reprodutibilidade dos dados foram realizados ensaios em triplicata nas
seguintes condigdes: umidade inicial do meio de 50% (b.u) e concentracio da fonte de
nitrogénio de 1,0% conforme as Figuras 17, 18 e 19. Nestes trés ensaios o pH permaneceu
praticamente constante e em torno de 2,2. O consumo dos agicares redutores (AR) pelos
micro-organismos nestes (rés casos foram similares, iniciando com o teor de
aproximadamente 5,5 e atingindo o menor valor 4,0 as 66 horas de cultivo, ndo havendo
grande variagdo na curva, provavelmente ocorreu a quebra da molécula da pectina sendo esta
ao mesmo tempo a fonte energética e a fonte indutora na sintese da PG. Este fato corrobora
com Fontana et al. (2005) que afirmaram que a pectina tanto pode ser usada pelo Aspergillus
niger como substrato para o crescimento de micro-organismos ou como fonte indutora na
produgio da poligalacturonase.

A atividade poligalacturondsica méxima foi de aproximadamente 15 U/g entre 66 e 72
horas de cultivo. A umidade do meio variou entre 52,25 a 42,49% (b.u) podendo atribuir esta

perda as reagdes quimicas e ao metabolismo celular.



Figura 17 — Acompanhamento cinético do processo de produgio da exo-PG obtida do residuo seco do umbu

correspondente ao ensaio 5-Ponto central (umidade 50% ¢ fonte de nitrogénio 1,0%).
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Figura 18 — Acompanhamento cinético do processo de produgio da exo-PG obtida do residuo seco do umbu

correspondente ao ensaio 6-Ponto cental (umidade 50% e fonte de nitrogénio 1,0%).
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Figura 19— Acompanhamento cinético do processo de producio da exo-PG obtida do residuo seco do umbu

correspondente ao ensaio 7-Ponto central (umidade 50% e fonte de nitrogénio 1,0%).
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De acordo com os resultados discutidos anteriormente a umidade inicial do meio de
60% (b.u) caracteriza como a condi¢do mais adequada para a produgio da enzima PG pois os
maiores valores de atividade enzimdtica foram alcangados quando utilizou-se o maior valor de
umidade,independentemente das condi¢des do meio, de baixo pH e baixa concentragdo de
acucares. Este resultado também foi obtido por Menezes et al. (2006) quando utilizaram
residuo de maracujd e farelo de trigo para producdo de poligalacturonase por Aspergillus
niger.

Botella et al. (2007) variando a umidade inicial entre 45 a 80% na produgdo de
poligalacturonase usando como substrato residuo da inddstria de vinho (bagaco de uva)
concluiram que a atividade enzimdtica decresce para valores de umidade superior a 65%,
atribuindo este fato a diminuicdo da porosidade, alteragcdes na estrutura da particula e baixa

transferéncia de oxigénio.
4.4.2 Acompanhamento cinético do processo fermentativo do residuo seco da jabuticaba
A partir da Figura 20 até a 26 observa-se os resultados obtidos do acompanhamento

cinético da producdo da exo-PG e de consumo dos agiicares redutores, assim como, o

monitoramento do pH e da umidade do meio em base timida no processo fermentativo do
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residuo seco da jabuticaba durante o perfodo de 72 horas em cada condigio estudada. O valor
do pH variou entre 2,5 a 3,59. Em geral os menores valores de pH coincidem com os maiores
valores de atividade poligalacturondsica e maiores consumos de acticares. Este fato comprova
o que j4 foi discutido para o substrato umbu.

As Figuras 20 e 21 correspondem aos ensaios 1 e 2 os quais foram realizados nas
condigdes de umidade inicial do meio de 40 e 60% (b.u) correspondendo a atividade de 4dgua

de 0,80 e 0,88 com a mesma concentragdo da fonte de nitrogénio 0,5%.

Figura 20— Acompanhamento cinético do processo de produgio da exo-PG obtida do residuo seco da jabuticaba

correspondente ao ensaio 1 (umidade 40% e fonte de nitrogénio 0,5%).
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Figura 21 - Acompanhamento cinético do processo de produgdo da exo-PG obtida do residuo seco da jabuticaba

correspondente ao ensaio 2 (umidade 60% e fonte de nitrogénio 0,5%).
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Observa-se que no ensaio 1 ocorreu uma possivel extensdo da fase de adaptacdo dos
micro-organismos ao meio entre 0 a 44 horas com baixa atividade poligalacturondsica.
Segundo Jay (2005), a duracdo desta fase reflete o tempo necessdrio para que os micro-
organismos tragam o pH do meio externo para a sua faixa 6tima de pH de crescimento. Nesta
fase a célula sintetiza as enzimas necessdrias ao metabolismo dos componentes presentes no
meio.

A concentragdo inicial dos agiicares é de 24% caindo para 20% nas primeiras 7 horas e
mantendo-se praticamente constante até as 22 horas de cultivo. A partir deste instante
percebe-se o consumo dos agticares lentamente ¢ a APG comeca a aumentar, atingindo um
valor de 13,72 U/g as 50 horas, mantendo-se praticamente constante até as 66 horas de
cultivo. Neste instante é alcancado o pico da PG (14,02 U/g) e observa-se a menor
concentragdo de AR atingindo o valor de 10%. E por fim verifica-se uma diminui¢do na APG,
possivelmente pelo acimulo de substincias inibidoras produzidas pelos micro-organismos.

Entretanto para o ensaio 2 verifica-se que entre 7 e 30 horas hd um rdpido consumo
dos acticares redutores e concomitantemente a producdo médxima de PG (8,42 U/g). A
concentragdo de acgicares redutores no inicio da fermentacio ¢ de 14,5%, caindo

rapidadmente para 4,6%, momento de pico da enzima. Entre 44 e 50 horas de cultivo os AR
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atingem o menor valor ¢ a APG permanece praticamente constante (7,32-7,55 U/g). A partir
da 50 hora comega o actimulo dos aglicares e a atividade atinge o menor valor 4,66 U/g
podendo atribuir este fato tanto a velocidade de hidrélise da pectina ser maior do que a de
consumo dos agticares redutores por parte dos micro-organismos como também a formagio de
produtos inibidores da enzima.

O pH do meio vai diminuindo até as 30 horas, depois comeca a subir (2,88-3,48) e
permanece constante apés 66° hora de fermentagdo até o final. Observa-se também que no
momento em que a concentracio de AR é minima, o pH e a umidade aumentam
possivelmente pela assimilicio dos dcidos orginicos pelos micro-organismos. Este mesmo
fato também foi verificado por Botella et al. (2007) e Santos S.(2007).

Comparando o ensaio 2 com o ensaio 1 pode-se observar que a umidade do meio
influenciou na produgdo da PG passando de 8,42 U/g e produtividade de 0,28 U/g/h em 30
horas de cultivo para 14,02 U/g e produtividade 0,21 U/g/h em 66 horas, ou seja, para uma
umidade inicial do meio menor obteve-se uma maior atividade embora em tempos diferentes.

Nas Figuras 22 e 23 encontram-se as representacdes graficas para os ensaios 3 e 4 os
quais foram realizados com umidade inicial do meio de 40 e 60% (b.u) e concentragdo de
nitrogénio 1,5%. O pH inicial do meio € de aproximadamente 3,42 e durante o cultivo cai para
2,64. Entre 0 e 7 horas ndo foi detectada atividade enzimitica podendo associar este fato

provavelmente a fase de adaptagdo do micro-organismo, Aspergillus niger, ao meio.

Figura 22 — Acompanhamento cinético do processo de produgio da exo-PG obtida do residuo seco da jabuticaba
correspondente ao ensaio 3 (umidade 40% e fonte de nitrogénio 1,5%).
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Figura 23— Acompanhamento cinético do processo de produgfio da exo-PG obtida do residuo seco da jabuticaba
correspondente ao ensaio 4 (umidade 60% e fonte de nitrogénio 1,5%).
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No caso do ensaio 3 a partir das 7 horas de processo fermentativo, observa-se tanto o
inicio da produgdo da PG como o consumo dos agticares. A partir da 30* hora até a 66* hora
de cultivo verifica-se uma grande variagdo na curva de AR com alta atividade 15,94 Ul/g,
exatamente as 44 horas de fermentag@o. Neste instante até as 66 horas de cultivo observa-se o
inicio de uma possivel fase estaciondria em que praticamente nio ocorre variagdo na APG
embora ocorra grande consumo dos agticares. Logo neste caso o consumo preferencial de
actcares pelos micro-organismos nao favoreceu a producdo da poligacturonase (PG). Entre
66* e 72* horas de fermentagdo hd um acimulo dos agticares e a atividade volta a subir (16,12)
provavelmente o micro-organismo estd utilizando a pectina como fonte de carbono e
produzindo a enzima.

Para o ensaio 4 a concentragdo de agicares redutores no inicio do cultivo € de 14%,
diminuindo lentamente até a 22* hora de cultivo chegando a 11,57% e entre 22 e 30 horas hd
um actimulo, provavelmente houve a quebra da molécula da pectina em agticares, voltando a
cair rapidamente para 3,44% em 44 horas de processo coincidindo com o pico da APG (10,47
U/g). Entre 44 e 50 horas ocorre novamente acimulo dos AR, possivelmente houve hidrélise
de oligossacarideos, voltando a cair lentamente até o final da fermentacdo pelos mesmos
motivos j discutidos anteriormente e a APG volta a cair a partir da 44* hora. Segundo Pelczar
(1996) a atividade enzimdtica pode ser diminuida ou interrompida temporariamente mesmo

quando hd produto em quantidade suficiente.
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O consumo de agtcar foi alto nos ensaios 2 e 4 e no entanto a producio de enzima foi
menor corroborando com a literatura em que altos consumos de acticares ndo necessariamente
correspondem a alta sintese de enzima.

Nas Figuras 24, 25 e 26 observa-se as cinéticas do processo fermentativo para os
ensaios 5, 6 e 7 correspondentes ao ponto central nas condi¢oes de 50% de umidade e 1,0% de
nitrogénio realizados em triplicata com a finalidade de verificar a reprodutibilidade dos dados.

O comportamento dos agicares foram semelhantes partindo inicialmente em média de
18,91% para 4,31% durante o decorrer da fermentacdo.

A umidade permanece praticamente constante durante as 72 horas de fermentagao.

Foi detectada atividade poligalacturondsica (APG) ja no inicio do cultivo com valores
entre 1,83 e 2,1 U/g aumentando a partir das 7 horas e atingindo o seu valor midximo de
aproximadamente 14 U/g apds 30 horas de cultivo. A partir das 44 horas percebe-se uma
diminuigdo na atividade provavelmente devido ao esgotamento de um ou mais nutrientes do
meio necessdrios ao crescimento dos micro-organismos assim como também ao actimulo de

substincias inibidoras das enzimas pectinoliticas.

Figura 24— Acompanhamento cinético do processo de produgio da exo-PG obtida do residuo seco da jabuticaba

correspondente a0 ensaio 5-ponto central (umidade 50% e fonte de nitrogénio 1%).
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Figura 25— Acompanhamento cinético do processo de producdo da exo-PG obtida do residuo seco da
jabuticaba correspondente ao ensaio 6-ponto central (umidade 50% e fonte de nitrogénio 1%).
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Figura 26 — Acompanhamento cinético do processo de produgao da exo-PG obtida do residuo seco da jabuticaba
correspondente ao ensaio 7-ponto central (umidade 50% e fonte de nitrogénio 1%).
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Comparando os residuos secos do umbu e da jabuticaba pode-se verificar que devido a
elevada concentragiio de agiicares no residuo da jabuticaba provavelmente o micro-organismo
supriu a sua necessidade de crescimento e a pectina no meio foi pouco utilizada e

consequentemente a atividade PG foi menor que a observada no residuo do umbu. Como a
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concentragdo de agucares redutores do residuo seco do umbu € baixa e a da pectina € alta, esta
atua no meio como fonte indutora e também energética quando hidrolisada em agiicares
metabolizdveis pelos micro-organismos logo a atividade poligalacturondsica foi maior. Este
fato foi observado também por Mojsov (2010) quando utilizou vérios substratos diferentes,
glicose, frutose, galactose, xilose, lactose, pectina de magi e pectina da polpa de magd como
fonte de carbono na producdo da endo-PG obtidado micro-organismoAspergillus niger. O
autor verificou que a mdxima atividade da endo-PG ndo ocorreu no meio com valores mais
altos de acticares e sim quando utilizou como fonte de carbono a pectina da polpa de maca.

O consumo dos agucares redutores AR foi muito mais rdpido com o residuo seco da
jabuticaba do que com o do umbu provavelmente devido aos seus elevados teores, além do
pH do meio ser mais favordvel ao crescimento celular do micro-organismo e ndo a producio
de enzimas.

A combinagdo de maior concentragdo da fonte de nitrogénio e maior umidade inicial
do meio para o residuo seco do umbu, proporcionou maior atividade PG (18 U/g) em 44 horas
de cultivo enquanto que, para o da jabuticaba a maior atividade foi alcan¢ada quando utilizou-
se concentragdo de nitrogénio de 1,5% e umidade de 40% (16,12 U/g) em 72 horas.

Santos, S. et al. (2008) trabalhando com o residuo de caju seco como substrato em um
cultivo semissélido obteve os maiores valores de atividade PG com umidade inicial do meio
de 40%.

4.4.3 Acompanhamento cinético da atividade exo-poligalacturonase obtida do processo

fermentativo para o residuo seco da goiaba

Os resultados experimentais da atividade exo-poligalacturondsica durante um periodo
de 72 horas de fermentag@o em estado sélido para o residuo seco da goiaba conforme a matriz
planejamento da segdo 3.4, estdo apresentados na Tabelal2. As Figuras correspondentes as

cinéticas de fermentag@o encontram-se no Apéndice A.
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Tabela 12 - Atividade poligalacturondsica obtida da fermentaciio em estado sélido utilizando o residuo

seco da goiaba em 72 horas de cultivo.

Tempo de Ensaios
Fermentacio (h) 1 2 3 4 S 6 7
7 0,46 0,00 0,00 0,82 1,01 2,33 1,17
22 243 4,53 0.84 8,96 4,46 4,71 4,37
30 3,53 4,39 4,15 11,31 11,50 11,85 12,64
44 6,59 10,17 4,94 11,20 11,96 9,72 10,15
50 6,08 6,58 6,70 7,59 10,11 12,24 10,31
66 4,87 6,45 3,89 791 8,35 9,23 9,52
o 5,49 6,77 4,03 7,38 8,90 9,03 11,21

Os valores em negrito correspondem ao valor de maior atividade alcangado nos
respectivos tempo de fermentagdo para cada ensaio. Observa-se que a méaxima atividade foi
de 12,64 U/g, com umidade inicial do meio de 50% e concentragdo de nitrogénio de 1% as 30
horas de cultivo.

Comparando os residuos secos e os ensaios entre si nos quais foram adicionados as
mesmas concentragdes de nitrogénio e os mesmos teores de umidade, percebe-se que a
umidade inicial do meio influenciou na sintese da exo-poligalacturonase pelo Aspergillus
niger CCT 0916. Para o residuo seco do umbu a maior atividade foi alcancada com umidade
inicial do meio de 60%, enquanto que, para o da jabuticaba foi com 40% e para o da goiaba de
50%. Podendo atribuir estas diferengas a capacidade de rentengiio de dgua e as caracteristicas
fisicas e quimicas do substrato.

Araijo, M et al. (2012) avaliaram o uso de residuo da casca de coco verde como
substrato na produgdo de poligalacturonase por Aspergillus niger em fermentacio em estado
sélido e obtiveram a médxima atividade de 52,48 U/g em 24 horas de cultivo com umidade
inicial do meio de 60%. Entretanto Santos et al. (2008) trabalhando com o residuo de caju
seco como substrato em um cultivo semissélido obteve os maiores valores de atividade PG
com umidade inicial do meio de 40%.

Como o residuo seco do umbu tem baixa concentragdo de agiicares redutores e alto
teor de pectina hd necessidade da quebra da molécula da pectina levando a uma atividade
poligalacturondsica maior em relagdo aos outros dois residuos estudados, cujos teores de
agicares sdo maiores e de pectina menores. Este fato também foi observado por outros autores
que afirmam que quando a concentragdo de aglicar no meio € baixa o micro-organismo para
produzir pectinases necessita da hidr6lise da pectina em agticares tais como: D-galactose, L-

arabinose, D-xilose, L-ramnose, L-fucosede modo que possa ser consumida, resultando em
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alta atividade pectinolitica no meio. Entretanto quando a concentragdo de glicose é alta
satisfaz as exigéncias de crescimento dos micro-organismos, sendo portanto desnecessdria ou
minima a quebra da molécula de pectina, resultando em baixa atividade de pectinases.

A adicio da fonte de nitrogénio ao meio provavelmente favoreceu a sintese das
enzimas pois para estes residuos secos a maior atividade poligalacturondsica foi alcangada
quando utilizou-se concentracdes de nitrogénio entre 1,0 e 1,5%. Uma fonte de nitrogénio
adicionada em um meio de cultivo poderd acarretar efeitos positivos ou negativos. Este fato
vai depender da concentracao de proteina do substrato.

Alcantéra et al. (2010) estudaram a influéncia da concentrac¢io de sulfato de amonio na
produgdo da enzima poligalacturonasee constataram que concentragdes acima de 1,5% no
meio causou efeito inibidor.

Pereira et al. (2010) avaliaram o valor nutricional de vérios residuos gerados pelas
agroinddstrias processadas de polpas de frutas da regido sul da Bahia para alimentacdo de
ruminantes e concluiram que a goiaba e o umbu apresentaram limitacOes para serem
utilizados na alimentacdo animal. Entretanto, neste trabalho estes residuos se apresentam
como fonte promissora de poligalacturonase.

Diante dos resultados das cinéticas de fermentagdo realizadas com os trés residuos
secos, foi feito um estudo com o residuo seco do umbu, o qual apresentou a maior atividade
poligalacturondsica, nas etapas seguintes: avaliacdo estatistica da cinética de fermentagdo e do

processo de extragdo, recuperagio e concentracio da enzima.

4.5 AVALIACAO ESTATISTICA DO PROCESSO FERMENTATIVO PARA O RESIDUO
SECO DO UMBU

Através do planejamento experimental e andlise de superficie de resposta € possivel
avaliar a influéncia das varidveis independentes (umidade inicial e fonte de nitrogénio) sobre
a varidvel dependente (atividade poligalacturondsica) no processo fermentativo realizado
durante 72 horas e a forma de interagdo entre estas varidveis.

A partir dos resultados experimentais obtidos em cada tempo determinado de processo
e do planejamento fatorial, foi possivel construir modelos de primeira ordem que relacionasse
a atividade poligalacturondsica com os parimetros estudados. Os modelos estatisticos para a
atividade (PG) estdo apresentados na Tabela 13 com os seus respectivos coeficientes de
determinagio (R*) e os valores do teste F. Os valores em negrito sio os coeficientes do

modelo estatisticamente significativos ao nivel de 95% de confianga.
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A umidade € o efeito de maior importancia para o processo com valores positivos em
todos os modelos, mostrando que o maior valor da atividade enzimatica é atingido com os

maiores valores de umidade no intervalo estudado.

Tabela 13 — Modelo de primeira ordem obtido para atividade PG por hora de fermentagéo do residuo seco do

umbu.
Tempo (h)  Modelo Atividade da Poligalacturonase R’ Teste F
(Linear)
22 PG =3,69 + 4,07U - 0,70N - 0,21U.N 0,8656 0,799
30 PG =9,27 + 6,79U+ 0,73N + 0,84U.N 0,8255 0,509
44 PG = 10,65 + 7,37U+ 1,25N + 0,94 U.N 0,8251 0,508
50 PG =9,21 + 4 58U + 044N — 0,34U.N 0,4101 0,074
66 PG=898 +4,18U—-2,1IN-2,61UN 0,4613 0,093
72 PG =892 + 3,65U — 1,84N - 2,29U.N 0,3569 0,059

O coeficiente de determinagio ou de explicagio (R”) quantifica a qualidade do ajuste.
Segundo Rodrigues e Lemma (2005) fornece uma medida da propor¢do da variacio explicada
pela equagdo de regressdo em relagdo a variagdo total das respostas.

O teste F apresenta a razio entre 0 Feiculado € O Flabelado. Sempre que esta relacao for
maior que 1 a regressio € estatisticamente significativa havendo relagdo entre as varidveis
independentes e dependentes. Para que uma regressdo ndo seja apenas estatisticamente
significativa, mas também 1til para fins preditivos, o valor da razdo deve ser no minimo maior
que quatro (BARROS et al., 1996).

Como o maior valor de atividade poligalacturondsica obtido neste trabalho foi com o
tempo de 44 horas de fermentacdo (18 U/g), logo serd apresentado a seguir a andlise estatitica
correspondente a este tempo.

A Equagdo 24 apresenta o modelo de primeira ordem obtido para a atividade (PG) no
tempo de 44 horas de cultivo, considerando somente a varidvel estatisticamente significativa
que neste caso foi a umidade. Observa-se que o coeficiente apresenta sinal positivo indicando
que, para se obter atividade poligalacturondsica maxima, dentro da faixa estudada, o meio

deve ter alta umidade inicial.

PG (44h) = 10,65 + 7,37U (24)
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O Diagrama de Pareto mostrado na Figura 27 confirma que os efeitos da concentragdo

de nitrogénio e da interagdo das duas varidveis ndo sio estatisticamente significativos.

Figura 27 — Diagrama de Pareto para atividade PG com 44 horas de fermentagio.
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Apesar do diagrama de Pareto mostrar que a varidvel concentracdo de nitrogénio ndo é
estatisticamente significativa, o coeficiente da equacdo do modelo de primeira ordem, Tabela
13, para o tempo de 44 horas de cultivo tem sinal positivo, indicando a importéncia desta no
meio provocando um aumento na atividade PG, provavelmente devido ao baixo teor de
proteina do substrato utilizado como meio de cultivo. Além de a umidade ser a varidvel que
apresenta grande significncia podendo, portanto ocorrer “sombra” sobre a varidvel
nitrogénio.

A Tabela 14 apresenta a andlise de varidncia no tempo de 44 horas de fermentagdo
considerando somente o pardmetro que foi significativo. Este modelo tem 78,95% das
variagdes obtidas explicadas pelo modelo e a razido Fegjeutado /F tabelado igual a 2,83, indicando
que 0 mesmo € estatisticamente significativo com 95% de confianca em relagdo aos dados

experimentais.
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Tabela 14 — Andlise de variancia para atividade PG com 44 horas de fermentagio do residuo seco do

umbu.
Fonte de Variacio SQ GL oM Teste F

Regressiao 217,28 1 217,28 2,83

Residuo 57,90 5 11,58

E. ajuste 55,42 3
Erro puro 2,47 2

Total 273,17 6
R’ 78,95

F tabelado 6,61

G.L. — Grau de Liberdade; S.Q.— Soma dos Quadrados; Q.M.— Quadrado Médio dos Desvios.

A Figura 28 representa a superficie de resposta para verificar a influéncia da umidade
inicial e da concentracio de nitrogénio no meio fermentado sobre a atividade
poligalacturondsica as 44 horas de cultivo (PG44).

Observa-se que a maxima produgao da poligalacturonase 18 U/g ocorre para o maior
valor de umidade (60%) independentemente da concentracdo de nitrogénio. Este

comportamento € similar ao encontrado experimentalmente sob as mesmas condigdes.

Figura 28 — Superficie de resposta para atividade PG as 44 horas de fermentagao.
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4.5.1 Atividade enzimatica maxima e produtividade obtida em cada ensaio para o

residuo seco do umbu

Os valores da atividade poligalacturondsica maxima obtida em cada ensaio e suas
respectivas produtividades estao apresentados na Tabela 15. Observa-se que a maior atividade
foi de 18 U/g obtida quando o meio de cultivo continha 60% de umidade e 1.5 % da

concentracdo da fonte de nitrogénio no tempo de 44 horas de fermentacao.

Tabela 15 — Atividade poligalacturondsica (PG) médxima e produtividade obtida do residuo seco do

umbu para cada ensaio.

Ensaios = Umidade Nitrogénio Atividade Produtividade = Tempo

(b.u.) (%) (Ulg) (U/g.h) (h)
1 40 0.5 1,18 0,05 22
2 60 0.5 14,15 0,21 66
3 40 1,5 1,80 0,03 50
4 60 1,5 18,00 0,41 4
5 50 1 15,29 0,21 72
6 50 1 14,69 0,20 72
7 50 1 15,14 0.23 66

4.6 ESTUDO DAS CONDICOES DE EXTRACAO DA EXO-PG

O extrato enzimatico utilizado no estudo da extrag¢do da exo-PG , foi obtido a partir da
fermentagdo do residuo seco do umbu realizada nas condi¢gdes de maior atividade da PG:
umidade 60%, fonte de nitrogénio 1,5% e tempo de cultivo de 44 horas.

Na Tabela 16 encontra-se os valores das varidveis independentes, tempo de contato
(TC), relagio solvente/massa (RE) e agitagdo (AG) com seus respectivos niveis assim como o
valor da varidvel dependente, atividade poligalacturondsica (APG). As leituras de atividade
poligalacturondsica foram realizadas no momento em que o extrato bruto era tirado da
incubadora (shaker) e filtrado em cada intervalo de tempo e condi¢des estudadas conforme

planejamento.
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Tabela 16 — Dados experimentais da atividade PG obtida no processo de extragio em cada ensaio do

planejamento.

Ensaios AG (rpm) Tempo (min) RE (mL/g) APG (U/g)
1 -1 (50) -1(15) -1(5) 12,84
2 +1 (150) -1 (15) -1(5) 20,26
3 -1(50) +1 (45) -1(5) 19,53
4 +1 (150) +1 (45) -1(5) 20,6
5 -1 (50) -1(15) +1 (10) 17,59
6 +1 (150) -1(15) +1 (10) 23,91
7 -1 (50) +1 (45) +1(10) 26,32
8 +1 (150) +1 (45) +1 (10) 32,59
9 0 (100) 0(30) 0(7.5) 21,35
10 0 (100) 0(30) 0(7.5) 19,21
11 0(100) 0 (30) 0(7,5) 19,38

Os experimentos 9, 10 e 11 correspondentes aos pontos centrais com valores de
atividade de 21,35; 19,21 e 19,38 U/g mostram a reprodutibilidade dos dados.

A maxima atividade foi obtida no ensaio 8 nas condicdes: agitacdo de 150 rpm,
relacdo solvente/massa de 10 mL/ge tempb de contato 45 minutos.

Sousa, C.et al. (2011) avaliaram o processo de extracdo da poligalacturonase
produzida por Aspergillus niger com o residuo de maracuja, o qual foi similar ao utilizado
nesta pesquisa, e obtiveram a médxima atividade 53,70 (U/g) com o tempo de contato de 45
minutos, agitagdo de 50 rpm e relagdo solvente/massa de 10 mL/g.

Gomes et al. (2011) estudaram a producdo da poligalacturonase proveniente do
Aspergillus niger ATCC 9642 em um cultivo semissélido utilizando pectina, L-asparagina e
sulfato de ferro e a maior atividade foi alcancada quando utilizaram uma velocidade de
agitacio de 180 rpm.

Freitas et al. (2010) estudaram as melhores condigdes de extracdo da protease
microbiana em fermentagdo em estado sélido produzida por Aspergillus oryzae IV utilizando
torta de canola como substrato e observaram que, aumentando o volume da solugdo extratora
no meio nio obtinha maior recuperagio da enzima, sendo 100 mL o volume que proporcionou
maior valor de atividade enzimadtica (298 U/g). Os autores perceberam que uma agitacdo de

100 rpm contribuiu para um aumento de 17% na recuperagdo da enzima.
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A Figura 29 mostra a influéncia da razdo solvente (tampao acetato)/massa de meio
fermentado, agita¢@o e tempo de contato na extracdo da poligalacturonase. Percebe-se que os
ensaios que resultaram em atividades maiores foram os que tinham em comum a maior RE,

exceto o ensaio 5.

Figura 29— Atividade poligalacturondsica (APG) em fung¢do dos pardmetros avaliados na extracdo.
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Para avaliar com mais detalhes a influéncia das varidveis independentes (TC, RE e
AG) sobre a atividade poligalacturondsica, foi feito estudo estatistico utilizando o software

Statistica versdo 5.0.
4.6.1 Analise estatistica do processo extrativo

Foi analisado a partir do planejamento fatorial 2% com trés repetigdes no ponto central
e andlise de superficie de resposta a influéncia dos pardmetros das trés varidveis
independentes: agitagdo, tempo de contato e razio solvente/massa sobre a atividade
poligalacturondsica (APG) nos extratos obtidos em cada ensaio.

Na Tabela 17 trata-se do modelo de primeira ordem considerando somente o0s
pardmetros estatisticamente significativos a 95% de confianga e o respectivo coeficiente de

determinacio (R?) e o teste F para os dados de atividade poligalacturondsica.
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Observa-se que todos os coeficientes apresentam sinal positivo indicando que, para se

obter atividade poligalacturonasica maxima, dentro da faixa estudada os valores de TC, AG e

RE deverdo ser os maiores.

Tabela 17-Modelo de primeira ordem para a extragio da enzima poligalacturonase.

ModeloEstatistico Linear da Extracio R’

PG =21,23 + 2,63AG + 3,055t + 3,39RE 86,42

A Figura 30 confirma que os parametros RE, TC e AG sdo estatisticamente
significativos, ou seja, as variaveis independentes influenciam na atividade dos extratos

obtidos em 44 horas de fermentagao.

Figura 30 - Diagrama de pareto para as condigdes de extragio da exo-PG.
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A Tabela 18 corresponde a analise de variancia para verificagao estatistica do modelo
da equagdo da Tabela 17. Este modelo tem 86,42% das variagbes obtidas explicadas pelo
modelo, a razio entre O Feaculado/F wbelado € igual a 3,41 indicando que o mesmo ¢

estatisticamente significativo com 95% de confianga em relagdo aos dados experimentais.
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Tabela 18 — Anilise de varidincia para a extracio da enzima exo—pol_igalacluronase.

Fonte de Variacio SQ GL QM Teste F
Regressio 222,55 3 74,08 341
Residuo 34,97 T 4,99
F. ajuste 32,14 5
Erro puro 2,829 2
Total 257,52 10
%R’ 86,42
F tabelado 435 Fealculado=14,85

G.L. — Grau de Liberdade; 5.Q. — Soma dos Quadrados; Q.M. — Quadrado Médio dos Desvios.

A dispersio entre os valores observados e valores preditos para um limite de confianca

de 95% na varidvel resposta atividade poligalacturonasica estd na Figura 31. Verifica-se uma

pequena dispersdo dos resultados indicando uma boa qualidade de ajuste do modelo linear

previsto estatisticamente.

Figura31 — Valores preditos e observados para a extracio da enzima exo-poligalacturonase.
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As Figuras 32, 33 e 34 representam as superficies de respostas fixadas no ponto

central construidas com a finalidade de verificar a influéncia das varidveis independentes,

relacdo entre o volume de solvente empregado na recuperacio da enzima e a massa do meio
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fermentado (RE), tempo de contato entre o solvente e o meio fermentado (TC) e agitacio do
meio na atividade poligalacturondsica do extrato (APG). As superficies de resposta
encontradas apresentam o mesmo comportamento independente da condig¢do do nivel da
varidvel fixada como mostra as figuras abaixo. Percebe-se que para maiores valores de
agitagdo, razdo do solvente/massa e tempo de contato foram obtidos os maiores valores de

atividade PG corroborando com o comportamento fenomenolégico encontrado durante os
experimentos realizados na Tabela 16.

Figura 32 - Influéncia da agitacio e relacio solvente/massa na atividade da PG
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Figura 33 — Influéncia do tempo e relagio solvente/massa na atividade da PG.
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Figura 34 — Influéncia do tempo e agitacdo na atividade da PG.
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O estudo da agitagao durante o periodo de extragdo enzimdtica € um fator importante
pois, esta facilita a liberagdo da enzima das particulas do meio sélido durante o processo da
extragdo, assim como também o da adi¢do do solvente ao meio semissélido devido ao poder

de absorgido deste pelo substrato, consequentemente a determinagdo do volume necessério
para a liberagio da enzima presente no meio.

110
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Segundo Freitas et al. (2010) em fermentacao em estado sélido, elevadas razdes
volume de extrato por massa de meio deverdo ser evitadas pois a producdo de um extrato

muito diluido podera afetar economicamente os custos operacionais do processo.

4.7 RECUPERACAO E PURIFICACAO DA EXO-PG

A recuperacdo de produtos bioldgicos oriundos de processos fermentativos é uma
etapa de extrema importincia pois estes processos, além de gerar o composto desejado, geram
também subprodutos que impedem, muitas vezes, a utilizacdo do fermentado em processos
industriais. Devido a essa problemdtica vérias técnicas foram desenvolvidas e aplicadas,
dentre elas a extracdo em sistemas aquosos bifasicos (SABs) a qual concentra e purifica
bioprodutos. Esta técnica tornou-se atrativa dada as condicOes suaves que oferece as
biomoléculas e se apresenta como um processo de baixo custo econdmico. Logo, neste
trabalho apds a recuperagdo da enzima (extracao por lixiviagdo) utilizou-se desta técnica com

o objetivo de concentrar e purificar a exo-poligalacturonase.

4.7.1 Diagramas de equilibrio

O diagrama de equilibrio de fases é ponto de partida para a constru¢ao dos sistemas
aquosos bifésicos (SABs) devido conter informagdes importantes, tais como, concentragdes
de PEG e sal necessdrias a formacao das fases, composicao das fases em equilibrio e previsio
qualitativa da parti¢io de moléculas. Neste trabalho, foram construidos diagramas referentes
aos PEGs 4000, 6000 e 8000/fosfato de potdssio a temperatura de 25°C e pH 7,0 os quais
estdo apresentados respectivamente na Figura 35. A temperatura e o pH adotados foram
baseados em trabalho realizado por Sousa, C. (2010).

A concentragdo de sal (% sal fosfato), que se distribui preferencialmente na fase
inferior, foi plotada na abscissa, e a concentragdo do PEG (%PEG), que se distribui
preferencialmente na fase superior, na ordenada. Neste trabalho, foi feita uma anilise

comparativa com os polimeros de diferentes massas molares.
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Figura 35 — Diagramas de equilibrio de fase dos sistemas formado por PEG/fosfato de potdssio.
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O formato das curvas binodais obtidas sdo similarares ao dos sistemas PEG
4000/fosfato, PEG 6000/fosfato e PEG8000/fosfato encontrado por Ferreira, J. et al. (2009),
Padilha (2009) e por Sousa, C. (2012) utilizando temperatura aproximadamente de 25°C com
pH 7.0. Observa-se nestas curvas binodais um bom alinhamento dos pontos.

Analisando o comportamento das curvas verifica-se que o aumento da massa molar do
polimero promoveu um aumento na regido bifdsica do diagrama de equilibrio e a medida que
a massa molar do PEG aumenta as curvas binodais tornam-se mais préximas da origem,
deslocando-se para a esquerda e consequentemente menores as quantidades de PEG e sal de
fosfato de potdssio sdo necessdrias para a formacgdo de fases. Este fato foi observado por
vdrios autores, dentre eles: Albertsson (1986), Bertoluzzo et al. (2005), Graberet al. (2007) e
Padilha (2009), os quais atribuiram tal comportamento a diminui¢do da solubilidade dos
polimeros em 4gua que aumenta com o aumento da sua massa molar portanto menores

concentragdes sao requeridas para que ocorra a separagio das fases.
4.7.2 Composicio dos sistemas aquosos bifasicos (SABs)

As composicdes (m/m) dos sistemas de duas fases aquosas para cada ensaio, estdo na
Tabela 19, nas condi¢des de pH 7,0 e temperatura de 25°C. A escolha do valor do pH foi
devido a experimentos preliminares realizados conforme discutido na secdo 3.6.2 ¢ a

temperatura por ter sido utilizada na constru¢do dos diagramas de equilibrio, de onde foram
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tirados a composigdo dos SABs, além de considerar virios trabalhos realizados por diversos
autores na recupercgdo de pectinases como também de outras enzimas, tais como, invertase
obtida do tomate (YUCEKAN, 2011), a lactalbumina e B lactoglobulina (ALCANTARA,
2011).

Os SABs foram construidos com PEG 4000, 6000, 8000, sal (fosfato acido de
potdssio, fosfato didcido de potdssio) e o extrato proveniente da fermentacdo em estado sélido

do residuo seco do umbu.

Tabela 19 - Composic¢do dos SABs construidos para os ensaios de particdo

Massa Molar do
Ensaios — Extrato(g) PEG(g) SAIS(g)
1 4000 114 1.8 1,8
2 8000 11,4 1,8 1.8
3 4000 10,8 24 1,8
4 8000 10,8 24 1.8
5 4000 10,8 1,8 2.4
6 8000 10,8 1.8 2.4
7 4000 10,2 2.4 2,4
8 8000 10,2 2.4 2,4
9 6000 10,8 2.1 M |
10 6000 10,8 2.1 2;1
il 6000 10,8 2,1 i

As quantidades de PEG e de sal fosfato de potdssio correspondem aos valores das
composicdes dos sistemas, os quais foram baseados em testes preliminares jd discutidos
anteriormente. As concentragdes de PEG e sais foram 12%, 14% e 16% correspondendo a 1,8,
2,1 e 2,4 g e o extrato fermentado variou de 10,2 a 11,4 g correspondendo aproximadamente a
70% de dgua.

Observa-se na Figura 36 correspondente ao ensaio 5, que a fase superior ficou com
uma coloragdo e turbidez mais forte que a fase inferior (sal), provavelmente outras
substéncias, tais como, corantes naturais do proprio extrato foram particionados para a fase
superior. O mesmo fendmeno foi observado por Ferreira, G. (2007) ao estudar a partigao de
bromelina em SABs compostos por PEG 4000 e fosfato de potdssio e por Sousa, C. (2010)

quando estudou a particdo de poligalacturonases com PEG 8000 e fosfato de potdssio. A
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coloragdo escura da interface do sistema provavelmente foi devido ao acimulo de esporos

presentes no extrato os quais ndo tiveram preferéncia por nenhuma das duas fases.

Figura 36 — Sistema aquoso bifasico.

4.7.3 Avaliacio do coeficiente de particio (K.) da exo-poligacturonase (PG) em SABs

Apos a formagéo dos SABs a partir dos dados da composi¢do dos sistemas da Tabela
19, foi calculado o coeficiente de partigdo (K.) da enzima exo-poligalacturonase obtida da
fermentagdo em estado solido, quando se utilizou como matéria-prima no meio de cultivo o
residuo seco do umbu, com a finalidade de averiguar a sua distribuigdo nas duas fases dos
sistemas. Os valores de K. encontram-se na Tabela 20 correspondendo aos sistemas
constituidos de PEG 4000, 6000, 8000 e fosfato de potassio.
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Tabela 20 — Resultados do coeficiente de particdo (K.) da exo-poligalacturonase por SABs PEG/fosfato.

S Massa Molar do Ke
PEG Exo-PG
1 4000 0,0374
2 8000 0,0177
3 4000 0,0350
4 8000 0,0294
5 4000 0,0438
6 8000 0,0218
7 4000 0,0572
8 8000 0,0238
9 6000 0,0303
10 6000 0,0327
11 6000 0,0322

O coeficiente de particdo (K.) € menor que a unidade para todos os sistemas testados,
significando que uma maior quantidade desta enzima migrou para a fase inferior.

Segundo Ratanapongleka (2010) quando os valores dos coeficientes de particao (K.)
sdo menores que a unidade indica que a biomolécula particiona preferencialmente para a fase
inferior, fato este verificado neste trabalho com a enzima exo-poligalacturonase.

Observa-se que o coeficiente de particdo K. foi diminuindo 2 medida que a massa
molar do PEG foi aumentando. Segundo Naganagouda e Mulimane (2008) o aumento da
massa molar do PEG nos sistemas aquosos bifisicos (SAB;) diminui o espago disponivel para
a biomoléculana na fase superior, aumentando a particdo para a fase inferior dos sistemas por
efeito de exclusdo devido 4 hidrofobicidade das proteinas.

Quanto maior a massa molar do polimero, menor € o volume de solvente disponivel,
acarretando uma diminui¢do da solubiliza¢do das protefnas hidrofilicas na fase rica em
polimero (ALBERTSSON, 1986, RATANAPONGLEKA, 2010). Logo o polimero adquire
uma conformag@o mais compacta, intramolecular, impedindo a parti¢cdo da biomolécula para a
fase superior.

Prodanovic e Antov (2008) avaliaram a particio de pectinases de Penicillium
cyclopium em SABs compostos por PEGs de diferentes massas molares e sulfato de aménio e

conclufram que em sistemas com PEGs de baixa massa molar, no caso 1000, as pectinases se
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distribuiram preferencialmente na fase superior do sistema, rica em PEG. Os autores
verificaram que a medida que a massa molar do PEG aumentava a preferéncia das pectinases
era pela fase inferior, rica em sal.

Sao indmeras as propriedades fisico-quimicas do sistema e da proteina que podem
influenciar no coeficiente de particio assim como fatores associados & enzima tais como:
tamanho, composicdo (estrutura), presenca de carga elétrica e hidrofobicidade. Além desses
fatores existem propriedades importantes das fases que contribuem na distribuicdo das
biomoléculas, como por exemplo, a natureza quimica e a concentracio dos componentes
formadores dos SABs, a massa molar dos polimeros, a presenca de ligantes ao longo da
cadeia polimérica que possam interagir especificamente com sitios da proteina além de pH e
temperatura (HEMAVATHI, 2011; SILVA e LOH, 2006).

Segundo Babu et al. (2007 apud Coelho, 2011) o particionamento de biomolécula
depende também do efeito do volume de exclusio do polimero na fase polimérica e do
salting-out na fase rica em sal.

Mesmo com os virios estudos sobre parti¢io de biomoléculas em SABs, bem como
sobre os fatores que afetam o comportamento de particdo, ainda ndo se conhecem as forgas
motrizes responsdveis pela transferéncia preferencial para uma das fases. Portanto, a tnica
maneira de saber se uma dada biomolécula concentra-se preferencialmente na fase superior ou
na inferior, num determinado SAB, € através da realizagdo de experimentos (CARDOSO, M.,
2007).

4.7.4 Analise estatistica do processo de recuperacio e purificacio da exo-PG

Para avaliar a influéncia das varidveis independentes, massa molar do PEG,
concentragdo do PEG e concentragdo de sal sobre as varidveis dependentes, fator de
purificagdo (FP) e recupera¢do da enzima exo-poligalacturonase na fase inferior (R;) dos
SABs, haja vista que, a preferéncia da enzima exo-poligalcturonase nos SABs estudados nesta
pesquisa deu-se nesta fase, o que foi confirmado por meio da determinagéo do coeficiente de
parti¢io (Ke) corroborando com virios autores dentre eles, Antov (2004), Madarev et al.
(2006), Mehrnoush (2011), Prodanovic” e Antov (2008) e Sousa, C. et al. (2011), foi realizada
uma andlise por meio do planejamento fatorial e metodologia da superficie de resposta
descrito na secdo 3.6.2 utilizando o programa computacional Statistica TM (versdo 5.0 da

Statsoft, Inc).
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Segundo Da Silva (2006) esta distribuicdo desigual da enzima, neste caso a exo-PG,
entre as duas fases € resultante de um intrincado e delicado balanco de interacdes entre a
enzima e as outras espécies (polimeros, dgua e/ou sais inorginicos) presentes nas duas fases
que coexistem em equilibrio.

Na Tabela 21 encontram-se os resultados do planejamento fatorial 2° mais trés pontos
centrais com os respectivos valores do fator de purificacdo (FP) e recuperagio (R;) da enzima

ex0-PG em cada ensaio. Estes dados sdo referentes a fase inferior (sal) de cada sistema.

Tabela 21-Dados experimentais do fator de purifica¢io e recuperacao da exo-PG por SAB PEG/fosfato.

Ensaios Massa Concentracao | Concentracio | Fatorde | Recuperacio
molar do do PEG (%) do sal (%) purificacdo (%)
PEG

1 -1 (4000) -1(12) -1(12) 2,34 96,86
2 +1 (8000) -1(12) -1(12) 3,36 9741
3 -1 (4000) +1(16) 1{12) 2,79 96,07
4 +1 (8000) +1(16) -1(12) 5,64 97,14
5 -1 (4000) -1(12) +1(16) 0,80 97,65
6 +1 (8000) -1(12) +1(16) 2,89 98,91
7 -1 (4000) +1(16) +1 (16) 0,89 95,85
8 +1 (8000) +1(16) +1 (16) 2,88 98,23
9 0 (6000) 0(12) 0(14) 1,61 97.84
10 0 (6000) 0(12) 0(14) 1,43 97,56
11 0 (6000) 0(12) 0(14) 1,49 97,66

Os maiores valores do fator de purificacdo (FP) da exo-poligalacturonase sao
alcangados com o PEG 8000 e concentragdo de sais de 12% e os menores para o PEG de
massa molar 4000 com concentracio de sais de 16%.

Observa-se que o sistema menos adequado dentre os testados foi o correspondente ao
ensaio 5, composto de 12% de PEG 4000 e 16% de sal pois apresentou o menor valor de FP,
corroborando com Sousa, C. et al. (2012) quando obtiveram o menor valor de FP para o
sistema constituido de 10% de PEG 4000 e 15% de fosfato de potédssio na purificagdo de
poligalacturonase. Segundo Mehrnoush et al. (2011) provavelmente pode-se atribuir este fato
a maior concentragdo de sal causando o efeito salting out pelo fosfato de potdssio, resultando
em protefnas contaminantes e enzimas removidas para a fase de topo ou interface do sistema.
Estes mesmos autores também observaram uma diminuicdo do FP da pectinase obtida da
casca da manga quando aumentaram a concentragdo do sal de 12 para 20%.

O ensaio 4 foi o que atingiu maior valor de FP cuja composicdo foi de 16% para o

PEG 8000 e 12% para o fosfato de potdssio sendo considerado a melhor parti¢do. Nestas
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condigdes, foi obtido rendimento (R;) de 97,14% e fator de purificagao (FP) de 5,64 vezes.
Neste caso, possivelmente o efeito foi o de exclusdo do polimero para com a enzima na fase
polimérica favorecendo a parti¢do da mesma para a fase de baixo, rica em sal.

Estes resultados, muito embora sejam inferiores aos encontrados por Sousa, C.et al.
(2012) quando estudaram a influéncia da massa molar dos PEG 4000, 6000 e 8000 na
purificagdo da poligalacturonase obtida da fermentacdo em estado sélido do residuo seco de
maracujd, obtendo o maior valor para FP de 7,01 e R; de 98,56% com o PEG também 8000,
refletem as condi¢des experimentais realizadas e sdo vdlidos para este estudo comparativo
com os polimeros citados.

Lima, A. et al. (2002) estudaram a influéncia da massa molar do PEG variando entre
400 e 10000 na parti¢io de pectinases formados por PEG/fosfato de potdssio. Os autores
encontraram para o PEG 8000 um valor de FP para a poligacturonase de 4,79, sendo este PEG
considerado o mais adequado para a recuperacio de tais enzimas.

Com relag@o aos resultados da recuperacdo na fase inferior (R;) percebe-se que sdo
elevados para todos os sistemas. Fato este observado por Prodanovic e Antov (2008) quando
estudaram a influéncia da massa molar do polietileno glicol no rendimento da exo-pectinase
produzida por Penicillium cyclopium em sistema aquoso bifdsico composto de 10% de PEG,
15% de (NH4),SO4 e 75% do extrato enzimadtico, obtendo altos rendimentos na fase inferior:
para PEG 4000 foi de 71,08%, PEG 6000 de 89,93 e para o PEG 10000 de 98,85. E também
observado por vérios autores dentre eles, Fan et al. (2012) na particdo da protopectinase, por
Porfiri et al. (2011) na particdo da alfa-amilase e por Madarev (2006) na parti¢do da exo-
pectinase.

Portanto os sistemas formados por PEG e fosfato de potdssio avaliados neste trabalho
sdo adequados para a recuperacdo da exo-poligalacturonase na fase inferior, uma vez que os

coeficientes de parti¢do sdo menores que a unidade e a recuperacio maior que 95%.

4.7.4.1 Diagrama de Pareto

As Figuras 36 e 37 correspondem aos diagramas de Pareto os quais representam 0s
efeitos estimados, em ordem decrescente de magnitude, das varidveis dependentes e suas
interagdes das respostas linearizadas do fator de purificagdo e da recuperagio da enzima exo-
poligalacturonase.

Analisando a Figura 37, observa-se que os fatores massa molar do PEG, concentragdo

de sais, concentra¢do do PEG e as interagdes concentracdo de PEG x concentragido de sais,
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massa molar do PEG x concentrag¢do de PEG x concentragdo de sais € massa molar do PEG x
concentragdo de PEG sdo estatisticamente significativos em relagdo ao fator de recuperagao.

Sendo a massa molar do PEG considerado o efeito de maior importancia.

Figura37 — Diagrama de Pareto para a variavel dependente fator de purifica¢io (FP) da exo-PG.
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Verifica-se na Figura 38, que os fatores massa molar do PEG, concentragido de PEG,
concentragdo de sais, assim como as interagdes massa molar do PEG x concentragdo de sais
sdo estatisticamente significativos em relagdo a recuperagdo da enzima na fase inferior (R;)

rica em sal. Mais uma vez observa-se que a massa molar do PEG apresenta maior efeito.
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Figura 38 — Diagrama de Pareto para a varidvel dependente recuperagio (R;) da exo-PG.
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4.7.4.2 Modelo de regressio e anilise de variancia

Com os dados da Tabela 21, obteve-se por regressdo modelos lineares que apresentam
estimativas com 95% de confianca. Estes modelos codificados foram propostos para
representar o fator de purificagdo e a recuperacio da exo-poligalacturonase na fase inferior
(sal) dos sistemas em fungdo dos fatores massa molar do PEG, concentracio do PEG e

concentragao do sal fosfato de potdssio conforme as Equagdes 25 e 26.

FP=2,37 + 0,99MP + 0,34P- 0,83S+ 0,21MPxP+0,029MPxS-0,33PxS-0,23MPxPxS  (25)
R=97,38+ 0,65MP-0,44P+0,39S+ 0,20MPxP+0,25MPxS-0,17PxS+0,075SMPxPxS (26)
Onde:

MP: massa molar do PEG;

P: concentracdo do PEG;

S: concentragdo do sal.

UFCG/BIBLICTECATEC
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Os modelos mostram uma dependéncia linear do fator de purificacdo e recuperagio
para a massa molar do PEG, concentacdo do PEG e do sal para os sistemas estudados PEG
4000, 6000 e 8000/fosfato.

Os valores dos coeficientes em negrito sdo estatisticamente significativos. Observa-se
que estes coeficientes do modelo estatistico para o fator de purificacdo, tais como, massa
molar dos polimeros, concentragio de PEG e as interagdes massa molar de PEG com
concentracio de PEG apresentam sinal positivo, indicando que quanto maior estes efeitos
maior o fator de purificagdo, ou seja, a resposta aumenta, fato este comprovado
fenomenologicamente. Entretanto os coeficientes da concentracdo de sais e as interagdes
concentragido de PEG com concentracdo de sais e dos trés fatores apresentam sinal negativo
indicando que, quanto menor forem estes efeitos maior serd o fator de purificacdo. Em relagdo
a resposta R; verifica-se que os efeitos estatisticamente significativos massa molar do PEG,
concentracdo de sais e a interacdo massa molar do PEG com concentracio de sais sdo
positivos, indicando que quanto maior estes efeitos maior a recuperacio da enzima,
entretanto, a concentracdo de PEG apresenta sinal negativo indicando que para menores
valores da concentragdo de PEG obtem-se maiores valores da recuperacdo da enzima.

Observa-se na Tabela 22 a qual se encontra os dados da Andlise de Varidncia
(ANOVA) para o fator de purificacio da exo PG que o modelo apresentou regressao
significativa ao nivel de 95% de confianca, com R?igual a 0,841, evidenciando que o modelo

explicou 84,1% da variacdo dos dados experimentais.

Tabela 22 — Andlise de varidncia para o fator de purificagio (FP) da exo-PG nos SABs PEG/fosfato.

Fonte de Variacao SQ GL QM Teste F
Regressido 16,255 3 5,418 2,84
Residuo 3,0642 7 0,437
F. de ajuste 3,0472 5
Erro puro 0,0171 2
Total 19,319 10
%R’ 84,14
Fuabelado 4,35 Fealculado=12,37

G.L. — Grau de Liberdade; S.Q. — Soma dos Quadrados; Q.M. — Quadrado Médio dos Desvios.

O valor do F calculado da regressdo foi aproximadamente trés vezes maior que o F

tabelado. Segundo Box et al. (1978) quando essa relagdo for maior que 1,00 a regressido €
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estatisticamente significativa portanto, neste caso pode-se dizer que os dados experimentais
ajustam-se ao modelo.

A Tabela 23 exibe os dados da Andlise de varidncia (ANOVA) para a recuperagio da
exo-poligalacturonase (R;). Observa-se que o modelo explica 94,54% da variagdo dos dados

experimentais.

Tabela 23 — Andlise de variincia para a recuperacdo (R)) da exo-PG nos SABs PEG/fosfato.

Fonte de Variacao SQ GL QM Teste F
Regressio 7.4178 3 2,4726 9,30
Residuo 0,4282 7 0,0611
F. ajuste 0,38793 5
Erro puro 0,04026 2
Total 7,8446 10
%R’ 94,54
Fuabelado 4,35 Fealculado=40,46

G.L. — Grau de Liberdade; S.Q. — Soma dos Quadrados; Q.M. — Quadrado Médio dos Desvios.

O valor do F calculado da regressio foi aproximadamente dez vezes maior que o F
tabelado portanto neste caso pode-se dizer que os dados experimentais ajustam-se a0 modelo
obtido e a andlise de regressdo foi estatisticamente significativa e altamente preditiva.

Fan et al. (2012) estudando os efeitos do PEG 6000/K:PO4 na particio da
protopectinase obtida a partir da casca de caqui em pé por Aspergillus terreus SHPPO1 em
sistemas aquosos bifésicos, utilizaram a metodologia de superficie de resposta e obtiveram um
modelo preditivo com a maior particio na fase inferior. Observaram também que o K;PO,
teve um efeito significativo na particdo desta enzima assim como a concentragdo do PEG
6000 e que as interagdes nao foram significativas ao nivel de 0,05.

As Figuras 39 e 40 apresentam as dispersdes entre os valores observados e valores
preditos para um limite de confianga de 95% nas varidveis resposta, fator de purificacdo (FP)
e recuperacdo (R;) da enzima. Verifica-se uma pequena dispersao dos resultados indicando

uma boa qualidade de ajuste do modelo linear previsto estatisticamente.



Valores Preditos

Figura 39— Valores preditos e observados para o fator de purificagio (FP) da exo-PG.
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Figura 40 — Valores preditos e observados para a recuperacio (R)) da exo-PG.
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4.7.4.3 Superficie de resposta

As Figuras 41, 42 e 43 representam as superficies de resposta para o fator de
purificacdo da enzima exo-poligalacrturonase (PG) em funcdo da: concentragdo de PEG x
concentracdo de sal, da massa molar do PEG x concentragio de PEG, massa molar do PEG x
concentragio de sal, fixadas no ponto central. Verifica-se na Figura 41 que para maiores
valores da concentragdo de PEG e menores valores da concentragao de sais obtem-se o maior

valor para o fator de purificag¢do (FP) da exo-poligacturonase.

Figura 41 — Influéncia da concentragio do PEG e do sal nofator de purificagio (FP) da exo-PG.

E3
=
c

L) = h

Percebe-se na Figura 42 que para maiores valores da massa molar do PEG e maiores

valores da concentracdo de PEG obtem-se maiores valores para o fator de purificagdo (FP).
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Figura 42 — Influéncia da massa molar do PEG e concentracio do PEG no fator de purificagio (FP) da exo-PG.

Observa-se na Figura 43 que para maiores valores da massa molar do PEG e menores

valores da concentragio de sais obtem-se maiores valores para o fator de purificagao (FP).

Figura 43 — Influéncia da massa molar do PEG e concentracdo do sal no fator de purificagio (FP) da exo-PG.
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As superficies obtidas confirmam a andlise dos efeitos e permitem visualizar a
variacdao da resposta (FP) em funcdo das varidveis, massa molar do PEG, concentragdo do
PEG e concentragdo de sais, dentro das faixas estudadas.

Verifica-se que quanto menor a concentragio de sais e maior a massa molar maiores
valores para o fator de purificacdo (FP) foram obtidos do planejamento. E quanto menor a
massa molar do PEG e maior concentracio de sais menores os valores de (FP).

As Figuras 44, 45 e 46 representam as superficies de resposta para a recuperagio (Ry)
da enzima exo-poligalacturonase em funcdo da: concentragio de PEG x concentracio de sal,
da massa molar do PEG x concentracao de PEG, massa molar do PEG x concentracdo de sais
fixada no ponto central.

A Figura 44 corresponde a superficie de resposta para a recuperagdo da enzima na fase
inferior (R;) dos sistemas em funcio da concentracio do PEG x concentragio de sais.
Percebe-se que quanto menor a concentragdo de PEG e maior a concentragio de sais maior o

valor da recuperagao (Ry), corroborando com o modelo linear correspondente a Equacao 28.

Figura 44 — Influéncia da concentragio do PEG e concentragio do sal na recuperacio (R;) da exo-PG.
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Observa-se na Figura 45 o efeito da massa molar do PEG e da concentragdo do PEG
sobre a recuperagdo (R;) da exo-PG. Observa-se que a concentragio de PEG apresenta

influéncia negativa. Fixando a concentragio de PEG em 12% e a massa molar em 8000
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obtem-se uma recuperagdo da enzima de aproximadamente 98,91% da exo-PG, corroborando

com o valor encontrado experimentalmente.

Figura 45 — Influéncia da massa molar do PEG e concentragio do PEG na recupercéo (R;) da exo-PG.

A Figura 46 exibe a superficie de resposta para a recuperacdo da enzima em fungio da
massa molar do PEG x concentragdo de sais. Observa-se que a mdxima recuperagdo da
enzima exo-poligalacturonase, 98,91%, ocorreu com o polimero de maior massa molar (PEG
8000) e maior valor da concentracio de sais 16%, valor similar ao encontrado

experimentalmente.
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Figura 46 — Influéncia da massa molar do PEG e concentragio do sal na recuperacio (R,) da exo-PG.

Antov e Omorjan, (2009) utilizaram a metodologia de superficie de resposta para
avaliar a particdo de pectinases em sistemas aquosos bifdsicos, PEG 1000/Na,SO4. A andlise
aplicada revelou um espago experimental, no qual a maior purificagio da pectinase foi de 2,5
vezes e o rendimento de 96,61 para baixas concentracdes de sal. Estes autores concluiram
também que a metodologia de superficie resposta é uma ferramenta util e promissora em
sistemas aquosos bifdsicos na purificacdo de biomoléculas assim como, Fanet al. (2012),
Kammaum et al. (2009), Pericin et al. (2009) e Porfiri et al. (2011).
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6 CONCLUSAQ

As principais concluses obtidas neste trabalho sio apresentadas a seguir, separadas

por assunto desenvolvido:
Caracterizacio fisico-gquimica dos residuos secos

Os resultados da caracterizacio fisico-quimica dos residuos secos do umbu, jabuticaba
e goiaba indicam a potencialidade destes como substratos na sintese da exo-poligalacturonase
por fermentacfio em estado sdlido com valores percentuais de acticares redutores, proteina e

pectina de 8,67, 1,66 e 21,03; 24,67, 4,39, 8.31e 23,35, 2,09 e 9,92 respectivamente.

O modelo de GAB ajustou-se adequadamente as isotermas de adsorcdo nas
temperaturas de 25, 30 e 35°C, havendo correlagio entre os coeficientes de determinacio,

com valores de 0,99,
Residuo seco do umbu

Os maiores valores de atividade poligalactarondsica foram obtidos com umidade
inicial do meic de 60% (b.u) e concentragio de sulfato de amdnio de 1,5%. O pico de
atividade foi de 18 Ufg em 44 horas de fermentacio. A condicfio menos favorivel foi quando

a umidade inicial do meio foi de 40% correspondendo a uma atividade de dgua de 0,71.

Residuo seco da jabuticaba

Os maiores valores de atividade da exo-poligalacturonase obtida do residuo seco da
jabuticaba foram alcancados nas seguintes condi¢des do meio de cultivo: umidade inicial de
40% (b.u), atividade de 4dgua de 0,80 e concentragéo de sulfato de amdnio de 1,5%. O pico de
atividade foi de 16,12 U/g em 72 horas de fermentac@o.

Residuo seco da goiaba

Os maiores valores de atividade da exo-poligalacturonase obtida do residuo seco da

golaba foram atingidos com umidade inicial do meio de cultivo de 50% (b.u), atividade de
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dgua de 0,79 e concentragdo de sulfato de amdnio de 1,0%. O pico de atividade foi de 12,64

U/g ém 30 horas de fermentacio.

Denire os rés residuos secos estudados o do uwmbu for o que apresentou menor valor
de pH 2,2, considerado ndo ideal pela literatura para a sintese da poligalacturonase, o menor
teor de agicar e o maior valor de pectina. Entretanto foi 0 que se obteve a maior atividade ¢
produtividade, sendo, portanto o mais adequado para a producic desta enzima para

posteriormente ser utilizada nas industrias de sucos citricos,

Condicio de extracio da PG para o residuo seco do umbu

A methor condi¢iio de extracfio da exo-PG foi com o tempo de contato de 45 minutos,
relacdo solvente/meio fermentado de 10 mL/g e velocidade de agitagdo de 150 rpm atingindo
uma atividade poligalacturondsica de 32,59 U/g de meio fermentado, correspondendo a

aproximadamente 82% do valor obtido na cinética fermentativa.

Foi obtida boa reprodutibilidade dos dados com os experimentos realizados no

processo de extracio da enzima exo-PG.

Sistema aquoso bifasice

Para os sistemas formados por PEG 4000, 6000 e 8000 e fosfato de potdssio, as curvas
binodais apresentaram a mesma forma. Observou-se, de uma forma geral, um deslocamento
da regido bifdsica para menores concentragdes de polimero e sal com o aumento da massa
molar do PEG. Este comportamento era o esperado, pols gquanto maior a massa molar do

polimero, menor € a quantidade de sal necessaria & formago do sistema aquoso bifésico.

A particio da exo-poligalacturonase nos sistemas bifdsicos analisados neste trabalho
se deu, preferencialmente, para a fase inferior, rica em sal. A forga motriz dessa transferéncia

foi provavelmente de natureza entrépica.

O PEG mais adequado para a purificagio da enzima exo-poligalacturonase € o de

massa molar 8000, sendo o sistema formado por 16 % de PEG e 12 % de fosfato de potdssio o
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que apresentou os melhores resultados, proporcionando uma recuperacio (Ry) de 97,14 % e

fator de puriticacio (FP) de 5,64 vezes.

Os sistemas aquosos bifasicos constitufdos de PEG/fosfato de potdssio mostraram-se
bastante eficientes, atingindo rendimento acima de 95%, portanto conclui-se que estes
sistemas s#o alternativas eficientes e promissoras para a recuperacfo e purificagdo da enzima

exo-poligalacturonase.

Os resultados obtidos neste trabatho para a recuperagiio da exo-poligalacturonase em

SABs podem ser melhorados mediante estudo de otimizagiodo processo.
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APENDICE A




RESIDUO SECO DA GOIABA

Figura 1 - Cinética da producio da PG
Ensaio I — Umidade 40% e Nitrogénio 0,5%
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Figura 2 - Cinética da producio da PG

Ensaio 2 — Umidade 60% e Nitrogénio 0,5%
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Figura 3 — Cinética da produgio da PG -
Ensaio 3 - Umidade 40% e Nitrogénio 1,5
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Figura 4 Cinética da produgio da PG
Ensaio 4- Umidade 60% e Nitrogénio 1,5%
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Figura 5 — Reprodutibilidade dos dados experimentais — Ponto centrat

(Umidade 50% e Nitrogénio 1,09%).
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