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RESUMO 

SANTIAGO, A. M.zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Estudo do potential de cascas do umbuzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA (Spondia tuberosa), jabuticaba 
(Myrciaria cauliflora), goiaba (Psidium guajava) na producao e reeuperacao da exo-
poligalacturonase. Tese de Doutorado, UFCG, Programa de Pos - Graduacao em Engenharia 
de Processos. Area de concentracao: Biotecnologia, Campina Grande/PB, Brasil. 

Orientadora: Profa. Dra. Libia de Sousa Conrado Oliveira 

A industria de processamento de frutas produz uma grande quantidade de residuos 
agroindustriais dentre eles, cascas, as quais sao ricas em carboidratos, proteinas e pectina. A 
pectina e uma fonte indutora de pectinases, que sao enzimas que hidrolisam as substantias 
pecticas e sao usadas na extracao de suco de fruta e clarifieacao, extracao de oleo, tratamento 
de fibra textil e racao animal. Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o potential das 
farinhas das cascas do umbu (Spondia tuberosa), jabuticaba (Myrciaria cauliflora) e goiaba 
(Psidium guajava) na producao da exo-poligalacturonase (cinetica fermentativa) por meio da 
fermentacao em estado solido, usando o micro-organismo Aspergillus niger CCT 0916 como 
agente da fermentacao. Foi realizado um planejamento fatorial 2 2 com ires repeticoes no 
ponto central para avaliar a influencia da umidade initial do meio e concentracao da fonte de 
nitrogenio (sulfate de amonio) sobre a atividade poligalacturonasica. Durante o cultivo foram 
analisados, em periodo de zero a 72 horas, umidade do meio, pH, acucares redutores e 
atividade da exo-poligalacturonase (PG). A maior atividade alcancada foi com a farinha da 
casca do umbu, 18 U/g do meio fermentado, nas condicSes de 60% de umidade em base 
limida, concentracao de nitrogenio de 1,5%, concentracao de esporos 107 esporos/g de meio 
fermentado e temperatura de 30±2°C. Portanto, esta farinha foi a escolhida e a partir daf 
estudou-se a melhor condicao de extracao desta enzima utilizando a metodologia do 
planejamento experimental fatorial e analise de superfieie de resposta no qual verificou-se a 
influencia das variaveis agitacao (AG), tempo de contato (TC) e relacao solvente/massa de 
meio fermentado (RE) sobre a atividade PG. O sistema que apresentou o melhor resultado de 
atividade enzimatica, 32,59 U/g foi o operado com agitacao de 150 rpm, tempo de contato de 
45 minutos e relacao de solvente com o meio fermentado de 10 mL/g. Estudou-se tambem a 
aplicacao da extracao liquido-liquido para a separacao da exo-pohgalacturonase da farinha da 
casca do umbu, por meio de sistema aquoso bifasico (SAB), formado por polietileno glicol 
(PEG)/fosfato de potassio e o extrato bruto proveniente da fermentacao realizada com as 
melhores condicoes no processo de extracao. Avaliou-se o efeito da massa molar do PEG, 
concentracao do PEG e concentracao do sal sobre o fator de purificacao (FP) e concentracao 
(Ri) na fase inferior de cada sistema utilizando a metodologia do planejamento experimental 
fatorial 2 3 e analise de superfieie de resposta. A particao da exo-poligalacturonase foi 
conduzida em sistemas com composieao de PEG e fosfato de potassio de, 12, 14 e 16% e 
massa molar do PEG de 4000, 6000 e 8000. O sistema que apresentou maior fator de 
purificacao (FP), 5,64 vezes e recuperacao (Ri) de 97,14, cuja concentracao de PEG 8000 foi 
de 16% e concentracao de fosfato de pot&ssio 12%. Isto mostra que o sistema aquoso bifasico 
(SAB) pode ser considerado como uma alternativa no planejamento de processos de 
recuperacao e purificacao da enzima estudada obtida da farinha da casca do umbu. 

Palavras-chave: Poligalacturonase. Cascas de Frutas. Fermentacao em estado solido. Sistema 

aquoso bifasico. 



ABSTRACT zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

SANTIAGO, A. M.Study of the potential of peels of umbuzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA (Spondia tuberosa), jabuticaba 
(Myrciaria cauliflora) and guava (Psidium guajava) 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 nitrogen 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 U/g 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 U/g, was operated with 
agitation of 150 rpm, contact time of 45 minutes and solvent/medium fermented mass ratio 
(RE) of 10 mL/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 
aqueous 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 (Ri) in the lower phase in 
each system by using a 2 3 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 (R£) 
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. Peel of fruit. Solid-state fermentation. Aqueous two-phase 
system. 
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1INTRODUCAO 

O Brasil, alem de ser um dos maiores produtores agrfcolas do mundo, tornou-se nos 

liltimos anos uma grande potencia no setor da agroindustria o qual e responsavel por parcela 

significativa das exportagoes, contribuindo positivamente para a balanca comercial. 

Entretanto, em resposta a esse avango gera-se uma grande quantidade de residuos os quais 

alem de criar problemas ambientais representa perdas de materias-primas e energia, exigindo 

investimentos significativos em sistemas de tratamento. 

Salienta-se que, este e um problema de grande dimensao frente ao volume gerado e a 

forma, na maioria das vezes inadequada, em que os resfduos tem sido gerenciados e dispostos. 

Nos tiltimos anos, houve um interesse crescente no uso eficiente de di versos resfduos 

agroindustriais tendo em vista que os mesmos sao constituidos de substantias de alto valor 

nutricional, que quando empregada uma tecnologia adequada, podem ser convertidos em 

produtos comerciais de maior valor agregado. 

Dentre as tecnologias empregadas, os processos biotecnoldgicos, em especial a tecnica 

de fermentagao em estado solido (FES) e uma alternativa de tecnologia economicamente 

viavel e eficiente que vem utilizando estes residuos os quais sao materias-primas abundances, 

de baixo custo e de alto valor nutricional em especial, farelos, cascas, bagacos de frutas da 

agroindustria (maga, maracuja, pendiiculo de caju, laranja, bagago de mandioca, bagago de 

beterraba e outros), como fonte de carbono para a obtengao de enzimas, alcoois, acidos 

orgSnicos, aminoaeidos, proteinas, metabolites secundarios biologicamente ativos e 

compostos de aroma, desde que o micro-organismo escolhido seja apropriado para a 

finalidade especial desejada (UENOJO e PASTORE, 2007). 

Muitos micro-organismos podem crescer em substrates solidos, residuos 

agroindustriais, entretanto os fungos filamentosos sao os mais adaptaveis ao processo de 

fermentagao em estado solido devido as condigoes 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 sao muito utilizadas nas industrias de sucos de 

frutas para reduzir a viscosidade, alem de aumentar o rendimento da extragao e clarificagao, 

na maceragao das uvas em vinicolas, na extragao dos oleos vegetais aumentando o seu 

rendimento e diminuindo o seu tempo de processo e no tratamento e demogagem de fibras 

naturais na industria textil e de papel (UENOJO e PASTORE, 2007). 
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De acordo com dados do Ministerio do Desenvolvimento e Comereio Exterior do 

Governo Federal citado por Rocha (2010), o mercado de enzimas no Brasil movimentou em 

2009 US$ 103,2 milhoes de dolares sendo que US$ 32,2 milhoes corresponderam as 

exportagSes enquanto que as importagoes ultrapassaram 71 milhoes. Isto mostra que o 

mercado brasileiro e essencialmente importador em termos de produgao e uso das enzimas no 

pais, apesar de apresentar grande potential em fungao da enorme geragao de residuos 

agricolas e agroindustriais. 

O alto custo dessas biomoleculas associado com a necessidade de se obter um produto 

com alta pureza dificulta as aplicagoes das mesmas na medicina, nas industrias farmaceuticas, 

qufmica e alimentfcias. Portanto ha necessidade do aprimoramento de processos de produgao 

e purificagao seguros e simples e que atinjam elevada pureza do produto a custos baixos, 

tornando-se um grande desafio da bioteconologia. 

O emprego de sistemas aquosos bifasicos (SABs) tem sido empregado na separagao e 

purificagao de enzimas, tendo em vista que permite a obtengao de rendimentos elevados em 

tempos curtos e com custos baixos (IGARASHI, 2003). Estas etapas permitem remogao de 

substantias toxicas e/ou metabolites indesejaveis alem de conferir caracteristicas adequadas 

ao produto a ser comercializado. 

O fate da importancia do uso das enzimas pectinases nas industrias e que nao ha 

produgao significativa destas no Brasil, sendo a demanda atendida por produtos importados, 

tornando o custo suscetivel as oscilagoes cambiais e agregando despesas com transporte 

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 sao langadas ao meio 

ambiente constituindo de substantias indutoras na produgao dessas enzimas e que se fazem 

necessarios a realizagao de pesquisas utilizando-as como substratos em processos 

biotecnologicos, seguros, de baixo custo e que atinjam altos graus de purificagao e 

seletividade como a fermentagao em estado solido e os sistemas aquosos bifasicos (SABs). 
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1.1 OBJETIVO GERAL 

Estudar o potential das cascas do umbu, jabuticaba e goiaba como substrate na 

producao de exo-poligalacturonase por meio da fermentagao em estado solido (FES) 

utilizando o micro-organismozyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Aspergillus niger CCT 0916 como agente da fermentagao, bem 

como, a recuperagao desta enzima atraves do emprego de sistemas aquosos bifasicos (SABs). 

1.2 OBJETIVOS ESPECfFICOS 

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

avaliar o rendimento em processos bioteenologicos. 

• Caracterizar as farinhas das cascas (residuos secos) do umbu, jabuticaba e goiaba 

quanto a granulometria, massa especifica, porosidade, umidade, cinzas, pH, solidos 

soluveis (°Brix), agticares redutores (AR), agueares totais (AT), proteina bruta e 

pectina. 

• Construir as isotermas de adsorgao de umidade dos residuos do umbu, jabuticaba e 

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

• Avaliar a potencialidade destes residuos secos como substrate na produgao da exo-

poligalacturonase (exo-PG) por meio da fermentagao em estado solido (cinetica 

fermentativa) e micro-organismo Aspergillus niger CCT 0916, utilizando a 

metodologia do planejamento fatorial 2 2 com tres repetigoes no ponto central. As 

variaveis independentes foram umidade initial do meio e concentragao de nitrogdnio e 

a dependente foi a atividade poligalacturonasica. 

• Utilizar a metodologia de planejamento fatorial 2~\ para avaliar a influencia das 

variaveis: relagao solvente/massa do meio fermentado (RE), tempo de contato entre o 

solvente e o meio fermentado (TC) e o grau de agitagao do meio de extragao (AG) no 

processo de extragao da enzima utilizandoo residuo seco que alcangar na cinetica de 

fermentagao o maior valor de atividade poligalacturonasica. 
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• Utilizar planejamento fatorial 2 3 com tr6s repetigoes no ponto central na fase inferior 

dos sistemas aquosos bifasicos (SABs) constituidos de PEG/fosfato de potassio para 

avaliar a influencia das variaveis independentes, concentragao de fosfato de potassio, 

concentragao e massa molar dos PEGs 4000, 6000, 8000 sobre os parametros de 

partigao, fator de purificagao e recuperagao da enzima exo-poligalacturonase obtida a 

partir da melhor condigao do processo de extragao. 
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA 

2.1 UMBUzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA (Spondias tuberosa) 

A primeira referenda ao umbuzeiro foi feita por Gabriel Soares de Souza, em sua obra 

"Tratado Deserito do Brasil em 1587," quando fez uma fiel descricao desta planta enalteeendo 

a importancia das raizes e das frutas para os mdios e habitantes da regiao. No seculo XVIII, o 

botanico Manuel de Arruda Camara fez a descricao cientffica do umbuzeiro, classificando-o 

como especie Spondias tuberosa (MENDES, 1990). 

O gSnero Spondias pertencente a familia Anacardiaceae, possui 18 especies, das quais 

se destaca a Spondias tuberosa (umbuzeiro), especie originaria do semi-arido do Nordeste 

brasileiro que cresce espontaneamente desde o Ceara ate o norte de Minas Gerais, com 

preferencia por regioes de precipitacoes entre 400 mm e 800 mm anuais, temperatura entre 12 

e 38°C, umidade relativa entre 30 a 80% e 3.000 horas de insolacao/ano (MILLER e 

SCHAAL, 2005). Ate o momento nao existem relatos de sua ocorrencia em outras regioes do 

mundo. 

Do umbuzeiro tudo e aproveitado, da raiz se tira a agua da batata que sacia a fome e 

sede do sertanejo na epoca seca podendo ser utilizada na medicina caseira como vermffugo e 

antidiarreica, da raiz seca e extraida uma farinha comestivel, do caroco extrai o oleo BISPO 

(1998) e da casca produzir pectinases devido a mesma possuir alto teor de pectina, substantia 

indutora, na producao 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 "arvore que dd de beber", em alusao a quantidade 

de agua contida nas tuberas, que era consumida pelos fndios que habitavam as Caatingas. No 

idioma ingles, e conhecido por brazilian-plum (CORREA, 1988). Pela importancia de suas 

raizes foi chamada por Euclides da Cunha "arvore sagrada do Sertao", Um unico umbuzeiro 

pode acumular ate dois mil litres de agua em suas raizes. Portanto, nao ha seca que tire o 

verde de suas folhas ou que nao permita a produgao de frutos (CONAB 2010). 

O umbu, Figura 1, e uma drupa glabra ou levemente pilosa, de forma variada entre 

arredondada, ovoide e oblonga, normalmente composta de casca de cor amarelo-esverdeada e 

polpa branco-esverdeada, mole, suculenta e de sabor agridoce, tendo no centre um caroco 

(FOLEGATTI et al., 2005). Apresenta diversidade tambem no tamanho, os quais oscilam 

entre 1,2 e 2,7 cm de comprimento e tem em media 2,0 a 4,0 cm de diametro. E constitufdo, 

em media, de 22% de casca, 68% de polpa e 10% de caroco (SILVA et al., 1987). 
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Fonte: IBRAF (2010). 

A producao nacional do umbu foi de 9.268 toneladas em 2009, gerando uma renda de 

R$ 6.411.000,00, sendo que 99,7% sao advindas do Nordeste Brasileiro e o Estado da Bahia e 

responsavel por 89%, Pernambuco com 5%, Rio Grande do Norte 2% e a Paraiba 1% (IBGE, 

2010). E uma fruta de rapida sazonalidade e perecibilidade, abundante no periodo da safra. 

Parte da producao e 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 importancia a aplicabilidade destas tecnicas por se tratar de fruta tipica da regiao 

Nordeste do Brasil, onde o setor agroindustrial tern crescido muito nos ultimos anos. 

O periodo da colheita do umbu compreendido entre novembro a maio independente da 

irregularidade da chuva, pois nao precisa ser irrigado, tern se tornado uma importante 

atividade economica, 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 sao colhidos e vendidos 

em feiras livres para serem consumidoszyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA in natura e para as agroindustrias para elaboracao de 

uma variedade de produtos, dentre eles, bebidas, polpas congeladas, sorvetes, geleias, doces, 

sucos, vinagre, umbuzada e frutas cristalizada gerando grandes quantidades de residuos como 

cascas, carocos que sao lancados ao meio ambiente. A maior importancia economica do umbu 

esta 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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TabelazyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA 1 - Caracteriza9ao fi'sico-quimica da farinha da casca do umbu. 

Para met ros Farinha da casca do umbu 

Umidade (b.u) (%) 8,77 

Proteinas (%) 4,01 

Acucares Totais (%) 3,47 

Acucares Redutores (%) 2,64 

Cinzas (%) 4,26 

Atividade de agua 0,42 

pH 2,20 

Pectina (% pectato de calcio) 16,26 

SST (° Brix) 4.5 

Fonte: A L M E I D A et al.(2010). 

2.2 GOIABAzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA (Psidium guajava) zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

A goiabeira (Psidiumguajava) pertencente a famflia Myrtaceae, originaria da America 

Tropical, possui cerca de 100 generos e 3.024 especies conhecidas. No Brasil, a goiabeira 

encontra-se amplamente difundida da regiao 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, e uma baga globosa, pode ter formato ovoide, 

arredondado ou piriforme dependendo da cultivar. Internamente, apresenta um mesocarpo de 

textura firme e 4 a 5 loculos, cheios por uma massa de consistencia pastosa, onde estao 

numerosas sementes de 2 a 3 mm (CHITARRA, 2006). A casca e uma pelicula fina e 

delicada, com a cor variando do verde ao amarelo, dependendo do estadio de maturacao. 

Figura 2 -GoiabazyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA (Psidium guajava). 

Fonte: IBRAF (2010). 

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

possui caracteristicas de qualidade que a faz ser bem aceita tanto para o mercado de fruto in 
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naturazyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA como para o processamento (CARDOSO, E., 2005). Sao grandes e piriformes, 

podendo pesar ate 500 g. 

O Brasil e um dos maiores produtores de goiaba do mundo com uma producao 

relativamente estavel, variando de 316.301 toneladas em 2007 para 328.255 toneladas em 

2008, em uma area de 15.012 ha, concentradas principalmente nas regioes Sudeste e Nordeste 

do pais (AGRIANUAL, 2010). Sendo os estados de Pernambuco e Sao Paulo os maiores 

produtores brasileiros, responsaveis por 65% da producao nacional. O estado de Sao Paulo e o 

segundo maior produtor, com uma producao de 120 mil toneladas, correspondendo a 29,55% 

da producao (IBGE, 2009). A maior parte desta producao e destinada a industria para a 

producao de doces, suco, geleia, polpa congelada, nectares, sorvetes, sendo as principals 

formas de consumo da fruta no Brasil. No processo de beneficiamento dos frutos ha o 

descarte das sementes juntamente com as cascas, as quais nao sao separadas no processo 

fisico de despolpamento constituindo o residuo que usualmente e descartado pela 

agroindustria. No caso da goiaba destinada a producao de sucos e doces, aproximadamente 

30% do peso do fruto e residuo, constituido, principalmente, por sementes e cascas, tendo 

potencial quantitative para serem utilizados em bioprocessos (NASCIMENTO et al., 2010). 

A producao da goiaba esta concentrada nos meses de fevereiro a abril embora a 

comercializacao da fruta ocorra durante o ano todo. 

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

Tabela 2 - Caracterizacao ffsico-qufmica da farinha da cascada goiaba. 

Parametros Farinha da casca da goiaba 

Umidade (b.u) (%) 10,52+0,75 

Acucares Totais (%) 30,64+0,91 

Acucares 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 calcio) 10,54 

Atividade de agua 0,36 

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

A jabuticabeira (Myrciaria cauliflora Berg), pertencente a famflia Myrtaceae e uma 

planta nativa brasileira, originaria da regiao de Minas Gerais, a qual foi domesticada e 

incorporada a cultura popular pelos fndigenas tupis. E amplamente encontrada e distribuida 

em quase todas as regioes brasileiras sendo os estados de Sao Paulo, Rio de Janeiro, Minas 

Gerais e Espfrito Santo os maiores produtores (DONADIO, 2000). 

No Brasil, as especies mais cultivadas sao a M. cauliflora, destacando-se a variedade 

Paulista, e a M. jabuticaba, destacando-se a variedade Sabara, que e a mais apreciada. E um 

fruto miiido, de epicarpo fino, adocicado com maturacao precoce (MELETTI, 2000). O 

periodo de amadurecimento do fruto pode variar de 45 a 65 dias, dependendo da regiao de 

cultivo. 

O fruto da jabuticaba, Figura 3, e uma baga globosa, com 1,0 a 3,5 cm de diametro, 

com polpa esbranquicada, suculenta e casca avermelhada quase preta, contendo entre uma a 

quatro sementes. E aproveitada pela industria farmaceutica e alimenticia, devido a seu alto 

teor de substancias antioxidantes e tambem e bastante consumida na forma natural e sob a 

forma de geleia, vinho, vinagre, licor, suco (LIMA, J.et al., 2008). 

Sua casca e adstringente, possui altos teores de antocianinas, acidos fenolicos e 

flavonoide, e bastante utilizada no tratamento de diarreias e irrita5oes na pele, na inflamafao 

dos intestinos e hemoptise, apresentando tambem, segundo a medicina popular, propriedades 

antiasmaticas (HERBARIO, 2010; REYNERTSON et al., 2006). 

Dentre as especies existentes, a jabuticaba Sabara e a que ocupa a maior area cultivada 

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

Fonte: IB RAF (2010). 
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No Brasil, a comercializacao destes frutos tem aumentado anualmente. Em 2008, 

foram comercializadas aproximadamente 2.000 toneladas das jabuticabas na CEAGESP 

(Companhia de Entrepostos e Armazens Gerais de Sao Paulo) e Central Unica de 

Abastecimento (CEASA) de Curitiba e Belo Horizonte (CITADINI et a l , 2010). 

O ciclo de desenvolvimento da jabuticaba e muito curto, portanto durante a sua safra, 

fevereiro a marco, ha uma grande producao e tambem desperdicio em detrimento da sua 

perecibilidade gerando grandes quantidades de residuos ricos em determinadas substancias, 

conforme a Tabela 3, que podem ser aproveitados na area da biotecnologia agregando valores 

a estes e tambem evitando que sejam lancados no meio ambiente. 

Tabela 3 Caracleri/acao fi'sico-qui'mica da farinha da casca da jabuticaba. 

Parametros Casca da jabuticaba 

Umidade (b.u) (%) 10,23 

Protefna (%) 4,82 

Atividade de agua 0,35 

Acucares Totais (%) 31,39 

Acucares Redutores (%) 29,86 

Pectina (% pectato de calcio) 10,60 

SST (°Brix) 36,0 

Cinzas (%) 3,6 

PH 3,24 

Fonte: ALMEIDA et al. (2010). 

Diversos estudos sobre a composicao de frutas e residuos agroindustriais brasileiros 

tem sido realizados com o intuito de que estes sejam adequadamente aproveitados. Para 

agregar-lhes valor e necessario o conhecimento dos seus constituintes, atraves de 

investigacoes cientificas e tecnologicas. 

2.4 SUBSTANCIAS PECTICAS 

As substancias pecticas sao coloides constituidos, na sua maioria, por cadeias de 

acidos D-galacturonicos unidos por ligacoes a-1,4, e cujos grupos carboxflicos podem estar 

parcialmente metoxilados e parcial ou totalmente neutralizados por bases (BOBBIO, 2003). 

Formam o maior componente da lamela media das paredes primarias das celulas vegetais. 

Segundo Bobbio (2003); Coulate (2004); Fennema (2010) e Koblitz (2008) pertencem 

ao grupo de substancias pecticas: 

• Protopectina (composto insoliivel em agua e, por aquecimento em presen5a de 

acidos diluidos, formam acidos pectinicos ou acidos pecticos, encontrada em 

frutas e vegetais nao maduros); 
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• Acidos pecticos (sao os acidos D-galacturonicos cujos grupos carboxflicos nao 

apresentam esterificados com grupos metil e sao soluveis em agua); 

• Acidos pectinicos (sao os acidos poligalacturonicos que contem quantidades 

variaveis de grupos metoxflicos, formam solucoes colodais ou sao soluveis em 

agua. Sao obtidos a partir da protopectina por acao da enzima protopectinase; 

• Pectina (sao polimeros lineares de acido a-D-galacturonico unidos por ligacoes 

a-1,4, encontrados na lamela media das celulas vegetais. A maior parte das 

pectinas no fruto e soluvel em agua (80%). Em meios acidos fortes, as ligacoes 

glicosfdicas da pectina (1,4) sao hidrolisadas originando monossacarfdeos e em 

meio alcalino a pectina e desmetoxilada. 

Embora o acido D-galacturonico seja o principal acuear constituinte das substancias 

pecticas, proporcoes variaveis de outros acucares, tais como D-galactose, L-arabinose, D-

xilose, L-ramnose, L-fucose, tambem podem ser encontrados. O que diferencia as substancias 

pecticas e o seu grau de metoxilacao, grupos metilas esterificados ao grupo carboxflico da 

molecula. 

2.5 ENZIMAS PECTINOLITICAS OU PECTINASES 

Sao enzimas capazes de reconhecer ligacoes glicosfdicas do tipo a-1,4 entre unidades 

de acido galacturdnico ou seu derivado metoxilado. Sao produzidas por vegetais e micro-

organismos e seu substrato sao os polissacandeos constituintes da lamela media e da parede 

primaria de celulas vegetais (KOBLITZ, 2008). 

As enzimas de fontes microbianas oferecem um amplo intervalo de pH otimo (5,5 a 

6,5 para bacterias, 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 industria. Sua aplica§ao 

comercial foi observada em 1930 nas preparacoes de vinhos e sucos de frutas, o rendimento 

era baixo e muitas dificuldades foram encontradas para filtrar o suco e se atingir uma 

clarifica5ao aceitavel. A partir de entao com os estudos sobre a composi?ao qufmica dos 

tecidos de plantas e que os pesquisadores comecaram a estudar e aplicar essas enzimas com 

maior eficidncia e hoje sao as que mais crescem no setor comercial, em especial nas industrias 

de sucos (CARVALHO,S., 2007). 

A producao das pectinases para fins industrialszyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA 6 feita geralmente a partir de fungos, 

entretanto os filamentosos do genero Aspergillus sao os que mais se destacam como bons 
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produtores, em especial ozyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Aspergillus niger em funcao de suas caracterfsticas de reproducao e 

crescimento, apesar de existirem varios outros fungos produtores destas enzimas (CASTILHO 

et a l , 2000). 

A primeira etapa do processo para a producao de qualquer enzima microbiana 

comercial e a selecao do micro-organismo capaz de produzf-la em niveis adequados. A 

linhagem selecionada podera sofrer melhoramento genetico objetivando alcancar niveis de 

producao da enzima mais elevados (SANTOS, S., 2007). 

Muitas pesquisas foram realizadas para a producao de pectinases, dentre elas, 

Trindade et al. (1996) os quais utilizaram residuos de frutas (maca, laranja, acerola, maracuja 

e morango) na producao da enzima poligalacturonase e obtiveram os melhores resultados com 

a casca da maca 14 U/mL em 22 horas de fermentacao. Couri et al. (2000) estudaram a 

producao da enzima poligalacturonase pelo Aspergillus niger utilizando como substrates 

casca de banana, casca de manga, farelo de mandioca e farelo de trigo e concluiram que o 

farelo de trigo com 42 horas de fermentacao apresentou os melhores resultados 76,9 U/g de 

poligalacturonase. Panarotto et al.(2003) obtiveram 70,5 U/g usando casca de limao como 

indutor. Pinto et al. (2005) utilizaram a casca de maracuja e obtiveram 1,9 U/g com 24 horas 

de processo. Padma et al.(2011) na producao de poligalacturonase utilizaram varios residuos, 

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

2.5.1 Classificacao das pectinases 

As pectinases sao constituidas por um complexo multienzimaticos e sua classificacao 

e feita de acordo com o modo de atuacao sobre as substancias pecticas, na cadeia 

poligalacturSnica e o grupo metoxila da pectina, dividindo-se em tres grupos de enzimas; as 

protopectinases degradam a protopectina insoluvel formando pectina soluvel altamente 

polimerizada; as pectinesterases, que remove os grupos metil ester das substancias pecticas 

formando acido pectico, e as despolimerases, catalisam a ruptura das ligacoes glicosfdicas a 

(1,4) das cadeias glicosfdicas do acido D-galacturonico (JAYANY et al., 2005). 

No grupo das esterases estao classificadas as pectinesterases e no grupo das 

despolimerases as polygalacturonases (endo-poligalacturonases e exo-poligalacturonases) e as 

pectina-liases. A diferenea entre as enzimas despolimerases esta no modo dessas atuarem no 

substrate. As pectina-liases agem preferencialmente em pectinas altamente metiladas e 

hidrolisa cadeias poligalacturonicas, para dar oligossacarideos com graus variados de 

metilacao e as poligalacturonases hidrolisam o acido pectico e a pectina em acido 
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galacturonico e oligossacarideos respectivamente (BON et a l , 2008). Dentre as enzimas 

pectinases ou pectinoliticas as mais estudadas sao as polygalacturonases (JAYANI et al., 

2005). 

2.5.1.1 Poligalacturonases (PG) 

As poligalacturonases (PG) catalisam a hidrolise das ligacoes glicosfdicas a-1,4 da 

cadeia de acido poligalacturSnico (MARTIN, 2006). Estas enzimas sao classificadas em endo-

PG (EC 3.2.1.15) a qual catalisa a hidrolise randSmica da ligacao glicosfdica a-1,4 do acido 

pectico e a exo-PG (EC 3.2.1.67) que catalisa a hidrolise sequencial da ligacao glicosfdica a-

1,4 do acido pectico na extremidade nao redutora da cadeia (MALLER, 2011). 

O resultado da agao da poligalacturonase e a despolimerizagao da pectina e a 

solubilizacao progressiva dos fragmentos de poliuronideo. O resultado pratico de tal atividade 

e que barreiras intercelulares (lamela media) sao rompidas e a viscosidade de solucoes de 

pectina e diminuida a medida que a acao da enzima e mantida (FENNEMA, 2010). 

2.6 FERMENTACAO EM ESTADO SOLIDO OU CULTIVO SEMISSOLIDO 

E uma tecnica de crescimento de micro-organismos sobre ou dentro de substratos 

umedecidos, insoluvel em agua, no qual a atividade de agua presente garanta o seu 

crescimento e producao de produtos. A agua existente no meio encontra-se na forma 

complexada ou absorvida no substrato (CORREIA, 2004). 

A escolha do substrato nesse processo e de fundamental importaneia, pois este pode 

ser ao mesmo tempo suporte e substrato (materials organicos e lignocelulosicos) ou apenas 

um suporte o qual deve ser acrescido de nutrientes (PALMA, 2003). 

A fermentacao em estado solido tambem chamada de cultivo semissdlido e um 

processo bastante promissor na producao de varios produtos, inclusive enzimas. Este processo 

apresenta algumas caracteristicas vantajosas tais como: simplieidade dos meios de cultivo 

(necessita normalmente do ingrediente principal e de agua para umedece-lo); requer menor 

espaco e energia; minimiza os riscos de contaminacao microbiana, devido ao baixo teor de 

umidade do meio; gera menor volume de efluentes; o crescimento celular ocorre em 

condicoes mais parecidas com as dos habitats naturais; possibilidade de utilizar como 

substratos residuos agrfcolas ou agroindustriais como fonte de carbono e energia, os quais sao 
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materials de baixo custo, alem de permitir ao fungo produzir um complexo natural de 

enzimas, ao inves de produzir apenas uma enzima (BON et al., 2008). 

Vale ressaltar tambem que este processo geralmente e preferido por permitir a 

produgao de enzimas brutas mais concentradas e com custos menores de extracao e 

purificacao (UENOJO e PASTORE, 2007). 

Apesar da fermentagao em estado solido ser um processo economico e viavel do ponto 

de vista ecologico, apresenta algumas limitacoes, tais como: dificuldade decontrolar os 

parametros operacionais de processo (pH, temperatura, umidade, crescimento celular), 

dificuldade de remocao do calor gerado pelo metabolismo microbiano, favorece mais o uso de 

fungos filamentosos no processo, do que outros micro-organismos que necessitam de teores 

de umidade elevados (PANDEY et al.,1999). 

A aplicagao comercial deste processo no Brasil e bastante viavel devido a 

disponibilidade de residuos agroindustriais de baixo custo, resultando em processo mais 

favoravel ao meio ambiente, alem de gerar produtos de interesse para a industria de alimentos, 

farmaceutica e agriculture em geral. Geralmente pode ser dividida em dois tipos: a) aplicacoes 

socio-economicas como compostagem de residuos, ensilagem e aproveitamento de residuos 

agroindustriais; b) aplicacoes lucrativas economicamente, como produgao de enzimas, acidos 

organicos e alimentos fermentados (PALMA, 2003). zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

2.6.1 Fatores que influenciain na fermentacao em estado solido 

Varios sao os fatores que contribuem para o sucesso do processo, para que se possa 

obter uma maior concentracao de produto formado, a comegar pela eseolha do substrato e 

micro-organismo especifico, alem do controle dos parametros operacionais. Esta eseolha deve 

estar associada as condigoes de custo e disponibilidade do substrato. 

2.6.1.1 Substrato 

O conhecimento das caracteristicas ffsico-quimicas dos substratos solidos, a ser 

utilizado como meio de cultivo para o crescimento celular e rendimento de produto, e de 

fundamental importancia para a sua eseolha, alem das condigoes de custo e disponibilidade. 

Os substratos utilizados devem conter fontes de carbono e energia, fontes de 

nitrogenio, minerals, e agua. Entretanto para a produgao de enzimas indutiveis, a presenga de 

uma substantia indutora e essential, como a pectina para as pectinases (BON et al., 2008). 
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A eseolha do substrato e tao importante no cultivo semissolido quanto a eseolha do 

micro-organismo. Nem sempre o meio que permite o melhor desenvolvimento do micr -

organismo favorece a maior quantidade de enzimas (BRAVO et al., 2000). 

A utilizacao de residuos agrfcolas ou subprodutos de industrias alimenticias como 

substrato no cultivo semissolido esta cada vez mais disseminado, buscando obter produtos de 

alto valor comercial e com custo de producao baixo, alem de minimizar o seu acumulo no 

meio ambiente. Estes residuos sao os substratos mais pesquisados neste processo, devido a 

sua abundancia, custo, alem de serem ricos em nutrientes que favorecem o crescimento de 

micro-organismos e formacao do produto desejado (CORREIA, 2004). 

A casca das frutas citricas e o principal subproduto gerado do processamento destas na 

indiistria constituindo cerca de aproximadamente 50% do peso da frata fresca (PATIL e 

DAYANAND, 2006). O destino deste subproduto representa um desafio de muitas fabricas, 

entretanto os micro-organismos facilmente utilizam este substrato em fermentacoes devido a 

sua rica composigao (80% de material organico, 19-30% de acucares Uvres, pectina 20% e 

57% de fibra alimentar (CHAU e HUANG, 2003). Segundo Adeleke et al. (2012) a pectina e 

um substrato adequado para o crescimento de fungos e producao de enzimas pectinoliticas por 

sistemas microbianos. 

Sao varios os residuos agroindustriais utilizados como substrato em cultivo 

semissolido, dentre estes se encontram: bagaco de laranja (CAMARGO, 2005), casca de 

limao (PATIL e DAYANAND, 2006), bagaco de abacaxi (IMANDI et al., 2008), farelo de 

trigo e casca de arroz (NIZAMUDDM et al., 2008), polpa de cafe (OROZCO et al.,2008), 

casca e albedo do maracuja (SOUZA, 2008), farelo de trigo (OKAFOR et al., 2010), casca de 

maracuja (ROCHA, 2011), bagaco de uva (DIAZ et a l , 2012), casca de limao (RUIZ, 2012). 

Os grupos de pesquisas que estudam a produgao das enzimas pectinases geralmente 

aproveitam substratos regionais. 

Para um melhor aproveitamento dos substratos pelos micro-organismos e necessario 

algum tipo de pre-tratamento, haja vista que, eles nao sao capazes de transportar estruturas 

macromoleculares atraves da membrana celular. De acordo com Mitchel et al. (2000) este 

pode ser: assepsia do material para reducao da carga microbiana; trituracao ou moagem para 

reduzir o tamanho das particulas; suplementacao de nutrientes (nitrogenio, fosforo, etc.) ao 

substrato solido visando adequa-lo melhor as condicoes nutricionais do micro-organismo; 

ajuste de pH e teor de umidade, alem de um tratamento a vapor para pre-degradacao da 

estrutura macromolecular e a eliminacao dos principals contaminantes. 
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A adicao de agua ou solugao de nutrientes ao meio de cultivo deve ser feita de forma a 

alcangar os niveis ideais de atividade de agua para o desenvolvimento do micro-organismo em 

estudo. 

2.6.1.2 Micro-organismos 

A selecao adequada do micro-organismozyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA 6 um dos mais importantes criterios a se 

considerar em um cultivo semissolido. Dentre os micro-organismos, os fungos filamentosos 

principais produtores de enzimas comerciais, sao os mais importantes e os que melhor se 

adaptam a este processo. Sua forma de crescimento em hifas, e boa tolerancia a baixa 

atividade de agua e elevada pressao osmotica conferem aos fungos vantagens com relacao aos 

outros micro-organismos, bacterias e leveduras, alem das condicoes do meio de cultivo se 

aproximar mais do seu habitat natural (ROCHA, 2010). 

Os fungos filamentosos sao faceis de serem manuseados e erescem em pH baixo, os 

riscos de contaminacao bacteriana no meio em que estes se encontram sao muito pequenos, 

esporulam facilmente e tem a capacidade de produzir e excretar grandes quantidades e 

variedades de produtos especificos, inclusive as enzimas pectinases. Em geral estes fungos 

desempenham importante funcao nas industrias de alimentos por possufrem diferentes tipos 

de enzimas capazes de metabolizar misturas complexas de compostos organicos presentes na 

maioria dos residuos (PELCZAR, 1996). 

Na fermentacao em estado solido ou cultivo semissolido, o crescimento dos fungos 

dar-se-a sob a superficie do substrato atraves de sua estrutura miceliar, a qual possui hifas que 

sao capazes de penetrar nos poros do substrato, beneficiando em seu interior as reagoes 

metabolicas especificas e consequentemente favorecendo a colonizagao e a utilizagao dos 

nutrientes disponiveis do meio, gerando assim seus bioprodutos. 

Aspergillus niger, e um fungo filamentoso negro geralmente denominado "mofo 

negro", apresenta hifas finas, septadas e conidioforas com vesfculas recobertas por conidios 

negros, podendo ser visualizado atraves de micrografia eletronica. Este fungo e bastante 

usado em processos fermentativos devido a sua facilidade de manipulagao, habilidade em 

fermentar uma grande variedade de materias-primas de baixo custo e produzir rendimentos 

elevados de bioprodutos (JAY, 2005). Varios autores utilizaram este micro-organismo para 

produgao de enzimas pectinoliticas ou pectinases, dentre eles, Castilho (1997), Panarotto 

(2003), Fontanaet al. (2005), Santos (2007), Castro (2009), Sousa (2010). 
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Segundo Pandey et al. (1999) a cultura dezyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Aspergillus niger tem a capacidade de 

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

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

CCT 0916 geneticamente modificado objetivando produzir enzimas pectinolfticas ou 

pectinases. 

A Tabela 4 apresenta algumas substancias utilizadas como substrato em fermentacao 

em estado solido na producao de pectinases por fungos do genero Aspergillus. 
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Tabela 4 - Resumo de alguns trabalhos desenvolvidos para produgao de pectinases porzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Aspergillus. 

Enzima Substrato Atividade Referenda 

Enzima tica Pectinases Casca de maca 14,0 U/mL TRINDADE et al. (1996) 

Poligalacturonase 

Pectina liase 

Poligalacturonase 

Poligalcturonase 

Poligal acturonase 

Poligalacturonase 

Bagaco de laranja 

Casca de maracuja 

Farelo de arroz 

Casca e albedo de 

maracuja 

Casca de cenoura 

Casca dejaca 

Casca de laranja 

Casca de beterraba 

3,6 U/mL 

11,3 U/mL 

21,85 U/g 

11,1 U/g 

20,9 U/g 

36 U/mL 

38 U/mL 

36 U/mL 

38 U/mL 

CAMARGO et al. (2005) 

PINTO et al. (2006) 

COSTA et al. (2007) 

SOUZA et al. (2010) 

ANURADHA et al. (2010) 

Endopectinase 

Pectinase 

Exo-poligal acturonase 

Bagaco de maca, laranja 10,88 U/mL 

Residuo de arroz e de 11,1 U/g 

maracuja 

Casca do urnbu 15,65 U/g 

BAR! et al. (2010) 

ROCHAet al. (2011) 

SANTIAGO et al. (2011) 

Endo-poligalacturonase 

Exo-poligalacturonase 

Poligalacturonase 

Pectinase 

Exo-poligalacturonase 

Pectinase 

Poligalacturonase 

Protopectinase 

Poligacturonase 

Palma forrageira 66,19 U/g 

Palma forrageira 40,61 U/g 

Casca de limao 300 U/mL 

Casca de limao 130 U/g 

Casca de laranja 16,9 U/g 

Casca de laranja+bagaco 3,8 U/g 

de uva 

Casca de laranja azeda 15,74 U/mL 

Casca de manga 

Casca de banana 

Casca de abacaxi 

Casca de caqui 

Casca de coco verde 

217 U/g 

30 U/g 

80 U/g 

17,27 U/mL 

52,48 U/g 

CAVALCANTI et al. (2011) 

MALLER et al. (2011) 

RUIZetal. (2012) 

DIAZetal . (2012) 

VASANTHI e 

MEENAKAHISSUNDARAM 

(2012) 

PADMA et al. (2012) 

FAN et al. (2012) 

ARAUJO, M. et al. (2012) 
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2.6.1.3 Inoculo 

A concentragao de inoculo e de extrema importancia nas fermentagoes semissolida, 

pois uma concentracao baixa de inoculo podera favorecer o desenvolvimento de 

contaminantes indesejaveis e formar pouca biomassa, entretanto um inoculo com elevada 

concentracao de esporos podera exaurir o meio para a formagao de biomassa, diminuindo a 

quantidade de produto desejado (ARAUJO, L., 2004). 

Alcantara e Silva (2011) usaram o bagago seco do penduculo de caju como substrato 

na fermentacao em estado solido para estudar a influencia da concentracao de inoculo do zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Aspergillus niger CCT 0916 (106, 107, 108 esporos/g de meio urnido), para produgao de 

poligalacturonase e obteve a maior atividade poligalacturonasica (33 U/g) com concentragao 

de esporos de 106 esporos/g de meio timido. 

2.6.1.4 Umidade e atividade de agua 

A umidade do meio revela a concentragao de agua contida no material e e expressa em 

termos percentuais. E um dos fatores que mais influencia no processo, pois quando esta for 

muito alta resultara numa diminuigao da porosidade do substrato, limitando a transferencia de 

oxigenio, alem de aumentar o risco de contaminagio. Por outro lado, se for menor que a 

necessitada pelo micro-organismo, podera o mesmo nao se desenvolver no meio e 

consequentemente nao havera formagao do produto desejado (PINTO et al., 2006). 

Segundo Borzani et al. (2011) o teor de umidade na fermentagao em estado solido 

pode variar entre 18 e 85%. Esta variagao depende do poder de absorgao do substrato, pois a 

umidade inicial otima para o crescimento do Aspergillus niger para a produgao de pectinases 

para a polpa de cafe foi de 80% (OROZCO et a l , 2008) e para o resfduo de maracuja foi de 

40% (SOUZA, 2008). 

A exigencia de agua pelos micro-organismos nao esta associada a umidade do 

substrato solido, mas a atividade de agua (Aw) do meio, que segundo Fellows (2006) e a razao 

da pressao de vapor da agua contida na amostra (P) e a pressao de vapor da agua pura (P0), 

ambas a mesma temperatura, conforme Equagao 1. 

Aw = | - (1) 
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Onde: 

Aw= atividade de agua; 

P = pressao de vapor de agua do substrato; 

Po= pressao de vapor da agua pura. 

Cada micro-organismo requer um valor mfnimo, um valor maximo e um valor otimo 

de atividade de agua para seu crescimento e suas atividades metabolicas. No caso dos fungos 

filamentosos a atividade de agua minima e em torno de 0,7 (LEITAO, 1997). 

Com relagao as enzimas estas necessitam de valores minimos de Aw diferentes para a 

funcao catalitica. A minima ou o limite requerido para a atividade enzimatica 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 influencia do teor de umidade initial do meio (8,6 a 

57,6%) e atividade de agua (0,641 a 0,990) na produgao de poligalacturonase por fermentacao 

em estado solido com diferentes linhagens dezyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Aspergillus. Os autores utilizaram torta de 

girassol como sustrato e obtiveram o maior valor de atividade PG 38,36 U/g, nas condigoes de 

51,8% de umidade initial e atividade de agua de 0,986. 

Alcantara, S. (2007) estudou a influencia da quantidade de agua e a concentragao de 

uma fonte de nitrogenio na produgao de pectinases, usando o pedunculo do caju seco como 

substrato e o Aspergillus niger CCT 0916 como micro-organismo, em um cultivo semissolido. 

A atividade poligalacturonasica maxima (11 U/g) foi obtida nas seguintes condigoes: umidade 

initial do meio de 50% (b.u), atividade de agua entre 0,99 e 1,00, sulfate de amonio de 0,5% 

(m/m), concentragao de in6culo de 107 esporos por grama de substrato solido e temperatura de 

incubagao igual a 30°C. 

Na preparagao do meio nos processos fermentativos deve-se considerar a atividade de 

agua e a umidade do mesmo para alcangar os nfveis ideais de desenvolvimento dos micro-

organismos e consequentemente o maximo do produto desejado. Portanto, para isso e 

necessario o conhecimento de isotermas de sorgao a qual pode ser definida como, a expressao 

grafica da relagao funcional existente entre o conteudo da umidade de uma substantia e a 

atividade de agua (Aw) da mesma substantia, medidas a uma temperatura constante 

(CORREIA, 2004). 

Na fermentagao em estado solido as isotermas de sorgao podem ser construidas para 

avaliar a quantidade de agua a ser adicionado ao substrato e tambem definir o comportamento 

do residuo com relagao a adigao de agua. 
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Muitos modelos matematicos tem sido propostos para a obtengao das isotermas de 

adsorgao ou dessorcao de alimentos, pois nao existe uma equagao geral, haja vista que,a 

atividade, de agua depende da composicao e da interacao dos diferentes constituintes do 

alimento com a agua em condicoes de equilibrio termodinamico (WELTI-CHANES e 

VERGURA, 1997). 

2.6.1.5 Temperatura 

A temperatura tem uma grande influencia no crescimento dos micro-organismos uma 

vez que todos os processos fermentativos sao dependentes de reacoes qufmicas as quais sao 

afetadas pela temperatura. 

Durante o processo, a temperatura e um fator crftico devido a grandes quantidades de 

calor produzido em consequeticia das atividades metabolicas dos micro-organismos. O calor 

produzido devera ser dissipado para que o aumento da temperatura nao prejudique o processo 

(PINTO, 2003). 

Para cada micro-organismo existe uma temperatura minima, abaixo da qual nao ha 

crescimento, uma temperatura otima a qual o crescimento e maximo e uma temperatura 

maxima acima da qual nao ha desenvolvimento microbiano. De acordo com Pinto et al. 

(2006) para os fungos filamentosos a temperatura influencia diretamente a germinacao dos 

esporos, crescimento e formagao dos produtos. Muitos autores usando ozyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Aspergillus niger 

como agente de fermentagao utilizaram temperaturas entre 30 a 40°C (SANTOS, 2008; 

KUMAR, 2010; GOMES, 2011; FERNANDEZ, 2011; CAVALCANTI, 2011). 

Fawole e Odunfa (2003) estudaram o efeito de diferentes temperaturas entre 20 e 45°C 

na produgao de pectinases por Aspergillus niger e concluiram que a maior atividade 

enzimatica e formagao da biomassa foram a 40°C enquanto que a 45°C houve um acentuado 

decrescimo. 

2.6.1.6 pH 

O valor do pH do meio e um dos parametros muito importante em qualquer processo 

biologico para que se possa obter um bom crescimento celular e elevados rendimentos em 

produtos. Um pH adverso afeta pelo menos dois aspectos de uma eelula microbiana viva: o 

funcionamento de suas enzimas e o transporte de nutrientes para o interior da eelula (JAY, 

2005). 
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Os micro-organismos tdm valores de pH minimo, otimo e maximo para o seu 

desenvolvimento e crescimento. Geralmente os fungos preferem pH entre 4,5 - 5,0 e as 

bacterias pH proximos da neutralidade (6,5 - 7,0). Para ozyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Aspergillus niger o valor minimo e 

de 1,2 e 6timo esta entre 3,0 a 6,0 (FRANCO, 1999). 

Martins (2006) estudou a estabilidade termica e a estabilidade frente as variacoes de 

pH da poligalacturonase produzida por Thermoascus aurantiacus e observou que em pH entre 

3,0 e 3,5 esta enzima manteve-se com 91 % da atividade original e em valores de pH elevados 

houve uma queda na sua estabilidade. Com relacao a temperatura, para valores ate 50°C, esta 

enzima conservou 80% da sua atividade original e manteve apenas 6% dessa atividade quando 

exposta a uma temperatura de 70°C. 

Souza et al. (2010) tambem estudaram a estabilidade termica e a estabilidade frente as 

variac5es de pH da poligalacturonase produzida por fermentacao em estado solido, utilizando 

o micro-organismo Aspergillus niger e como substrato o residuo do maracuja e concluiram 

que esta enzima mostrou boa estabilidade ate 50°C, apresentando 75% da atividade maxima 

na temperatura de 30°C. Em temperatura acima de 70°C foi completamente inativada, durante 

20 minutos e com relacao 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 nao detectaram atividade. 

2.6.1.7 Tamanho das Partfculas 

Sao de extrema importancia o tamanho e a forma das partfculas do substrato. 

Geralmente partfculas muito pequenas poderao resultar em aglomeracio do substrato 

interferindo na respiracao microbiana e consequentemente pouco crescimento celular, 

entretanto partfculas maiores promovem melhor aeracao devido aos espacos entre as 

partfculas, mas limitam a superficie para ataque microbiano (PANDEY et a l , 1999). 

Vale ressaltar tambem que partfculas muito pequenas, a area superficial e maior 

enquanto que a porosidade e menor dificultando a penetracao do fungo filamentoso nos poros 

e consequentemente dentro das partfculas do substrato (RUIZ, 2012). 

2.7 RECUPERACAO E PURIFICACAO DE ENZIMAS 

O processo de recuperacao e purificacao de biomoleculas produzidas por micro-

organismos em uma fermentacao e denominado de downstream processing, e uma etapa 

muito importante na industria biotecnologica para obtencao de produtos de alta pureza, 
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representando cerca de 80 a 90% do custo de producao. No caso da producao comercial de 

enzimas os custos com as operagoes de recuperagao podem alcancar ate 80% do custo final do 

produto (CASTILHO et al., 1999). Portanto, e de externa importaticia que se desenvolva 

tecnicas eficazes, econSmicas e que alcancem altos graus de recuperacao e purificacao, 

mantendo a atividade biologica da enzima (ANTOV et al.,2004). Para isso e importante o 

estudo de sua otimizagao, de modo a se obter produtos biologicos comercialmente viaveis, 

haja vista que durante o processo fermentativo para a obtencao do composto desejado, podem 

ser gerados outros compostos que impedem muitas vezes a sua utilizagao em procedimentos 

industrials. Portanto, muitas tecnicas tem sido utilizadas para a recuperacao e purificacao de 

biomoleculas dentre elas se encontram as mais antigas como a precipitagao, extragao com 

solventes e filtragao as quais tem alto poder de concentragao e baixa purificagao. E as mais 

modernas como a cromatografia de afinidade, troca ionica ou gel-filtragao, eletroforese, 

extragao em duas fases aquosas, extragao com micela re versa que recuperam e purificam, de 

forma mais eficaz (FERREIRA, J., 2007). A eseolha do metodo depende das caracteristicas de 

cada enzima e do grau de pureza desejado. 

A tecnologia de purificagao desses biocompostos foi desenvolvida lentamente em 

comparagao com a tecnologia de produgao em detrimento da complexidade do sistema e a 

necessidade de manter a biomolecula com atividade biologica (MUTHIAH, 2011). 

A separagao de proteinas por precipitagao e uma das tecnicas mais tradicionais e 

amplamente utilizadas na recuperagao e parcial purificagao dessas biomoleculas. E uma 

tecnica de facil ampliagao para escala industrial e com viabilidade para operagao continua a 

custos aceitaveis para grandes volumes. Consiste na decantagao ou centrifugagao dos 

precipitados de proteinas. Dentre as tecnicas de precipitagao a utilizagaode sulfato de amonio 

e o uso de solventes organicos misciveis tais como etanol, metanol ou acetona em um meio 

aquoso contendo proteinas tem sido bastante utilizado. A vantagem da utilizagao do etanol 

como agente de precipitagao e devido a sua abundancia e seu baixo custo o qual torna a 

recuperagao da enzima economicamente viavel, alem do mesmo poder ser reciclado atraves 

do processo de destilagao. E as desvantagens do seu uso podem ser: a necessidade de 

operagao em baixa temperatura para minimizar a desnaturagao da enzima, e o perigo de 

inflamabilidade deste solvente (SCOPES, 2008). 

Saxena, Davidson e Sheoran (2003) fizeram um estudo sobre os metodos de 

purificagao e observaram que aproximadamente 80% dos sistemas de purificagao utilizavam a 

etapa de precipitagao sendo que, 60% usavam sulfato de amonio e 35% usavam etanol, 

acetona ou um acido, seguido de algum metodo cromatografico. 
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Ferreira, G.et al. (2007) purificaram a amilase e malte dezyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Zea mays utilizando 80% de 

alcool, obtendo um rendimento de 96%. 

Pedrolli et al. (2010) purificaram a poligalacturonase produzida por Aspergillus 

giganteus utilizando 70% (m/v) de sulfato de amonio, obtendo um rendimento total de 86,4%. 

Santana et al. (2012) lizeram um estudo comparative de tecnicas de precipitagao com 

a enzima amilase obtida de malte de milho utilizando como agentes precipitantes os solventes 

alcool e acetona e o sal, sulfato de amdnio. O maior valor encontrado por estes autores para o 

fator de purificacao (FP) foi de 194, quando usaram o sulfato de amonio a 30% de saturagao. 

Considerando que o processo de separagao e purificagao deve ser simples, economico 

e evitar sucessivas etapas e que a partigao de biomoleculas em sistema aquoso bifasico tem 

sido uma alternativa bastante eficiente para estes bioprodutos alem das fases serem 

eompatfveis com quase todas as proteinas conhecidas. Vale ressaltar que quanto mais etapas 

forem necessarias para a purificagao menor sera a recuperagao proteica. 

Segundo Selvakumaret al. (2010) as vantagens deste sistema sao: ambiente 

biocompativel, baixa tensao interfacial, baixa energia, facil aplicagao em grande escala, 

operagao continua e alta sensibilidade no reconhecimento das interag5es das proteinas 

ligantes. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

2.7.1 Recuperacao de enzimas obtidas por fermentagao 

A extragao de substancias contidas nos solidos fermentados e uma operagao de 

extragao s61ido-liquido. E a primeira etapa da recuperagao das enzimas obtida na fermentagao 

em estado solido ou cultivo semissolido, tambem chamada de lixiviagao. Esta etapa tem como 

prinefpio basico a dissolugao de um ou varios solutos solidos em um solvente liquido 

(FERNANDEZ et al., 2011). Este solvente pode ser: agua, tampoes, solugoes salinas dilufdas 

ou solugoes aquosas de glicerol resultando apos a operagao em um extrato enzimatico 

bastante limpido (CASTILHO, 1997). O uso de tamp5es evita a desnaturagao e inativagao 

enzimatica. Normalmente o pH escolhido para a solugao tampao e aquele onde a atividade e 

estabilidade da proteina e maxima, portanto cada enzima possui uma forma de extragao 

considerada otima conforme suas caracteristicas funcionais. 

A relagao entre a quantidade de solido e o volume de solvente a adicionar e de extrema 

importancia, pois um grande volume de solvente na extragao dos solutos aumenta 

consideravelmente os custos de purificagao e recuperagao do produto desejado. 
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Santos, S.et al. (2008) estudaram o processo de extragao da poligacturonase produzida 

porzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Aspergillus niger usando o penduculo de caju seco como substrato em fermentacao em 

estado solido e verificaram que a maior atividade enzimatica 16,1 (U/g) deu-se com a relagao 

solido/solvente dezyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA 1:5 e tempo de contato entre solvente e meio fermentado de 100 minutos. 

Entretanto Hendges et al. (2011) estudaram o processo de extracao desta mesma enzima e 

utilizaram como substrato na fermentagao em estado solido, farelo de trigo e pectina obtendo 

80 U/g de atividade poligalacturonasica nas condicoes de: relagao solido/solvente (RE) de 

1:7,5; tempo de contato (TC) de 15 minutos e agitagao do meio (AG) de 200 rpm. 

Para se obter um processo de lixiviagao com exito varios fatores devem ser levados em 

consideragao: relagao soluto/solvente, o preparo dos solidos, pH do solvente, temperatura do 

processo e o grau de agitagao do sistema o qual favorece a difusao dos solutos no solvente 

(FERNANDEZ et a l , 2011). 

2.7.2 Fa tor de recuperacao e purificacao de enzimas 

Segundo Cavalcanti (2010) as solugoes contendo as biomoleculas a serem purificadas 

encontram-se misturadas as celulas, sais e a produtos gerados (muitas vezes indesejaveis) 

durante o processo fermentativo, portanto e importante que se utilize um tratamento que 

possibilite a separagao destes materiais. 

A avaliagao do desempenho de qualquer metodo de purificagao de proteinas 

geralmente baseia-se na recuperagao e no fator de purificagao de proteinas. Estes valores 

segundo Cavalcanti (2010) sao obtidos em relagao a solugao initial podendo tambem ser feita 

a avaliagao pela relagao entre a concentragao do material purificado (C) com a concentragao 

do material initial (C0), ou qualquer que seja a etapa dentro do bioprocesso, tendo sempre 

uma etapa anterior como referenda. Logo, conforme a Equagio 2, define-se a recuperagao da 

proteina (RP) como: 

RP (%) = ~ x 100 (2) 

Onde: 

C: concentragao do material purificado; 

CG: concentragao do material nao purificado. 
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O fator de purificagao (FP) e definido para enzimas como a relagao entre a atividade 

especifica no material purificado (AS) com a atividade especifica no material nao purificado 

(ANS), conforme a Equagao 3: 

AS 

F P = ANS ^ 

2.8 SISTEMAS AQUOSOS BIFASICOS (SABs) 

Os sistemas aquosos bifasicos (SABs) sao conhecidos desde o final do seculo XLX, 

quando Beijerinck descobriu que solugoes aquosas de gelatina com agar ou amido soliivel 

quando misturadas em uma dada faixa de temperatura e concentragao separavam-se 

espontaneamente em duas fases liquidas limpidas. Entretanto foi apenas com os trabalhos de 

Albertson em meados da decada de 50 que ficou evidente para a comunidade cientffica a 

grande potencialidade da aplicagao desta tecnica para partigao/purificagao de biocompostos 

(SILVAeLOH,2006). 

Os SABs sao formados pela mistura de solugoes aquosas de dois polimeros 

quimicamente distintos, ou pela combinagao de uma solugao aquosa de um polimero e uma 

solugao aquosa de solutos de baixa massa molar (um sal), formando duas fases com 

composigoes diferentes. Os polimeros e os sais sao soluveis em agua, mas sao incompativeis 

entre si e se separam em duas fases (CUNHA, 2008). Uma das fases neste sistema e rica em 

polimero e a outra no outro polimero ou sal. Estas fases estao separadas por uma interface que 

e a regiao na qual as propriedades termodinamicas intensivas de cada fase transitam para 

valores diferentes, sempre tendendo ao equilibrio entre fases (CARVALHO, M., 2007).O 

maior constituinte destes sistemas e a agua (70 a 90%), proporcionando um ambiente ameno 

para as biomoleculas evitando, assim, mudangas em suas estruturas e perdas de atividades 

biologicas (Da SILVA 2006). 

Dentre os varios tipos de sistemas bifasicos aplicados na recuperagao de enzimas, 

destacam-se os formados por dois polimeros de cadeia flexivel (PCF), como PEG (polietileno 

glicol) e dextrana e os que contem polimero como PEG e um sal inorgfinico como: sulfato de 

sodio, fosfato de potassio, sulfato de amonio, sulfato de magnesio, carbonate de sodio entre 

outros. Atualmente, os sais organicos como os citrates, tartaratos, succinates tambem estao 

sendo usados na formagao destes sistemas com sucesso (CUNHA, 2008). 
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Madhusudhan et al.(2008) estudaram a influencia de diferentes sais tais como: fosfato 

de potassio, sulfato de sodio, fosfato de sodio, sulfato de magnesio e sulfato de amonio na 

purificagao da enzima alcool desidrogenase e obtiveram a melhor recuperacao da atividade 

(89%) quando utilizaram o sal fosfato de potassio. Segundo Yan-min et al. (2010) o principal 

sal utilizado na industria e o fosfato devido ao seu baixo custo e ao alto coeficiente de particao 

de biomoleculas, entretanto altas concentraeoes deste podem causar problemas no equlibrio 

do SAB como, por exemplo, a desnaturacao de biomoleculas. 

Os SABs formados por PEG e dextrana ou PEG e sais sao amplamente utilizados na 

separacao e purificagao de misturas de moleculas de origem biologica, dentre elas, as enzimas 

pela disponibilidade em grandes quantidades no mercado, por nao serem toxicos, possufrem 

alta seletividade, possibilidade de reciclagem dos reagentes e por manterem a integridade das 

enzimas (RATANAPONGLEKA, 2010). Como o custo da dextrana e elevado torna-se 

inviavel a sua aplicagao em escala industrial, portanto o sistema aquoso bifasico PEG e sais 

tem sido empregados para a extragao de enzimas em larga escala devido, ao seu baixo custo, 

baixa viscosidade e curto tempo para separagao das fases. Alem 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 

bifasicos e o seu potencial de aplicagao a nfvel industrial na separagao de biomoleculas. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

2.8.1 Componentes dos sistemas aquosos bifasicos 

a) Polietileno glicol (PEG) 

O polietileno glicol (PEG), HO-(CH2-CH2-0)nH e um polimero sintetico neutro, 

poliester, linear ou de cadeia ramificada, com uma grande variedade de pesos moleculares, 

variando de algumas centenas ate milhares de unidades de massa atomica. Soluvel em agua e 

em diferentes solventes organicos, benzeno, dicloro metano e outros (FERREIRA, J., 2007). 

E um polimero produzido mundialmente em grandes quantidades devido a sua ampla 

aplicabilidade nas industrias de plasticos, alimenticias, cosmeticas e farmaceuticas. E seu uso 

tambem e de grande interesse na biotecnologia por ser um composto biodegradavel e atoxico, 

sendo aprovado pelo FDAzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA (Food and Drug Administration). E um dos polimeros mais 

utilizados em sistemas aquosos bifasicos. 

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

e o termo PEO (polioxido de etileno) e restrito para compostos de altas massas molares 
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(maiores que 20.000g/mol). Os PEGs com massas molares menores que lO.OOOg/mol sao 

fomecidos na forma de solugoes incolores estaveis ou pastas e os de massas molares, acima 

de lO.OOOg/mol, sao encontrados na forma de • po ou flocos brancos. Sao moleeulas 

relativamente estaveis, biodegradaveis, nao toxicas e que podem ser estocadas a temperatura 

ambiente, entretanto a 4°C a ocorrencia de oxidagao em solucoes e retardada (IGARASHI, 

2003). A oxidacao do PEG e detectada pela dirmnuicao do pH, devido a liberacao de grupos 

acidos que altera a coloracao da solugao para marrom (IGARASHI, 2003). A utilizagao do 

PEG e de grande interesse na biotecnologia principalmente por excluir, em ambiente aquoso, 

outros polimeros de sua vizinhanga, nao se solubilizando com eles (Da STLVA, 2006). 

b) Fosfato de potassio monoacido e diacido de potassio 

Os fosfatos sao sais inorginicos, amplamente conhecidos. Sao utilizados em sistemas 

bifasicos aquosos do tipo polfmero/sal e formam duas fases na presenga do polimero (PEG). 

O fosfato monoacido de potassio ou hidrogenofosfato de potassio tem massa molar 174,09 

g/mol e formula molecularzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA K2H PO4 (anidro). Em solugao a 5% e temperatura de 25°C seu pH 

fiea entre 8,5 e 9,6. A sua cinetica de dissolugao em agua e lenta, sendo necessario aquecer o 

sistema para dissolugao total do sal a altas concentragoes. 

O fosfato diacido de potassio ou di-hidrogenofosfato de potassio tem massa molar 

136,09 g/mol e formula molecular KH2P04 (anidro). Em solugao a 5% e temperatura de 25°C 

seu pH fica entre 4,1 a 4,5 e sua cinetica de dissolugao em agua € mais rapida que a do 

monoacido. Os sais de fosfato apresentam um baixo custo, por isso o seu grande uso em 

sistemas de duas fases aquosas (FERREJJRA, J., 2007). zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

2.8.2 Diagrama de fases 

A representagao grafica utilizada para expressar as concentragoes de um sistema de 

fases e geralmente feita atraves de diagramas retangulares (Figura 4) devido ao seu alto teor 

de agua e e de grande importancia para os estudos de separagao de biomoleculas, pois sao 

usados como ponto de partida para o desenvolvimento de um processo de extragao. 

A concentragao de um dos constituintes do sistema e representada no eixo horizontal e 

a outra no eixo vertical. A quantidade de agua (ou do terceiro componente) e calculada por 

diferenga. 
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Fonte: (CARDOSO,zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA M., 2007). 

A curva que divide a regiao em duas fases (FS-PC-FI) e denominada de curva binodal 

ou curva de equlfbrio. Os sistemas cuja composicao fica abaixo da binodal formam uma unica 

fase (regiao monofasica), entretanto os que ficam acima desta formam duas fases (regiao 

bifasica). As linhas sao chamadas "tie-lines" ou linha de amarracao as quais sao retas que 

ligam pontes no diagrama que representam a composicao das duas fases em equilibrio. 

Qualquer ponto sobre essa mesma linha fornecera fases superiores e inferiores com a mesma 

composicao final, embora com diferentes relacoes de volumes entre as fases (SILVA e LOH, 

2006). No diagrama de fases sao mostrados tres sistemas com composicoes globais diferentes 

PI, P2 e G, localizados em linhas de amarracao diferentes (CARDOSO, M., 2007). Outra 

particularidade mostrada neste diagrama e o ponto critico (Pc) onde as propriedades ffsicas e 

quimicas das duas fases sao teoricamente iguais (ALBERTSSON, 1986). 

2.8.3 Particao de enzimas em sistemas aquosos bifasicos 

Nos sistemas aquosos bifasicos formados por duas fases, as biomoleculas presentes 

estao distribuidas entre as mesmas atraves de um coeficiente de particao (K). E uma variavel 

que mede a eficiencia do processo de separacao da substantia de interesse, pois mostra a sua 

distribuicao nas duas fases aquosas. Como os sistemas aquosos bifasicos sao bastante 

aplicados aos processos de separagao em biotecnologia, geralmente as substancias de 

interesse sao produtos biotecnologicos, principalmente proteinas e enzimas as quais 

normalmente o K esta associado. 
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O coeficiente de particao (K) e definido como a razao entre a concentracao da 

substantia de interesse, enzima, na fase superior (As) e inferior (Ai) apos o sistema atingir o 

equilfbrio (Equagao 4). 

Quando o coeficiente de particao, tambem chamado de distribuicao, for igual a um a 

concentragao da biomolecula e igual em ambas as fases, ou seja, indica que o soluto 

particionou igualmente entre as duas fases (superior e inferior), Entretanto se o coeficiente for 

maior do que um, significa que a biomolecula particionou preferencialmente para a fase 

superior e caso seja menor do que um significa que ela se concentrou preferencialmente na 

outra fase (IGARASHI, 2003). 

Segundo Chaiwut et al.(2010) sao varios os fatores que podem contribuir para a 

distribuicao das biomoleculas: natureza qufmica dos componentes formadores do SAB, a 

massa molar do polimero, concentragao do polimero ou do sal, pH, temperatura, adigao de 

sais inorganicos alem do tamanho e estrutura da biomolecula. Portanto as condigSes 

adequadas para a partigao destas podem ser encontradas a partir de experimentos. 

Em geral, quanto maior for a massa molar do polimero, menor sera a concentragao 

requerida, desse mesmo polimero, para que ocorra a formagao das duas fases (PEREIRA M., 

2005). Este comportamento e devido ao aumento do carater hidrofobico do PEG ao aumentar 

a massa molar do polimero (BERTOLUZO et al., 2005). A massa molar do polimero afeta 

tambem o tempo de separagao das fases o qual pode ser minimizado pela centrifugagao do 

sistema apos a mistura das fases. 

Antov et al. (2004) utilizaram dois tipos de sistemas aquosos bifasicos com diferentes 

concentragoes de PEG na purificagao de pectinases e observaram a influencia da concentragao 

do PEG no coeficiente de partigao. Quando a concentragao de PEG variou de 13 a 19% e de 5 

a 17,5% o K diminuiu de 0,30 para 0,0 e 0,59 para 0,14. O mesmo foi observado por 

Mehrnoush et al. (2011) estudando a partigao 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 diminuigao do K com o aumento do polimero pode ser devido ao aumento da repulsao 

entropica da fase. 
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Lima, A.et al. (2002) utilizaram varias massas molares de PEG entre 400 e 10.000 na 

particao de pectinases e observaram que a maioria destas enzimas se concentrava mais na fase 

polimerica para o sistema de menor massa molar e a medida que aumentava o peso molecular 

do PEG a concentragao dava-se na fase salina (inferior). 

O pH pode afetar o coeficiente de partigao quer seja alterando a carga do soluto quer 

seja alterando outras especies presentes no sistema. Segundo Zhang et al.(2010) ao purificar 

lipase produzida porzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Trichosporon 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 

partigao de 7,61 e o fator de purificagao de aproximadamente 3 vezes. 

O efeito da temperatura e um fator muito importante a considerar na partigao de 

enzimas, pois temperaturas elevadas nos sistemas aquosos bifasicos podem acarretar em 

mudangas conformacionais como tambem desnatura-las. 

Nos sistemas constitufdos por um polimero e um sal, o aumento da temperatura pode 

acarretar em diminuigao das concentragoes de polimeros e sal necessarias ao aparecimento de 

duas fases (PEREIRA M., 2005). Silva e Loh (2006) verificararn ao estudar sistemas 

contendo PEG/sal que em temperaturas proximas a ambiente a separagao das fases ocorria 

com mais facilidade, entretanto Albertsson (1986) ao estudar o sistema PEG e dextrana 

observou que com o aumento da temperatura era necessaria uma concentragao maior dos 

polimeros para que ocorresse a separagao das fases. 

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

importante que a temperatura seja fixa e adequada a biomolecula. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

2.8.4 Tempo de separagao das fases 

O tempo de separagao das fases apos a mistura dos componentes depende do tipo de 

sistema. Sistemas contendo PEG/sal possuem um tempo de separagao das fases muito menor 

que os sistemas PEG/dextrana devido a densidade e viscosidade do sistema. Nos sistemas 

PEG/fosfato, o tempo de separagao entre as fases e inferior a 5 minutos, enquanto que em 

sistemas PEG/dextrana dependendo da concentragao e da massa molar dos polimeros esse 

valor sera entre 5 a 30 minutos (COIMBRA, 1995). 

A velocidade de coalescBncia das pequenas bolhas que se formam durante a agitagao 

tambem influencia no tempo de separagao. Quando se agita um sistema de fases de maneira a 

uniformiza-lo, imcialmente ocorre a formagao de pequenas regioes ricas em cada 
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componente. Com o tempo, essas regioes aumentam e separam-se em duas regioes distintas zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

(FERREIRA J., 2009). 

2.8.5 Aplicacoes dos sistemas aquosos bifasicos 

A indvistria exige processos dezyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA downstream rapido e economico para o 

particionamento e purificagao de biomoleculas. Os sistemas aquosos bifasicos tem sido uma 

alternativa atraente e empregados com muito sucesso na separacao de uma diversidade de 

biomoleculas. E uma tecnologia ideal onde a clarificagao, concentragao e purificagao podem 

ser integradas em uma unica etapa. Na literatura encontram-se uma variedade de trabalhos 

que evidenciam o seu potential de aplicagao a nfvel industrial. A Tabela 5 apresenta 

diferentes SABs e algumas de suas aplicagoes. 
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Tabela 5 - Aplicacoes dos sistemas aquosos bifasicos (SABs). 

BIOMOLECULA SAB AUTORES RECUPERACAO 

Exopoligalacturonase PEG 400/fosfato LIMA, ALEGRE, MEIRELLES 89,5 

Endopoligalacturonase PEG400/fosfato (2002) 64,6 

Xilanase PEG/fosfato de potassio IGARASHI (2003) 94% 

Pectinases 
PEG 4000/dextrana 

PEG 4000/(NH4)2SO4 
ANTOV et al. (2004) 

72,41% 

69,46% 

Endopoligalacturonase PEG/(NH4)2S04 PEREIRA, M. (2005) 
91% 

95% 

Pectinase PEG/dextrana MADAREV et al. (2006) 65,01% 

Xilanase PEG/sulfato de amonia ANTOV et al. (2006) 97,57% 

Glucose (G6PDH) PEG/fosfato de potassio RIBEIRO (2007) 97,70% 

Glicomaeropeptfdeo 
PEG/ Sal (Sulfato, 

Fosfato e Citrato) 
SILVA (2007) 94,66% 

a-galactosidase PEG4000/fosfatode 

potassio 

NAGANAGOUDA E 

MULIMANI (2008) 
87,71% 

Endo-pectinase 

Exo-pectinase 

PEG 1500/dextrana 

PEG 6000/(NH4)2SO4 
PRODANOVIC E ANTOV 

(2008) 

85,68% 

84,28% 

Pectinase PEG 1000/Na2SO4 ANTOVE OMARJAN (2009) 90% 

a-amilase 
PEG 6000/fosfato de 

potassio 

PEG 10000/fosfato de 

potassio 

NGUYEN etal . (2010) 93,45% 

Poligalacturonases 

PEG 6000/fosfato de 

potassio 

PEG 10000/fosfato de 

potassio 
SOUSA, C. (2010) 100% 

Glicose oxidase PEG 7500 SINGH (2010) 69,2% 

Lecitina PEG 400/citrato PORTO etal. (2011) 104% 

P-lactoglobulina 

a-lactoalbumina 

PEG 2000/fosfato de 

potassio 
ALCANTARA, P.et al. (2011) 

97,3% 

81,1% 

Invertase PEG 3000/Na2SO4 YUCEKAM e ONOL (2011) 90% 

Lipase PEG 4000/Citrato MARINE etal . (2011) 50% 

(3-galaetosidase 

p-glucosidase 
PEG 1500/(NH4)SO4 HEMAVATHI et al. (2011) 

98,26% 

92,58% 

Bromelina PEG/Fosfato COELHOetal. (2011) 80% 

a- amilase PEG 8000/fosfato PORFIRIetal. (2011) 99% 

Lipase 
PEG 8000/fosfato de 

potassio 
BARBOSA etal. (2011) 201,53 

206% 
Bromelina PEG 6000/MgSO4 KETNAWAetal. (2012) 

201,53 

206% 

Invertase PEG 3000/MgSO4 KARKAS e ONOL (2012) 217,7% 
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2.9 ESTADO DA ARTE 

Esta secao trata de alguns trabalhos desenvolvidos sobre produgao de pectinases, em 

especial, apoligalacturonase (PG) produzidas por fungos em fermentagao em estado solido 

alem de apresentar alguns trabalhos na recuperagao e purificagao de enzimas utilizando 

sistemas aquosos bifasicos constituidos de polimero e sal. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

2.9.1 Produgao de pectinases por fermentagao em estado solido 

Os setores agroindustriais e de alimentos produzem grandes quantidades de residuos 

que devido a crescente preocupagao com o meio ambiente vem buscando alternativas para 

reduzir possiveis impactos ambientais como tambem agregar valor a estas materias-primas 

que antes eram descartadas. Estes residuos podem ser transformados em compostos de alto 

valor comercial, enzimas, atraves de processos biotecnologicos, tais como, fermentagao em 

estado solido, o qual geralmente favorece a obtengao de proteinas com maior 

termoestabilidade e tolerancia a valores de pH, assim como, permite a produgao de enzimas 

brutas mais concentradas e com menores custos de extragao e purificagao. Este processo tem 

sido utilizado globalmente e tem provado ser a tecnologia ideal na bioconversao pratica, 

economica e ecologica dos residuos agroindustriais. 

Zheing e Sheny (2000) estudaram a estabilidade de pectinases, a partir de residuos de 

beneficiamento de frutas e concluiram que estas se mostraram estaveis a temperaturas ate" 

50°C e 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 cftricas comerciais como fonte indutora da exo-poligalacturonase em fermentagao em 

estado solido porzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Aspergillus niger. O farelo de trigo foi o suporte e a principal fonte de 

carbono. Os autores concluiram que a casca de limao apresentou melhores resultados de 

atividade (70,5 U/g) do que as pectinas comerciais (34,7 e 35,3 U/g de materia seca). 

Menezes et al. (2006) utilizaram residuos de maracuja como suplemento e farelo de 

trigo como suporte e fonte de carbono, na sintese da poligalacturonase em fermentagao em 

estado solido por Aspergillus niger. Os autores estudaram proporgoes de maracuja e farelo de 

trigo e concluiram que o residuo de maracuja apresentou potencial de aplicagao na produgao 

desta enzima por aumentar a atividade de 4,08 U/mL para 5,77 U/mL quando presente no 

meio em proporgao de 25% para 75% de farelo de trigo. 
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Segundo Linde et al. (2007) a sfntese das pectinases e bastante influenciada pelo 

substrato utilizado como meio de cultivo, principalmente pelas fontes de carbono e nitrogenio, 

presenca de pectina, temperatura e pH. 

Santos, S.et al. (2008) estudaram o efeito da umidade inicial do meio assim como a 

adicao de sulfato de amonio e fosfato de potassio na produgao de poligalacturonase por 

fermentagao em estado solido, usando pedunculo de caju seco como substrato ezyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Aspergillus 

Niger CCT 0916 como agente transformador. A maior atividade 10,4 U/g de meio fermentado 

foi obtida nas condigoes de: concentragao de inoculo de 107 esporos por grama de substrato 

solido, umidade inicial do meio 60% (b.u), concentragao de fosforo 0,6% (m/m) e sem adigao 

de nitrogenio. A temperatura de incubagao foi de 30°C durante 22 horas de processo. 

Giese, Dekker e Barbosa (2008) utilizaram o bagago de laranja na produgao de 

pectinase por fermentagao em estado s61ido e obtiveram 32 U/mL de atividade pectinolitica, 

entretanto quando adicionaram extrato de oleo 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 fragao de oleos essenciais nos residuos citricos 

que irao ser utilizados como substrato na produgao de pectinases. 

Castro et al. (2009) testaram parametros de cultivo na produgao de poligalacturonase 

por Aspergillus niger CCT 0916 em fermentagao em estado solido utilizando torta de canola 

como substrato e obtiveram o maior valor de atividade PG 19,7 U/g, nas condigoes de 51,8% 

de umidade inicial correspondendo a atividade de agua de 0,986, temperatura de 30°C e 

inoculo inicial de 107 esporos/g em 72 horas de fermentagao. 

Sheekh et al. (2009) utilizaram cascas de laranja como fonte de carbono e sulfato de 

amonio como unica fonte de azoto na produgao de poligalacturonases, celulases e 

hemicelulases obtida de Aspergillus cameus NRC1 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 maga e pectina da polpa da maga 

prensada na produgao da endo-poligalacturonase obtida por Aspergillus niger com o objetivo 

de otimizar o meio para alcangar a maxima atividade. O resultado mostrou que dentre estas 

fontes a que atingiu o maximo 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 maga, (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 residue- seeo de maracuja (casca e albedo) na producao 

de poligalacturonase por fermentacao em estado s61ido e como agente da fermentagao o zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Aspergillus niger CCT 0916 e obtiveram a maxima atividade de 20,9 U/g com umidade 

inicial do meio de 40% e fonte de nitrogenio 1% em 66 horas de processo. 

Kumar et al. (2010) utilizaram casca de manga como indutor na producao de 

poligalacturonase e como agente fermentador o fungo Fusarium moniliforme. Os autores 

obtiveram atividade poligalacturonasica de 43,2 U/g. 

Kar e Ray (2011) utilizaram varias fontes de nitrogenio (caseina, peptona, extrato de 

levedura, nitrato de amonio, extrato de came, etc.) na produgao da exo-poligalacturonase e 

obteve a maior atividade com o extrato de carne a 1%. 

Abassi et al. (2011) compararam o efeito do nitrato de s6dio e sulfato de amdnio na 

produgao de poligalacturonases (endo e exo) e observaram que quando adicionado o sulfato 

de amonio ocorreu um aumento na atividade maior do que com o nitrato. Os autores tambem 

avaliaram a adigao de pectina e glicose no meio contendo farinha de trigo como fonte de 

carbono e obtiveram a maxima atividade com 4 g/L de pectina citrica ja para a glicose a 

atividade maxima foi conseguida com 2 g/L de glicose. 

Gomes et al. (2011) estudando a estabilidade da enzima poligalacturonase 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 otima de 37°C e pH 5,5 resultou 

numa atividade de 72,93 U/mL e que quando armazenada em baixas temperaturas manteve o 

seu valor inicial de atividade por um periodo de 40 dias. 

Diferentes tipos de micro-organismos podem crescer em residuos originados do 

beneficiamento de frutas, entretanto sao os fungos filamentosos os mais adaptaveis ao cultivo 

em estado solido, pois sao capazes de crescerem em meio com baixo teor de umidade. Dentre 

estes fungos o Aspergillus e um dos mais amplamente utilizados em processos industrials, 

com destaque para a produgao de enzimas pectinoliticas ou pectinases (CASTILHO et al., 

2000). 

Padma, Anuradha e Reddy (2011) utilizaram os residuos: casca de laranja, casca de 

maga, casca de manga e casca de goiaba, ricos em pectina, como substrato na produgao de 

poligalacturonase por Aspergillus awamori em fermentagao em estado solido e obtiveram 

respectivamente, 21 U/g, 20 U/g, 19 U/g e 15 U/g de atividade pohgalacturonasica. 

Fernandez et al. (2011) estudaram o potential das cascas de citrinos na produgao de 

pectinases e xilanases por meio da fermentagao em estado solido e como agente da 
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fermentagao o micro-organismozyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Aspergillus niger F3 num bioreator de 2 Kg. A maior 

atividade alcangada para a pectinase foi de 265 U/g e para a xilanase foi de 65 U/g. 

Santiago et al. (2011) estudaram o potencial da casca do umbu como substrato na 

produgao da poligalacturonase por meio da fermentagao em estado solido e o 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), 107 esporos por grama de meio umido, 

concentragao de sulfato de amonio de 1,0% m/m, pH inicial de 2,2 e temperatura de 30°C as 

66 horas de fermentagao. 

Fernandez et al. (2011) estudaram a viabilidade do uso de cascas de citrus na produgao 

de pectinases e xilanases atraves do cultivo semissolido e utilizaram o micro-organismo 

Aspergillus niger F3 como agente da fermentagao nas seguintes condigoes: umidade inicial do 

meio 60%, 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 fermentagao em estado solido para produgao de pectinase atraves do micro-

organismo Aspergillus niger e alcangaram o maior valor da atividade PG de 15,74 U/mL nas 

seguintes condig5es: umidade de 50%, temperatura, 30°C, pH 5,0 e fonte de nitrogenio 

(sulfato de amonio) 50% as 72 horas de processo. 

Silva, J. et al. (2012) utilizaram tres especies de Aspergillus:phoenicis URM 4924, 

aculeatus URM 4953 e japonicus URM 5620 e quatro residuos de casca de frutas (limao, 

laranja, tangerina e maracuja) na fermentagao em estado solido com 40% de umidade, 107 

esporos/g a 30°C, durante 96 h para produgao de pectinases. Os maiores valores de atividade 

foram obtidos pelos fungos AJaponicus (66,68 U/g), usando a casca de maracuja para a 

poligalacturonase. 

Gongalves et al. (2012) estudaram a produgao de pectina liase (PL) e 

pohgalacturonase (PG) com micro-organismos geneticamente modificados 

Penicillium.griseorosem do tipo selvagem e Penicillium griseorosem T 20 quando cultivados 

em sacarose comercial e extrato de levedura. A maior atividade obtida par a PL foi de 2428 

U/mL 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 griseorsem T 20 

proporcionou um aumento de 400 vezes para a produgao de PL e de 14 vezes para a PG e 

concluiram atraves dos resultados as suas potencialidades para serem usados principalmente 

nas industrias de alimentos e textil. 
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2.9.2 Recuperacao e purificacao de enzimas 

Os sistemas aquosos bifasicos constituidos por dois compostos hidrofflicos como 

polimeros (polietileno glicol, dextrano, etc) e sais (fosfatos, sulfates, citrates e outros) sao 

utilizados na partigao/purificagao de bioeompostos os quais consistem de duas fases 

imiscfveis, onde o maior constituinte e a agua. Estes sistemas uSm sido estudados por muitos 

pesquisadores, entretanto as substancias quimicas utilizadas nos mesmos, tais como, sais e 

polimeros e que determina a competitividade com outras tecnicas de bioseparacao. E uma 

tecnologia que quando aplicada em processos biotecnologicos permite a integracao de etapas 

simultanea tais como, a separagao e concentragao do produto estudado em uma unica etapa 

(SINGH E VERNA, 2010). Alem da facilidade de ampliagao de escala. 

A etapa de purificagao e essencial para o estudo das propriedades biologicas e 

moleculares das enzimas. E interessante considerar que por mais que o processo de 

purificagao de uma enzima seja eficaz, este sempre podera causar alteragoes na sua estrutura. 

Lima, A.et al. (2002) estudaram a partigao de pectinase em SABs do tipo PEG 

1000/fosfato e obtiveram valores de fator de purificagao para a exo-poligalacturonase de 

16,28 e para a endo-poligalacturonase de 4,5 respectivamente. 

Prodanovic e Antov (2008) testaram a influencia de varios pesos moleculares do 

polietileno glicol na separagao e purificagao de pectinases produzidas porzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Penicillium 

cyclopiumem sistema aquoso bifasico composto de PEG/ sal e eneontraram que os maiores 

valores do rendimento foram na fase inferior para a endo-PG de 90,43% e fator de purificagao 

de 19,52 enquanto que para a exo-PG tambem na fase inferior foram de 89,93% e 37,85 

ambos com o PEG 6000. 

Madhusudhan et al. (2008) estudaram a influencia de diferentes sais tais como, fosfato 

de sodio, sulfato de sodio, sulfato de magnesio, fosfato de potassio e sulfato de amdnio na 

purificagao da alcool desidrogenase (ADH) e observaram que a melhor recuperagao da 

atividade (89%) foi alcangada quando utilizaram o sal fosfato de potassio. Em escala 

industrial segundo YAN-MIN et al. (2010) o principal sal utilizado e o fosfato devido ao seu 

baixo custo e ao alto coeficiente de partigao de biomoleculas, porem altas concentrag5es deste 

podem acarretar problemas de desnaturagao das biomoleculas. 

Ferreira, Padilha e Tambourgi (2009) estudaram um sistema bifasico aquoso variando 

as concentragoes do polietileno glicol (1500, 4000 e 6000) assim como a dos sais (fosfato 

monobasico de potassio e fosfato de potassio dibasico) objetivando a sua utilizagao na 

partigao de diversas biomoleculas em pHs 6, 7 e 8. Os autores concluiram com relagao a 
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massa molar do PEG, que menores concentragoes de solugoes eram necessarias para a 

formagao de fases com PEG de maior massa molar e verificaram tambem que a influencia dos 

pHs sobre os SB As nao apresentou comportamento definido. 

Mehrnoush et al. (2011) empregaram o sistema aquoso bifasico na separagao e 

purificagao de pectinases obtida da casca da manga para verificar a influencia da massa molar 

dos polimeros (PEG 2000-10000), concentragao de fosfato de potassio (12-20% w/w), pH (6-

9) e adigao de diferentes concentragoes de NaCl (0-8% w/w) sobre o comportamento de 

partigao da pectinase. Os autores concluiram que as melhores condigoes foram para o sistema 

composto de 14% de PEG 4000, 14% de fosfato de potassio, 3% de NaCl e pH 7,0 com FP de 

pectinase aumentado para 13,2 e rendimento de 97,6%. 

Coelho et al. (2011) purificaram a enzima bromelina obtida dos residuos de abacaxi 

atraves de sistemas bifasicos aquosos composto de PEG/fosfatode potassio. Os resultados 

mostraram que o experimento que resultou em maior valor para o fator de purificagao foi o 

constitufdo de 15% de fosfato e 15% de PEG 2000 cujo FP foi de 8,5 e o rendimento de 

89,9%. Estes autores observaram tambem que o emprego do cloreto de calcio foi inadequado, 

pois nao leva a formagao de um sistema bifasico. 

Ferreira, J.et al. (2011) utilizaram o sistema PEG 4000/fosfato de potassio para 

purificar a enzima bromelina presente nas folhas de curaua com valores de pH 7,0; 8,0 e 9,0 e 

obtiveram o maior fator de purificagao (3,34) nas condigoes de maior concentragao polimerica 

(16,23%) e tambem de sal (13,5%) para pH 7,0. 

Sousa, C.et al. (2012) estudaram a influencia da massa molar do PEG 4000, 6000 e 

8000 a um pH 7,0 na partigao e purificagao da enzima poligalacturonase produzida por zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Aspergillus niger atraves da fermentagao em estado solido da casca e albedo do maracuja. 

Foram testados diferentes composigoes de PEG e fosfato e concluiram que o sistema PEG 

8000 a 15% (m/m) e fosfato a 10% (m/m) foi o que apresentou o melhor fator de purificagao 

(7,01) e recuperagao acima de 99%. 
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3 MATERIAL E METODOS 

3.1 LOCAL DE REALIZACAO DO TRABALHO 

Os experimentos foram realizados no Laboratorio de Engenharia Bioquimica (LEB) da 

Unidade Academica de Engenharia Quimica (UAEQ) da Universidade Federal de Campina 

Grande-PB (UFCG). 

3.2 MATERIA-PRJMA 

As frutas umbuzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA (Spondias tuberosd), goiaba (Psidium guayava), variedade Paluma e 

jabuticaba (Myrciaria cauliflora) variedade Sahara foram adquiridas na EMPASA (Empresa 

Paraibana de Abastecimento e Servicos Agrfcolas) na cidade de Campina Grande-PB de 

acordo com o estadio de maturacao, o qual para a goiaba e o umbu popularmente conhecido 

como "de vez", a fim de se obter amostras mais homogeneas e com quantidades substanciais 

de pectina. 

3.2.1 Preparacao das farinhas das cascas das frutas (residuos secos) 

As frutas foram transportadas para o laboratorio, lavadas em agua clorada a 2,5%, 

enxaguadas com agua corrente e pesadas. Em seguida, foram submetidas ao processo de 

selegao, classificacao e descascamento com excecao da jabuticaba que foi esmagada para a 

separacao da polpa. 

As cascas do umbu, goiaba e jabuticaba foram pesadas individualmente em balanca 

semi analitica, trituradas em liquidificador industrial, pesadas novamente e colocadas em 

bandejas de alummio em estufa com circulacao forgada de ar a temperatura de 55±2°C ate 

massa constante. Apds a secagem, foram moidas em moinho de facas da marca TECNAL, 

para obtengao da granulometria adequada ao processo de fermentagao em estado s61ido para 

produgao da enzima. Em seguida foram homogeneizadas e submetidas a tecniea do 

quarteamento para a retirada de aproximadamente 150 g para a realizagao da caracterizagao 

fisico-qmmica. O restante das farinhas foram armazenadas em recipientes de vidro 

hermeticamente fechados a temperatura ambiente e passaremos a chama-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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FigurazyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA 5 - Etapas de preparo do residuo seco do umbu. 

a) Frutas inteiras b) Cascas frescas c) Cascas trituradas d) Cascas secas 

Figura 6 - Etapas de preparo do residuo seco da jabuticaba. 

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

Figura 7 - Etapas de preparo do residuo seco da goiaba. 

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

3.3 CARACTERIZAgAO FISICO-QUIMICA DOS RESIDUOS SECOS 

Foram realizadas em triplicata para cada residuo seco as seguintes analises ffsico-

quimicas: granulometria, massa especffica aparente, massa especifica real, porosidade, pH, 

cinzas, umidade, solidos soluveis totais (°Brix), acucares totais (AT), acucares redutores (AR) 

e pectina. 

3.3.1 Granulometria 

Foram pesados em balanca analitica 100 gramas de cada residuo e colocados em uma 

serie 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 recomendacoes da 

Associacao Brasileira de Normas Tecnicas (ABNT, 1984). O material retido em cada peneira 

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

Para determinacao da massa especifica aparente (pa) 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 

compactacao. A massa especifica aparente (pa) foi calculada pela Equacao 5. 

m 

Pa = 77 (5) 

Onde: 

m: massa dos residuos (g); 

V: volume total do sistema (cm3). 

3.3.3 Massa especifica real (pr) 

A massa especifica real (pr) foi determinada a partir da relacao entre a massa e o 

volume da amostra, determinado pelo deslocamento de um fluido (oleo de cozinha) em uma 

proveta graduada. Utilizou-se oleo porque e um lfquido viscoso, capaz de cobrir a superficie 

das particulas sem penetrar em seus poros. Alem disso, o oleo nao dissolve o residuo sendo, 

portanto, adequado a medicao do volume total das particulas. Inicialmente, o oleo foi 

colocado na proveta e seu volume foi lido (Vi). A seguir, foram colocados em cada proveta 

contendo o oleo, 100 gramas de cada residuo seco. Pela acao da gravidade, as particulas do 

residuo foram depositadas no fundo da proveta, deslocando o oleo. Apos total deposicao, foi 

feito a leitura do novo volume indicado pelo nivel do oleo (V2). A diferenca (Vr-Vi) foi 

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

(6) 

V , - V 

Onde: 

V2 -Vi: volume deslocado (cm3); 

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

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

E = 1 — — (7) zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Pr 

Onde: 

pa: massa especifica aparente (g/cm3); 

pr: massa especifica real (g/cm3). 

£ = porosidade 

3.3.5 pH 

O pH das amostras foi determinado seguindo a metodologia descrita por Brasil (2005), 

na qual foi colocado 10 mL de agua destilada em bequer contendo 1 g da amostra. Apos 

completa homogeneizacao estas suspensoes 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 solucoes tampoes de pH 4,0 e pH 7,0. 

3.3.6 Umidade 

Foram pesadas 2 g de cada residuo seco em capsulas de porcelana previamente 

taradas. As capsulas contendo as amostras foram colocadas na estufa a 105°C ate peso 

constante. Em seguida foram resfriadas em dessecador ate alcancar a temperatura ambiente e 

pesadas em balanca analitica (BRASIL, 2005). A umidade, expressa em base limida, foi 

calculada pela Equacao 8. 

m,-zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA — nif 

U(%) = — - x 100 (8) 

Onde: 

U: umidade em base limida; zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

m\: massa inicial das amostras (g); 

nif: massa final das amostras (g). 
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3.3.7 Cinzas zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Para a determinacao das cinzas, foi utilizada a metodologia descrita em Brasil (2005). 

Foram colocados cadinhos de porcelana vazios na mufla a 550°C por duas horas. Apos este 

periodo, os cadinhos foram transferidos para um dessecador ate atingir a temperatura 

ambiente e pesados. Em cada um dos cadinhos, foi colocado 2 g da amostra que foi incinerada 

na mufla a 550°C, por cinco horas ou ate apresentarem coloracao ligeiramente acinzentadas. 

Os cadinhos foram novamente deixados em dessecador para esfriar ate atingir a temperatura 

ambiente e, em seguida, pesados. A porcentagem de cinzas das amostras foi calculada pela 

Equacao 9. 

mf 

Cinzas (%) = — xlOO (9) 
mf 

Onde: 

mf: massa final das amostras (g); 

mi: massa inicial das amostras (g). 

3.3.8 Solidos soluveis totais (°Brix) 

O teor de solidos soluveis totais foi determinado conforme descricao em Brasil (2005). 

Para cada 20 mL de agua destilada foi colocado 1 g de residuo seco. Apos homogeneizacao, 

as suspensoes ficaram em repouso por 30 minutos, com agitacao intermitente. Em seguida 

foram filtradas em papel de filtro qualitativo e do filtrado foram transferidos 3 a 4 gotas para o 

refratometro modelo Abbe no qual foram feitas as respectivas leituras dos solidos soluveis 

totais expressos em °Brix. Os resultados foram multiplicados pelo fator de diluicao. 

3.3.9 Acucares redutores 

A concentracao de acucares redutores foi determinada seguindo a metodologia descrita 

por Miller (1959), com algumas adaptacoes, a qual se baseia na reducao do acido 3,5 dinitro-

salicilico a 3-amino-5-nitrosalicflico (DNS), simultaneamente com a oxidacao do grupo 

aldeido do aciicar a grupo carboxflico. 
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Para a quantificacao dos acucares redutores (AR), foi pesado 0,5 g da amostra e 

adicionou-se um volume de agua o qual variou de 100 a 200 mL dependendo do teor de 

aciicar de cada residuo seco. A mistura ficou sob agitacao por 30 minutos. Apos 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 solucao DNS. Em seguida, os tubos foram deixados em 

banho de agua fervente por exatamente 5 minutos e imediatamente resfriados em banho de 

agua a temperatura ambiente. Apos o resfriamento, foram adicionados 8 mL de agua destilada 

em cada tubo, os quais foram agitados em um vortex, e em seguida feito a leitura da 

absorbancia das amostras em um espectrofotometro com comprimento de onda ajustado para 

540 nm. Os calculos foram efetuados expressando os resultados em gramas de acucares 

redutores por 100 gramas de amostra inicialzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA ( gAR/ 1 0 0 g a m o s t r a ) . zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

3.3.10 Acucares totais 

A determinacao de acucares totais foi realizada conforme o metodo de Miller (1959). 

Apos a diluicao das amostras foi feita a hidrolise acida com a adigao de acido clondrico (HC1) 

2 mol/L, seguido de aquecimento por exatamente 5 minutos em banho de agua fervente. Apos 

resfriamento, a solucao foi neutralizada com hidroxido de sodio (NaOH) a 1 mol/L. A partir da 

neutralizacao foi adotada a mesma metodologia descrita para a determinacao de acucares 

redutores. A leitura de absorbancia das amostras foi feita em um espectrofotometro com 

comprimento de onda ajustado para 540 nm. 

Os calculos foram efetuados expressando os resultados em gramas de acucares totais 

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

3.3.11 Pectina 

Para a determinacao de pectina, foi utilizado o procedimento baseado na metodologia 

descrita por Rangana (1979). Para 20 gramas dos residuos secos, foram adicionados 400 mL 

de HC1 0,05 mol/L em bequer de 1000 mL. As amostras foram submetidas a fervura por duas 

horas e a agua perdida por evaporagao foi reposta para que o volume inicial permanecesse 

constante. Apos esse periodo, as amostras foram resfriadas a temperatura ambiente, diluidas 

para 500 mL e filtradas com filtro de algodao. Os filtrados foram recolhidos e divididos em 

duas partes (duplicata), as quais foram adicionadas 200 mL de agua. O acido presente em 

cada amostra foi neutralizado com NaOH 1 mol/L. A neutralizagao foi realizada em pHmetro 
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digital. As amostras receberam um excesso de 10 mL de NaOH com agitacao constante e 

foram deixadas em repouso por doze horas. Apos esse periodo, sob agitacao constante, foi 

adicionado acido aceticozyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA (CH 3CO O H ) 1 mol/L. As amostras ficaram em repouso por cinco 

minutos e em seguida foi adicionado com agitacao uma solucao de cloreto de calcio (CaCl2) 

0,5 mol/L. As amostras foram levadas a ebulicao por dois minutos e deixadas em repouso por 

duas horas. Apos esse periodo foram filtradas a vacuo com papel de filtro previamento lavado 

com agua 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 calcio, 

conforme a Equacao 10. 

PDCx 500x100 

% Pectato de calcio = ——-— (10) 

Vf xPa 

Onde: 

Ppc: peso do pectato de calcio; 

Vf: volume do filtrado; 

Pa: peso da amostra. 

3.3.12 Proteinas 

O teor de proteina bruta foi determinado pelo metodo semi-micro Kjeldahl com 

adaptagao para nitrogenio (N), por espectrofotometria UV-visivel a 410 nm, segundo o 

metodo 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 

sodio, 7 a 10 gotas de sulfato de cobre a 5% e 5 mL de acido sulfurico PA. Os tubos foram 

levados a placa digestora para serem aquecidos gradativamente ate a temperatura de 350°C. 

Em seguida foram deixados nesta temperatura ate que a solucao apresentasse coloracao verde 

claro. Apos resfriamento das amostras digeridas, o conteudo dos tubos foi transferido com o 

auxflio de agua destilada para baloes volumetricos de 100 mL os quais foram aferidos. Dos 

baloes de 100 mL, foram retirados lmL das amostras e colocados em outros baloes 

volumetricos de 50 mL, nos quais foram adicionados 1 mL de hidroxido de sodio a 10%, 1 

mL de silicato de sodio a 20% e 2 mL do reativo de Nessler. Os baloes volumetricos de 50 

mL foram aferidos com agua destilada e deixados em repouso por 30 minutos. Apos 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 eolocar 0,1 gramas das amostras. O 

teor de protefna bruta (%) das amostras foi ealculado atraves da Equacao 11. 

% Protefna = (ABS A m o s t r a - ABS B r a t l c 0) x fc x 6,25 (11) 

Onde: zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

ABSAm o s t r a : Leitura da absorbancia da amostra; 

ABSBr a n co : leitura da absorbancia do branco; 

Fc: valor do fator da curva. 

3.4 ISOTERMAS DE ADSORCAO DE UMIDADE DOS RESIDUOS SECOS 

Para a construcao das isotermas foram pesados 20 g dos resfduos secos e adicionado 

aos mesmos, agua destilada na proporcao de 1:1. Em seguida foram submetidos a 

homogeneizaeao por 30 minutos e deixados em repouso no refrigerador em recipiente 

hermetico por 24 horas. Completado o periodo de repouso destes resfduos secos, foi coletado 

lg de cada, e transferido para capsulas de aluminio, os quais foram para o equipamento 

Thermoconstanter Novasina RTD 200 TH2 para a realizacao das leituras de atividade de agua 

nas temperaturas de 25, 30 e 35°C. Apos a leitura no equipamento foram colocados na estufa 

a 105°C, resfriados em dessecador e novamente levados ao Novasina para leitura de atividade 

de agua. Em seguida foram pesados novamente em balanga analftica para obtencao das 

massas de equilfbrio e voltados para a estufa para a determinacao das massas secas. As 

isotermas de adsorcao de umidade foram construfdas com os dados de umidade de equilfbrio e 

atividade de agua. 

3.5 PROCESSO FERMENTATIVO 

Foi realizado urn planejamento fatorial 2 2 com tres repeticoes no ponto central, para os 

tres residuos secos conforme mostra a Tabela 6. Os ensaios foram feitos aleatoriamente. As 

variaveis chamadas de independentes foram a concentracao da fonte de nitrogenio (sulfate de 

amonio) e a umidade inicial do meio cujos nfveis (-1 e +1) corresponderam a 1% e 1,5% para 

o nitrogenio e 40% e 60% para a umidade. E como variavel dependente foi avafiada a 
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atividade exo-poligacturonase (exo-PG). Os nfveis foram definidos baseados em estudos 

preliminares realizados com os respectivos resfduos secos. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Ensaios Umidade Concentragao de nitrogenio 

1 -1 (40) -1 (0,5) 

2 +1(60) -1 (0,5) 

3 -1 (40) + (1,5) 

4 +1(60) + (1,5) 

5 0(50) 0(1,0) 

6 0(50) 0(1,0) 

7 0(50) 0(1,0) 

A Figura 8 apresenta as etapas do processo de fermentacao em estado solido para a 

producao da exo-poligalacturonase, assim como a sua recuperacao por meio de sistemas 

aquosos bifasicos. 
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Figura 8 - Etapas do processo de producao e recuperacao da exo-poligalacturonase. 
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3.5.1 Micro-organismo e inoculo 

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

CCT 0916 modificado, cedido pela Embrapa Agroindustria Tropical, com sede em Fortaleza-

CE, e conservado no Laboratorio de Engenharia Bioquimica (LEB/UAEQ/UFCG), em tubos 

de ensaio com tampas rosqueadas contendo solo esteril, mantidos a -18°C. 

Os comdios foram retirados do solo esteril com uma alga de platina e transferidos para 

tubos de ensaios contendo urn meio basico, esterilizado em autoclave por 20 minutos a 0,5 

arm, constitufdo de: pectina citrica (10 g/L), NaNOs (3 g/L),zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA K H 2 P O 4 (1 g/L),zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA MgS04 (0,5 

g/L), KC1 (0,5 g/L), FeS047H20 (0,01 g/L) e agar-agar (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 refrigeracao por um periodo 

maximo de quatro meses. Este foi denominado de primeiro repique. Para obtencao do 

segundo repique foram transferidos do primeiro repique com auxilio da alca de platina 

esporos para outro meio basico similar ao primeiro, descrito anteriormente, e incubados a 

temperatura de 30°C durante cinco dias. Apos este periodo foi utilizado um meio de sabugo 

de milho para producao de grande quantidade de conidios. O sabugo e adequado para este 

fim, uma vez que, o fungo cresce em uma superficie maior e consequentemente aumenta a 

esporulagao. 

O meio contendo o sabugo de milho foi preparado de acordo com o protocolo da 

EMBRAPA Agroindustria de Alimentos, com sede no Rio de Janeiro (RJ). Este meio era 

composto de uma solucao A (20 g de fosfato de potassio monobasico dissolvido em agua 

destilada e transferido para um balao volumetrico de 100 mL) e uma solucao B (3,96 g de 

sulfato de zinco, dissolvido em um pouco de agua destilada em seguida adicionado 4,60 g de 

sulfate de ferro, 0,01 g de sulfato de manganes e 0,5 mL de aeido sulfurico PA. Apos 

completa dissolucao, transferiu-se para um balao volumetrico de 100 mL o qua! foi aferido 

com agua destilada). Em seguida foi feita uma solucao umidificante (2,8 g de peptona foram 

dissolvidas em um pouco de agua destilada e transferida para um balao volumetrico de 50 

mL). Foi adicionado a esta solucao 0,19 da solucao A e 0,025 da solucao B e completado o 

volume do balao com agua 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 solucao umidificante. Os frascos foram fechados com tampao de 

algodao envolvido com gaze, homogeneizado e esterilizado em autoclave a 120°C por 30 

minutos. 



66 

Para inoculacao no meio de sabugo de milho, foi transferido 10 mL de solucao 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. Apos este periodo, os frascos foram armazenados sob 

refrigeracao e utilizados como inoculo nos ensaios de fermentacao. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

3.5.2 Preparacao do meio de cultivo para a fermentacao 

Foram pesados em um bequer 80 gramas dos resfduos secos. Em seguida foi calculada 

a quantidade de agua a ser adicionada no meio, conforme Equacao 12, para que o mesmo 

ficasse com o teor de umidade de acordo com a matriz do planejamento. Foi pesada a 

quantidade adequada da fonte de nitrogenio que neste trabalho foi usado o sulfato de amdnio, 

o qual foi dilufdo na quantidade de agua destilada a ser adicionada ao meio. A agua com o 

sulfato de amonio dilufdo foi adicionada lentamente ao resfduo seguido de homogeneizacao. 

Apos a homogeneizacao, foram distribufdos 10 gramas desse meio limido nos erlenmeyer de 

250 mL os quais foram tampados com tampao de algodao envolvido com gaze e levados para 

a autoclave a 0,5 atm por 5 minutos. Apos a esterilizacao, foram resfriados a temperatura 

ambiente. 

m H

2 o = m R E S

I l ^ J
 ( 1 2 ) 

Onde: zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

mjGO-" massa de agua requerida para hidrataeao do meio; 

mREs: massa do resfduo seco utilizado na fermentagao; 

ui: umidade presente no resfduo seco em base dmida; 

u2: umidade requerida pelo processo fermentativo. 

3.5.3 Inoculacao e incubacao do meio zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

7 

Apos a esterilizacao e resfriamento do meio de cultivo foram inoculados 10 

esporos/grama de meio em cada erlenmeyer, os quais foram incubados em estufa 
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bacterioMgica a temperatura de 30±2°C. Esta concentragao foi utilizada devido a varios 

trabalhos realizados com o micro-organismozyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Aspergillus niger CCT 0916 por diferentes 

autores dentre eles Alcantara (2007); Santos (2008); Sousa (2008); Souza (2010) os quais 

obtiveram atividade poligalacturonasica maxima nesta concentragao O processo fermentativo 

teve duracao de 72 horas. Foram retiradas amostras periodicamente durante o processo (0, 7, 

22, 30,44, 50, 66,72 horas de fermentacao) para a realizagao das seguintes analises: umidade, 

acucares redutores, pH e atividade poligalacturonasica (PG). A extragao do complexo 

enzimatico tambem foi feito a cada intervalo de tempo citado. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

3.5.4 Extragao das enzimas 

O metodo para extragao do complexo enzimatico foi baseado no realizado por Castilho 

(1997). Apos a retirada das amostras para analises nos respectivos tempos de fermentagao, foi 

adicionado em cada erlenmeyer 5,0 mL/g de meio fermentado de solugao tampao acetato 200 

mM pH 4,5. Apos homogeneizagao, 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 Watt man 1 e 

determinada a atividade exo-poligalacturonase. 

3.5.4.1 Determinagao da atividade exo-poligalacturonase 

A atividade exo-poligalacturonase foi determinada conforme Couri (1993), seguindo o 

protocolo desenvolvido na Embrapa Agroindustria Tropical - Fortaleza/CE. 

Em tubos de ensaio contendo 4 mL de solugao de acido poligalacturSnico 0,25% m/v, 

preparado com tampao acetato 200 mM pH 4,5 previamente aclimatado em banho 

termostatico a 35°C, foi adicionado 0,25 mL do complexo enzimatico, em seguida foi 

aquecido por 30 minutos a 35°C. Apos este periodo, 0,5 mL da mistura foram transferidos 

para tubos contendo 1 mL do reagente DNS, os quais receberam 0,5 mL de agua. Em seguida, 

os tubos foram aquecidos a 100°C por 5 minutos e imediatamente resfriados a temperatura 

ambiente. Apos o resfriamento foram adicionados 8 mL de agua destilada. Os tubos de ensaio 

foram homogeneizados em vortex e em seguida foi feito a leitura de absorbancia da amostra 

em espectrofotSmetro a 540 nm. Os ensaios foram realizados em triplicata, assim como os 

ensaios em branco, preparados segundo o mesmo procedimento, no entanto, o extrato 

enzimatico foi adicionado a solugao de acido poligalacturonico e imediatamente transferido 

para os tubos contendo o DNS. Uma unidade de atividade poligalacturonasica foi definida 



como a quantidade de enzima que libera 1 umol de acido galacturonico por minuto de reacao, 

nas condicoes do ensaio, conforme Equacao 13. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

g de meio fermentado. 

U 
(ABSa - ABSb) x 17 x 2 x f 

212,16 x t x RE 
(13) 

Onde: 

APG: Atividade poligalacturonasica; 

ABSa: Absorbancia da amostra; 

ABSb: Absorbancia do branco; 

f: fator de conversao da curva padrao de acido galacturonico (mg/L); 

17: diluicao da enzima no meio reacional; 

2: diluicao dos grupos redutores no reagente DNS; 

t: tempo de reacao (no caso deste trabalho, t =30 minutos); 

212,16: massa molar do acido galacturSnico (g/mol); 

RE: relagao solvente/massa utilizada na lixiviacao (mL/g). 

3.5.4.2 Estudo das condicoes de extracao da exo-poligalacturonase 

Para avaliar o processo de extracao da exo-poligalacturonase foram estudados 

diferentes valores de tempo de contato (TC), relagao solvente/massa (RE) e agitacao (AG) de 

acordo com a matriz do planejamento experimental 2 3 com tres repeticoes no ponto central 

apresentada na Tabela 7. Esta matriz com suas respectivas variaveis codificadas e reais foi 

baseada em estudos realizados por SOUSA, C. (2010) quando trabalhou com resfduo seco de 

maracuja. O planejamento fatorial foi analisado utilizando o software Statfstica 5.0. 
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Tabela 7 - Matriz planejamento 2'' com tres repeticoes no ponto central do processo da extracao da exo-PG. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Ensaios 
Agitacao (AG) Tempo (TC) Relacao (RE) 

Ensaios 
(rpm) (min) (mL/g) 

1 -1 (50) -1 (15) -1 (5) 

2 +1 (150) -1 (15) -1 (5) 

3 -1 (50) +1 (45) -1(5) 

4 +1 (150) +1(45) -1(5) 

5 -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) 

9 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 execucao deste planejamento primeiramente foi realizado um processo 

fermentativo com o residuo seco que alcancou a maior atividade poligalacturonasica (PG) no 

planejamento do item 3.4, que nesta pesquisa foi o do umbu, nas seguintes condieSes de 

cultivo: umidade de 60% (b.u), concentracao de esporos de 107 esporos/g de meio umido, 

concentracao de sulfato de amonio de 1,5% m/m, temperatura de 30°C e o tempo de 44 horas. 

Apos o tempo de 44 horas de fermentacao, os erlenmeyer foram retirados da estufa, 

receberam 5, 7,5 e 10 mL de tampao acetato de sodio 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 tempos, 

15, 30 e 45 minutos. O caldo fermentado (extrato) contido em cada frasco foi filtrado com 

algodao e gaze. Uma alfquota foi retirada para analise de atividade poligalacturonasica 

conforme o metodo descrito no item 3.5.4.1. 

3.6 RECUPERACAO E PURMCACAO DA EXO-PG UTILfZANDO SABs 

Foi feito um estudo da recuperacao da enzima exo-poligalacturonase contida no 

extrato bruto obtido a partir das melhores condigoes de extracao do item 3.5.4.2 utilizando os 
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sisternas aquosos bifasicos compostos de polietileno glicol de massa molar 4000, 6000 e 8000 

g/mol e sais de fosfato diacido de potassio anidro P.A, de formula molecular KH 2P0 4 e o 

fosfato monoacido de potassio anidro P.A, de formula molecular K 2HP0 4. Os polfmeros 

foram adquiridos da Proqmmios e os sais de fosfato da Cromoline. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

3.6.1 Diagramas de equilfbrio de fases 

A construgao dos diagramas de equilibrio de fases e muito importante nos estudos de 

separacao de biomoleculas, pois mostram as condig5es em que os sistemas aquosos bifasicos 

(SABs) podem ser empregados. Portanto, para a utilizagao dos sistemas (SABs) nesta 

pesquisa, foi necessario inicialmente determinar os diagramas os quais exibiram as condicoes 

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 potassio foram obtidas por meio do metodo turbidimetrico 

(ALBERTSSON, 1986) na temperatura de 25±0,5°C. Inicialmente adicionou-se 

separadamente em cada tubo de ensaio de 35mL, 1,5 g da solugao mae de PEG 4000, 6000 e 

8000. A esta solugao, foram adicionadas aliquotas de 10 uL da solugao mae do sal, com o 

auxflio de uma micropipeta, ate o surgimento de uma turvagao persistente. Apos cada adigao 

de sal, o sistema era agitado em um vortex e tinha sua massa medida e anotada. As 

concentragoes dos dois componentes imediatamente ap6s a aparigao de turbidez foram 

tomadas como um ponto da curva binodal e foram calculadas a parti r das concentragoes 

iniciais das solugoes, da massa initial e final do sistema apos cada adigao. Para cada sistema 

com seus diferentes PEGS foi adicionado cerca de 0,5 mL de agua para torna-lo novamente 

homogeneo. A nova massa do sistema foi medida, e a massa da agua adicionada calculada por 

diferenga. Foram adicionados novos incrementos da solugao salina ate nova turvagao, seguida 

pela adigao de agua. Este procedimento foi realizado ate a obtengao de aproximadamente 25 

pontos. 

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

Visando a redugao da quantidade de experimentos a serem realizados e uma melhor 

avaliagao dos resultados obtidos, foi utilizado um planejamento fatorial 2 3 com tres repetigSes 

no ponto central, totalizando 11 ensaios, sendo estes realizados de forma aleatoria para avaliar 

a infludncia da massa molar e das concentragoes do PEG 4000, 6000, 8000 e do sal fosfato de 
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potassio sobre os parametros de particao nos SABs, fator de purificacao (FP) e recuperagao na 

fase inferior(Ri) da exo-poligalacturonase. 

Os valores adotados para as variaveis foram baseados em experimentos preliminares 

realizados por meio de um planejamento fatorial 2 3 com pH variando entre 6,0 e 8,0 e as 

concentragoes de PEG e sal variando entre 12 e 18%. Nestas condicoes nao ocorreu a 

separacao de fases para os sistemas com pH 6,0, concentragao de sal de 18% e PEG 8000. 

Sendo os melhores resultados para os parametros de particao FP e Ri obtidos nos sistemas 

com pH 7,0 e concentracSes de PEG e sal variando entre 12 a 16%. 

Foi usado o programa computational Statfstica TM (Versao 5,0, da Statsoft, fnc) para 

determinar os efeitos principals das variaveis e suas interacoes assim como dados relativos a 

Analise de variancia (ANOVA) e gerar tambem as superffcies-resposta do fator de purificacao 

e recuperagao da enzima exo-poligalacturonase. 

Os nfveis utilizados (-1, e +1) correspondendo a l 2 e l 6 % e o ponto central 14 % e os 

respectivos ensaios experimentais deste planejamento estao apresentados na Tabela 8. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Tabela^^^atrizplane^^ zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Massa Molar do Concentragao do Concentracao dos 

misaios 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) 0(14) 

11 0(6000) 0(14) 0(14) 

3.6.3 Preparagao dos sistemas (PEG 4000/6000/8000/fosfato de potassio) 

Inicialmente os polfmeros foram colocados em estufa a 50°C e os sais foram a 105°C, 

ate peso constante. Os sistemas aquosos bifasicos foram preparados em tubos de centrffuga 
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graduados de 15 mL, misturando-se quantidades de fosfato de potassio e PEG, conforme 

Tabela 8, mais o extrato enzimatico 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 solugao tampao fosfato de potassio de pH 7,0 foi constitufda de uma mistura de zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

K2H PO4 e KH2PO4 na razao de 1,087 (p/p). Apos a adigao dos componentes, os sistemas 

foram agitados lentamente, centrifugados e mantidos em repouso por aproximadamente 20 

horas a temperatura de 25°C para ocorrer total separagao das fases. Em seguida, as fases 

foram recolhidas e caracterizadas quanto ao volume, densidade, massa, atividade 

poligalacturonasica e teor de protefnas. Este procedimento se fundamenta na formagao de 

duas fases uma rica em PEG (menor densidade) e a outra rica no segundo componente, que 

neste caso e o sal (fosfato de potassio). As biomoleculas presentes podem estar distribufdas 

desigualmente em cada fase. 

3.6.3.1 Determinagao do volume das fases dos sistemas 

Apos o periodo de repouso foi anotado o volume total o qual correspondeu a superffcie 

do sistema e o volume da fase inferior. O volume da fase superior foi calculado por diferenga. 

A razao entre os volumes das fases superior e inferior foi calculada pela Equagao 14. 

Vfi 

Onde: 

VfS: volume da fase superior; 

Vfi: volume da fase inferior. 

3.6.3.2 Coleta das fases 

O procedimento de coleta das fases foi realizado conforme o metodo descrito por 

Oliveira (2006). A fase superior de cada sistema foi coletada com o auxflio 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 nao sofresse alteragao. 
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A coleta da fase inferior foi realizada de forma semelhante, apos 1 hora, devendo-se 

ter o cuidado de causar a menor perturbacao possfvel a interface do sistema. Uma pequena 

bolha de ar foi mantida na agulha e expelida na fase inferior antes da coleta. A succao foi feita 

vagarosamente, tomando-se o cuidado de deixar ainda na celula de equilfbrio uma camada 

desta fase, evitando-se a succao da fase superior. 

3.6.3.3 Massa especffica das fases 

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

cada fase em balanca analftica e calculada segundo a Equacao 15. 

Onde: 

m: massa da alfquota tomada da fase (g); 

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

3.6.3.4 Massa das fases 

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

massa especffica e do volume previamente calculados. 

3.6.3.5 Determinacao da atividade exo-poligalacturonase em cada fase 

A determinacao da atividade exo-poligalacturonase em cada fase foi calculada usando 

a equacao (13) do item 3.5.4.1, porem a variavel 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 necessario diluir as amostras correspondentes a estas fases com acido acetico a 

10% ate o pH da amostra abaixar de 7,0 para 4,5. 

3.6.3.6 Determinacao de protefnas em cada fase 

A determinacao do teor de protefnas em cada fase foi feita utilizando o metodo 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 alcool etilico a 95%. Foi adicionado 50 mL de acido fosforico 

P.A. Apos homogeneizacao, foi transferido para um balao volumetrico de 500 mLo qual foi 

aferido com agua destilada e deixado overnight com agitagao constante. Apos este periodo foi 

transferido para um vidro escuro protegido com papel aluminio e armazenado na geladeira. 

Foi feita uma curva de ealibracao utilizando-se albumina bovina (BSA da MERCK), 

como padrao, na concentracao initial 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. Apos 15 minutos de repouso a temperatura ambiente foi medida a 

absorbancia das amostras em um espectrofotdmetro com comprimento de onda de 595 nm. 

Foi preparado o branco com uma solugao de albumina a 0,1 mg/L e feita as respectivas 

diluieoes. Apos as leituras, foi construfda a curva de ealibracao, plotando-se a absorbancia X 

concentracao. A inclinacao da reta foi usada no calculo da concentragao de protefnas das 

amostras das fases. A concentragao de protefnas foi determinada pela Equagao 16. 

C = Abs x F x d (16) 

C: concentragao de protefnas soluveis na fase, em mg/mL; 

Abs: absorMncia das amostras em 595 nm; 

F: coeficiente angular da curva de calibragao; 

d: diluigao da amostra. 

3.6.3.7 Determinagao dos coeficientes de partigao 

Os coeficientes de partigao foram determinados segundo Lima, A. et al. (2002). O 

coeficiente de partigao (K) e definido como a concentragao de protefna ou atividade 

enzimatica na fase superior dividida pelo valor correspondente na fase inferior, de acordo com 

as Equagoes 17 e 18. 

Onde: 

(17) zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

As (18) 
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Onde: 

C s e Q: concentragoes de protefna total em mg/mL nas fases superior e inferior, 

respectivamente; 

As e Ai: atividades enzimatieas nas fases superior e inferior, respectivamente. 

3.6.3.8 Avaliagao do processo de purificacao da exo-poligalacturonase 

Para avaliar o processo de purificacao da exo-poligalacturonase nos SABs foi 

necessario o calculo de outros parametros alem do coeficiente de particao os quais foram: 

atividade enzimatica especffica (AS), expressa em U/mg; o fator de purificagao (FP) e a 

recuperagao de enzimas na fase superiorzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA (R S ) e na fase inferior (RzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAt) e o fator de concentragao 

(FC) (LIMA, A. et al., 2002). 

• A atividade enzimatica especffica da enzima em cada uma das fases foi calculada por 

meio da Equagao 19. 

AS f a s e = ^ ( U / m g ) (19) 

Onde: zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Afa s e : atividade enzimaticana fase superior ou inferior; 

Cfe e :concentragao de protefnas na fase em estudo. 

• O fator de purificagao da atividade enzimatica em cada uma das fases (FPfase) foi 

calcula do atraves da Equagao 20. 

FPfase = # ^ " (20) 
A ; ,extrato 

Onde: 

AS fa s e : atividade enzimatica na fase em estudo; 

ASext r a t o : atividade enzimatica especffica do extrato apos a operagao de lixiviagao 

(recuperagao das enzimas a partir do meio semissolido fermentado); 
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• O fator de concentracao da atividade enzimatica em cada fase foi determinado 

segundo a Equacao 21. 

Onde: zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

A f a s e : atividade enzimatica na fase em estudo; 

Aext r a to •' atividade enzimatica no extrato. 

• A recuperagao da atividade enzimatica na fase superior e inferior foideterminada 

atraves das Equacoes (22) e (23). 

•fase ~~zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA A (21) 
•extrato zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Rs(%) 

100 
(22) zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

1 + 

100 
(23) 

Ri(%) = 

Onde: 

V! e Vs: volumes das fases superior e inferior; 

K xoeficiente de partigao de atividade enzimatica. 



77 zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

4 RESULTADOS E DISCUSSAO 

Este capftulo apresenta os dados e a diseussao da caracterizacao ffsico-qufmica dos 

resfduos secos das cascas das frutas do umbu, goiaba e jabuticaba utilizados como meio de 

cultivo no processo de fermentacao em estado solido, seguido do estudo da influencia da 

umidade initial do meio e concentragao de nitrogenio na produgao da enzima exo-

poligalacturonase como tambem a avaliacao das condicoes do processo de extracao desta 

enzima. E por fim o resultado da influencia da massa molar do PEG, concentragao do PEG e 

do sal fosfato de potassio na purificagao e recuperagao desta enzima. 

4.1 AVALIACAO DO PERCENTUAL DAS CASCAS DAS FRUTAS 

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

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

„ . Frutas inteiras Polpa/Semente/ Casca Casca 
FrutaszyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA , . X , . fresca , . , ., , , . 

(g) Caroeo (g) seca(g) tnturada (g) 

Umbu 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 2.382,09 800,74 151,02 148,17 

Peso (%) 

Umbu 79,18 20,82 15,69 15,55 

Goiaba 82,08 17,92 14,58 14,38 

Jabuticaba 68,90 31,10 18,86 18,50 

Observa-se que os frutos do umbu constitui de 20,82% de casca fresca cujo valor e 

proximo do percentual encontrado por Silva, C. et al. (1987) que foi de 22%. O valor 

encontrado para a casca da goiaba de 17,92% esta dentro do intervalo obtido por Gouveia et 

al. (2003) que estudaram o rendimento de casca da goiaba para diferentes estadios de 

maturagao obtendo valores entre 9,95% a 21,64%. A jabuticaba apresenta 31,1% de cascas, 

proximo ao encontrado por Lima, J. (2008) que em m6dia obteve 33%. Estas variag5es estao 

associadas ao tamanho e ao estidio de maturagao do fruto como tambem a espessura da casca, 

que e um importante componente da resistencia ffsica do fruto. 
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4.2 CARACTERIZACAO FISICO-QUIMICA DOS RESIDUOS SECOS 

Em um processo fermentativo e ponto de partida a caracterizacao do material que vai 

ser utilizado como meio de cultivo para obtencao do produto desejado. Neste trabalho foi 

usado as cascas das frutas, umbu, goiaba e jabuticaba devido aos seus constituintes em 

especial a pectina que e uma substantia indutora na sintese das enzimas pectinolfticas 

produzidas por micro-organismos. Os dados da Tabela 10 correspondem a caracterizacao 

fisico-quimica dos resfduos secos em base limida obtidos a partir das cascas secas a 55+2°C e 

mofdas, utilizadas na fermentacao em estado solido como meio de cultivo para a producao da 

enzima exo-poligalacturonase. As analises foram realizadas em triplicata. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

TabelalO^Carac^^ zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
Parametros Analisados Goiaba Umbu Jabuticaba 

Umidade b.u (%) 12,36+0,51 10,25+0,46 9,70+0,17 
Cinzas (%) 3,89+0,02 3,69+0,07 2,70+0,06 

Protefna (%) 2,09+0,20 1,66+0,20 4,39+0,35 
Pectina (%) 9,92+0,13 21,03+1,34 8,31+0,24 

Acucares Totals (%) 26,51+1,06 8,81+1,32 27,45+1,1 
Acueares Redutores (%) 23,35+0,19 8,67+0,42 24,67+0,31 

Solidos soliiveis totais (°Brix) 30,00+0,00 30,00+0,00 38,00+0,00 
pH 4,24+0,01 2,20+0,01 3,60+0,00 

Massa especffica aparente (pa) (g/mL) 0,55+0,04 0,57+0,02 0,51+0,03 

Massa especffica real (pr) (g/mL) 1,20+0,05 1,00+0,01 1,36+0,03 
Porosidade do leito de partfculas 0,54 0,43 0,62 

Os valores obtidos da umidade estao dentro dos limites estabelecidos pela Agenda 

National de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), que estabelece o maximo de 15% (b.u) de 

umidade para farinhas. Como a umidade dos resfduos secos variou entre 9,7 a 12,36%, pode-

se considerar que tais produtos possuem boa estabilidade ffsica, qufmica alem de poderem ser 

armazenados em temperatura ambiente sem riscos de desenvolvimento de fungos e producao 

de micotoxinas, desde que sejam adequadamente acondicionadas em embalagens hermeticas. 

Na fermentacao em estado solido, a quantidade de agua livre presente nos substratos e 

um parametro limitante pois pode afetar diretamente o crescimento dos micro-organismos 

assim como a sintese de metabolites. 

O teor de cinzas do resfduo seco do umbu 3,69% esta pr6ximo 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 resfduos da extracao de sucos e processamento de 
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polpas enquanto que neste trabalho foi utilizado somente as cascas desidratadas. Foi 

encontrado para o resfduo da goiaba o valor de 3,89% diferente do obtido por Munhoz et al. 

(2010), que foi de 3,38% quando utilizaram tambem 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 mesmos resfduos. 

Com relacao ao teor proteico, 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 resfduo 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 tres resfduos secos estudados o da jabuticaba 

apresentou o maior teor proteico 4,39% proximo 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 substantia qufmica atua como eficiente fonte indutora na producao de enzimas 

pectinolfticas assim como tambem pode atuar como fonte de carbono para os micro-

organismos, dependendo da quantidade de acueares presentes no meio de cultivo. O resfduo 

seco do umbu apresentou o maior valor, 21,03%. Portanto, no presente estudo este resfduo foi 

utilizado tanto como fonte de carbono como tambem indutor para a producao da exo-

poligalacturonase. O teor de pectina e influenciado por varios fatores dentre eles o estadio de 

maturacao das frutas. 

Fontana et al.(2005) estudaram o efeito da quantidade de pectina em um meio a base 

de farelo de trigo e observaram que ate 16% nao houve repressao na sfntese das pectinases 

produzidas pelozyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Aspergillus niger. 

O menor valor dos acueares totais foi do resfduo seco do umbu 8,81% proximo ao 

valor obtido por Santiago et al. (2011) que foi de 9,20% e o maior foi do residuo seco da 

jabuticaba 27,45% o qual foi menor do que o encontrado por Almeida et al. (2010) que foi de 

31,39%. Quanto ao valor obtido da goiaba de 26,51% foi proximo ao encontrado por Munhoz 

et al. (2010) que foi de 30,64%. Para os acueares redutores os valores encontrados foram de 

23,35, 8,67, e 24,67% respectivamente para a goiaba, umbu e jabuticaba enquanto que 

Munhoz et al. (2008) encontraram para a goiaba 9,57% e Almeida et al. (2010) 2,64 para o 

umbu e 29,86% para a jabuticaba. Os valores dos acueares redutores (AR) e acueares totais 

(AT) encontrados diferem dos valores dos autores citados devido a varios fatores, dentre eles, 

o estadio de maturagao das frutas, pois neste trabalho utilizou-se somente frutas "de vez" 

(goiaba e umbu) devido ao teor de pectina ser maior, bem como tambem da lavagem realizada 
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com estas durante a etapa de prepare Apesar dos acueares totais do residuo seco da goiaba ser 

muito superior aos do umbu os teores de solidos soluveis foram identicos. Este fato e 

atribufdo aos solidos soluves representarem todas as substantias soluveis presentes, que no 

caso das cascas sao, alem dos acueares, os acidos organicos, vitaminas, pectina e flavonoides. 

Os valores de pH para o residuo seco do umbu foi similar ao encontrado por Almeida 

et al. (2010) que foi de 2,20 e inferior ao obtido por Abud (2009) 3,12. Com relacao ao pH do 

residuo seco da goiaba 4,24, foi proximo 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) e Almeida et al. (2010) 3,39 e 3,24. Este parametro tern grande influencia na 

fermentacao em estado solido ou cultivo semissolido, haja vista que, o crescimento dos 

micro-organismos depende do valor inicial do pH do meio o qual para ozyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Aspergillus niger o 

rnfnimo 6 de 1,2 e o otimo esta entre 3,0 e 6,0 (FRANCO, 1999). Malvessi e Silveira (2004) 

utilizaram um meio contendo farelo de trigo, sais minerals e pectina na producao da enzima 

polygalacturonase variando o pH entre 2 a 7 e obtiveram maxima atividade com pH inicial do 

meio de 4,0. 

A massa especffica aparente dos resfduos secos (0,51 e 0,57 g/mL) revela que estes 

nao tendenciam a cornpactar-se, gerando espacos vazios entre as partfculas dos mesmos e 

consequentemente favorecendo na respiracao e metabolismo dos micro-organismos. 

A distribuicao granulometrica dos resfduos secos estao apresentados na Figura 9. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

10 i zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Figura 9 - Distribuicao granulometrica dos resfduos secos. 
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Observa-se que para os resfduos secos da goiaba, umbu e jabuticaba a maioria das 

partfculas possue tamanho de 20 mesh correspondendo a dimensao de 0,84 mm podendo ser 

utilizados na fermentacao em estado s61ido. Partfculas de tamanho reduzido em uma 

fermentacao em estado solido oferecem maior area superficial ao ataque microbiano 

entretanto tendem a compactar-se facilmente, dificultando a respiracao dos micro-organismos 

e aeracao do meio e partfculas maiores promovem maior espaco interpartfculas, diminuindo o 

rendimento da absorcao dos nutrientes pelos micro-organismos (PANDEY, 2001). 

Botella et al. (2007) estudaram a influencia do tamanho das partfculas de 0,06 a 1,00 

mm; 0,74 a 1,00 mm e 1,00 a 1,60 mm) na producao de xilanase e pectinase e nao verificaram 

efeito significativo destes tamanhos na producao destas enzimas. 

Ruiz et al. (2012) observaram que o tamanho das partfculas da casca de limao 

influenciou na taxa de crescimento do micro-organismozyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Aspergillus na fermentacao em estado 

s61ido pois quando utilizaram tamanho entre 0,3-0,17 mm alcancaram uma taxa de 0,0551/h 

enquanto que com tamanho entre 0,7-2,0 mm a taxa foi para 0,0991/h. Para estes autores o 

tamanho otimo de partfculas representa frequentemente um compromisso entre a 

acessibilidade dos nutrientes e da disponibilidade de oxigenio. 

A reducao do tamanho das partfculas tambem e importante no processo de extracao do 

complexo enzimatico pois facilita o contato entre o soluto, que se encontra na fase solida e o 

solvente aumentando a velocidade da transferencia dos solutos para o solvente 

(FERNANDEZ, 2011). 

Em geral, a eomposicao ffsica e qufmica dos resfduos secos a ser utilizado em um 

processo depende de varios fatores: estadio de maturacao e variedades das frutas, epoca de 

desenvolvimento dos frutos, fatores climaticos, tipo de solo e das etapas do preparo para 

obtencao dos resfduos secos desejados, tais como, selecao, lavagem e descascamento das 

frutas. Portanto, e de extrema importancia a caracterizacao do substrato que vai ser utilizado 

em um processo fermentativo. No caso da caracterizacao destes resfduos secos observa-se 

que, os 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 construfdas as isotermas de adsorcao de umidade dos resfduos secos da goiaba, 

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

atividade de agua favoravel ao desenvolvimento do fungozyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Aspergillus niger CCT 0916. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

4.3.1 Modelagem das isotermas de adsorcao de umidade 

Existe na literatura uma variedade de equacoes matematicas que descrevem isotermas 

de sorcao dentre as quais a de Guggenheim-Anderson de Boer (GAB) que sao bastante 

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

ajustes das isotermas de adsorcao utilizando o modelo de GAB. 

As isotermas de adsorcao de umidade nas temperaturas de 25, 30 e 35°C dos resfduos 

secos do umbu, jabuticaba e goiaba com os respectivos valores de umidade de equilfbrio (U e q) 

em funcao da atividade de agua (A w) estao representadas nas Figuras 10, 11 e 12. Observa-se 

que a umidade de equilfbrio (U e q) aumenta com o aumento da atividade de agua (A w). zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Figura 10 - Ajuste das isotermas de adsorcao do Figura 11 - Ajuste das isotermas de adsorcao do 
residuo seco da goiaba (Modelo de GAB). residuo seco da jabuticaba (Modelo de GAB). 

1,0 0,0 zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
l,8 1,0 

Figura 12 - Ajuste das isotermas de adsorcao do 
residuo seco do umbu (Modelo de GAB). 
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As isotermas para as tres temperaturas estudadas, sao classificadas como do tipo I I I de 

acordo com a classificacao de Brainier (1938) e apresentam forma J. 

As isotermas para o residuo seco da goiaba estao muito proximas, indicando que 

praticamente nao ha influencia da temperatura nestes intervalos estudados. Entretanto, para o 

residuo seco da jabuticaba as curvas de temperaturas de 25 e 30°C se sobrepSem, mostrando 

que nao ha influencia desta variavel nestas isotermas diferentemente da curva de 35 °C na 

qual se verifica pequena influencia desta variavel. 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 w aumenta, mas no intervalo entre 25 e 30 °C o efeito desta variavel e 

percebido entre 0,1 e 0,7 de atividade de agua, intervalo no qual segundo dados de literatura 

nao ha desenvolvimento do micro-organismozyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Aspergillus niger, portanto, e necessario que na 

utilizacao destes substrates em uma fermentacao em estado solido, a atividade de agua esteja 

acima de 0,7. Os resfduos secos da jabuticaba e umbu na temperatura de 35°C mostraram ser 

mais higroscopicos, adsorvendo uma maior quantidade de agua. Estas variaeoes observadas 

dependem da estrutura ffsica, da composicao qufmica, da temperatura e da capacidade de 

retencao de agua do substrate. 

Neste trabalho para o processo de fermentacao utilizou-se temperatura de 30°C e 

umidade inicial do meio de 40, 50 e 60% (b.u) para os tres resfduos secos, correspondendo as 

seguintes atividades de agua: 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 partmetros do modelo de GAB, ajustado as 

isotermas de adsorcao de umidade dos resfduos secos do umbu, jabuticaba e goiaba. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Tabela 11 - Parametros de ajuste do modelo de GAB para as temperaturas de 25, 30 e 35°C. 

Temperatura(°C) Xm C K R2 

Goiaba 
25 0,1535 2,5095 0,9308 0,9967 

30 0,1339 1,8715 0,9767 0,9931 

35 0,1306 3,4606 0,9631 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 0,9592 0,9948 

Umbu 

25 0,2123 0,7961 0,9226 0,9952 

30 0,1373 4,5868 0,9578 0,9873 

35 0,2451 1,5094 0,9137 0,9934 
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Observando os parametros do modelo de GAB, pode-se verifiear que os valores de X m 

o qual represents a fracao de umidade na monoeamada do material adsorvente, sofre redugoes 

com o aumento da temperatura no intervalo entre 25 e 30°C para os tres resfduos secos, 

entretanto apresenta entre 30 e 35°C uma elevagao tanto para o residuo seco da jabuticaba 

como para o resfduo seco do umbu, fato igualmente verificado por Alcantara, S. et al. (2009) 

quando utilizaram pedunculo seco de caju. Os valores de X m variaram entre 8,92 e 24,51% em 

base seca, assegurando que o material pode ser armazenado sem riscos de alteragoes 

deterioraveis que segundo Mishra et al. (1996) o valor de umidade em base seca para 

armazenagem segura e estabilidade maxima e abaixo de 26%. 

Os valores do parametro C que e funcao das interacoes entre os sftios ativo do produto 

e as moleculas de agua nao apresentam tendencia bem definida sob o aumento de temperatura, 

provavelmente devido o intervalo estudado ter sido muito proximo (25 a 35°C). Segundo 

Alexandre (2007) os valores de C estao muito abaixo de 200, estando portanto dentro da faixa 

comumente encontrada na literatura. Quanto ao parametro K, o qual representa o fator de 

correcao das propriedades das moleculas na multicamada com relacao ao volume do lfquido, 

observa-se valores proximos a um (1), variando entre 0,9226 e 1,008, estando dentro do valor 

previsto na literatura. 

Os valores dos coeficientes de determinacao (R2) estao acima de 0,99 o que indica que 

o modelo pode ser utilizado na predicao das isotermas de adsorcao dos resfduos secos 

estudados. 

4.4 PROCESSO FERMENT ATIVO 

De acordo com a matriz do planejamento fatorial 2 2 mais tres pontes centrais 

apresentado na Tabela 6 foram realizados ensaios com a finalidade de avaliar o potencial dos 

resfduos secos do umbu, goiaba e jabuticaba na producao da exo-poligalacturonase e estudar a 

influencia das variaveis, umidade inicial do meio e concentragao de sulfato de amonio nesta 

produgao. 

Foi feito acompanhamento cinetico da produgao da exo-poligalacturonase e de 

consumo de agucares redutores assim como o monitoramento dos parametros que influenciam 

na fermentagao em estado solido tais como umidade do meio e pH durante um periodo de 72 

horas de processo. Os resultados para cada resfduo seco estudado, estao apresentados a seguir. 
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4.4.1 Acompanhamento cinetico do processo fermentativo para o residuo seco do umbu zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Nas Figuras de 13 a 19, observa-se o acompanhamento cinetico da producao da exo-

poligalacturonase e do consumo de aciicares redutores assim como o monitoramento do pH e 

da umidade em base umida (b.u) durante o periodo de 72 horas de fermentacao em estado 

solido em cada condicao estudada. As Figuras 13 e 14 correspondent aos ensaios 1 e 2 os 

quais foram utilizados as mesmas concentracoes de nitrogenio (0,5%) e umidades inicial do 

meio diferentes (40 e 60%) (b.u) correspondendo a atividade de agua (A w ) de 0,71 e 0,85, 

respectivamente. 

Figura 13 - Acompanhamento cinetico do processo de producao da exo-PG obtida do residuo seco do umbu 

correspondente ao ensaio 1 (umidade 40% e fonte de nitrogenio 0,5%). 
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Figura 14zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA - Acompanhamento cinetico do processo de producao da exo-PG obtida do residuo seco do umbu 

correspondente ao ensaio 2 (umidade 60% e fonte de nitrogenio 0,5%). 

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 agua segundo Borzani et al. (2011) sao 

devidas a evaporacao de agua e as atividades metabolicas microbianas ocorridas durante o 

processo fermentative 

Nestes ensaios o comportamento dos aciicares redutores (AR) sao diferentes. Percebe-

se que no ensaio 1 ocorreu um aciimulo, possivelmente em detrimento da hidrolise da pectina 

em oligossacarideos e monossacarfdeos. Segundo Fenema (2010) a pectina em meio muito 

acido as ligacoes glicosidicas da pectina (1,4) sao hidrolisadas originando moleculas de D-

galactose, L-arabinose, D-xilose, L-ramnose e L-fucose. Apesar do meio conter alto teor desta 

substantia, fonte indutora da PG, nao foi detectado praticamente atividade desta enzima, 

associando este fato a baixa umidade inicial do meio de fermentacao, correspondendo a uma 

A w de agua de 0,71, valor abaixo do mfnimo para o desenvolvimento do micro-organismo zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Aspergillus niger se desenvolver que segundo Leitao (1997) e 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 fermentacao de 14,15 

U/g. Este fato comprova tanto a importancia da umidade inicial do meio no desenvolvimento 
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dos rnicro-organismos e consequentemente na elaboracao de novos produtos em cultivo 

semissolido como tambem a presenca de altas concentracoes de pectina. Segundo Fawole e 

Odunfa (2003) quando o meio tem baixas concentracoes de glicose surge a necessidade da 

quebra da pectina em acucares 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 producao de poligalacturonase e obtiveram 42,5 U/mL. 

As cineticas dos parametros analisados no decorrer do processo fermentativo para os 

ensaios 3 e 4 estao apresentadas nas Figuras 15 e 16, diferenciando das anteriores apenas na 

concentracao de nitrogenio (1,5%) adicionada ao meio. O ensaio 3 contendo 40% (b.u) de 

umidade inicial do meio e A w de 0,71 atingiu o pico de APG (1,80 U/g) na 50 3 hora enquanto 

que, o meio correspondente ao ensaio 4 cuja umidade inicial de 60% (b.u) e atividade de agua 

de 0,85 obteve um pico de APG (18 U/g) as 44 horas de cultivo. 

O comportamento dos aciicares redutores nas primeiras 7 horas de fermentacao foram 

semelhantes, havendo um aciimulo destes no meio, possivelmente pela hidrolise das ligacoes 

glicosidicas da pectina originando aciicares de baixa massa molar mais facilmente assimilavel 

pelos micro-organismos, os quais durante o processo foram sendo utilizados para oseu 

crescimento e metabolismo. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Figura 15 - Acompanhamento cinetico do processo de producao da exo-PG obtida do residuo seco do umbu 

correspondente ao ensaio 3 (umidade 40% e fonte de nitrogenio 1,5%). zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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Figura 16 - Acompanhamento cinetico do processo de producao da exo-PG obtida do residuo seco do umbu 

correspondente ao ensaio 4 (umidade 60% e fonte de nitrogenio 1,5%). 

Comparando o ensaio 3 com o 1 observa-se uma semelhanca nas cineticas dos 

parametros analisados inclusive na atividade PG que, praticamente nao foi detectada, devido a 

baixa umidade do meio acarretando provavelmente modificacoes na membrana celular do 

fungoconduzindo a limitacSes de transporte de nutrientes e afetando o metabolismo 

microbiano. Nestes dois casos a umidade inicial do meio de fermentacao foi um fator de 

inibicao da sintese da PG. Portanto o importante e trabalhar com teor de umidade que 

mantenha o equilibrio entre a disponibilidade de agua, expansao do substrato e efeitos de 

difusao do oxigenio. E importante ressaltar tambem que cada micro-organismo tem seu limite 

mfnimo de agua livre para seu metabolismo e que este varia de especie para especie. 

No ensaio 4 a partir das 7 horas de processo observa-se uma diminuicao nos acucares 

redutores e o initio da producao da enzima exo-poligalacturonase atingindo o maior valor, 

18U/g as 44 horas de fermentacao. O menor valor dos acucares redutores coincidiu com o 

maximo valor de atividade. Este fato mostra que o produto formado geralmente esta 

diretamente ligado as reacoes de decomposicao do substrato (acucares). A partir deste instante 

observa-se uma diminuicao brusca da atividade poligalcturonasica, 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, substantias 

repressoras. 
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Comparando o ensaio 4 com o 2 pecebe-se que no ensaio 2 ocorreu uma diminuicao 

na atividade da enzima entre 44 e 50 horas de processo e que a partir deste intervalo observa-

se um aumento na atividade atingindo o pico de 14,15 U/g possivelmente ocorreu 

neutralizacao de produtos toxicos promovendo novamente o crescimento microbiano, 

mostrando que ainda ha uma quantidade suficiente de nutrientes e consequentemente excrecao 

da enzima. A diferenca entre estes ensaios esta na concentracao de nitrogenio adicionada ao 

meio e que quando comparados entre si, observa-se que o ensaio em que foi adicionado maior 

concentracao de nitrogenio obteve-se maior atividade poligalacturonasica, passando de 15 

para 18 U/g em um tempo menor. Este fato pode ser atribuido a baixa concentracao de 

proteina do residuo seco do umbu.O comportamento cinetico 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 reacoes metabolicas e evaporacao de agua 

ocorrida durante o processo. 

Para verificar a reprodutibilidade dos dados foram realizados ensaios em triplicata nas 

seguintes condicoes: umidade inicial do meio de 50% (b.u) e concentracao da fonte de 

nitrogenio de 1,0% conforme as Figuras 17, 18 e 19. Nestes tres ensaios o pH permaneceu 

praticamente constante e em torno de 2,2. O consumo dos acucares redutores (AR) pelos 

micro-organismos nestes tres casos foram similares, iniciando com o teor de 

aproximadamente 5,5 e atingindo o menor valor 4,0 as 66 horas de cultivo, nao havendo 

grande variacao na curva, provavelmente ocorreu a quebra da molecula da pectina sendo esta 

ao mesmo tempo a fonte energetica 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 pelozyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Aspergillus 

niger como substrato para o crescimento de micro-organismos ou como fonte indutora na 

producao da poligalacturonase. 

A atividade poligalacturonasica maxima 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 reacoes quimicas e ao metabolismo celular. 
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Flgura 19-zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Acompanhamento cinetico do processo de producao da exo-PG obtida do residuo seco do umbu 

correspondente ao ensaio 7-Ponto central (umidade 50% e fonte de nitrogenio 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 condicao mais adequada para a producao da enzima PG pois os 

maiores valores de atividade enzimatica foram alcancados quando utilizou-se o maior valor de 

umidade,independentemente das condicoes do meio, de baixo pH e baixa concentracao de 

acucares. Este resultado tambem foi obtido por Menezes et al. (2006) quando utilizaram 

residuo de maracuja e farelo de trigo para producao de poligalacturonase por Aspergillus 

niger. 

Botella et al. (2007) variando a umidade inicial entre 45 a 80% na producao de 

poligalacturonase usando como substrato residuo da industria de vinho (bagaco de uva) 

concluiram que a atividade enzimatica decresce para valores de umidade superior a 65%, 

atribuindo este fato a diminuicao da porosidade, alteracoes na estrutura da particula e baixa 

transferencia de oxigenio. 

4.4.2 Acompanhamento cinetico do processo fermentativo do residuo seco da jabuticaba 

A partir da Figura 20 ate a 26 observa-se os resultados obtidos do acompanhamento 

cinetico da producao da exo-PG e de consumo dos acucares redutores, assim como, o 

monitoramento do pH e da umidade do meio em base umida no processo fermentativo do 
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residuo seco da jabuticaba durante o periodo de 72 horas em cada condicao 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 poligalacturonasica e maiores consumos de acucares. Este fato comprova 

o que ja foi discutido para o substrato umbu. 

As Figuras 20 e 21 correspondent aos ensaios 1 e 2 os quais foram realizados nas 

condicoes de umidade inicial do meio de 40 e 60% (b.u) correspondendo a atividade de agua 

de 0,80 e 0,88 com a mesma concentracao da fonte de nitrogenio 0,5%. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Figura 20- Acompanhamento cinetico do processo de producao da exo-PG obtida do residuo seco da jabuticaba 

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

correspondente ao ensaio 2 (umidade 60% e fonte de nitrogenio 0,5%). 

Observa-se que no ensaio 1 ocorreu uma possivel extensao da fase de adaptacao dos 

micro-organismos ao meio entre 0 a 44 horas com baixa atividade poligalacturonasica. 

Segundo Jay (2005), a duracao desta fase reflete o tempo necessario para que os micro-

organismos tragam o pH do meio externo para a sua faixa otima de pH de crescimento. Nesta 

fase a celula sintetiza as enzimas necessarias ao metabolismo dos componentes presentes no 

meio. 

A concentracao inicial dos acucares e de 24% caindo para 20% nas primeiras 7 horas e 

mantendo-se praticamente constante ate as 22 horas de cultivo. A partir deste instante 

percebe-se o consumo dos acucares lentamente e a APG comeca a aumentar, atingindo um 

valor de 13,72 U/g as 50 horas, mantendo-se praticamente constante ate as 66 horas de 

cultivo. Neste instante e alcancado o pico da PG (14,02 U/g) e observa-se a menor 

concentracao de AR atingindo o valor de 10%. E por fim verifica-se uma diminuicao na APG, 

possivelmente pelo aciimulo de substantias inibidoras produzidas pelos micro-organismos. 

Entretanto para o ensaio 2 verifica-se que entre 7 e 30 horas ha um rapido consumo 

dos acucares redutores e concomitantemente a producao maxima de PG (8,42 U/g). A 

concentracao de acucares redutores no initio da fermentacao e 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 e a APG permanece praticamente constante (7,32-7,55 U/g). A partir 

da 50 s hora comeca o aciimulo dos acucares e a atividade atinge o menor valor 4,66 U/g 

podendo atribuir este fato tanto a velocidade de hidrolise da pectina ser maior do que a de 

consumo dos acucares redutores por parte dos micro-organismos como tambem a formacao de 

produtos inibidores da enzima. 

O pH do meio vai diminuindo ate as 30 horas, depois comeca a subir (2,88-3,48) e 

permanece constante apos 66 a hora de fermentacao ate o final. Observa-se tambem que no 

momento em que a concentracao de AR e minima, o pH e a umidade aumentam 

possivelmente pela assimilicao dos acidos organicos pelos micro-organismos. Este mesmo 

fato tambem 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 produ?ao 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 representacoes graficas para os ensaios 3 e 4 os 

quais foram realizados com umidade inicial do meio de 40 e 60% (b.u) e concentracao de 

nitrogenio 1,5%. O pH inicial do meio e de aproximadamente 3,42 e durante o cultivo cai para 

2,64. Entre 0 e 7 horas nao foi detectada atividade enzimatica podendo associar este fato 

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

Figura 22 - Acompanhamento cinetico do processo de producao da exo-PG obtida do residuo seco da jabuticaba 

correspondente ao ensaio 3 (umidade 40% e fonte de nitrogenio 1,5%). 
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Figura 23- Acompanhamento cinetico do processo de producao da exo-PG obtida do residuo seco da jabuticaba 

correspondente ao ensaio 4 (umidade 60% e fonte de nitrogenio 1,5%). 
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No caso do ensaio 3 a partir das 7 horas de processo fermentativo, observa-se tanto o 

initio da producao da PG como o consumo dos acucares. A partir da 30 s hora ate a 66 a hora 

de cultivo verifica-se uma grande variacao na curva de AR com alta atividade 15,94 U/g, 

exatamente as 44 horas de fermentacao. Neste instante ate as 66 horas de cultivo observa-se o 

initio de uma possivel fase estacionaria em que praticamente nao ocorre variacao na APG 

embora ocorra grande consumo dos acucares. Logo neste caso o consumo preferential de 

acucares pelos micro-organismos nao favoreceu a producao da poligacturonase (PG). Entre 

66 a ezyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA 12- horas de fermentacao ha um aciimulo dos acucares e a atividade volta a subir (16,12) 

provavelmente o micro-organismo esta utilizando a pectina como fonte de carbono e 

produzindo a enzima. 

Para o ensaio 4 a concentracao de acucares redutores no initio do cultivo e de 14%, 

diminuindo lentamente ate a 22 a hora de cultivo chegando a 11,57% e entre 22 e 30 horas ha 

um aciimulo, provavelmente houve a quebra da molecula da pectina em acucares, 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 aciimulo dos AR, possivelmente houve hidrolise 

de oligossacarideos, voltando a cair lentamente ate o final da fermentacao pelos mesmos 

motivos ja discutidos anteriormente e a APG volta a cair a partir da 44 a hora. Segundo Pelczar 

(1996) a atividade enzimatica pode ser diminuida ou interrompida temporariamente mesmo 

quando ha produto em quantidade suficiente. 
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O consumo de aciicar foi alto nos ensaios 2 e 4 e no entanto a producao de enzima foi 

menor corroborando com a literatura em que altos consumos de acucares nao necessariamente 

correspondent a alta sintese de enzima. 

Nas Figuras 24, 25 e 26 observa-se as cineticas do processo fermentativo para os 

ensaios 5, 6 e 7 correspondentes ao ponto central nas condicoes de 50% de umidade e 1,0% de 

nitrogenio realizados em triplicata com a finalidade de verificar a reprodutibilidade dos dados. 

O comportamento dos acucares foram semelhantes partindo inicialmente em media de 

18,91% para 4,31% durante o decorrer da fermentacao. 

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

Foi detectada atividade poligalacturonasica (APG) ja no initio do cultivo com valores 

entre 1,83 e 2,1 U/g aumentando a partir das 7 horas e atingindo o seu valor maximo de 

aproximadamente 14 U/g apos 30 horas de cultivo. A partir das 44 horas percebe-se uma 

diminuicao na atividade provavelmente devido ao esgotamento de um ou mais nutrientes do 

meio necessarios ao crescimento dos micro-organismos assim como tambem ao aciimulo de 

substantias inibidoras das enzimas pectinoh'ticas. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Figura 24- Acompanhamento cinetico do processo de producao da exo-PG obtida do residuo seco da jabuticaba 

correspondente ao ensaio 5-ponto central (umidade 50% e fonte de nitrogenio 1 % ) . zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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Figura 25-zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Acompanhamento cinetico do processo de producao da exo-PG obtida do residuo seco da 

jabuticaba correspondente ao ensaio 6-ponto central (umidade 50% e fonte de nitrogenio 1%). 
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Figura 26 - Acompanhamento cinetico do processo de producao da exo-PG obtida do residuo seco da jabuticaba 

correspondente ao ensaio 7-ponto central (umidade 50% e fonte de nitrogenio 1 %). 
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Comparando os residuos secos do umbu e da jabuticaba pode-se verificar que devido a 

elevada concentracao de acucares 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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concentracao de aciicares redutores do residuo seco do umbu e baixa e a da pectina e alta, esta 

atua no meio como fonte indutora e tambem energetica quando hidrolisada em acucares 

metabolizaveis pelos micro-organismos logo a atividade poligalacturonasica foi maior. Este 

fato foi observado tambem por Mojsov (2010) quando utilizou varios substratos diferentes, 

glicose, frutose, galactose, xilose, lactose, pectina de maca e pectina da polpa de maca como 

fonte de carbono na producao da endo-PG obtidado rnicro-organismoA5'/jerg//7wszyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA niger. O 

autor verificou que a maxima atividade da endo-PG nao ocorreu no meio com valores mais 

altos de acucares e sim quando utilizou como fonte de carbono a pectina da polpa de maca. 

O consumo dos acucares redutores AR foi muito mais rapido com o residuo seco da 

jabuticaba do que com o do umbu provavelmente devido aos seus elevados teores, alem do 

pH do meio ser mais favoravel ao crescimento celular do micro-organismo e nao a producao 

de enzimas. 

A combinacao de maior concentracao da fonte de nitrogenio 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 alcancada quando utilizou-

se concentracao de nitrogenio 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 semissolido obteve os maiores valores de atividade PG com umidade inicial do meio 

de 40%. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

4.4.3 Acompanhamento cinetico da atividade exo-poligalacturonase obtida do processo 

fermentativo para o residuo seco da goiaba 

Os resultados experimentais da atividade exo-poligalacturonasica durante um periodo 

de 72 horas de fermentacao em estado solido para o residuo seco da goiaba conforme a matriz 

planejamento da secao 3.4, estao apresentados na Tabelal2. As Figuras correspondentes as 

cineticas de fermentacao encontram-se no Apendice A. 
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Tabela 12zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA - Atividade poligalacturonasica obtida da fermentacao em estado solido utilizando o residuo 

seco da goiaba em 72 horas de cultivo. 

Tempo de Ensaios 

Fermentacao (h) 1 2 3 4 5 6 7 

7 0,46 0,00 0.00 0,82 1,01 2,33 1,17 

22 2,43 4,53 0,84 8,96 4,46 4,71 4,37 

30 5,53 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 7,91 8,35 9,23 9,52 

72 5,49 6,77 4.03 7,38 8,90 9,03 1 1.21 

Os valores em negrito correspondem ao valor de maior atividade alcancado nos 

respectivos tempo de fermentacao para cada ensaio. Observa-se que a maxima atividade foi 

de 12,64 U/g, com umidade inicial do meio de 50% e concentracao de nitrogenio de 1% as 30 

horas de cultivo. 

Comparando os residuos secos e os ensaios entre si nos quais foram adicionados as 

mesmas concentracoes de nitrogenio e os mesmos teores de umidade, percebe-se que a 

umidade inicial do meio influenciou na sintese da exo-poligalacturonase pelozyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA 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 diferencas a capacidade de rentencao de agua e as caracteristicas 

fisicas e quimicas do substrato. 

Araujo, M et al. (2012) avaliaram o uso de residuo da casca de coco verde como 

substrato na producao de poligalacturonase por Aspergillus niger em fermentacao em estado 

solido e obtiveram a maxima 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 semissolido obteve os maiores valores de atividade PG 

com umidade inicial do meio de 40%. 

Como o residuo seco do umbu tem baixa concentracao de acucares redutores e alto 

teor de pectina ha necessidade da quebra da molecula da pectina levando a uma atividade 

poligalacturonasica maior em relacao aos outros dois residuos estudados, cujos teores de 

acucares sao maiores e de pectina menores. Este fato tambem foi observado por outros autores 

que afirmam que quando a concentracao de aciicar no meio e baixa o micro-organismo para 

produzir pectinases necessita da hidrolise da pectina em acucares 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 concentracao de glicose e alta 

satisfaz as exigencias de crescimento dos micro-organismos, sendo portanto desnecessaria ou 

minima a quebra da molecula de pectina, resultando em baixa atividade de pectinases. 

A adicao da fonte de nitrogenio ao meio provavelmente favoreceu a sintese das 

enzimas pois para estes residuos secos a maior atividade poligalacturonasica foi alcancada 

quando utilizou-se concentracoes de nitrogenio entre 1,0 e 1,5%. Uma fonte de nitrogenio 

adicionada em um meio de cultivo podera acarretar efeitos positivos ou negativos. Este fato 

vai depender da concentracao de proteina do substrato. 

Alcantara et al. (2010) estudaram a influencia da concentracao de sulfato de amonio na 

producao da enzima poligalacturonasee constataram que concentracoes acima de 1,5% no 

meio causou efeito inibidor. 

Pereira et al. (2010) avaliaram o valor nutritional de varios residuos gerados pelas 

agroindustrias processadas de polpas de frutas da regiao sul da Bahia para alimentacao de 

ruminantes e conclufram que a goiaba e o umbu apresentaram limitacoes para serem 

utilizados na alimentacao animal. Entretanto, neste trabalho estes residuos se apresentam 

como fonte promissora de poligalacturonase. 

Diante dos resultados das cineticas de fermentacao realizadas com os tres residuos 

secos, foi feito um estudo com o residuo seco do umbu, o qual apresentou a maior atividade 

poligalacturonasica, nas etapas seguintes: avaliacao estatistica da cinetica de fermentacao e do 

processo de extracao, recuperacao e concentracao da enzima. 

4.5 AVALIACAO ESTATISTICA DO PROCESSO FERMENTATIVO PARA O RESIDUO 

SECO DO UMBU 

Atraves do planejamento experimental e analise de superficie de resposta e possivel 

avaliar a influencia das variaveis independentes (umidade inicial e fonte de nitrogenio) sobre 

a variavel dependente (atividade poligalacturonasica) no processo fermentativo realizado 

durante 72 horas e a forma de interacao entre estas variaveis. 

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 poligalacturonasica com os parametros estudados. Os modelos estatisticos para a 

atividade (PG) estao apresentados na Tabela 13 com os seus respectivos coeficientes de 

determinacao (R 2) e os valores do teste F. Os valores em negrito sao os coeficientes do 

modelo estatisticamente significativos ao nivel de 95% de confianca. 
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A umidade e o efeito de maior importancia para o processo com valores positivos em 

todos os modelos, mostrando que o maior valor da atividade enzimatica e atingido com os 

maiores valores de umidade no intervalo estudado. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Tabela 13 - Modelo de primeira ordem obtido para atividade PG por hora de fermentacao do residuo seco do 

umbu. 

Tempo (h) Modelo Atividade da Poligalacturonase R
! 

Teste F 

(Linear) 

22 PG = 3,69 + 4,07U - 0,70N - 0,21 U.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 + 0,44N - 0,34U.N 0,4101 0,074 

66 PG = 8,98 + 4,18U - 2,11N - 2,61U.N 0,4613 0,093 

72 PG = 8,92 + 3,65U - 1,84N - 2,29U.N 0,3569 0,059 

O coeficiente de determinacao ou de explicacao (R 2) quantifica a qualidade do ajuste. 

Segundo Rodrigues e Lemma (2005) fornece uma medida da proporcao da variacao explicada 

pela equacao de regressao em relacao a variacao total das respostas. 

O testezyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA F apresenta a razao entre o Fc a i Cu i a d o e o Ftabeiado- Sempre que esta relacao for 

maior que 1 a regressao e estatisticamente significativa havendo relacao entre as variaveis 

independentes e dependentes. Para que uma regressao nao seja apenas estatisticamente 

significativa, mas tambem util para fins preditivos, o valor da razao deve ser no minimo maior 

que quatro (BARROS et al., 1996). 

Como o maior valor de atividade poligalacturonasica obtido neste trabalho foi com o 

tempo de 44 horas de fermentacao (18 U/g), logo sera apresentado a seguir a analise estatitica 

correspondente a este tempo. 

A Equacao 24 apresenta o modelo de primeira ordem obtido para a atividade (PG) no 

tempo de 44 horas de cultivo, considerando somente a variavel estatisticamente significativa 

que neste caso foi a umidade. Observa-se que o coeficiente apresenta sinal positivo indicando 

que, para se obter atividade poligalacturonasica maxima, dentro da faixa estudada, o meio 

deve ter alta umidade inicial. 

PG (44h) = 10,65 + 7 , 3 7 U (24) 
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O Diagrama de Pareto mostrado na Figura 27 confirma que os efeitos da concentracao 

de nitrogenio e da interacao das duas variaveis nao sao estatisticamente significativos. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Figura 27 - Diagrama de Pareto para atividade PG com 44 horas de fermentacao. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

<1)U<%) 

(2)N(°< 

U x N 

13,23 X : 

2 245428 

p=05 

Efeito estimado padronizado (valor absolute) 

Apesar do diagrama de Pareto mostrar que a variavel concentracao de nitrogenio nao e 

estatisticamente significativa, o coeficiente da equacao do modelo de primeira ordem, Tabela 

13, para o tempo de 44 horas de cultivo tern sinal positive indicando a importancia desta no 

meio provocando um aumento na atividade PG, provavelmente devido ao baixo teor de 

proteina do substrato utilizado como meio de cultivo. Alem de a umidade ser a variavel que 

apresenta grande significancia podendo, portanto ocorrer "sombra" sobre a variavel 

nitrogenio. 

A Tabela 14 apresenta a analise de variancia no tempo de 44 horas de fermentacao 

considerando somente o parametro que foi significative Este modelo tem 78,95% das 

variacoes obtidas explicadas pelo modelo e a razao FzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAc ai Cuiado /F tabeiado igual a 2,83, indicando 

que o mesmo e estatisticamente significativo com 95% de confianca em relacao aos dados 

experimentais. 

UFCG/BIBUOTECA/BC 
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Tabela 14 - Analise de variancia para atividade PG com 44 horas de fermentacao do residuo seco do 

umbu. 

Fonte de Variacao SQ G L QM Teste F 

Regressao 217,28 1 217,28 2,83 

Residuo 57,90 5 11,58 

F. ajuste 55,42 3 

Erro puro 2,47 2 

Total 275,17 6 

R 2 78,95 

F tabelado 6,61 

G.L. - Grau de Liberdade; S.Q.- Soma dos Quadrados; Q.M.-- Quadrado Medio dos Desvios. 

A Figura 28 representa a superficie de resposta para verificar a influencia da umidade 

inicial e da concentracao de nitrogenio no meio fermentado sobre a atividade 

poligalacturonasica as 44 horas de cultivo (PG44). 

Observa-se que a maxima producao da poligalacturonase 18 U/g ocorre para o maior 

valor de umidade (60%) independentemente da concentracao de nitrogenio. Este 

comportamento e similar ao encontrado experimentalmente sob as mesmas condicoes. 

Figura 28 - Superficie de resposta para atividade PG as 44 horas de fermentacao. 
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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 poligalacturonasica 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 

concentracao da fonte de nitrogenio no tempo de 44 horas de fermentacao. 

Tabela 15 - Atividade poligalacturonasica (PG) maxima e produtividade obtida do residuo seco do 

umbu para cada ensaio. 

Ensaios Umidade Nitrogenio Atividade Produtividade Tempo 

(b.u.) (%) (U/g) (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 44 

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 CONDigOES DE EXTRACAO DA EXO-PG 

O extrato enzimatico utilizado no estudo da extracao da exo-PG , foi obtido a partir da 

fermentacao do residuo seco do umbu realizada nas condicoes de maior atividade da PG: 

umidade 60%, fonte de nitrogenio 1,5% e tempo de cultivo de 44 horas. 

Na Tabela 16 encontra-se os valores das variaveis independentes, tempo de contato 

(TC), relacao solvente/massa (RE) e agitacao (AG) com seus respectivos niveis assim como o 

valor da variavel dependente, atividade poligalacturonasica (APG). As leituras de atividade 

poligalacturonasica foram realizadas no momento em que o extrato bruto era tirado da 

incubadora (shaker) e filtrado em cada intervalo de tempo e condicoes estudadas conforme 

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

planejamento. 

Ensaios AG (rpm) Tempo (niiii) R E (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 condicoes: agitacao de 150 rpm, 

relacao solvente/massa de 10 mL/g e tempo de contato 45 minutos. 

Sousa, C.et al. (2011) avaliaram o processo de extracao da poligalacturonase 

produzida porzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Aspergillus niger com o residuo de maracuja, o qual foi similar ao utilizado 

nesta pesquisa, e obtiveram a maxima atividade 53,70 (U/g) com o tempo de contato de 45 

minutos, agitacao de 50 rpm e relacao solvente/massa de 10 mL/g. 

Gomes et al. (2011) estudaram a producao da poligalacturonase proveniente do 

Aspergillus niger ATCC 9642 em um cultivo semissolido utilizando pectina, L-asparagina e 

sulfato de ferro e a maior atividade foi alcancada quando utilizaram uma velocidade de 

agitacao de 180 rpm. 

Freitas et al. (2010) estudaram as melhores condicoes de extracao da protease 

microbiana em fermentacao em estado solido produzida por Aspergillus oryzae IV utilizando 

torta de canola como substrato e observaram que, aumentando o volume da solucao extratora 

no meio nao obtinha maior recuperacao da enzima, sendo 100 mL o volume que proporcionou 

maior valor de atividade enzimatica (298 U/g). Os autores perceberam que uma agitacao de 

100 rpm contribuiu para um aumento de 17% na recuperacao da enzima. 
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A Figura 29 mostra a influencia da razao solvente (tampao acetato)/massa de meio 

fermentado, agitacao e tempo de contato na extracao 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. 

Para avaliar com mais detalhes a influencia das variaveis independentes (TC, RE e 

AG) sobre a atividade poligalacturonasica, foi feito estudo estatfstico utilizando o software 

Statistica versao 5.0. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

4.6.1 Analise estatistica do processo extrativo 

Foi analisado a partir do planejamento fatorial 2 3 com tres repeticoes no ponto central 

e analise de superficie de resposta a influencia dos parametros das tres variaveis 

independentes: agitacao, tempo de contato e razao solvente/massa sobre a atividade 

poligalacturonasica (APG) nos extratos obtidos em cada ensaio. 

Na Tabela 17 trata-se do modelo de primeira ordem considerando somente os 

parametros estatisticamente significativos a 95% de confianca e o respectivo coeficiente de 

determinacao (R 2) e o teste F para os dados de atividade poligalacturonasica. 
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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, A G e 

RE deverao ser os maiores. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

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

ModeloEstatistico Linear da Extracao R
2 

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

A Figura 30 confirma que os parametros RE, TC e A G sao estatisticamente 

significativos, ou seja, as variaveis independentes influenciam na atividade dos extratos 

obtidos em 44 horas de fermentacao. 

Figura 30 - Diagrama de pareto para as condigoes de extracao da exo-PG. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Efetto esbmado padronzado (vator absoiutoi 

A Tabela 18 corresponde a analise de variancia para verificacao estatistica do modelo 

da equacao da Tabela 17. Este modelo tern 86,42% das variacoes obtidas explicadas pelo 

modelo, a razao entre o FzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAe a i Cu i ad o /F tabeiado e igual a 3,41 indicando que o mesmo e 

estatisticamente significativo com 95% de confianca em relacao aos dados experimentais. 
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Tabela 18 - Analise de variancia para a extracao da enzima exo-poligalacturonase. 

Fonte de Variacao SQ G L QM Teste F 

Regressao 222,55 3 74,08 3,41 

Residuo 34,97 7 4,99 zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

F . ajuste 32,14 5 

Erro puro 2,829 2 

Total 257,52 10 

%R2 86,42 

F tabelado 4,35 FcaIculado= 14,85 

G.L. - Grau de Liberdade; S.Q. - Soma dos Quadrados; Q.M. - Quadrado Medio dos Desvios. 

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

de 95% na variavel resposta atividade poligalacturonasica esta na Figura 31. Verifica-se uma 

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

previsto estatisticamente. 

Figura31 - Valores preditos e observados para a extragao da enzima exo-poligalacturonase. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

12 18 24 30 36 

Valores Observados 

As Figuras 32, 33 e 34 representam as superficies de respostas fixadas no ponto 

central construidas com a finalidade de verificar a influencia das variaveis independentes, 

relacao entre o volume de solvente empregado na recuperacao 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 agitacao do 

meio na atividade poligalacturonasica do extrato (APG). As superficies de resposta 

encontradas apresentam o mesmo comportamento independente da condigao do nivel da 

variavel fixada como mostra as figuras abaixo. Percebe-se que para maiores valores de 

agitacao, razao do solvente/massa e tempo de contato foram obtidos os maiores valores de 

atividade PG corroborando com o comportamento fenomenologico encontrado durante os 

experimentos realizados na Tabela 16. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Figura 32 - Influencia da agitacao e relacao solvente/massa na atividade da PG 
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Figura 33zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA - Influencia do tempo e relacao solvente/massa na atividade da PG. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

o 

O estudo da agitacao durante o periodo de extracao enzimatica e um fator importante 

pois, esta facilita a liberacao da enzima das particulas do meio solido durante o processo da 

extracao, assim como tambem o da adigao do solvente ao meio semissolido devido ao poder 

de absorcao deste pelo substrato, consequentemente a determinagao do volume necessario 

para a liberacao da enzima presente no meio. 



111 zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Segundo Freitas et al. (2010) em fermentacao em estado solido, elevadas razoes 

volume de extrato por massa de meio deverao ser evitadas pois a producao de um extrato 

muito diluido podera afetar economicamente os custos operacionais do processo. 

4.7 RECUPERACAO E PURIFICACAO DA EXO-PG 

A recuperacao de produtos biologicos oriundos de processos fermentativos e uma 

etapa de extrema importancia pois estes processos, alem de gerar o composto desejado, geram 

tambem subprodutos que impedem, muitas vezes, a utilizagao do fermentado em processos 

industrials. Devido a essa problematica varias tecnicas foram desenvolvidas e aplicadas, 

dentre elas a extracao em sistemas aquosos bifasicos (SABs) a qual concentra e purifica 

bioprodutos. Esta tecnica tornou-se atrativa dada as condicoes suaves que oferece as 

biomoleculas e se apresenta como um processo de baixo custo economico. Logo, neste 

trabalho apos a recuperagao da enzima (extracao por lixiviacao) utilizou-se desta tecnica com 

o objetivo de concentrar e purificar a exo-poligalacturonase. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

4.7.1 Diagramas de equilibrio 

O diagrama de equilibrio de fases e ponto de partida para a construgao dos sistemas 

aquosos bifasicos (SABs) devido conter informagoes importantes, tais como, concentragoes 

de PEG e sal necessarias a formagao das fases, composigao das fases em equilibrio e previsao 

qualitativa da partigao de moleculas. Neste trabalho, foram construidos diagramas referentes 

aos PEGs 4000, 6000 e 8000/fosfato de potassio a temperatura de 25°C e pH 7,0 os quais 

estao apresentados respectivamente na Figura 35. A temperatura e o pH adotados foram 

baseados em trabalho realizado por Sousa, C. (2010). 

A concentragao de sal (% sal fosfato), que se distribui preferencialmente na fase 

inferior, foi plotada na abscissa, e a concentragao do PEG (%PEG), que se distribui 

preferencialmente na fase superior, na ordenada. Neste trabalho, foi feita uma analise 

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 potassio. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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O formato das curvas binodais obtidas sao 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 regiao bifasica do diagrama de equilibrio e a medida que 

a massa molar do PEG aumenta as curvas binodais tornam-se mais proximas da origem, 

deslocando-se para a esquerda e consequentemente menores as quantidades de PEG e sal de 

fosfato de potassio sao necessarias para a formacao de fases. Este fato foi observado por 

varios autores, dentre eles: Albertsson (1986), Bertoluzzo et al. (2005), Graberet al. (2007) e 

Padilha (2009), os quais atribufram tal comportamento a diminuicao da solubilidade dos 

polimeros em agua que aumenta com o aumento da sua massa molar portanto menores 

concentragoes sao requeridas para que ocorra a separagao das fases. 

4.7.2 Composigao dos sistemas aquosos bifasicos (SABs) 

As composigoes (m/m) dos sistemas de duas fases aquosas para cada ensaio, estao na 

Tabela 19, nas condigoes de pH 7,0 e temperatura de 25°C. A escolha do valor do pH foi 

devido a experimentos preliminares realizados conforme discutido na secao 3.6.2 e a 

temperatura por ter sido utilizada na construgao dos diagramas de equilibrio, de onde foram 
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tirados a composigao dos SABs, alem de considerar varios trabalhos realizados por diversos 

autores na recupercao de pectinases como tambem de outras enzimas, tais como, invertase 

obtida do tomate (YUCEKAN, 2011), a lactalbumina e p" lactoglobulina (ALCANTARA, 

2011). 

Os SABs foram construidos com PEG 4000, 6000, 8000, sal (fosfato acido de 

potassio, fosfato diacido de potassio) e o extrato proveniente da fermentacao em estado solido 

do residuo seco do umbu. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Tabela 19 - Composicao dos SABs construidos para os ensaios de particao 

Massa Molar do 
Ensaios 

P E G 
Extrato(g) PEG(g) SAIS(g) 

1 4000 11,4 1,8 1,8 

2 8000 11,4 1.8 1,8 

3 4000 10,8 2,4 1.8 

4 8000 10,8 2,4 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 2,1 

10 6000 10,8 2,1 2,1 

11 6000 10,8 2,1 2,1 

As quantidades de PEG e de sal fosfato de potassio correspondem aos valores das 

composicoes dos sistemas, os quais foram baseados em testes preliminares ja discutidos 

anteriormente. As concentracoes 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 agua. 

Observa-se na Figura 36 correspondente ao ensaio 5, que a fase superior ficou com 

uma coloracao e turbidez mais forte que a fase inferior (sal), provavelmente outras 

substantias, tais como, corantes naturais do proprio extrato foram particionados para a fase 

superior. O mesmo fenomeno foi observado por Ferreira, G. (2007) ao estudar a particao de 

bromelina em SABs compostos por PEG 4000 e fosfato de potassio e por Sousa, C. (2010) 

quando estudou a particao de poligalacturonases com PEG 8000 e fosfato de potassio. A 
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coloracao escura da interface do sistema provavelmente foi devido ao aciimulo de esporos 

presentes no extrato os quais nao tiveram preferencia por nenhuma das duas fases. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Figura 36 - Sistema aquoso bifasico. 

4.7.3 Avaliacao do coeficiente de particao (K*) da exo-poligacturonase (PG) em SABs 

Apos a formacao dos SABs a partir dos dados da composigao dos sistemas da Tabela 

19, foi calculado o coeficiente de particaozyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA ( K e ) da enzima exo-poligalacturonase obtida da 

fermentacao em estado solido, quando se utilizou como materia-prima no meio de cultivo o 

residuo seco do umbu, com a finalidade de averiguar a sua distribuicao nas duas fases dos 

sistemas. Os valores de K e 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 particao ( K J da exo -poligalacturonase por SABs PEG/fosfato. 

Massa Molar do Ke 
Ensaios 

P E G 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 

1 1 6000 0,0322 

O coeficiente de particaozyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA ( K e ) e 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 partigao (K e ) 

sao menores que a unidade indica que a biomolecula particiona preferencialmente para a fase 

inferior, fato este verificado neste trabalho com a enzima exo-poligalacturonase. 

Observa-se que o coeficiente de particao K e foi diminuindo a medida que a massa 

molar do PEG foi aumentando. Segundo Naganagouda e Mulimane (2008) o aumento da 

massa molar do PEG nos sistemas aquosos bifasicos (SABS) diminui o espago disponivel para 

a biomoleculana na fase superior, aumentando a partigao para a fase inferior dos sistemas por 

efeito de exclusao devido a hidrofobicidade das proteinas. 

Quanto maior a massa molar do polimero, menor e o volume de solvente disponivel, 

acarretando uma diminuigao da solubilizagao das proteinas hidrofflicas na fase rica em 

polimero (ALBERTSSON, 1986, RATANAPONGLEKA, 2010). Logo o polimero adquire 

uma conformagao mais compacta, intramolecular, impedindo a partigao da biomolecula para a 

fase superior. 

Prodanovic e Antov (2008) avaliaram a partigao de pectinases dezyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Penicillium 

cyclopium em SABs compostos por PEGs de diferentes massas molares e sulfato de amonio 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 preferencia das pectinases 

era pela fase inferior, rica em sal. 

Sao iniimeras as propriedades fisico-quimicas do sistema e da protetna que podem 

influenciar no coeficiente de partigao assim como fatores associados a enzima tais como: 

tamanho, composigao (estrutura), presenga de carga eletrica e hidrofobicidade. Alem desses 

fatores existem propriedades importantes das fases que contribuem na distribuigao das 

biomoleculas, como por exemplo, a natureza quimica e a concentragao dos componentes 

formadores dos SABs, a massa molar dos polimeros, a presenga de ligantes ao longo da 

cadeia polimerica que possam interagir especificamente com sitios da proteina alem de pH e 

temperatura (HEMAVATHI, 2011; SELVA e LOH, 2006). 

Segundo Babu et al. (2007 apud Coelho, 2011) o particionamento de biomolecula 

depende tambem do efeito do volume de exclusao do polimero na fase polimerica e do 

salting-out na fase rica em sal. 

Mesmo com os varios estudos sobre partigao de biomoleculas em SABs, bem como 

sobre os fatores que afetam o comportamento de partigao, ainda nao se conhecem as forgas 

motrizes responsaveis pela transferencia preferencial para uma das fases. Portanto, a unica 

maneira de saber se uma dada biomolecula concentra-se preferencialmente na fase superior ou 

na inferior, num determinado SAB, e atraves da realizagao de experimentos (CARDOSO, M. , 

2007). zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

4.7.4 Analise estatistica do processo de recuperagao e purificagao da exo-PG 

Para avaliar a influencia das variaveis independentes, massa molar do PEG, 

concentragao do PEG e concentragao de sal sobre as variaveis dependentes, fator de 

purificagao (FP) e recuperagao da enzima exo-poligalacturonase na fase inferior (Ri) dos 

SABs, haja vista que, a preferencia da enzima exo-poligalcturonase nos SABs estudados nesta 

pesquisa deu-se nesta fase, o que foi confirmado por meio da determinagao do coeficiente de 

partigao (Ke) corroborando com varios autores dentre eles, Antov (2004), Madarev et al. 

(2006), Mehrnoush (2011), Prodanovic' e Antov (2008) e Sousa, C. et al. (2011), foi realizada 

uma analise por meio do planejamento fatorial e metodologia da superficie de resposta 

descrito na segao 3.6.2 utilizando o programa computacional Statistica T M (versao 5.0 da 

Statsoft, Inc). 
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Segundo Da Silva (2006) esta distribuicao desigual da enzima, neste caso a exo-PG, 

entre as duas fases e resultante de um intrincado e delicado balanco de interacoes entre a 

enzima e as outras especies (polimeros, agua e/ou sais inorganicos) presentes nas duas fases 

que coexistem em equilibrio. 

Na Tabela 21 encontram-se os resultados do planejamento fatorial 2 3 mais tres pontos 

centrais com os respectivos valores do fator de purificagao (FP) e recuperagao (Ri) da enzima 

exo-PG em cada ensaio. Estes dados sao referentes a fase inferior (sal) de cada sistema. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Tabela^^^ado^x^er jmenta^ 

Ensaios Massa Concentracao Concentracao Fator de Recuperacao 

molar do d o P E G ( % ) dosal(%) purificagao (%) 

P E G 

1 -1(4000) -1(12) -1(12) 2,34 96,86 

2 +1(8000) -1 (12) -1 (12) 3,36 97,41 

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 purificagao (FP) da exo-poligalacturonase sao 

alcangados com o PEG 8000 e concentragao de sais de 12% e os menores para o PEG de 

massa molar 4000 com concentragao 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 potassio na purificagao de 

poligalacturonase. Segundo Mehrnoush et al. (2011) provavelmente pode-se atribuir este fato 

a maior concentragao de sal causando o efeito salting out pelo fosfato de potassio, resultando 

em proteinas contaminantes e enzimas removidas para a fase de topo ou interface do sistema. 

Estes mesmos autores tambem observaram uma diminuigao do FP da pectinase obtida da 

casca da manga quando aumentaram a concentragao do sal de 12 para 20%. 

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

PEG 8000 e 12% para o fosfato de potassio sendo considerado a melhor partigao. Nestas 
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condicoes, foi obtido rendimento (R,) de 97,14% e fator de purificagao (FP) de 5,64 vezes. 

Neste caso, possivelmente o efeito foi o de exclusao do polimero para com a enzima na fase 

polimerica favorecendo a partigao 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 influencia da massa molar dos PEG 4000, 6000 e 8000 na 

purificagao da poligalacturonase obtida da fermentagao em estado solido do residuo seco de 

maracuja, obtendo o maior valor para FP de 7,01 e R] de 98,56% com o PEG tambem 8000, 

refletem as condig5es experimentais realizadas e sao validos para este estudo comparativo 

com os polfmeros citados. 

Lima, A. et al. (2002) estudaram a influencia da massa molar do PEG variando entre 

400 e 10000 na partigao de pectinases formados por PEG/fosfato de potassio. 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 recuperagao de tais enzimas. 

Com relagao aos resultados da recuperagao na fase inferior (RT) percebe-se que sao 

elevados para todos os sistemas. Fato este observado por Prodanovic e Antov (2008) quando 

estudaram a influencia da massa molar do polietileno glicol no rendimento da exo-pectinase 

produzida porzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Penicillium cyclopium em sistema aquoso bifasico composto de 10% de PEG, 

15% de (NH 4) 2S04 e 75% do extrato enzimatico, 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 tambem 

observado por varios autores dentre eles, Fan et al. (2012) na partigao da protopectinase, por 

Porfiri et al. (2011) na partigao da alfa-amilase e por Madarev (2006) na partigao da exo-

pectinase. 

Portanto os sistemas formados por PEG e fosfato de potassio avaliados neste trabalho 

sao adequados para a recuperagao da exo-poligalacturonase na fase inferior, uma vez que os 

coeficientes de partigao sao menores que a unidade e a recuperagao maior que 95%. 

4.7.4.1 Diagrama de Pareto 

As Figuras 36 e 37 correspondem aos diagramas de Pareto os quais representam os 

efeitos estimados, em ordem decrescente de magnitude, das variaveis dependentes e suas 

interagoes das respostas linearizadas do fator de purificagao e da recuperagao da enzima exo-

poligalacturonase. 

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

de sais, concentragao do PEG e as interagoes concentragao de PEG x concentragao de sais, 
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massa molar do PEGzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA x concentracao de PEG x concentragao de sais e massa molar do PEG x 

concentragao de PEG sao estatisticamente significativos em relagao ao fator de recuperagao. 

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

Figura37 - Diagrama de Pareto para a variavel dependente fator de purificagao (FP) da exo-PG. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

(1)NPEG 

(3)%SAIS 

(2)%PEG 

%PEGX%SAIS 

MPEGX%PEGX%SAIS 

tvPEGX%PEG 

MPEGX%SAIS 

10,63956 

-10.2343 

-7,27528 

6,717109 

,8907721 

30,4812 

-25,5877 

P=,05 

Efeito padronizado est imado (Valor absoluto) 

Verifica-se na Figura 38, que os fatores massa molar do PEG, concentragao de PEG, 

concentragao de sais, assim como as interagoes massa molar do PEG x concentragao de sais 

sao estatisticamente significativos em relagao a recuperagao da enzima na fase inferiorzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA ( R i ) 

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 variavel dependente recuperacao (RO da exo-PG. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

MPEG 

%PEG 

%SAIS 

MPEGx%SAIS 

MPEGx%PEB 

%PEGx%SAIS 

MPEGx%PEGx%SAIS 

p=,05 

Efeito est imado padronizado (Valor absoluto) 

4.7.4.2 Modelo de regressao e analise de variancia 

Com os dados da Tabela 21, obteve-se por regressao modelos lineares que apresentam 

estimativas com 95% de confianga. Estes modelos codificados foram propostos para 

representar o fator de purificagao e a recuperagao da exo-poligalacturonase na fase inferior 

(sal) dos sistemas em fungao dos fatores massa molar do PEG, concentragao do PEG e 

concentragao do sal fosfato de potassio conforme as Equagoes 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+0,075MPxPxS (26) 

Onde: 

MP: massa molar do PEG; 

P: concentragao do PEG; 

S: concentragao do sal. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

UFCG/BIBLIOTSCA zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA/BC 
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Os modelos mostram uma dependencia linear do fator de purificagao e recuperagao 

para a massa molar do PEG, concentagao do PEG e do sal para os sistemas estudados PEG 

4000, 6000 e 8000/fosfato. 

Os valores dos coeficientes em negrito sao estatisticamente significativos. Observa-se 

que estes coeficientes do modelo estatfstico para o fator de purificagao, tais como, massa 

molar dos polimeros, concentragao de PEG e as interagoes massa molar de PEG com 

concentragao de PEG apresentam sinal positivo, indicando que quanto maior estes efeitos 

maior o fator de purificagao, ou seja, a resposta aumenta, fato este comprovado 

fenomenologicamente. Entretanto os coeficientes da concentragao de sais e as interagoes 

concentragao de PEG com concentragao de sais e dos tres fatores apresentam sinal negativo 

indicando que, quanto menor forem estes efeitos maior sera o fator de purificagao. Em relagao 

a resposta Ri verifica-se que os efeitos estatisticamente significativos massa molar do PEG, 

concentragao de sais e a interagao massa molar do PEG com concentragao de sais sao 

positivos, indicando que quanto maior estes efeitos maior a recuperagao da enzima, 

entretanto, a concentragao de PEG apresenta sinal negativo indicando que para menores 

valores da concentragao de PEG obtem-se maiores valores da recuperagao da enzima. 

Observa-se na Tabela 22 a qual se encontra os dados da Analise de Variancia 

(ANOVA) para o fator de purificagao da exo PG que o modelo apresentou regressao 

significativa ao nfvel de 95% de confianga, com R 2 igual a 0,841, evidenciando que o modelo 

explicou 84,1% da variagao dos dados experimentais. 

TabelazyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA 22 - Analise de variancia para o fator de purificagao (FP) da exo-PG nos SABs PEG/fosfato. 

Fonte de Variagao SQ G L QM Teste F 

Regressao 16,255 3 5,418 2,84 

Residuo 3,0642 7 0,437 zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

F . de ajuste 3,0472 5 

Erro puro 0,0171 2 

Total 19,319 10 

%R2 84,14 

Ftabelado 4,35 Fcalculado= 12,37 

G.L. - Grau de Liberdade; S.Q. - Soma dos Quadrados; Q.M. - Quadrado Medio dos Desvios. 

O valor do F calculado da regressao foi aproximadamente tres vezes maior que o F 

tabelado. Segundo Box et al. (1978) quando essa relagao for maior que 1,00 a regressao e 
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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 Analise de variancia (ANOVA) para a recuperacao da 

exo-poligalacturonase (Ri). Observa-se que o modelo explica 94,54% da variagao dos dados 

experimentais. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Tabela 23 - Analise de variancia para a recuperacao (R|) da exo-PG nos SABs PEG/fosfato. 

Fonte de Variagao SQ G L QM Teste F 

Regressao 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 

%R2 94,54 zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Ftabelado 4,35 FCalculado=40,46 

G.L. - Grau de Liberdade; S.Q. - Soma dos Quadrados; Q.M. - Quadrado Medio dos Desvios. 

O valor do F calculado da regressao foi aproximadamente dez vezes maior que o F 

tabelado portanto neste caso pode-se dizer que os dados experimentais ajustam-se ao modelo 

obtido e a analise de regressao foi estatisticamente significativa e altamente preditiva. 

Fan et al. (2012) estudando os efeitos do PEG 6000/K3PO4 na partigao da 

protopectinase obtida a partir da casca de caqui em po porzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Aspergillus terreus SHPP01 em 

sistemas aquosos bifasicos, utilizaram a metodologia de superficie de resposta e obtiveram um 

modelo preditivo com a maior partigao na fase inferior. Observaram tambem que o K 3 P O 4 

teve um efeito significativo na partigao desta enzima assim como a concentragao do PEG 

6000 e que as interagSes nao foram significativas ao nivel de 0,05. 

As Figuras 39 e 40 apresentam as dispersoes entre os valores observados e valores 

preditos para um limite de confianga de 95% nas variaveis resposta, fator de purificagao (FP) 

e recuperagao (Ri) da enzima. Verifica-se uma pequena dispersao dos resultados indicando 

uma boa qualidade de ajuste do modelo linear previsto estatisticamente. 
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Figura 40 - Valores preditos e observados para a recuperagao (RT) da exo-PG. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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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 

purificagao da enzima exo-poligalacrturonase (PG) em fungao da: concentragao de PEG x 

concentragao de sal, da massa molar do PEG x concentragao de PEG, massa molar do PEG x 

concentragao de sal, fixadas no ponto central. Verifica-se na Figura 41 que para maiores 

valores da concentragao de PEG e menores valores da concentragao de sais obtem-se o maior 

valor para o fator de purificagao (FP) da exo-poligacturonase. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Figura 41 - Influencia da concentracao do PEG e do sal nofator de purificacao (FP) da exo-PG. 

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

valores da concentragao de PEG obtem-se maiores valores para o fator de purificagao (FP). 
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Figura 42 - Influencia da massa molar do PEG e concentracao do PEG no fator de purificagao (FP) da exo-PG. 

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

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

Figura 43 - Influencia da massa molar do PEG e concentragao do sal no fator de purificagao (FP) da exo-PG. 
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As superficies obtidas confirmam a analise dos efeitos e permitem visualizar a 

variagao da resposta (FP) em fungao das variaveis, massa molar do PEG, concentragao do 

PEG e concentragao de sais, dentro das faixas estudadas. 

Verifica-se que quanto menor a concentragao de sais e maior a massa molar maiores 

valores para o fator de purificagao (FP) foram obtidos do planejamento. E quanto menor a 

massa molar do PEG e maior concentragao de sais menores os valores de (FP). 

As Figuras 44, 45 e 46 representam as superficies de resposta para a recuperagaozyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA (Ri) 

da enzima exo-poligalacturonase em fungao da: concentragao de PEG x concentragao de sal, 

da massa molar do PEG x concentragao de PEG, massa molar do PEG x concentragao de sais 

fixada no ponto central. 

A Figura 44 corresponde a superficie de resposta para a recuperagao da enzima na fase 

inferior (Ri) dos sistemas em fungao da concentragao do PEG x concentragao de sais. 

Percebe-se que quanto menor a concentragao de PEG e maior a concentragao de sais maior o 

valor da recuperagao (Ri), corroborando com o modelo linear correspondente a Equagao 28. 

Figura 44 - Influencia da concentragao do PEG e concentragao do sal na recuperagao (R|) da exo-PG. 

• 98,5 

I |96 

I I 97,5 

• 97 

Observa-se na Figura 45 o efeito da massa molar do PEG e da concentragao do PEG 

sobre a recuperagao (Ri) da exo-PG. Observa-se que a concentragao de PEG apresenta 

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

com o valor encontrado experimentalmente. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Figura 45 - Influencia da massa molar do PEG e concentragao do PEG na recupergao (R|) da exo-PG. 

A Figura 46 exibe a superficie de resposta para a recuperagao da enzima em fungao da 

massa molar do PEG x concentragao de sais. Observa-se que a maxima recuperagao da 

enzima exo-poligalacturonase, 98,91%, ocorreu com o polimero de maior massa molar (PEG 

8000) e maior valor da concentragao de sais 16%, valor similar ao encontrado 

experimentalmente. 
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Figura 46 - Influencia da massa molar do PEG e concentragao do sal na recuperagao (R r) da exo-PG. 

Antov e Omorjan, (2009) utilizaram a metodologia de superficie de resposta para 

avaliar a partigao de pectinases em sistemas aquosos bifasicos, PEG 1000/Na2SO4. A analise 

aplicada revelou um espago experimental, no qual a maior purificagao da pectinase foi de 2,5 

vezes e o rendimento de 96,61 para baixas concentragoes de sal. Estes autores concluiram 

tambem que a metodologia de superficie resposta e uma ferramenta titil e promissora em 

sistemas aquosos bifasicos na purificagao de biomoleculas assim como, Fanet al. (2012), 

Kammaum et al. (2009), Pericin et al. (2009) e Porfiri et al. (2011). 
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6 CONCLUSAO 

As principals conclusoes obtidas neste trabalho sao apresentadas a seguir, separadas 

por assunto desenvolvido: 

Caracterizacao fisico-qumiica dos residuos secos 

Os resultados da caracterizacao fisico-quimica dos residuos secos do umbu, jabuticaba 

e goiaba indicam a potencialidade destes como substratos na sintese da exo-poligalacturonase 

por fermentacao em estado solido com valores percentuais de acxicares redutores, proteiha e 

pectina de 8,67, 1,66 e 21,03; 24,67,4,39 , 8,3 le 23,35, 2,09 e 9,92 respectivamente. 

O modelo de GAB ajustou-se adequadamente as isotermas de adsorcao nas 

temperaturas de 25, 30 e 35°C, havendo correlacao entre os coeficientes de determinacao, 

com valores de 0,99. 

Residuo seco do umbu 

Os maiores valores de atividade poligalacturonasiea foram obtidos com umidade 

inicial do meio de 60% (b.u) e concentracao de sulfato de amonio de 1,5%. O pico de 

atividade foi de 18 U/g em 44 horas de fermentacao. A condicao menos favoravel foi quando 

a umidade inicial do meio foi de 40% correspondendo a uma atividade de agua 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 condicoes do meio de cultivo: umidade inicial de 

40% (b.u), atividade de agua de 0,80 e concentracao de sulfato de amonio de 1,5%. O pico de 

atividade foi de 16,12 U/g em 72 horas de fermentacao. 

Residuo seco da goiaba 

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

goiaba foram atingidos com umidade inicial do meio de cultivo de 50% (b.u), atividade de 
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agua de 0,79 e concentracao de sulfato de am6nio de 1,0%. O pico de atividade foi de 12,64 

U/g em 30 horas de fermentacao. 

Dentre oszyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA tiBs residuos secos estudados o do umbu foi o que apresentou menor valor 

de pH 2,2, considerado nao ideal pela literatura para a sfntese da poligalacturonase, o menor 

teor de acucar e o maior valor de pectina. Entretanto foi o que se obteve a maior atividade e 

produtividade, sendo, portanto o mais adequado para a producao desta enzima para 

posteriormente ser utilizada nas industrias de sucos citricos. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Condicao de extracao da P G para o residuo seco do umbu 

A melhor condicao de extracao da exo-PG foi com o tempo de contato de 45 minutos, 

relacao solvente/meio fermentado de 10 mL/g e velocidade de agitacao de 150 rpm atingindo 

uma atividade poligalacturonasiea de 32,59 U/g de meio fermentado, correspondendo a 

aproximadamente 82% do valor obtido na cinetica fermentativa. 

Foi obtida boa reprodutibilidade dos dados com os experimentos realizados no 

processo de extracao da enzima exo-PG. 

Sistema aquoso bifasico 

Para os sistemas formados por PEG 4000, 6000 e 8000 e fosfato de potassio, as curvas 

binodais apresentaram a mesma forma. Observou-se, de uma forma geral, um deslocamento 

da regiao bifasica para menores concentracoes de polimero e sal com o aumento da massa 

molar do PEG. Este comportamento era o esperado, pois quanto maior a massa molar do 

polimero, menor 6 a quantidade de sal neeessaria a formacao do sistema aquoso bifasico. 

A particao da exo-poligalacturonase nos sistemas bifasicos analisados neste trabalho 

se deu, preferencialmente, para a fase inferior, rica em sal. A forca motriz dessa transferencia 

foi provavelmente de natureza entr6pica. 

O PEG mais adequado para a purificacao da enzima exo-pohgalacturonase e o de 

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

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

Os sistemas aquosos bifasicos constituidos de PEG/fosfato de potassio mostraram-se 

bastante eficientes, atingindo rendimento acima de 95%, portanto conclui-se que estes 

sistemas sao alternativas eficientes e promissoras para a recuperacao e purifica§ao da enzima 

exo-poligalacturonase. 

Os resultados obtidos neste trabalho para a recuperacao da exo-poligalacturonase em 

SABs podem ser melhorados mediante estudo de otimizacaodo processo. 
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ACOMPANHAMENTO CTNETICO DO PROCESSO FERMENTATIVO PARA O 

RESIDUO SECO DA GOIABA zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Figura 1 - Cinetica da producao da PG 
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Figura 2 - Cinetica da producao da PG 

Ensaio 2 - Umidade 60% e Nitrogenio 0,5% 
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Figura 3zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA - Cinetica da produ§ao da PG 

Ensaio 3 - Umidade 40% e Nitrogenio 1,5 
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Figura 5 - Reprodutibilidade dos dados experimentais - Ponto central 

(Umidade 50% e Nitrogenio 1,0%). zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

1 zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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