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RESUMO

Este trabalho foi desenvolvido com o objetivo de estudar a recuperagio de
poligalacturonases obtidas através da fermenta¢3o semi-solida da casca e albedo do maracuja
amarelo (Passiflora edulis flavicarpa), utilizando o microrganismo Aspergillus niger mutante
CCT 0916 como agente fermentativo. A recuperagio foi estudada em duas etapas:
inicialmente determinou-se as melthores condigdes do processo de lixiviagio das enzimas a
partir do meio fermentado. Determinadas tais condigSes, estudou-se a recuperagdo das
enzimas presentes no extrato obtido, utilizando-se SABs formados por PEG 10000 e tamp3o
fosfato de potassio. O estudo da lixiviagdo foi realizado por meio de um planejamento
experimental fatorial 2, no qual as varidveis independentes foram: relaglio solvente/massa
(RE), tempo de contato entre o solvente e o meio fermentado (TC) e a intensidade da agitagéio
(AG) no processo extrativo. Em relagdo aos SABs, estes foram construidos com diferentes
composigdes de PEG 10000, tampdo fosfato e extrato e caracterizados quanto & composi¢Ho
das fases em equilibrio. No estudo da lixiviag#io, extratos com maiores valores de atividade
poligalacturonasica (APG) foram obtidos com RE de 10 mL de solvente por grama de
substrato imido, TC de 45 minutos € AG de 50 rpm, que resultaram em uma atividade
méxima de 53,7 U/g, determinando-se uma condigdo adequada para esta etapa de
recuperagiio. O pardmetro de maior influéncia nesse processo foi RE. Quanto 4 aplicagio dos
SABs, as poligalacturonases concentraram-se na fase rica em sal, que apresentou recuperacio
de 100% em todos os sistemas. Os melhores resultados foram obtidos para o SAB com
comprimento de linha de amarragfio de 42,94%, que apresentou fator de purificagio de 4,17 e
atividade especifica de 10,06 U/mg, podendo chegar a 7,48 e 18,05 U/mg respectivamente,
caso as enzimas sejam adequadamente ativadas. A utilizagio de SABs na recuperacio de
poligalacturonases proporcionou alto rendimento e aumento de pureza em uma unica etapa,

sendo tal operagfc adequada para um processo de recuperagfio e purificagio de enzimas.

Palavras-chave: produgdo de enzimas, fermentacdo semi-solida, recuperagio de enzimas,

sistema aquoso biféasico, poligalacturonases.
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ABSTRACT

This research was developed with the objective of to study the recovery of
polygalacturonase enzymes obtained through of the solid state fermentation using as substrate
the residue of passion fruit (Passiflora edulis flavicarpa) and as fermentation agent the
filamentous fungus Aspergiilus niger CCT 0916. The recovery was studied in two stages:
initially it was determined the best conditions of the leaching process of enzymes from the
fermented medium. Certain such conditions, it was studied the recovery of enzymes present in
the extract obtained, using ATPS formed by PEG 10000 and potassium phosphate buffer. The
study of the leaching was performed by a 2° factorial design in which the independent
variables were: the solvent/mass of medium ratio (RE), contact time between the solvent and
the fermented medium (TC) and intensity of agitation (AG) in the extraction procedure. In
relation to ATPS, these were built with different compositions of PEG 10000, and phosphate
buffer extract and characterized as to composition of the phases in equilibrium. In the study of
leaching, extracts with higher polygalacturonase activity (APG) were obtained with RE of 10
mL of solvent per gram of wet substrate, TC = 45 minutes and AG = 50 rpm, which resulted
in a maximum activity of 53.7 U/g, determining an appropriate condition for this stage of
recovery. The parameter of major influence in this process was RE. Regarding application of
the ATPS, the polygalacturonases focused on salt-rich phase, which showed 100% recovery
on ail systems, The best results were obtained for the ATPS with tie-line length of 42.94%,
which showed purification factor of 4.17 and specific activity of 10.06 U/mg, reaching 7.48
and 18.05 U/mg respectively, if the enzymes are activated properly. The use of ATPS in
recovering polygalacturonases provided high yields and increased purity in a single step,

being such an operation proper for a process of recovery and purification of enzymes.

Keywords: enzyme production, solid state fermentation, recovery of enzymes, aqueous two

phase systemn, polygalacturonase.
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Capitulo 1. Introducdo e Objetivos

1. Introducéo

O desenvolvimento tecnoldgico atingiu nas ltimas décadas grandes dimensdes. Entre as
tecnologias que se desenvolveram nesse periodo, os processos biotecnoldgicos industriais
merecem particular atengfio por apresentarem significativa relevancia econdmica e social.

Um dos principais exemplos de processos biotecnoldgicos industriais em grande
desenvolvimento ¢ a produgdo de enzimas (PEREIRA, 2005), com destaque para as enzimas
pectinoliticas, que estdo entre as que possuem maior significincia comercial. Elas
representam cerca de 25% das vendas globais de enzimas alimenticias (JAYANI et al., 2005)
e suas preparagbes comerciais s#o normalmente de origem fiingica, especialmente de fungos
do género Aspergillus e Penicillium, que exibem caracteristicas de alta atividade de
endopoligalacturonase e de pectina liase (BRAVO et al., 2000).

A aplicagdo de tais enzimas nas indlstrias de alimentos inclui: o amadurecimento de
frutas, a clarificagfio e reduglio de viscosidade em sucos de frutas, o tratamento preliminar do
suco de uva para industrias vinicolas, a extragdo de polpa de tomate, a fermentacio de ché ¢
chocolate, o tratamento de residuos vegetais, a degomagem de fibras na industria téxtil e de
papel e a extragdo de oleos vegetais (UENOJO e PASTORE, 2007).

Novas aplicagbes para o uso das enzimas pectinoliticas se deparam com o custo de
produgdo, estabilidade e especificidade das mesmas. A utilizagBio de fontes alternativas de
carbono para o barateamento da produglio de enzimas vem atender essa necessidade
(CAMARGO et al., 2005).

Vaérios bioprocessos tém sido desenvolvidos utilizando residuos agroindustriais como
substratos para a produgio de diversas moléculas com alto valor agregado, tais como:
proteinas microbianas, dcidos orgdnicos, etanol, enzimas e metabdlitos secundarios
biologicamente ativos. O uso desses residuos como substratos em bioprocessos, além de ser
economicamente vidvel, ajuda a resolver os problemas ambientais decorrentes do seu
actimulo na natureza (ALEXANDRINO et al., 2007).

Considerando-se o potencial do Brasil para a produg#o agricola, ha uma grande geragfio
de residuos ou subprodutos agroindustriais que podem ser utilizados como fonte de nutrientes
nos processos de FSS para a produgfio de enzimas (PINTO et gl., 2005). Além disso, ha no
pais uma geragdo de grandes quantidades de residuos da agroindistria, que podem ser
transformados enzimaticamente em produtos de maior valor agregado e de interesse industrial
(PALMA, 2003).
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O Brasil ¢ o maior produtor de maracuja do mundo, responsavel por cerca de 90% da
produgdo mundial (EMBRAPA, 2004). A cultura do maracuji tem desempenhado uma
importante fungdo social nas regides onde é explorada, garantindo um nivel de emprego no
campo e na inddstria. No entanto, a maior parte do fruto (casca ¢ albedo, constitnindo cerca de
60% do fruto) ¢ desperdi¢ada.

Atualmente, no Brasil, cerca de 90% das cascas e sementes do maracujd niio tém
aproveitamento ou destino apropriado (EMBRAPA, 2007). Outra parte dos residuos
provenientes do processo de esmagamento da fruta para a obtengio do suco € utilizada por
produtores rurais na suplementagfio da alimentagfio animal, como ragio para bovinos e aves,
ainda sem muita informacfio técnica adequada. Em 2007, a agroindustria do maracujé
produziu cerca 405.214,46 toneladas de residuos. Agregar valor a esses subprodutos é de
interesse econdmico, cientifico e tecnolégico (FERRARI ef al., 2004).

Uma aplicagio potencial para tal residuo seria utilizé-lo como fonte de carbono para
produgdio de enzimas. Isso representaria uma soluglio para os problemas causados pela
tnadequada disposigio final destes residuos, uma vez que, tal disposi¢do pode acarretar a
proliferagio de insetos, vetores causadores de doengas, bem como odores desagradaveis no
ambiente, geralmente o proprio pitio da industria que processa a matéria prima (SOUZA,
2008). Além disso, o residuo da fermentagdo semi-sélida representa uma carga orgéanica pré-
degradada, o que facilitaria sua aplicag@io em processos de compostagem para a produgio de
fértilizantes para atividades agricolas ou como ra¢do animal, uma vez que o desenvolvimento
dos microrganismos eleva o teor de proteinas do residuo da fermentago.

No LEB/UFCG foram desenvolvidos, nos Gtimos anos, projetos de pesquisas que tiveram
por objetivo agregar valor ao residuo agroindustrial do maracuja. Dentre esses trabalhos pode-
se citar o enriquecimento nutricional do residuo para aproveitamento do mesmo comeo ragio
animal (OLIVEIRA, 2007) e a produgio de pectinases por fermentacio semi-solida (SOUZA,
2008).

De acordo com Pereira (2005), em algumas aplicagdes industriais, 0 extrato enzimatico
produzido pelo microganismo pode ser utilizado de forma satisfatéria. Porém, quando se
deseja caracteristicas especificas po processo industrial, como a produgfio de sucos
encorpados, determinada faixa de viscosidade, evitar a formagfio de substincias indesejadas
no processo ou nele manter a presenga de certas proteinas, € necessaria uma concentragio do
extrato enzimatico, de forma a aumentar a presenga de enzimas ou grupos enzimdticos de

interesse.
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A purificagdo €, portanto, um dos mais importantes aspectos da produgéo e processamento
de biomoléculas, sendo particularmente significativa para o processamento de algumas
proteinas, que devido a sua complexidade, frequentemente necessitam de muitas etapas para
alcangar niveis de pureza aceitdveis para aplicagdes médicas e alimentares. Assim, um dos
grandes desafios da biotecnologia é desenvolver processos de purificagdo simples, seguros,
baratos e que atinjam altos graus de purificagéio e seletividade (IGARASH]I, 2003).

A utilizagdo de sisternas aquosos bifésicos (SABs) é referida como um processo adequado
para purificagdio de enzimas, uma vez que permite obter rendimentos elevados em tempos
curtos e com custos baixos (IGARASHI, 2003). Contudo, nfo foram encontrados nas bases de
pesquisa nacionais como, por exemplo, o portal da CAPES, periddicos que tratem de
pesquisas sobre a aplicagio deste processo na purificagdo da enzima poligalacturonase no
periodo da revisdo bibliografica.

1.1 Objetivo geral

Este trabalho de pesquisa teve, como objetivo principal, estudar a recuperagdo de
poligalacturonases produzidas a partir da fermentagdo semi-solida da casca e albedo do
maracujé amarelo (Passiflora edulis flavicarpa), de forma o obter extratos com atividade
méxima e elevar a atividade especifica e pureza das poligalacturonases presentes no extrato

por meio de sistemas aquosos bifasicos do tipo polimero-sal.

1.1.1 Objetivos especificos

o Caracterizagdo do residuo do maracuja seco e processado quanto & granulometria,
densidade aparente, densidade real, porosidade, umidade, pH e teores de: cinzas, s6lidos

sollveis, aglicares totais, aglicares redutores, e pectina.
e Avaliar as varidveis que podem influenciar no processo de recuperagdo da enzima por

extragdio solido-liquido (lixiviagdio) a partir do meio fermentado, tais como: quantidade de
solvente (relagdo volume de solvente por grama de meio fermentado - RE), tempo de contato
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entre 0 solvente € o meio fermentado (TC) e a intensidade de agitagio do meio de extragfio

(AG), utilizando como ferramenta estatistica um planejamento fatorial 2°.

e Construir sistemas aquosos bifasicos formados por polietilenoglicol (PEG 10000) e
tampdéo fosfato de potéssio (pH 7,0), determinando-se os diagramas de equilibrio das fases e

suas composigdes.

e Recuperar a enzima poligalacturonase a partir do extrato por meio dos SABs construidos e
determinar os pardmetros de partigdo e purificag#o, a fim de verificar se a aplicagdo dos SABs
¢ capaz de promover a recuperagio das enzimas em uma das fases do sistema, com aumento

da atividade especifica e pureza das mesmas.
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2. Revisdo Bibliografica

Neste capitulo serfio exibidas informagdes gerais sobre o maracuja, as pectinas e
pectinases, a poligalacturonase, a produgdo de enzimas por fermentagdo semi-sélida, as
caracteristicas e principio de funcionamento dos SABs, além da sua utilizagdo na recuperagio

de biomoléculas.

2.1 Maracuja

2.1.1 Importancia e caracteristicas

O maracuja ¢ um fruto nativo da América Tropical, pertencente a familia Passifloraceae,
constituida por 12 géneros e mais de 500 espécies distintas, largamente distribuidas pelos
continentes americano, asiatico e africano. O principal género, Passiflora (Figura 2.1),
apresenta aproximadamente 400 espécies conhecidas, das quais cerca de 60 produzem frutos
comestiveis (RODRIGUEZ-AMAYA, 1999).

Figura 2.1. Passiflora edulis f. flavicarpa (Fonte: EMBRAPA, 2007).

A exportagdo de maracuja tem ocorrido sob as formas de fruta fresca, fruta conservada e
suco concentrado, sendo os principais destinos os paises europeus e, mais recentemente, a
Argentina e o Uruguai, no caso de frutas in natura. A participagdo da fruta fresca no total das

exportagdes de maracuja do Brasil € em torno de 1,5%. As frutas conservadas (congelados) e
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os sucos concentrados formam a maior parcela, sendo que as frutas conservadas tém sido
comercializadas principalmente para os mercados italiano, norte-americano, alemdo e
argentino. J4 os sucos, tém representado os maiores ganhos em divisas, comercializados mais
intensamente com Holanda, Estados Unidos, Porto Rico, Japio e Alemanha, os quais
importam 76% do suco concentrado (EMBRAPA, 2004).

No ano de 2007, o Brasil produziu cerca de 664.286 toneladas de maracujas, sendo que
64% dos frutos foram produzidos na Regifio Nordeste, 24% no Sudeste, 7% no Norte, 3% no
Centro-Oeste e 2% na Regido Sul (IBGE, 2009).

E uma cultura com longo periodo de safra, totalizando & meses no Sudeste, 10 no
Nordeste e 12 meses no Norte do Pais. A espécie mais cultivada é o maracuja-amarelo
(Passiflora edulis f flavicarpa), que por ser mais vigorosa, adapta-se melhor aos dias
quentes ¢ apresenta frutos de maior tamanho (EMBRAPA, 2004). Destina-se principalmente 2
produgio de sucos (CORDOVA et al., 2005).

A casca e o albedo do maracujé amarelo representam cerca de 60% do peso do fruto
(SOUZA, 2008), ¢, junto com as sementes, constituem os residuos da producdo de suco
concentrado. A casca do maracuja € rica em fibras soluveis e minerais (CORDOVA et al ,
2005), alem de proteinas e pectina (OTAGAKI & MATSUMOTO, 1958).

2.2 Substiincias pécticas

As substdncias pécticas, carboidratos poliméricos componentes da parede celular e da
lamela média de vegetais, formam um grupo bastante heterogéneo de polissacarideos com
diferentes massas moleculares e graus de esterificagio (KOBLITZ, 2008). Sio usadas na
industria de alimentos como agentes geleificantes e como fibras funcionais. Por outro lado,
podem representar um problema nas virias etapas do processamento de frutas e vegetais, visto
que seu arraste, apos o rompimento da parede celular, pode causar turbidez em sucos ou

incrustagdes em tubulages e reatores industriais (SANTOS, 2007).
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2.2.1 Classificaciio das substincias pécticas

Segundo PEREIRA (2005), o comité da “American Society” definiu o conjunto de

substincias pécticas como:

° Protopectina: substincias precursoras das substdncias pécticas que apresentam
como caracteristica a insolubilidade na agua. Quando hidrolisadas, geram pectina ou
acidos pécticos.

. Acido péctico: polimero solivel de écido galacturdnico. Contém uma
quantidade desprezivel de grupos metila. Os sais destes dcidos denominam-se pectatos.

. Acidos pectinicos: termo usado para designar o acido poligalacturénico
coloidal, que contém uma quantidade significativa de grupos metila esterificados (> 0 e <
75%). Os sais destes acidos denominam-se pectinatos.

. Pectina: nome dado ao material polimérico no qual, pelo menos 75 % dos
grupos carboxila do acido galacturénico sdo esterificados com metanol. Confere rigidez a
parede celular quando est4 ligado a celulose (KASHYAP et al., 2001). A Figura 2.2 exibe
a estrutura da pectina.

) ) Acido galacturénico
Acido galacturdnico Metilesterificado

RS T YH UHYY

o H-HHOH o HHHH

Figura 2.2. Estrutura da molécula de pectina, exibindo a estrutura do acido galacturénico parcialmente
metilesterificado. Residuos de xilose e arabinose ndo foram incluidos. (Adaptado de Alkorta er al., 1998).

Nas frutas ndo maduras, a pectina estd ligada as micro fibrilas de celulose na parede da

célula. Tal pectina confere rigidez a parede celular, pois € insoluvel. No entanto, durante o

amadurecimento, a estrutura da pectina ¢ alterada por enzimas que ocorrem naturalmente nas

frutas. Essas altera¢des envolvem a quebra da cadeia da pectina ou de cadeias laterais anexas

as unidades que compdem a cadeia principal. Em qualquer um dos casos, o resultado é que a
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pectina se torna mais solivel, sua forga nas paredes celulares circunvizinhas torna-se menor e
o tecido da planta amolece (KASHYARP er al., 2001).

Pectina é também um nome genérico para a mistura de diferentes compostos onde o icido
pectinico € o maior componente, Sua forma nativa estd localizada na parede celular e pode
estar interligada com outros polissacarideos estruturais e proteinas para formar a protopectina
insolivel (KASHYAP er al., 2001).

Dependendo da origem, as substdncias pécticas podem se diferenciar quanto ao grau de
esterificagio metilica, a propor¢io de agicares neutros (principalmente D- galactose, L-
arabinose e D-xilose) e ao grau de polimerizag3o da molécula (SAKAI er al.; 1993).

2.3 Pectinases

As pectinases, também denominadas enzimas pécticas, sdo enzimas capazes de reconhecer
ligagdes glicosidicas do tipo a-1,4 entre unidades de acidos galacturénicos ou seu derivado
metoxilado. S3o produzidas por vegetais e microrganismos e seu substrato sio os
polissacarideos constituintes da lamela média e da parede primdria de células vegetais
(KOBLITZ, 2008). Estio envolvidas nos processos fisiologicos dos vegetais e sio
empregadas em nivel industrial, destacando-se por serem as enzimas mais utilizadas pelas
industrias de processamento de frutas (MALLER, 2008). As pectinases sfo constituidas por
um complexo multienzimatico (BUENO et al., 2005).

2.3.1 Classificagdio das pectinases

A classificag@io das pectinases baseia-se: no modo de ataque as moléculas dos polimeros
pécticos; na preferéncia pelo substrato (que pode ser pectina, acido péctico ou protopecting); e
na agdo, seja ela por transeliminagfo ou hidrolise e por clivagem randdmica (enzima endo) ou
terminal (enzima exo) (UENOJO & PASTORE, 2007, CORDEIRO & MARTINS, 2009).

Existem basicamente trés tipos de pectinases: a pectinaesterase, que remove 08 grupos
metil déster; as protopectinases, que solubilizam protopectina para formar pectina; e as

despolimerizantes (incluem as enzimas hidroliticas e as liases), que catalisam a clivagem das
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ligagdes glicosidicas das substancias pécticas (JAYANI ef al., 2005). As enzimas hidroliticas
incluem as poligalacturonases e as polimetilgalacturonases (UENOJO & PASTORE, 2007).

2.3.2 Poligalacturonase

A poligalacturonase (PG) ¢ uma hidrolase que se apresenta sob duas formas: a endo-PG e
a exo-PG. A primeira atua sobre acido péctico, é ativada em pHs 4,0-6,0 e temperaturas no
intervalo de 30-40°C. A determinagdo de sua atividade pode ser medida pela diminuigdo de
viscosidade ou por quantificagdo de grupos redutores resultantes da reagdio de hidrélise. A
exo-PG obtida a partir de fungos produz acido monogalacturdnico como principal produto de
hidrélise em reagdes com pHs Otimos na faixa de 4,0-6,0. A determinacio de atividade é
realizada pela quantificag@o de grupos redutores formados na hidrélise (BUENO ef al., 2005).

As poligalacturonases catalisam a hidrélise das ligagdes glicosidicas a (1—4) da cadeia de
acido poligalacturonico (MARTIN, 2006). Sdo as mais extensivamente estudadas entre as
enzimas pectinoliticas (JAYANI er al., 2005). As endopoligalacturonases hidrolisam as
ligagdes glicosidicas a (1—4) internas de forma randémica, causando a despolimerizagdo da
molécula e liberando oligbmeros de 4cidos poligalacturbnico, enquanto as
exopoligalacturonases removem as moléculas de acido D-galacturdnico pela hidrélise das
ligagdes glicosidicas o (1—4) a partir da extremidade ndo redutora liberando acidos di ou
monogalacturénico (MARTIN, 2006). As poligalacturonases fungicas sdo tteis pela alta
atividade enzimatica e por possuir maior atividade na regido levemente acida (ZHENG &
SHETTY, 2000).

Figura 2.3. Forma de atuagio da exo-PG e endo-PG.
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As poligalacturonases obtidas pela fermentagéo do residuo agroindustrial do maracuja
amarelo por Aspergillus niger CCT 0961 exibem atividade e estabilidade em meios com pH
entre 3,5 e 5,5; ndo sendo mais detectada atividade poligalacturondsica em pH superior a 6,5
(SOUZA, 2008), como pode ser observado na Figura 2 4.
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Figura 2.4. Estabilidade da poligalacturonase ante as variagdes de pH. Fonte: Souza er al,, (2010).

2.3.2.1 Endopoligalacturonase

A enzima endopoligalacturonase (EC. 3.2.1.15) € a enzima péctica que catalisa a hidrolise
da cadeia do acido poligalacturénico, com a introdugdo de uma molécula de agua. Sio
produzidas por fungos filamentosos, bactérias e algumas leveduras. Uma das aplicagdes das
enzimas pécticas, como referido anteriormente, é na industria de processamento de frutos,
para a extragdo e clarificagdo dos sucos, assim como para a reducgdo da viscosidade sem perda
do cariter encorpado dos mesmos. Na primeira situagido, uma prepara¢io de enzimas que
contenha pectinesterase € a mais eficiente. Contudo, quando o carater encorpado nos sucos é
necessario, uma preparagdo que contenha somente endopoligalacturonase permite obter
melhores resultados (PEREIRA, 2005).

Algumas poligalacturonases de origem fingica tém sido purificadas e caracterizadas
mostrando variagdes nas suas propriedades quimicas e fisicas (BUENO 2005). A Tabela 2.1

11
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mostra resultados de trabalhos nos quais foram caracterizadas endopoligalacturonases

provenientes de varias fontes.

Tabela 2.1. Endopoligalacturonases provenientes de varias fontes.

Fonte M (kDa) pl km 'l;oéén)n pH Stimo T Estabilidade pH Estabilidade Referéncia
A imomicas  PG1-38 56 30 40-55 ) ) HASUNUMA er af.,
-1ep PG Ii - 65 5,3 30 490-55 2003
PGI-61 0,12 43 38-4.3 50
A. niger PG II- 62 T 072 45 30-46 Sl - SINGH & RAO, 2002
. PGI-35 4,1
A. niger PG II - 85 - - - 3.8 - COOKE et al., 1976
PG 1-38 33 40-50
A. niger PG Ii- 59 5.9 - - - - 4050 KESTER E VISSER, 1990
PG1-295 53 28-51
A.-miger  pon_94s 53 : : 2,8-5,1 HARSA, 1991
A. awamori 41 61 - 40 50 50 4,0-60 NAGAIl et a i, 2000
Phanerochaete 41,7 43246 - 66 4,7 - - SHANLEY et a/., 1993
chysosporium
Sporotrichum . } ) N
thermafile 55 7.0 KAUR et al., 2004
5. cerevisiae 43 - - 45 45 - - BLANCO et al., 1999
§. cerevisiae 42 - - 25 - - 3,0-55 GAINVORS et al, 2000
8. cerevisioe 39 - 4,7 45 5.5 50 4,5-6,0 CORREDIG et al., 2000
S. cerevisiae . .30 45 . ; SCHWAN et al,, 1997
Var. chevalleri
K. wickerkamii - - - 35 4.5 - - SILVA et al., 20056
PG1-49,6 6,3
PGI-496 60 ) - -
K. marxianus PGIT — 46,7 6.3 BARNBY et al., 1990
PGIV-496 5,7
PG 1-47 i 6
PG I11-41 - 4-6
K marxiamus 5o 0 - 40 50 46 SCHWAN et al., 1997
PGIV-33 4--6
K. marxianus - - 35 55 - 4-6 SILVA et al., 2005b

Fonte: Pereira (2005)
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A Figura 2.5 ilustra uma molécula de endopoligalacturonase produzida por Aspergillus

niger.

Figura 2.5. Endopoligalacturonase II produzida por aspergillus niger (Fonte: University of Groningen)

2.3.3 Obtencdo e importincia das enzimas pécticas

As enzimas, de um modo geral, sdo amplamente utilizadas nos mais diversos processos
industriais, em razdo da sua especificidade e potencial catalitico. Entretanto, uma enzima
torna-se de valor comercial somente se houver demanda ou possuir propriedades que atendam
aos requerimentos técnicos e econdomicos do processo em escala industrial (BRAVO ef al.,
2000). Enzimas que sdo obtidas por processos fermentativos oferecem uma série de
vantagens, que fazem da sua aplicagdo na industria de alimentos uma alternativa consistente
por se tratar de um processo que consome pouca energia, melhora a qualidade de varios
produtos e causa um minimo de impacto ambiental (VALADAO, 2005).

As pectinases foram as primeiras enzimas a serem utilizadas industrialmente, com suas
aplicagdes descritas inicialmente em 1930. Entretanto, apenas na década de 1960 a natureza
quimica de tecidos vegetais tornou-se evidente, de modo a permitir grande expansio no
mercado de enzimas (KASHYAP et al., 2001).

Na industria de sucos, 0 esmagamento mecéanico de frutas ricas em pectina produz um
suco com grande viscosidade, pois a pectina permanece ligada a polpa na forma de uma
massa gelatinosa. E dificil extrair este suco por pressio ou usando outros métodos mecanicos.
Com a adigdo de pectinases, a viscosidade do suco da fruta diminui, a possibilidade de
pressionar a polpa aumenta, a estrutura gelatinosa se desintegra e o suco é facilmente obtido,
apresentando inclusive maiores rendimentos (ALKORTA et al., 1998).

Outras areas de aplicagdo incluem a industria de papel, polpa, extragdo de 6leo, fabricagdo
de alimentos para bebés, elaboragdo de ragdo animal e indistria téxtil. Na industria téxtil,

pectinases sdo empregadas na maceragdo do linho e no tratamento de fibras téxteis brutas,
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como a juta € o rami. As pectinases também sdo utilizadas na indistria de fermentados, como
na fermentag3o do café, do cacau e do fumo (CARVALHO, 2007a).

Com base em suas aplicagdes, as pectinases podem ser classificadas em dois tipos:
pectinases acidas e pectinases alcalinas.

Pectinases 4cidas sdo usadas nas indistrias de suco de frutas ¢ na fabricagio de vinho,
normalmente vém de fontes flngicas. Os sucos produzidos por estas industrias
comercialmente incluem: sucos claros brilhantes (mag3, péra e uva), sucos turvos (citricos,
suco de ameixa, tomate e néctares), e produtos unicelulares nos quais a intengio é preservar a
integridade das células da planta através de hidrolise seletiva dos polissacarideos da lamela
central. Os objetivos de se acrescentar enzimas diferem nestes trés tipos de sucos de frutas e
vegetais. Pectinases alcalinas sdo utilizadas, principalmente, no descolamento e maceramento
de safras de fibras € no pré-tratamento de agua efluente da industria de sucos de frutas. Estas
enzimas vém, majoritariamente, de fontes bacterianas (KASHYAP et al., 2001).

Pectinases podem ser sintetizadas por bactérias, fungos e leveduras. Atualmente a
utilizagdo de enzimas de origem fingica tem aumentado progressivamente, apresentando
grande destague no setor industrial. A producfio de pectinases por microrganismos ¢
influenciada pelas condig¢des de cultivo, em particular, do meio de cultura, tempo de cultivo e
escolha de linhagens apropriadas. Quando esses critérios sdo alcangados, tem-se uma melhor
produgdo enzimatica (CARVALHO, 2007a).

A utilizagBo de bactérias, leveduras ou fungos filamentosos para a produgiio de
biomoléculas desperta grande interesse de estudo em virtude de inimeras vantagens
apresentadas, tais como: nfio necessitam de amplos espagos para seu crescimento; conseguem
degradar e crescer em diversos substratos, inclusive em residuos industriais, os quais podem
ser aproveitados desde que se escolha o microrganismo apropriado ou adaptado para a
finalidade desejada; possuem um crescimento rapido quando as condi¢des sdo favoraveis para
0 seu crescimento e podem ser manipulados geneticamente para a obiengdo de mutantes
(BRAVO et al., 2000).

2.3.4 Aspergillus niger como produtor de pectinases

As pectinases produzidas por fungos do género Aspergillus sdo de grande importéncia por
sua aceitabilidade na industria de processamento de alimentos (BRAVO er al., 2000).
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Segundo Castilho (1997), os fungos filamentosos, em especial do género Aspergillus
(Aspergillus niger, Aspergillus oryzae e Aspergillus wentii) possuem corpos de frutificagio
com conidi6foros contendo vesiculas terminais arredondadas, recobertos de esporos nas
extremidades das hifas e, no caso do Aspergillus niger, a cor dos esporos é negra.

A Figura 2.6 mostra detalhes do corpo de frutificagiio do Aspergillus niger.

Figura 2.6. Aspergillus niger (READ, 1991)

O género Aspergillus é o mais comum dos fungos filamentosos, além de ser um dos mais
estudados. As espécies que compde este género tém ampla distribuicdo mundial estando
presente na superficie, no ar € na agua, tanto em organismos vegetais quanto em animais,
além de estarem associadas com a deterioragdo de materiais vegetais e alimentos,
principalmente em regides de clima tropical e sub-tropical. Muitas das espécies de Aspergillus
sdo utilizadas para a obtengdio de enzimas, na biossintese quimica e na transformagido de
compostos. Ha espécies patogénicas para o homem e para os animais e ha aquelas que durante
seu metabolismo produzem substincias toxicas. A taxonomia atual reconhece 150 espécies do
género Aspergillus, entretanto somente 30 destas sdo bem definidas e facilmente distinguiveis
(ROSA et al., 2002).

2.3.5 Fermentacio semi-solida

A fermentagdo semi-sOlida pode ser definida como uma técnica de crescimento de

microrganismos sobre e no interior de particulas porosas Gimidas (suporte ou matriz sélida) na
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qual o contetido de liquido contido na matriz sélida deve ser mantido em valores de atividade de
dgua que assegurc o convenicnfe crescimento ¢ metabolismo celular, mas que nio exceda a
capacidade maxima de retengéo de dgua na matriz (MENESES, 2006).

Pinto er al., (2005) destacam nesse processo de fermentagdo as seguintes caracteristicas:

» A fase solida atua como fonte de carbono, nitrogénio € demais componentes, além de
servir como suporte para o crescimento das células microbianas.

*» O ar, necessdrio 30 desenvolvimento microbiano, deve atravessar os espagos vazios do
meio a pressoes relativamente baixas. O substrato ndo deve apresentar aglomeragio das suas
particulas individuais,

* O crescimento microbiano ocorre em condigdes mais proximas as dos habitats naturais.

* O meio apresenta alta heterogeneidade e os substratos nio estio completamente
acessiveis a0 microrganismo.

As matérias-primas sfo de 60% a 80% do custo total da etapa de fermentagio do processo
de produgdc de enzimas. A composi¢do do meio deve ser definida com cuidado, substituindo-
se compostos caros por outros disponiveis em maior quantidade e de menor custo, sem
esquecer as etapas de extragio e purificagio da enzima (VALADAO, 2005).

Pandey et al., (2000) ressaltam em seus estudos que pesquisas para a selegio de substratos
adequados para processos de fermentagdio semi-sélida diio destaque, principalmente, a
produtos pos-colheita e residuos agroindustriais. Dentre os residuos mais estudados, estio os
das seguintes culturas: mandioca, soja, beterraba, batata, sorgo, trigo, arroz, feijio, milho e
cana-de-agicar, além de residuos industriais do processamento de frutas, de 6leo, serragem,
sabugo de milho, entre outros. Portanto, a utilizagio da fermenta¢io em meio semi-s6lido
primeiramente leva em conta a importincia da sustentabilidade ambiental que vem sendo
prioridade das politicas de pesquisa agropecuaria em quase todo o mundo e baseia-se na
utilizagdo racional dos recursos naturais e de residuos agricolas e industriais (VALADAO,
2005).

2.4 Recuperagio e purificacio de enzimas

2.4.1 Recuperagilo das enzimas obtidas por fermentagiio semi-sélida

Uma etapa inicial da recuperagio de enzimas obtidas por fermentagiio semi-solida é a
lixiviagfo do material fermentado. A lixiviagdo consiste na dissolugdo preferencial de um ou
16
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vérios solutos de interesse por meio do contato entre um sélido e um solvente liquido
(FERNANDEZ, 2009). Tal solvente pode ser: dgua, tampdes, solugdes salinas diluidas ou
solugdes aquosas de glicerol, de modo a obter-se, apds a operagdo de separagio do tipo
solido-liquido, um extrato enzimdtico bastante limpido. Alternativamente, a massa semi-
sOlida pode ser seca a baixas temperaturas, antes da extragio. O material seco pode ser
armazenado para posterior manipulagfio ou pode ser usado como uma preparagio comercial
bruta. O extrato bruto liquido pode ser concentrado a vicuo ou por ultrafiltragio. O
concentrado assim obtido pode ser vendido na forma liquida, apés a adi¢do de estabilizantes,
como, por exemplo, glicerol ou tampdes (CASTILHO, 1997).

Para desenvolver um processo de lixiviagdo com sucesso, além da selegdo do equipamento
adequado, existe a influéncia de diferentes variaveis, entre as quais se destacam a preparagéo
dos sélidos, a relagdo sélido/solvente, a temperatura do processo, o pH do solvente, a tensdo
superficial do liquido, o grau de agitagdo do sistema, e a presenga ou ndo de rea¢dio quimica
na extragio (FERNANDEZ, 2009).

Segundo Fernandez (2009), a relagfo entre a quantidade de sélido a tratar e o volume de
solvente é de grande importdncia. A intensidade e o carater do processo de extragio sélido-
liguido dependem em grande parte da difusividade do soluto na fragio do solvente
selecionado, assim como da concentragdo de saturagdo do soluto no solvente, pois estd
diretamente relacionado com a forga motriz do processo. Por outro lado, é necessario levar em
consideragdo que um grande volume de solvente na extragdo dos solutos aumenta
consideravelmente os custos de purificagdo e recuperagdio do produto de interesse. J4 a
agitagdo, favorece a difusfio dos solutos no solvente. Além disso, a extragdo de enzimas e
proteinas deve ser realizada em valores de temperatura e pH onde a estabilidade seja 6tima e,
sua atividade biologica seja igualmente elevada, sem causar danos as biomoléculas ou ao
solvente.

Hendges (2006) estudando a extragdo de poligalacturonases produzidas por Aspergilius
niger por FSS em reator de dupla superficie, utilizando farelo de trigo e pectina como
substratos, determinou como condigdes adequadas para a extragdo das enzimas a temperatura
de 30°C, uma relagdio sélido/solvente (RE) de 1:7,5 ; com um tempo de contato (TC) de 15
minutos e agitagio do meio (AG) de 200 rpm. Os valores de atividade obtidos foram
superiores a 80 U/g.

Uma vez obtido o extrato enzimatico, pode-se seguir outras operagdes unitarias com o

objetivo de recuperar, concentrar e purificar as biomoléculas de interesse.

17
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2.4.2 Fator de recuperagio e purificagio de proteinas

Em geral, as solugdes contendo as biomoléculas a serem purificadas encontram-se
misturadas as células, sais € a produtos gerados durante a fermentagdo. Portanto, necessitam
de um tratamento que possibilite a separagio destes materiais (muitas vezes indesejéveis), o
que acaba elevando os custos da sua purificagfo, podendo representar 80% do custo total de
produgio ( CAVALCANTI, 2010).

Segundo Cavalcanti (2010), a avaliagio do desempenho de qualquer método de
purificagdo de proteinas se baseia na recuperagio e no fator de purificagdo da proteina. Tais
valores sdio obtidos em relagiio 2 soluglio inicial. A avaliacio também pode ser feita
relacionando-se a concentragdo do material purificade (C) com a concentragio do material
inicial (C,), ou quaisquer etapas dentro do bioprocesso, tendo sempre uma etapa anterior
como referéncia. Dessa forma, define-se:

A recuperacdo da proteina (RP) € a relagdo da concentragdo do material purificado {C)
com a concentragdo do material nfo purificado (Cp), dada em porcentagem, conforme a
Equagdo 2.1:

Recuperagdo da proteina (%) = —&C— x100 % 2.1)

0

O fator de purificagéio (FP) é definido como a relaciio entre a atividade especifica no
material purificado (AP) com a atividade especifica no material n3o purificado (ANP), no
caso de enzimas, ou massa da biomolécula alvo em relagiio 4 massa prévia, ou seja, para

enzimas tém-se, conforme a Equagdo 2.2:

AP
Fator de Puri do = —— 2.2
ator de Purificagdo > (2.2

Sendo AP a atividade enzimética especifica apds uma determinada etapa de referéncia e

ANP a atividade especifica inicial da enzima antes dessa etapa.
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2.4.3 Problemética da extragiio e purifica¢iio de bioprodutos

Uma situacfio comum em diversos processos industriais & a separagio dos constituintes de
uma mistura liquida homogénea composta de dois ou mais componentes. Para realizar esta
separacdo existern virios métodos cuja aplicagdio é limitada pelas caracteristicas fisicas e
quimicas dos componentes da mistura a ser separada, pelos custos do processo de separagio ¢
pelas condigdes disponiveis para a implantagdo do processo escolhido (CESAR, 2005).

A extragdo € o isolamento de proteinas apds fermentago em larga escala ou provenientes
de uma suspensdo de células ja eram problemas criticos da biotecnologia em meados do
século XX (SILVA et al., 1999). Geralmente, a separagdo e purificagio de enzimas do meio
de cultivo constituem a maior parte do custo total de sua produgfio. Por esta raziio, existe a
necessidade de se desenvolver técnicas em grande escala que sejam eficientes, eficazes,
econdmicas e alcancem altos graus de recuperagiio e pureza, mantendo a atividade biolégica
da enzima (ANTOV et al., 2004),

Além disso, grande parte dos esquemas utilizados para a purificagiio de proteinas envolve
diversas operagdes unitarias no processo de Recuperagio e Purificagdo de Bioprodutos (RPB).
Tal fato pode ocasionar baixo rendimento da proteina desejada e aumento de custos. A busca
de solugdio para este problema tem incemtivado o desenvolvimento de técnicas que
simplifiquem e diminuam o mimero de operagdes utilizadas na purificagiio de biomoléculas,
J& que nesses processos, operagbes convencionais como a extraglio liquido-liquido utilizando
solventes ndo ¢ adequada pelo fato da maioria dos solventes utilizados serem téxicos e

provocarem a desnaturagio de proteinas (CESAR, 2005).

2.4.4 Critérios para operagiio de extracio em bioprocessos

Para aplicagdes em bioprocessos, um meio de extragiio necessita atender certos critérios,
j& que pardmetros como a solubilidade e a estabilidade dos compostos sfo importantes € néo
devem ser desprezados (CESAR, 2005). Porto (2004) cita alguns critérios:

- O meio ndo deve ser toxico ao sistema biolégico nem ao homem,;

- A recuperagéo do bioproduto a partir do meio extrator deve ser facil;

- Deve ter baixo custo e estar disponivel comercialmente em grande quantidade;

- Deve ser esterilizavel;

19



Capitulo 2. Revisdo Bibliogrdfica

- Ser imiscivel ou parcialmente miscivel com solugdes aquosas;

- Néo deve apresentar tendéncias de formagiio de emulsdes estdveis com materiais
biologicos;

- Néo ser inflamavel. .

Além disso, para processos de extragdio do tipo liquide-liquido, o sistema deve formar
duas fases imisciveis ou parcialmente misciveis com densidades diferentes, para possibilitar a
recuperagio do bioproduto desejado, concentrado em uma das fases.

2.5 Sistemas aquosos bifisicos

Nos ultimos anos, t€m adquirido importincia e crescente éxito em bioprocessos de
isolamento e separagdo de proteinas, os sistemas aquosos bifisicos (SABs), que se formam ao
misturar-se dois polimeros de cadeia flexivel (PCF) ou um polimero de cadeia flexivel e um
sal como o fosfato de potdssio ou sulfato de amonio. Nesses sistemas, as proteinas se
distribuem enire as duas fases aquosas de acordo com um coeficiente de distribui¢3io que se
define como (Equag#io 2.3):

k=12

[Pb] 23)

Onde [Pt] e [Pb] sdo suas concentragdes do soluto na fase superior ¢ inferior
respectivamente. O coeficiente de distribuigdo depende de uma série de varidveis
experimentais: pH, temperatura, presenga de sais, peso molecular e concentragdo do polimero,
hidrofobicidade e tamanho da proteina, entre outras. Mediante o controle dessas variaveis, €
possivel fazer com que uma proteina contida em um mistura complexa seja transferida para
uma das fases, mantendo as proteinas ndo desejadas na fase oposta (GOMEZ er al., 2006).

A separagiio espontinea, em fases distintas, devido a adi¢io de solugSes aquosas de dois
polimeros foi inicialmente observada pelo microbiologista holandés Beijerinck, em 1956, ao
misturar agar com gelatina ou amido solidvel. A fase inferior era rica em agar e a superior em
gelatina (ou amido). Em 1956, Albertsson constatou que sistemas formados por polimeros

solliveis ¢ solventes orgénicos também possibilitam a partigdo de materiais biolégicos, ou
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seja, permitiam que uma terceira substincia introduzida no sistema fosse coletada,
preferencialmente, numa das fases por ajuste de pardmetros fisico-quimicos (CESAR, 2005).

A extragio de biomateriais usando sistemas aquosos bifasicos &, portanto, uma ferramenta
poderosa na separacdo e andlise de particulas bioldgicas (CARDOSO, 2007), pois fornece
uma técnica de separacdo simples, facilmente dimensionivel, energeticamente eficiente €
suave para a recuperago de produtos em biotecnologia (HATTI-KAUL, 2001).

Algumas caracteristicas desses sistemas fazem com que sgjam particularmente adequados
para a separagio de misturas de moléculas de origem biologica: ambas as fases sdo ricas em
dgua, constituindo um ambiente nfio agressivo a tais moléculas; a tensdo interfacial é pequena,
facilitando a transferéncia de solutos entre as fases, ¢ a diferenga de hidrofobicidade entre as
fases € pequena e dependente da concentragiio, 0 que permite a manipulagiio dos sistemas de
maneira a possibilitar a separagdo de moléculas semelhantes (ALBERTSSON, 1986).

2.5.1 Estudos envolvendo SABs

Trabathos realizados com sistemas bifésicos aquosos tém obtido resultados satisfatérios
na purificagdo de biomoléculas e estdo se tornando cada vez mais importantes (FERREIRA er
al., 2009). A Tabela 2.2 mostra alguns trabalhos desenvolvidos nos dltimos anos utilizando
SABs.

Segundo Da Silva e Loh (2006), apesar da intensa aplicagfio em escala laboratorial para
purificagdo de enzimas e protefnas, os SABs ainda n2o alcangaram ampla aplicaglio
comercial, tendo talvez como possiveis causas o custo dos polimeros formadores das fases
e/ou 0 comportamento complexo (imimeras varidveis interferindo de forma cinegética ou
antagbnica) de parti¢Sio apresentados nestes sistemas bifasicos, Além disso, para sua aplicagiio
sistermndtica, € necessdria maior compreensdo dos fatores que determinam sua formagdo ¢ a
particdo de solutos especificos. Contudo, a urgente demanda por parte da industria de
bioprocessos em trazer para o mercado consumidor produtos que possuam alto valor
agregado, certamente motivara a aplicagio em escala industrial dos SABs.
Conseqiientemernte, processos utilizando SABs em etapas de recuperagio primaria de
produtos de interesse biotecnoldgico serfio uma importante opglio para novos bioprocessos

industriais.
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BIOMOLECULA SAB AUTORES RECUPERACAO
L - SILVA eral.
Lisozima PEG-IDA-Cu~ Hosfato 51%
{1999)
Xilanase PEG/fosfato de potassio BiM (1999) 91%
_ BERTEVELLO
Bromelina PEG/fosfato de potassio 58%
(2001)
Xilanase PEG/fosfato de potassio IGARASHI (2003) 4%
) PEG 4000/dextrana ANTOV et al. 72,41%
Pectinases
PEG 4000/(NH,),S0, (2004) 69,46%
) SARTORELLO Kentre 0,119 ¢
Bromelina FPEG/POLICAJU
(2004) 0,2
Pré-toxina épsilon PEG/Citrato PORTO (2004) 131%
. PEG/(NH,),50 91%
Endopoligalacturonase ‘ PEREIRA (2005) ’
PEG/PVA 95%
Albumina, lisozima e PEG/Carbamato de DALLORA et al, .
s . premissora
tripsina amébnio (2006)
GOMEZ et al.
Toxinas ofidicas PEG/fosfato de potdssio eficiente
(2006)
PEG/Sulfato ,
. MIRELES er al.
b-ficoeritrina PEG/Fosfato de potassio 2%
(2006)
PEG/dextrana
FERREIRA et al.
Amilases PEG/ CaCl, K= 4,2; adequado.
(2007)
Glucose (GsPDH) PEG/fosfato de potéssio RIBEIRO (2007) 97,70%
PEG/ Sal (Sulfato, Fosfato
glicomacropeptideo SILVA (2007) 94,66
¢ Citrato)
Bromelina PEG/fosfato de potassio FERREIRA (2007) eficiente
HINOJOSA et al.
HBSAG PEG/fosfato de potdssio 65%
(2007)
NAGANAGOUDA 89,60%
a-galactosidase PEG/fosfato de potassio
et al. (2008)
Ovomucoide PEG/Na,COs OLIVEIRA (2009} 90%

Além de biomoléculas, hd também estudos da utilizag8o de SABs para recuperagéo de
fons complexos, como o nitroprussiato € pentacianonitrosilmetalatos (CARDOSO, 2007), o

que ilustra a versatilidade desta técnica.
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2.5.2 Diagramas de fases

Os componentes de um SAB podem ser dois polimeros diferentes (por exemplo: PEG e
dextrana) ou um polimero e um soluto de baixa massa molecular (um sal). Na mistura destas
substincias com a agua, um sistema bifasico s6 sera formado quando a composigdo dos
constituintes se encontrar acima de determinados valores (PEREIRA, 2005), sendo estes
valores os pontos da curva binodal. A determinagdo do diagrama de equilibrio de fases é a
primeira etapa para caracterizar os sistemas bifasicos aquosos, pois ele contém informagdes
das concentragdes de PEG e sal necessario a formagdo das fases, composigdo das fases em
equilibrio e previsdo qualitativa da partigdo de moléculas (FERREIRA ef al., 2009).

Os dados de equilibrio apresentados nos diagramas de fases, estdo relacionados com a

variagdo da energia livre de Gibbs do sistema, AG,,. Este parametro fisico-quimico ¢

importante para a compreensdo dos mecanismos que governam o processo de transferéncia de
um determinado soluto no SAB. O estado de equilibrio termodindmico dos SAB € alcangado
quando a Energia Livre de Gibbs do sistema é minimizada ao maximo, ou seja, dG =0 e o
potencial quimico de cada componente formador das fases for igual nas fases superior e
inferior e também na interface (BRITO, 2007).

Os diagramas de equilibrio podem ser construidos empregando o sistema de coordenadas
retangulares, mas também podem ser expressos em coordenadas triangulares, a diferenga ¢
que na forma retangular, a concentragdo do solvente, no caso a agua, esta implicita no
diagrama (CUNHA, 2008).

As Figuras 2.7 ¢ 2.8 mostram os dois tipos de diagramas.

Regidio Bifésica Curva
Binodal
v - - — — 1)
0 20 40 80 30 100

Componente 1 (% m/m)

Figura 2.7. Diagrama de fases ternario (CARVALHO, 2007b).
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Figura 2.8. Diagrama de fases em coordenadas retangulares (CARDOSO, 2007).

Convencionalmente, os componentes presentes nas fases inferior e superior sdo
representados no eixo das abscissas e das ordenadas, respectivamente. A curva que divide a
regido em duas fases (FS — PC — FI) é chamada curva binodal ou curva de equilibrio e
informa em quais composigdes globais o sistema é homogéneo e em quais é heterogéneo
(CUNHA, 2008).

Uma mistura com a composigdo global representada pelo ponto G, como mostrado na
Figura 2.8, separa-se espontaneamente em duas fases, com composigdes representadas pelos
pontos FS e FI, que expressam as composigdes das fases superior e inferior, respectivamente.
A linha que une os pontos (FS — G — FI) € conhecida como linha de amarragéo, LA. Na figura
sdo mostrados trés sistemas com composi¢des globais diferentes PI, P2 e G, localizados em
linhas de amarragdo diferentes (CARDOSO 2007). A obtengdo das linhas de amarragio ou
ligagdo é importante, pois todas as misturas com composi¢des globais pertencentes a uma
mesma linha de amarragdo fornecerdo fases superiores com propriedades termodindmicas
intensivas idénticas (composi¢do, por exemplo), porém com propriedades termodinidmicas
extensivas (volume, por exemplo) diferentes. O mesmo principio aplica-se as fases inferiores
(BRITO, 2007).

Quando um SAB € gerado de maneira que sua composi¢do global situe no ponto médio da
LA, a propriedade termodindmica extensiva volume, das fases superior e inferior, serdo os
mesmos. No entanto, se um SAB for montado de maneira que sua composi¢do global se
encontre mais proxima a composi¢do de uma das fases, havera a formagdo de fases em
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equilibrio, que terdo volumes distintos. Para um sistema que tenha uma composigio global
mais proxima da concentragdo da fase superior, ocorrera a formacgdo de um SAB com uma
fase superior tendo maior volume do que a fase inferior (CARDOSO 2007).

Um pardmetro termodindmico utilizado em estudos com SAB para medir a diferenga das
propriedades termodindmicas intensivas entre as fases em equilibrio é o comprimento da linha
de amarragéo (CLA ou TLL, sigla inglesa de “tie-line length”). O CLA ¢ um valor numérico
calculado que mede a distancia entre os pontos FS e Fl no diagrama de fases conforme Figura
2.7.

O CLA ¢ calculado em fungio das diferengas de concentragfio dos componentes em cada
fase do SAB, de acordo com a Equagio 2.4.

CLAGR) = [(w,, —w, ) +(w.,~w,,) @.4)

onde w;;, W;; representam a percentagem do componente j na fase superior e inferior,
respectivamente.

Cabe ressaltar que, quanto maior o valor do CLA, maior sera a diferen¢a entre as
propriedades termodindmicas intensivas das fases, elevando, conseqilentemente, a eficiéncia
na extragfio e/ou parti¢do do soluto de interesse no SAB (BRITO, 2007).

No diagrama de fases existe um ponto que representa o limite no qual o CLA,
teoricamente, tende a zero. Trata-se do Ponto Critico (PC), ou seja, é o ponto em que
existiriam, hipoteticamente, duas regides distintas, porém dotadas de propriedades
termodindmicas intensivas exatamente iguais (BRITO, 2007).

Outro importante pardmetro € o declive da linha de amarragdo (STL, sigla inglesa de “tie-
line slope™), que € definido de acordo com a Equagfio 2.5 (PEREIRA, 200S5).

STL _ wx,l _wi,l
ws,Z - “’-‘.2

(2.5)

Este parametro apresenta-se atualmente como uma caracteristica importante dos
diagramas de fases uma vez que o seu valor € geralmente constante quando esta presente um

SABs de polimeros e a sua avaliagio, comparagéo com uma média para um dado sistema e
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nova medigio para valores afastados dessa média é provavelmente o melbor método para
obter diagramas de fases confiaveis (ZASLAVSKY, 1995),

Deve-se destacar que os polimeros sintéticos sdo geralmente polidispersos, podendo a
distribuigfio das suas massas moleculares variar de lote para lote, mesmo quando obtidos do
mesmo fabricante. Assim, a posi¢io da binodal para um dado sistema ndo pode ser vista como

uma constante fisico-quimica do sistema (PEREIRA, 2005).

2.5.3 Fatores que influenciam no sistema de fases

Os principais fatores que influenciam no sistema de fases e consequentemente alteram o
diagrama de fases sd0: a massa molar do polimero, a concentragio dos componentes do
sistema, o pH e temperatura (FERREIRA, 2007), embora o fator mais importante para a
separagio das fases seja mesmo a natureza quimica dos polimeros (PEREIRA, 2005).

Na medida em que se aumenta o peso molecular do PEG, as curvas tornam-se mais
assimétricas ¢ proximas da origem do eixo de coordenadas, requerendo-se menores
concentragdes para a separagdo das fases. Este comportamento é devido ao aumento do
carater hidrofébico do PEG ao aumentar-se o peso molecular do polimero (BERTOLUZO et
al., 2005).

A variaglio de temperatura também provoca alteragtes na binodal do sistema, pois altera a
solubilidade dos sais e polimeros em 4gua. O deslocamento da binodal pode ocorrer tanto para
concentragdes menores quanto maiores, dependendo do tipo de sistema. No caso SAB
compostos por um polimero e um sal, 0 aumento da temperatura conduz a uma diminuig¢éo
das concentragdes de polimeros e sal necessdrias ao aparecimento de duas fases (PEREIRA,
2005).

O pH e o tipo de cation também sdo varidveis que podem influenciar no diagrama de
fases. Diminuindo o valor do pH, as concentragdes necessarias de polimero e sal de um
sisterna PEG/sal aumentam, deslocando a curva binodal para a direita. Porém, tal efeito nio é
muito expressivo, ja que Ferreira et al., (2009) estudando o efeito da massa molar e do pH
sobre o equilibrio termodinamico do sistema bifisico aquoso PEG/fosfatos, concluiram nio
haver deslocamento significativo da binodal em relagBo aos diferentes pHs estudados nem
influéncia do pH nas composi¢des das linhas de amarragio.

O efeito da adigfic de sais nos sistemas varia com o sal e com o préprio sistema

(PEREIRA, 2005). Bertoluzzo et al, (2005) observaram que ao adicionar-se sal ao SAB
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aumenta-se a 4rea bifisica como resultado de um fenémeno de “salting out” do polimero
originado pelo sal e um efeito de “exclusfio” do polimero ao sal. Portanto, a adi¢do de sais
resulta no deslocamento da binodal no sentido das menores concentragdes de PEG e Sal. Esse
efeito aumenta com o aumento do peso molecular do polimero.

'Dado a0 grande niimero de varidveis que influenciam o comportamento do sistema, alguns
autores como Porto (2004) preferem construir o diagrama de equilibrio ji com o meio
fermentado presente, como forma de se trabalhar com valores de equilibrio mais coerentes

com a situagdo na qual o SAB serd aplicado. )
2.5.4 Consideragdes termodiniamicas da parti¢io

Nos processos de transferéncia de solutos de uma fase para outra, é necesséario ter controle
sobre todos os parimetros termodindmicos que afetern o comportamento da partigdo. Como
exemplo, durante os experimentos, o pH, a temperatura e a pressfio devem permanecer
constantes. Isso garante que o valor de K € devido somente a redistribuigdo do soluto entre as
fases dos SABs (FRANCISCO, 2006).

A particdio de um determinado soluto “s” de uma fase “p” para uma fase “o” se dd com a
diminui¢do da energia livre de Gibbs do sistema. Assim, considerando que o soluto ndo muda
a composiclo das fases (regime de diluigéio infinita), a Gnica maneira para que tal fenémeno
ocorra € com a diminuigéo do potencial quimico “p” do soluto nas fases.

O potencial quimico pode ser definidko como a variagio de uma propriedade
termodindmica intensiva “Y” em fungfio da variagiio do nimero de moléculas de um
determinado componente, mantendo-se constantes outras propriedades termodindmicas e o
numero de moléculas dos outros componentes presentes no sistema (FRANCISCO, 2006).

Um sistema bifasico estard em equilibrio termodindmico se o potencial quimico do soluto

“s” na fase “a” for igual ao potencial quimico do soluto na fase “B”, conforme mostra a
Equagdo 2.6: '

=gt (2.6)

Dessa forma, 0 potencial quimico do soluto “s” nas fases “a” ¢ “B” ¢ dado pelas Equagtes

2.7 € 2.8 respectivamente.
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Hy =4 " +RTInaf 2.7

# =p? +RTIna’ 2.8)
Onde " é o potencial quimico padrio do soluto “s” tendo como solvente cada uma

das fases e @/ ¢ a atividade do soluto numa fase especifica.

Considerando que o soluto esteja em regime de dilui¢do infinita, a atividade torna-se igual

a sua concentragdo numa determinada fase, conforme mostra a Equag#o 2.9:

a’™ =[soluto}™ (2.9)

Igualando as Equagdes 2.7 e 2.8 e rearranjando os termos, obtém-se a Equagdo 2.10:

K —pu? =-RTIn K, (2.10)

K, ¢ definido como a razdo da densidade numérica do soluto na fase o em relagdo a fase B,

conforme mostra a Equagao 2.11:

_ [soluto}™*

= 211
' [soluto}™*F 510

A diferenga de potencial quimico do soluto “s” entre as fases “a” e “f§” é a variago de
energia livre de Gibbs de transferéncia de 1 mol da espécie quimica “s” da fase “f” para a
fase “a”, estando o soluto em regime de dilui¢do infinita (Equagdo 2.12).

A,G=-RThK, (2.12)
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Por definigdo, a variagdo de energia livre de Gibbs de transferéncia é dada pela Equagdo
2.13;

A,G=AH-TA,S (2.13)

Pela Equagdo 12, a partir da medida do coeficiente de partigio do soluto “s” em um
determinado SAB, é possivel calcular o correspondente valor da energia livre de Gibbs
(FRANCISCO, 2006).

Se o valor de K for maior que a unidade, o soluto esta sendo concentrado na fase superior.

Ja a propriedade termodindmica A, H pode ser determinada se K for medido a diversas
temperaturas e for aplicada a aproximacdo de Van't Hoff (Equagdes 2.14 e 2.15).

2 3
inK,=a+b(—l—J+c[—l—) +(l) +..+In® (2.14)
T T T

2
A H’ =—R[b+2¢(—;-)+3d(—;;) +] (2.15)

Como conseqiiéncia, A, S € conhecido pela diferenga entre a variago de energia entélpica

de transferéncia (Equagdo 2.15) e a variagdo da energia livre de Gibbs associada ao processo
(Equag8o 2.12) na respectiva temperatura em que foi determinado o valor de K (Equagdo
2.11), assim, a variagdo de entropia € descrita pela Equagéio 2.16:

(2.16)
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2.5.5 Fatores que afetam a particio em SABs

Sdo muitas as varidveis que afetam a parti¢iio de um soluto em SABs. Dentre ¢las, podem
ser citadas o tipo, a8 massa molecular ¢ concentragiio dos polimeros que formam as fases; tipo
e concentragio de aditivos, pH e temperatura (ZASLAVSKY, 1995).

Apesar destas variaveis serem todas mutuamente dependentes € ainda ndo completamente
compreendidas, torna-se necessarioc fazer a andlise dos efeitos de cada uma delas
separadamente (PEREIRA, 2005).

2.5.5.1 Efeito da composigiio do polimero

Num sistema polimero-polimero, o termo composi¢o do polimero diz respeito a trés
varidveis diferentes {ZASLAVSKY, 1995). Assim, para cada wm dos polimeros
predominantes em cada uma das fases devem considerar-se o tipo ou estrutura quimica do
polimero; a massa molecular ¢ a concentrago do polimero. A massa molecular nfio ¢
considerada em SABs do tipo PEG-Sal (PEREIRA, 2005), pois h& apenas um polimero no

processo.

2.5.5.2 Efeito da massa molar dos componentes

Em um sistema PEG/sal, se a massa molar do PEG for elevada, a parti¢éo da proteina sera
mais favoravel & fase salina. Caso a massa molar do PEG seja baixa, ocorrerd o oposto, sendo
a partigdo favoravel a fase polimérica. Isso ocorre provavelmente devido ao aumento do efeito
do volume excluido que ocorre na fase PEG. Esse efeito ¢ menor para substincias de baixa
massa molar. A massa molar da substdncia a ser separada também influencia em K, pois
guanto maior for a molécula, maior serd a drea de contato que interage com 0s componentes
do sistema e, de acordo com as caracteristicas da molécula € com o tipo de interagdo, ela sera
mais favordvel a uma das fases (FERREIRA, 2007).

Lima et al. (2002), estudando a partigio de pectinases em SABs formados por PEG-
fosfato de potassio, utilizando PEGs com diferentes massas moleculares {entre 400 e 10000),

verificaram que a maioria das pectinases concentravam-se na fase polimérica para sistemas
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compostos por PEG 400, mas passaram a concentra-se mais na fase salina 4 medida que se
aumentava o peso molecular do PEG. Em sistemas formados por PEG 10000, por exemplo, as
poligalacturonases concentraram-se na fase salina.

O tipo de proteina também influi no valor de K, pois as proteinas sdo macromoléculas
polieletrolitas que carregam cargas quando estio em solugdes aquosas. As cargas dependem
da composiglo, da seqliéncia de aminoacidos, e também das propriedades da solugfo agquosa,
como o pH e a concentragdio dos solutos (FERREIRA, 2007).

2.5.5.3 Efeito de aditivos de baixa massa molar

Segundo Zaslavsky (1995), a adigo de solutos de baixa massa molecular, quer idnicos
(sais inorganicos) quer n#o idnicos (uréia), afeta a particfio de solutos nos SABs. Portanto, é
possivel que a particio de enzimas presentes em um extrato enzimdtico seja afetada pela
presenca de sais provenientes do tampdo usado no processo de extracio e por outras

substdncias originadas durante o processo fermentativo e o metabolismo dos microrganismos.

2.5.5.4 Efeito do pH

O efeito da variagdo do pH de um meio tamponado nfo pode ser facilmente diferenciado
da adigdo de sais. Esta situagdo prende-se com o fato de que, ao se variar o pH da solugdo,
variar-se a razdo entre a concentragfo dos sais com poder tamponante (ZASLAVSKY, 1995).
Assim, podem ocorrer alteragfes nas propriedades do meio aquoso induzidas por uma dada
variagiio de pH ¢/ou variagio na composigio do sal tampao correspondente. Por outro lado,
moléculas como proteinas, peptideos, entre outras, contém uma grande variedade de grupos
dcidos ¢ basicos dependendo do pH do meio. O pH do meio altera, ndo s6 a carga superficial
do soluto, como também induz alteragdes conformacionais do soluto, podendo ocorrer assim a
associagdo e a dissociagdo de subunidades (PEREIRA 2005).

Trabalhando-se em um valor de pH proximo ao ponto isoelétrico (pl), onde a somatéria de
cargas da proteina € praticamente nula, existird apenas o efeito do tamanho e concentragéio do
polimero e do tamanho e composigéo da superficie da proteina, considerando-se apenas os
efeitos eletrostaticos. (FORCINITI et al, 1991).
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2.5.5.5 Efeito das caracteristicas do soluto

Os efeitos do tamanho do soluto (massa molecular) ¢ da sua estrutura quimica sfo
bastante dificeis de distinguir (ZASLAVSKY, 1995). Zaslavsky et al,, (1986) constataram
que a parti¢iio do PEG e do PVA era independente da massa molar do polimero para as gamas
de massa molar estudadas (de 1500 Da até 40000 Da para o PEG e de 20000 Da até 100000
Da para PVA); por outro lado, verificaram que, para as poliacrilamidas o coeficiente de
particdo aumentava com a massa molecular. Para a polivinilpirrolidina o efeito observado foi
contrario, ou seja, o coeficiente de particio diminuia com o aumento da massa molecular.
:Deste modo concluiram que a caracteristica que influencia a partigio do soluto € a sua
estrutura quimica e ndo o seu tamanho (PEREIRA, 2005).

A influéncia da estrutura quimica da biomolécula parece ser explicada pela modificagiio
(bio)quimica que a molécula pode sofrer (ZASLAVSKY, 1995), uma vez a partigio ¢
bastante especifica, dependendo do tipo de biomolécuia.

2.5.5.6 Tempo de separaciio das fases

O tempo de separagfio das fases apds a mistura dos componentes depende do tipo de
sistema. Sistemas contendo PEG/sal possuem um tempo de separagdo das fases muito menor
que os sistemas PEG/dextrana devido a densidade e viscosidade do sistema. Em sistemas
dextrana/ficoll, o tempo varia de 1 a 6 horas pela agdo da gravidade, enquanto em sistemas
PEG/dextrana esse valor cai para 5 a 30 minutos dependendo da concentragfo e da massa
molar dos polimeros. Nos sistemas PEG/fosfato, o tempo de separacdo entre as fases €
inferior a § minutos (COIMBRA, 1995).

Outro fator que também influencia o tempo de separagdo € a velocidade de coalescéncia
das pequenas bothas que se formam durante a agitagdo. Quando se agita um sistema de fases
de maneira a uniformiza-lo, inicialmente ocorre a formagio de pequenas regiles ricas em
cada componente. Com o tempo, essas regides aumentam e separam-se em duas regides
distintas. A posigdio em relagio ao ponto critico também exerce influéncia no tempo de
separacio das fases. Nos sistemas proximos ao ponto critico, o tempo de separagdo € maior

devido a uma pequena diferenga de densidade. Ja no caso dos sistemnas muito distantes do
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ponto critico, a viscosidade aumenta devido ao aumento da concentragdo do polimero,
tornando a separagdo de fases mais lenta (FERREIRA, 2007).

2.6 PEG e fosfato de potassio

2.6.1 Polietilenoglicol (PEG)

O polietilenoglicol, HO-(CH,CH;)n-CH,CH,0H, ¢ um poliéster sintético neutro, linear ou
de cadeia ramificada, disponivel numa grande variedade de pesos moleculares, de poucas
centenas a milhares de Daltons. Solubiliza-se em agua e em diferentes solventes orgéanicos
(FERREIRA, 2007). A designagio PEG € usada para compostos de baixa massa molar
(menos de 20.000g/mol) e a designagdo PEO ( polidéxido de etileno) € restrito para compostos
de altas massas molares (maiores que 20.000g/mol). Os PEGs com massas molares menores
que 10.000g/mol sdo fornecidos na forma de solugdes incolores estaveis ou pastas. Os de
massas molares elevadas, acima de 10.000g/mol, sio encontrados na forma de pé ou flocos
brancos. Podem ser estocados & temperatura ambiente, embora a 4°C a ocorréncia de
oxidac¢do em solugdes seja retardada (PORTO, 2004).

A utilizagdo do PEG é de grande interesse na biotecnologia principalmente por excluir,
em ambiente aquoso, outros polimeros de sua vizinhanga, néo se solubilizando com eles. Por
serem compostos biodegradaveis e atoxicos, a descarga de PEG ndo ¢ problematica para o
meio ambiente. O PEG possui uma variedade de propriedades pertinentes para aplicagdes
biomédicas, sdo elas: insolubilidade em dgua a elevadas temperaturas, forma complexos com
cations metalicos, alta mobilidade com grande poder de volume excluido em agua, agente
precipitante de proteinas e acidos nucléicos (PORTO, 2004). Sendo ndo antigénico nem
imunogénico foi aprovado pelo FDA (Food and Drug Administration) para varias aplicagfes
farmacéuticas, biologicas e bioquimicas (FERREIRA, 2007).

2.6.2 Fosfato de potissio

De acordo com Ferreira (2007), os fosfatos sdo sais inorgdnicos, amplamente conhecidos.

Sdo utilizados em sistemas bifasicos aquoso do tipo polimero/sal e, portanto, formam duas
33
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fases na presenga do polimero. Além disso, apresentam menor custo em relagdo a dextrana e
maior facilidade de utilizagdo industrial.

O fosfato de potassio monobasico, que também é conhecido como fosfato didcido de
potassio, tem massa molar 135,09 g/mol e sua formula molecular é KH,PO4 (anidro). Em
solugdo a 5% e temperatura de 25 °C seu pH fica entre 4,1 € 4,5. A sua cinética de dissolugio
em agua ¢ lenta, sendo necessario aquecer o sistema para dissolugdio total do sal a altas
concentragdes.

O fosfato de potassio dibasico anidro tem massa molar 171,18 g/mol e sua férmula
molecular é K;HPO4. Em solugdo a 5% e temperatura de 25 °C seu pH fica entre 8,52 9,6 ¢
apresenta cinética de dissolugdo em 4dgua mais rdpida que o monobdsico. Os sais de fosfato
apresentam um baixo custo, por isso o seu grande uso em sistemas de duas fases aquosas
(FERREIRA, 2007).
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3. Material e métodos

Neste capitulo sdo descritas as metodologias de fermentagdo e caracterizagdo fisico-
quimica do residuo utilizado na fermentagdo semi-sélida, a matriz do planejamento
experimental empregado no estudo da extragdo, bem como a metodologia de construgdo e
caracterizagdo dos SABs empregados nos ensaios de concentragdo e a forma de avaliagdo de

seu desempenho no processo de recuperagdo de biomoléculas.

3.1 Tratamento do residuo

Os experimentos foram realizados no Laboratorio de Engenharia Bioquimica da Unidade
Académica de Engenharia Quimica da Universidade Federal de Campina Grande (UFCG).

O residuo agroindustrial do maracuja amarelo (Passiflora edulis f. flavicarpa) utilizado
neste trabalho foi obtido a partir de frutos semi-maduros adquiridos na EMPASA (Empresa
Paraibana de Abastecimento e Servigos Agricolas) em Campina Grande — PB. Inicialmente,
os frutos foram mergulhados por trinta minutos em agua clorada. Em seguida, os frutos foram
lavados em agua corrente para total remogdo de impurezas.

Apos a lavagem, os frutos foram cortados e tiveram a polpa e as sementes removidas. A
casca ¢ o albedo foram recolhidos e triturados em um liquidificador industrial. O bagago
resultante desse processo foi posto para secar em secador de leito fixo (Figura 3.1), na
temperatura de (55 + 1) °C com vazdo de ar de 1,1 m?/s, até peso constante. Apds a secagem,
o residuo seco foi moido em moinho de facas (modelo Marconi MA 048) e armazenado em

recipiente plastico devidamente tampado, a temperatura ambiente.

Descri¢do do secador

A. Chave do ventilador

B. Ventilador radial

C. Medidor de vazio

D. Vilvula reguladora

E. Aquecedor elétrico

F. Chave das resisténcias

G. Chave do sistema de controle
H. Cimara de secagem

I. Termopares

J. Controlador de temperatura
L. Milivoltimetro digital

Figura 3.1. Esquema do secador de leito fixo (Fonte: Gouveia et al., 2002).
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3.2 Caracterizacido do residuo seco

Para amostragem do residuo seco, foi realizada a operago de quarteamento segundo a
NP.1379 (NP, 1976) com o objetivo de se obter amostras representativas para a
caracterizagdo do residuo. O residuo seco e moido foi cuidadosamente misturado para evitar
que particulas menores ficassem agregadas umas as outras. Ap6s a mistura, o residuo foi
amontoado em forma de cone, o qual foi achatado e dividido em quatro partes iguais. As duas
partes diagonalmente opostas foram recolhidas, constituindo a amostra reduzida. Um novo
cone foi construido com as partes recothidas, o qual foi novamente achatado, recolhendo-se
novamente duas partes diagonalmente opostas, Este processo foi repetido até a obtengio da
quantidade de material requerida para as analises.

Foram realizadas analises de granulometria, densidade aparente, densidade real,
porosidade, pH, cinzas, umidade, solidos soluveis (S8), agiicares totais (AT), agucares

redutores (AR), e pectina. As analises foram realizadas em triplicata.

3.2.1 Granulometria

A determinacgfo da distribui¢io granulométrica foi realizada com um conjunto de peneiras
Produteste, com malhas de 14, 20, 24, 35, 42, 65 e 115 mesh. Apds pesagem das peneiras
vazias e empithamento das mesmas no agitador, foram colocados 110 g do residuo na penetra
superior. O conjunto de peneiras foi agitado por 20 minutos na freqiiéncia 80 do agitador. O
material retido em cada peneira teve sua massa determinada. Os resultados foram expressos

como fragdes percentuais da massa de residuo inicialmente utilizada para a analise.

3.2.2 Densidade aparente

A densidade aparente do material foi determinada através da adicio de 30 gramas do
residuo em uma proveta de 100ml., na qual foi lido o volume ocupado pela amostra. O

residuo foi adicionado suavemente, para evitar compactagfio. Através da Equagdo 3.1 foi
calculada a densidade aparente:
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massa, g

densidade aparente = ;
volume ocupado,cm

3.1

3.2.3 Densidade real

A densidade real do residuo seco foi determinada a partir da relagfio entre a massa ¢ o
volume da amostra, determinado pelo deslocamento de 6leo de soja em uma proveta
graduada. Utilizou-se o Oleo de soja porque ele é um liquido viscoso, capaz de cobrir a
superficie das particulas sem penetrar em seus poros. Além disso, o éleo nfio dissolve o
residuo, sendo, portanto, adequado a medigdo do volume total das particulas. Inicialmente, o
dleo foi colocado na proveta e seu volume foi lido e anotado (V1). A seguir, foram colocados
na proveta com oleo 30 gramas do residuo. Pela a¢fio da gravidade, as particulas do residuo
foram se depositando no fundo da proveta, deslocando o dleo. Apos total deposigio, fez-se a
leitura do novo volume indicado pelo nivel do 6leo (V2). A diferenga (V2 — V1) foi
denominada de volume do residuo.

Através da Equagfio 3.2 foi determinada a densidade real do residuo:

densidade real 2(’% (32)
3.2.4 Porosidade
A porosidade do residuo foi calculada da seguinte forma {Equagéo 3.3):
porosidade =1~ de;zz‘:jiip: :;rte (3.3)
3.2.5pH

A determinagdo do pH foi baseada na metodologia descrita em BRASIL (2005). Em 20
mL de 4gua destilada, foi adicionado 1 g de residuo. Apdés completa homogeneizagdo (em
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agitador mecénico por 30 minutos), seguida de filtragio em algodio, realizou-se a medida do
pH com um pHmetro (modelo Tecnal TEC-2) previamente calibrado com tampdes de pH 4,0
e pH 7,0.

3.2.6 Cinzas

Para a determinagdio de cinzas, utilizou-se a metodologia descrita em BRASIL (2005).
Cadinhos de porcelana vazios foram previamente colocados na mufla e deixados a 550 °C por
duas horas. Depois, foram transferidos para um dessecador para que resfriassemn até a
temperatura ambiente, € em seguida foram pesados. Em cada um dos cadinhos, foram
colocados 2 g da amostra do residuo. Apos incineragio do residuo com um bico de Bunsen, os
cadinhos foram levados 4 mufla a 550 °C, durante cinco horas. Apés este tempo, os cadinhos
foram novamente deixados em dessecador para esfriarem i temperatura ambiente e, em

seguida, pesados. Os resultados foram expressos em porcentagem {m/m).

3.2.7 Umidade

Para andlise da umidade, seguiu-se o procedimento de Brasil (2005) a partir da diferenga
de massa entre a amostra Umida e a seca em estufa. Pesou-se 5 g da amostra em recipientes
previamente tarados, 0s quais permaneceram na estufa 3 temperatura de 105 °C, até peso
constante. Apos a secagem, as amostras foram transferidas para um dessecador, onde
esfriaram até atingir a temperatura ambiente. Em seguida, a massa dos recipientes contendo o

residuo seco foi pesada em balanga analitica, e o resuitado expresso em porcentagem (m/m).

3.2.8 Sélidos solaveis

A determinacio da quantidade de solidos soltveis foi realizada segundo a leitura do “Brix,
medida diretamente em refratbmetro de Abbé (modelo Analytik Jena), segundo o
procedimento descrito em BRASIL (2005). Misturou-se 1 g da amostra a 20 mL de agua

destilada. Apds homogeneizagdo, a suspensdo ficou em repouso por 30 minutos, sendo em
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seguida filtrada com algodio € levada ao refratdmetro para a leitura do “Brix. O valor obtido
foi multiplicado pelo fator de diluigéo.

3.2.9 Aciicares redutores

Os grupos redutores foram quantificados com base na redugio do 4acido 3,5
dinitrosalicilico a 3-amino-5-nitrosalicilico (DNS), simultaneamente com a oxidago do grupo
aldefdo do agiicar a grupo carboxilico. Esse procedimento foi descrito por Miller (1959).

Para a quantificacdo dos agicares redutores (AR), uma quantidade definida da amostra foi
adicionada a um volume definido de agua. A mistura ficou sob agitagdo mecénica por 30
minutos. Passado esse periodo, a mistura foi filtrada com algodio ¢ o filrado foi recothido
para a analise. Transferiu-se 1 mL do filtrado para um tubo de ensaio contendo 1 mlL de
solug@o DNS. Em seguida, os tubos ficaram em banho de adgua fervente por exatos 5 minutos.
Passado esse tempo, os tubos foram retirados do banho e resfriados em banho de agua a
temperatura ambiente. Apés resfriarem, foram adicionados 8 mL de dgua destilada a cada
tubo. Apds agitagio dos tubos em um vortex, realizou-se a leitura da absorbincia das
amostras em um espectrofotdmetro (modelo Bel Photonics SP 2000 UV) a 540 nm,

Os resultados foram expressos em gramas de ac¢Ucares redutores por 100 gramas de

amostra inicial (g Ar/100 € amosira), €quivalente a porcentagem.

3.2.10 Agnicares totais

A determinacio de AT foi realizada conforme o método utilizado por Correia (2004).
Apos a diluiglio, fez-se a hidrélise acida da amostra com a adi¢lo de 4cido cloridrico (HC)
2N, seguida de aquecimento por 5 minutos em banho de dgua fervente. Apos resfriamento, a
solucdio foi neutralizada com hidrdxido de sédio (NaOH) a 1 N. Depois, seguiu-se a mesma
metodologia utilizada para a determinagéo de agucares redutores, com a transferéncia de 1 mL
da solugio para tubos contendo 1 mL de DNS, aquecimento, adigdo de dgua e leitura,

Os resultados foram expressos em gramas de agucares totais por 100 gramas de amostra
inicial (g a1/100 g amostra), €quivalente a porcentagem.
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3.2.11 Pectina

Para a determina¢do de pectina no residuo, foi utilizado um procedimento baseado na
metodologia descrita por Rangana (1979). Em 20 gramas do residuo, foram adicionados 400
mL de HC1 0,05 N em bécker de vidro. O bécker ficou sob aquecimento por duas horas,
substituindo-se a agua perdida por evaporacdio para que o volume inicial permanecesse
constante. Apos esse periodo, a mistura foi resfriada a temperatura ambiente, diluida para
500mL e filtrada com filtro de algoddo. O filtrado foi recolhido e dividido em duas partes
(duplicata), as quais foram adicionadas 200 mL de agua. O acido presente em cada amostra
foi neutralizado com NaOH IN. A neutralizacdo foi verificada com potenciometro digital,
Apos a elevagdo do pH pouco acima de 7,0; as amostras receberam um excesso de 10mi. de
NaOH, ¢ foram deixadas em repouso por doze horas. Passado esse tempo, sob agitagdo
constante, adicionou-se acido acético (CH;COOH) 1 N e apds 5 minutos, cloreto de calcio
(CaCl,). A amostra foi entdo levada a ebuli¢io por dois minutos €, ap6s ficar em repouso por
duas horas, foi filtrada a vacuo em papel Whatman 40 previamente lavado com agua
destilada, seco em estufa a 105 °C por duas horas e pesado. O papel de filtro com o
precipitado recolhido foi deixado em estufa a 40°C por 12 horas, quando foram resfriadas em
dessecador € pesadas. O teor de pectina foi calculado pela porcentagem de pectato de célcio
{Equagio 3.4);

Peso do pectato de cdlcio x 500 x 100
Volume do filtrado x peso da amostra

%Pectato de cdlcio = 34)

3.3 Condigies operacionais da fermentacio semi-sdlida

A fermentaglo semi-sélida foi conduzida segundo os pardmetros otimizados por Souza
(2008), que determinou como methores condigdes para produgdo de poligalacturonases
utilizando residuo de maracuja um meio com 40% de urmidade, 1% de fonte de nitrogénio, 107
de esporos de Aspergillus niger por grama de meio € um tempo de fermentago de 66 horas 3
temperatura de 30°C.
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3.3.1 Restabelecimento da umidade do meio

De posse da umidade do residuo estocado, foi calculada a quantidade de dgua que deveria
ser adicionada para que o residuo apresentasse umidade de 40% através de um balango de
massa segundo a Equagéo (3.5):

ey )
my o = Mpgs (-wu,) (3.5)

Onde:

my, , = Massa de agua requerida para hidratacdo do meio (g)
My = Massa de residuo seco tomado para fermentagdo (g)

u; = Umidade presente no residuo seco (%)
u; = Umidade requerida pelo processo fermentativo (%)

Obs.. u; e uz expressos em valores decimais

Considerando a densidade da dgua como sendo igual a lg/cm3, mediu-se em uma proveta
o volume de dgua equivalente a massa de agua requerida.

Na ocasifio da hidratacdo do residuo, a massa de sulfato de amonio (fonte de nitrogénio)
requerida, na quantidade de 1% em relagdo & massa total do meio a ser preparado para
fermentagdo foi dissolvida no volume de agua que seria adicionado. A agua foi entdo
despejada na massa de residuo, o qual foi homogeneizado com o auxilio de uma espétula de
metal, em bécker plastico de 1L de capacidade. Apos homogeneizagdo, o bécker contendo o
meio hidratado foi coberto com filme de PVC e guardado em geladeira por 24 h.

3.4 Microrganismo e indculo

O microrganismo utilizado na fermentagdo semi-sdlida do residuo do maracuja foi o
fungo filamentoso Aspergillus niger mutante CCT 0916, pertencente a colegdo da Embrapa
Agroinduistria Tropical, com sede em Fortaleza-CE, e conservado no Laboratério de
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Engenharia Bioquimica (LEB/UAEQ/UFCG), em tubos de ensaio com tampas rosqueadas
contendo solo estéril, mantidos a -18 °C em freezer.

Os conidios foram ativados em duas etapas, utilizando o meio basico conforme Couri
(1993), com a seguinte composi¢do: pectina citrica (10 g/}, NaNO; (3 g/), KH,PO4 (1 g/),
MgSO4 (0,5 g/h, KC1 (0,5 g, FeSO47H,0 (0,01 g/l) e 4gar-agar (20 g/1). O meio foi
esterilizado em autoclave por 15 minutos a 0,5 atm e depois posto para resfriar a temperatura
ambiente, com os tubos inclinados. Apds esfriamento e solidificagdo do meio de cultura, os
tubos foram envolvidos em filme de PVC e acondicionados em geladeira ( 5°C).

Os esporos foram transferidos do solo estéril para o meio bdsico por meio de uma al¢a de
platina. Os tubos contendo o meio bdsico com os esporos foram incubados por cinco dias em
estufa a (30 + 1) °C e foram denominados de primeiro repique. Os microrganismos
produzidos no primeiro repique foram utilizados para a obtencdo de um segundo repique,
transferindo-se os esporos gerados no primeiro repique para tubos contendo o meio basico
estéril. A incubagio foi realizada nas mesmas condigdes do primeiro repique. Os esporos
produzidos no segundo repique foram utilizados para obtengdo de grande quantidade de
esporos por meio da inoculagio em sabugo de mitho. O meio de sabugo de milho foi
preparado a partic de sabugos previamente cozidos e triturados. O meio recebeu uma solugio
umidificante contendo peptona e foi autoclavado por 30 minutos a 1 atin antes da inoculagdo.
Qualquer um dos repiques pode ser utilizado por até quatro meses, desde que armazenado em

geladeira.

3.5 Processo fermentativo

O processo fermentativo foi realizado em erlenmeyers plasticos de 250 mL contendo 10 g

do substrato previamente hidratado e suplementado com suifato de amdnio.

3.5.1 Esterilizagae do meio

Os erlenmeyers foram fechados com tampdo de algodio envolvido com gaze e

autoclavados por 5 minutos a 0,5 atm. Na ocasifio, também foram esterilizadas a solugo de
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Tween 0,3%, as pipetas, funis, provetas, gaze, bastdes e béckers que seriam utilizados
posteriormente.

Apés esterilizagdo, os erlenmeyers foram resfriados a temperatura ambiente, assim como a
solugdo de Tween 80 (polisorbato).

3.5.2 Obtenc¢iio da suspensiio de esporos e quantificaciio

A suspensdo de esporos para inoculagfio foi obtida adicionando-se 40 mL de solugdo de
Tween 80 (0,3% v/v) nos frascos de sabugo de milho com esporos. Apos agitagdo para
liberagdo dos esporos, a mistura foi filtrada com o auxilio de gaze estéril e funil para
separagdio das particulas de sabugo. O filtrado rico em esporos foi recolhido em um bécker de
100mL.

Para a quantificagio do nimero de esporos obtidos na suspensfo, foi realizada uma
contagem utilizando uma cdmara de Neubauer espelhada e um microscépio 6ptico.

Inicialmente foi feita uma diluigdo para facilitar a visualizagéio e contagem dos esporos
presentes na cadmara de Neubauer. Procedeu-se a dilui¢do da seguinte forma: 1 mL da
suspensdo de esporos foi adicionado a 39 mL de Tween 80 0,3% (v/v) estéril. Apés
homogeneiza¢iio, uma aliquota da mistura foi recolhida e transferida para a cémara de
Neubauer, procedendo-se a contagem no microscépio com aumento de 400 vezes. Foram
contados 5 dos 25 quadriculos do quadrante central da cdmara e o nimero de esporos foi
calculado pela Equagio 3.6 (ALMEIDA, 2007).

anxZSxfdxlO‘

n

Contagem de esporos = (3.6)

Onde:

Z ng - Soma algébrica do mimero de esporos contados nos n quadriculos

25 — Numero total de quadriculos na cdmara

Fd — Fator de dilui¢do utilizado

10° - Constante padrdo da camara

N — Numero de quadriculos contados, dentro dos 25 disponiveis.
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De posse da concentragdo de esporos, foi possivel calcular o volume a ser tomado da

suspensio para inoculagdo de 10’ esporos por grama do meio de fermentagio (Equagio 3.7).

- Conc. de esporos desejadax massa de substrato

3.7

contagem de esporos

No caso deste trabalho:
Conc. de esporos desejada: 10 esporos/mL
Massa de substrato: 10g

3.5.3 Inoculagio do meio

Os esporos foram inoculados a cada erlenmeyer contendo o meio de fermentagdo. Os
erlenmeyers foram agitados e incubados em estufa. No interior da estufa, foi colocado um
recipiente com agua, para manter a umidade relativa, a qual permaneceu em torno de 65%. A
temperatura da estufa foi fixada em 30 °C, sendo esta a temperatura média anual da regido e
também favoravel ao desenvolvimento do microrganismo (SOUZA, 2008). A umidade
relativa dentro dos erlenmeyers permaneceu em torno de 95%.

O processo fermentativo teve duragfio de 66 horas, tempo estabelecido por Souza (2008)
como suficiente para a obtenglio de poligalacturonases nas condigdes de fermentagdo aqui

utilizadas.

3.6 Extraciio das enzimas

Com o objetivo de avaliar a extra¢do das poligalacturonases produzidas na fermentagdo
semi-s6lida a partir do meio fermentado, foram testados diferentes valores de tempo de
contato (TC), relagdo (RE) e agitagiio (AG) para a operagdo de lixiviagdo segundo um
plangjamento experimental. A temperatura foi mantida constante em (35 + 0,5) °C,
temperatura essa determinada por Souza (2008) como sendo a temperatura na qual a atividade
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enzimatica é elevada e estavel. Da mesma forma, o pH do solvente foi mantido constante em

4,5; pois a enzima apresenta boa atividade ¢ estabilidade nesse valor de pH (Souza, 2008).

3.6.1 Planejamento experimental

Foi realizado um planejamento fatorial 2* com trés repeti¢des no ponto central, totalizando
11 ensaios, realizados em trés blocos, segundo a agitagio empregada.

As varidveis independentes foram: a agitagio do meio (rpm), o tempo de contato entre o
solvente e o meio fermentado e a relagdo volume de solvente/massa de substrato,

A matriz de planejamento experimental estd apresentada na Tabela 3.1. Na Tabela 3.2 sdo
exibidos os valores das variaveis independentes, correspondentes aos niveis do planejamento

experimental. O planejamento fatorial foi analisado com o auxilio do software Statistica 5.0.

Tabela 3.1. Matriz de planejamento fatorial 2* com trés repetigdes no ponto central.

Agitacio (AG) Tempo (TC) Relacio (RE)
Ensaio o
(rpm) (minutos) (mL/g) ‘

1 -1 -1 -1

2 +1 -1 -1

3 -1 +1 -1

4 +1 +1 -1

5 -1 -1 +1

6 +1 -1 +1

7 -1 +1 +1

8 +1 +1 +1

9 0 ¢

10

11 0 0
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Tabela 3.2. Valores utilizados nos ensaios para cada nivel.

. . Nivel
Variavel - -
Inferior (-1) | Central (0) |Superior (+1)
AG (rpm) 50 100 150
TC (min) 15 30 45
RE (mL/g) 5 7,3 10

3.6.2 Processo extrative

Apdbs as 66 horas de fermentagdio, os erlenmeyers foram retirados da estufa, receberam o
volume de tampfo acetato de sédio 200 mM de pH 4,5 (solvente), segundo planejamento, e
foram colocados em uma incubadora (shaker) modelo Marconi MA 420, com temperatura
estabilizada em 35 + 0,5 °C.

Foram programados no equipamento a agitagdo (AG) e tempo pelo qual o erlenmayer
permaneceria em seu interior (TC). Tendo terminado o tempo programado, os erlenmeyers
foram retirados do shaker. Com o auxilio de filtros de algoddo, o caldo fermentado (extrato)
em cada erienmeyer foi recolhido, resfriado a + 4°C e, em seguida, centrifugado a 700 rpm
por 10 minutos. O sobrenadante foi recolhido. Uma aliquota foi reservada para andlise de
atividade poligalacturonasica ¢ o restante foi estocado em freezer (-18 °C).

3.6.3 Anailise da atividade poligalacturonasica

A atividade poligalacturonisica dos extratos foi determinada conforme Couri (1993),
seguindo a adaptagdo da Embrapa Agroindustria Tropical ~ Fortaleza/CE.

Em tubos de ensaio contendo 4 mL de solugiio de acido poligalacturdnico 0,25% m/v,
preparado em tampéo acetato 200 mM pH 4,5 previamente aclimatado em banho termostatico
(modelo Biotech Thermomix BB) a 35°C, adicionou-se 0,25 mL do extrato enzimaitico,
seguindo a reagdo por 30 minutos a 35°C. Apds os 30 minutos, transferiu-se a 0,25 mL da
mistura reacional para tubos contendo | mL do reagente DNS, aos quais foram adicionados
0,75 mL de dgua. Em seguida, os tubos foram aquecidos a 100 °C por 5 minutos. Depois de
resfriados a temperatura ambiente, foram adicionados 8 mL de agua destilada a cada um dos

tubos, e apés homogeneizagio em vortex, leu-se a absorbéncia de cada amostra em
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espectrofotdmetro a 540 nm. Os ensaios foram realizados em duplicata, assim como o0s
ensaios em branco, preparados segundo o mesmo procedimento, no entanto, o extrato
enzimitico foi adicionado a solugdo de dcido poligalacturdnico e imediatamente transferido
para os tubos contendo o DNS. Uma unidade de atividade poligalacturonasica foi definida
como a quantidade de enzima que libera 1 pmol de 4cido galacturdnico por minuto de reagéio,

nas condi¢des do ensaio, conforme Equagdo (3.8).

xRE (3.8)

atividade de PG v _ (ABS prggrg = ABS pry ) X178 f
192x¢

g de meio fermentado

Onde:

ABS amostra — Absorbdncia da amostra

ABS branco — Absorbdncia do branco

[~ Fator de conversdo da curva padrdo de dcido galacturénico
17 — Dilui¢cdo da enzima no meio reacional

4 — Dilui¢do dos grupos redutores no reagente DNS

t — Tempo de reagdo (no caso deste trabalho, t =30 minutos)
192 — Massa molar do dcido galacturénico (g/mol)

RE — Relagdo solvente/massa utilizada na lixiviagdo (mL/g)
3.7 Sistemas bifasicos

O estudo da concentragiio da enzima poligalactaronase foi realizado utilizando-se sistemas
bifasicos do tipo PEG-sal, formados por PEG 10000 e tampdo fosfato de potassio.

O PEG 10000 foi doado por uma industria de adesivos da regifio. J& os sais fosfato
monobasico de potdssio e fosfato bibasico de potdssio foram adquiridos em grau analitico, da
marca Cromoline.

Também foi adquirida pectinase pura produzida por Aspergillus niger da marca SIGMA,
com atividade de 1U/mg.
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3.7.1 Preparaciio dos reagentes

Inicialmente foram preparadas solugdes estoque dos reagentes formadores dos SABs, As
solugfes foram preparadas com o auxilio de um agitador magnético, até completa dissolugéo
dos solutos, e tiveram seus valores de pH medidos com pHmetro previamente calibrado com
tampdes de pH 4,0 ¢ 7,0.

O PEG 10000, de qualidade comercial, em escamas, foi previamente seco em estufa a
50°C até peso constante. Ap0s secagem e resfriamento em dessecador, foi preparada uma
solugdo de PEG 10000 a 50% em massa, utilizando-se agua deionizada. A solugio resultante
apresentou pH igual a 7,0.

Os sais foram previamente secos em estufa a 105 °C por 24 horas. O tampido fosfato de
potdssio foi preparado utilizando-se uma mistura de fosfato de potdssio bibdsico e

monobdsico, ambos anidros, A relagfo entre as massas dos sais, w (X, HPO,)/w,(KH,PO,),

foi obtida pela equagio de Henderson-Hasselbach (Equagdo 3.9), de forma a se obter o pH
desejado. Por exemplo, para preparar uma solucdo a 40% w/w com pH 7,0; a razio entre as
massas dos sais deve ser de 1,807 (Da SILVA, 1994). Eventuais ajustes de pH foram feitos
adicionando-se solugdes de fosfato de potassio monobasico ou bibasico a 40%, conforme o
pH estivesse maior ou menor que o desejado respectivamente, ao tampéio sob agitagéio com

monitoragfo do pH.

pH = pu"(a+logﬁ 3.9

W,

3.7.2 Determinaciio dos diagramas de equilibrio

Para utilizacdo de SABs se faz necessaria a determinagfo dos diagramas de equilibrio, que
mostrardo as condigfes em que o SAB pode ser empregado. Os ensaios de particdo ¢
caracterizagfio das fases foram feitos em triplicata.
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3.7.2.1 Obtencdo das curvas binodais

As curvas binodais foram obtidas através de técnica turbidimétrica (CARVALHO, 2007,
BERTOLUZZO, 2005), na temperatura de 25 + 0,5 °C. Em um tubo de ensaio de 35 mL,
adicionou-se cerca de 1,5 g da solugiio mie de PEG 10000. A esta solugio, foram adicionadas
aliquotas de 10 pl da solugiio mée do sal, com o auxilio de uma micropipeta, até o surgimento
de uma turvaglio persistente. Apds cada adi¢#io de sal, o sistema era agitado em um vértex
(modelo Phoenix AP56) e tinha sua massa medida e anotada. As concentragdes dos dois
componentes imediatamente antes da aparigdo de turbidez foram tomadas como um ponto da
curva binodal e foram calculadas a partir das conceniragdes iniciais das solugdes, da massa
inicial e final do sistema apés cada adicio. Ao mesmo sistema, foi adicionado cerca de 0,5
mL de dgua deionizada para torma-lo novamente homogéneo. A nova massa do sistema foi
medida, e a massa da agua adicionada calculada por diferen¢a. Foram adicionados novos
incrementos da solucfo salina até nova turvagio, seguida pela adicdo de 4dgua. Esse
procedimento foi realizado até obter-se pelo menos 15 pontos. O procedimento foi realizado
também adicionando-se aliquotas de PEG 10000 a uma massa conhecida de solugdo salina,
para determinar a regifio inferior da binodal.

Para verificar se a utilizagdo do extrato da fermentagdo nos SABs altera as condigSes de
equilibrio do sistema ternario agua + PEG 10000 + tampio fosfato, uma outra curva binodal
foi obtida segundo o mesmo procedimento, porém, ao invés da adigio de 0,5 mL de agua
deionizada, adicionou-se 0,5 mL de extrato.

3.7.2.2 Preparaciio dos sistemas aquosos bifdsicos

Apés a determinagiio das curvas binodais, foram preparados sistemas aquosos bifasicos
para a determinaglio dos dados de equilibrio em tubos de centrifuga graduados de 15mL. O
procedimento de preparagiio dos SABs foi baseado no método adotado por Carvalho (2007).

Em ensaios preliminares, foram construidos vanios SABs a partir de diferentes massas das
solugdes concentradas de PEG 10000, tampdo fosfato e agua destilada. Dentre os sistemas
construidos, foram selecionados trds SABs com composigdes diferentes, mas que tinham em
comum a razio de fases igual a 1.
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Os sistemas selecionados foram reproduzidos em triplicata, substituindo-se a 4dgua
destilada por extrato da fermentagdo. Outros trés sistemas foram construidos, utilizando-se
uma solugiio de pectinase 0,1% m/v ao invés do extrato, a fim de se verificar a influéncia dos
solutos presentes no extrato no diagrama de fases.

Apos a adigdo das massas das solugdes de PEG, tampio fosfato ¢ extrato ou pectinase nos
tubos de centrifuga, estes foram agitados em vértex e colocados em banho termostatico,
mantendo sua temperatura controlada em 25 + 0,1 °C durante 24 horas.

Os SABs tinham cerca de 16 gramas de massa total, cada um representando uma linha de
amarracdo (tie-line), totalizando trés linhas, para o estudo de parti¢do das poligalacturonases.

3.7.2.3 Coleta das fases

Em cada um dos tubos utilizados como células de equilibrio, foram marcadas as alturas
referentes & interface e a superficie do sistema para posterior determinagio do volume das
fases.

O procedimento de coleta das fases foi realizado conforme o método descrito por Oliveira
(2006). A fase superior de cada sistema foi coletada com o auxilio de uma seringa com agulha
comprida, tomando-se o cuidado de deixar uma pequena camada desta fase, de pelo menos 5
mm acima da interface, para garantir que a interface ndo fosse perturbada.

A coleta da fase inferior foi realizada de forma semelhante, apés lhora, tendo-se o
cuidado de causar a menor perturbagfio possivel a interface do sistema. Uma pequena botha de
ar foi mantida na agulha e expelida na fase inferior antes da coleta. A sucgdo foi feita
vagarosamente, tomando-se o cuidado de que restasse ainda na célula de equilibrio uma
camada desta fase, evitando-se a suc¢do da fase superior. As amostras foram congeladas em

freezer (-18°C) para posteriores anlises.
3.7.2.4 Densidade das fases

A densidade das fases foi determinada através da pesagem de um volume conhecido de

cada fase em balanga analitica (modelo Shimadzu A4220) e calculada segundo a equagfo
3.10. ’
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m
p=— 3.10
= (3.10)

Em que:

P = densidade da fase (g/mL)

m = massa da aliguota tomada da fase (g).

V = Volume da aliquota tomada da fase (mL).

3.7.2.5 Determinagiio do volume das fases

Os tubos utilizados como células de equilibrio foram lavados e secos, sem a remogdo das
marcas feitas anteriormente. Os tubos foram tarados em balanga analitica e preenchidos com
4gua até a altura correspondente a interface. Anotou-se a massa (equivalente ao volume da
fase inferior). Mais agua foi adicionada, até atingir a marca referente & superficie do sistema.
A massa foi novamente anotada (massa total do sistema).

De posse do valor da massa total do sistema e da massa de agua equivalente a fase
inferior, por subtragdo, foi obtida a massa de agua equivalente ao volume da fase superior.

Utilizando-se o valor da densidade da agua tabelado na temperatura da analise, foi
determinado o volume por ela ocupado em cada regido do tubo, correspondente ao volume
das fases.

Segundo Carvalho (2007), esse método € muito mais preciso que seguir marcagdes em mL
presentes no tubo.

De posse dos volumes das fases, foi determinada a razio entre os volumes das fases
superior ¢ inferior (Equaggo 3.11):

Volume :
Razdo entre as fases = Jeve sp erior

311
VOIume Jase inf erior ( )

3.7.2.6 Massa

A massa de cada fase foi calculada utilizando-se a equagdo 3.10 descrita anteriormente,

substituindo-se os valores de densidade e volume previamente calculados.
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3.7.2,7 Determinagiio do teor de agua em cada fase

A quantidade de agua presente na amostra foi determinada por meio de evaporagio em
estufa a 60°C, similar a determinagdo de umidade. Uma aliquota de cada fase foi transferida
para cadinhos cerdmicos previamente tarados, que foram postos na estufa por 3 dias. Passado
esse tempo, os cadinhos resfriaram em dessecador, foram pesados e retornaram a estufa para
verificar se tinham atingido peso constante. Em seguida, a massa dos recipientes contendo o

residuo seco foi pesada em balanga analitica, e o resultado expresso em porcentagem (m/m).
3.7.2.8 Determinagio da concentraciio de sais

O método utilizado foi similar a determinagio de cinzas. Os cadinhos utilizados para a
determinagéo do teor de dgua presente em cada fase, foram levados a mufla para calcinagio a
550 °C por 24 horas. A massa remanescente representava a massa de sais presentes na

amostra.

3.7.2.9 Determinacio da concentragio de PEG

Uma vez determinado o teor de agua e sais presentes na amostra, a concentragdo de PEG
foi determinada por diferenga.
No caso dos sistemas produzidos com extrato, os solutos organicos foram indistintamente

determinados como polimeros e 08 inorganicos como sais.
3.7.2.10 Determinagiio do comprimento e inclinacio das tie-lines

O comprimento das linhas de amarragiio (CLA) foi definido pela Equagfio 3.12 (ANTOV
et al., 2004):

CLA:—-[(m,"" —m =Y (my _m;"f)z]m (3.12)
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A inclinagdo das linhas de amarragdo (ILA) foi calculada segundo a Equagio 3.13
(PEREIRA, 2005):

sup _ _ inf
o . M P (3.13)
~ )

mzﬂll?

Onde m;™ e m;" representam as porcentagens méssicas de cada componente i nas fases

superior e inferior respectivamente.
3.7.2.11 Avaliacido da dispersido dos valores de composi¢do dos SABs

A dispersdo nos valores de composigdo dos SABs foi medida utilizando-se o coeficiente
de variagdo (CV). O coeficiente de variagdo é uma medida de dispersdo empregada para
estimar a precisdo de experimentos e representa o desvio-padrdo expresso como porcentagem
da média (Equagédo 4.1):

_ desvio - padrdo
média

cV

x100%  (3.14)

Caso CV seja superior a 10%, a dispersdo € considerada alta (GOMES, 2000).

3.7.2.12 Determinacdo da atividade poligalacturonassica em cada fase

A determinagdo da atividade poligalacturonassica em cada fase foi idéntica a utilizada
para a determinagfio da atividade no caldo fermentado, descrita no item 3.6.3, porém a

variavel RE adquiriu o valor 1mL, para representar a atividade por volume de amostra.
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3.7.2,13 Determinacio de proteinas em cada fase

A determinagdo do teor de proteinas em cada fase foi feita através do método do biureto.
O reagente de biureto foi preparado através da dissolugfio de 150mg de CuS0Qy, 600mg de
tartarato duplo de sodio-potassio e 3g de NaOH em agua destilada. A solugfio foi transferida
para um baldo de 100mL, completando-se o volume com agua destilada (MARQUARDT,
2003).

Apos a preparagio do reagente, foi feita uma curva de calibragio utilizando-se albumina
bovina (BSA, da MERCK), como padrdo, na concentragio de 2mg/mL. Os padrGes foram
preparados diluindo-se a solu¢do de albumina a 10%, 20%, 30% e assim por diante, até 90%,
totalizando 10 amostras, com concentragdo variando entre 0,2 e 2 mg/mL.

Para a leitura dos padrSes, 1mL de cada amostra foi adicionada a 1mL de 4gua e 2 mL do
biureto. Apés 20 minutos de repouso a temperatura ambiente e protegidas da luz, mediu-se a
absorbéncia das amostras em um espectrofotémetro com comprimento de onda de 540 nm. O
branco foi preparado da mesma forma, porém a solug3o de albumina foi substituida por dgua
destilada. Apos as leituras, foi construida a curva de calibragdo, plotando-se a absorbdncia X
concentracdo, originando uma reta cuja inclinagfio seria usada no célculo da concentragiio de
proteinas das amostras das fases.

As amostras das fases foram lidas da mesma forma que os padrdes. Porém, como eram
amostras com diferentes concentragdes de sal e polimeros entre si, foi feito um branco para
cada fase dos SABs, tomando-se ao invés de agua destilada, ImL de cada fase de SABs de
mesma composigio, porém sem extrato, apenas com PEG 10000, fosfato de potassio ¢ agua.

Um vez lida a absorbéncia das amostras, a concentragio de proteinas foi determina da pela
Equagdo 3.15:

C=Absx Fxd (3.15)
Onde:

C= Concentragdo de proteinas soluveis na fase, em mg/mL
Abs = Absorbdncia das amostras em 540 nm.
F = Coeficiente angular da curva de calibracdo

d = Dilui¢do sofrida pela amostra. Neste trabalho, d = 4
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3.7.2.14 Determinaciio dos coeficientes de partigio

Os coeficientes de particio foram determinados segundo Lima et al., (2002). O
coeficiente de particdo (K) € definido como a concentragdo de proteina ou atividade
enzimatica na fase superior dividida pelo valor correspondente na fase inferior, como exibido
nas Equagdes 3.16 € 3.17.

C
K =-L 3.16
Py ( )
K. =-L 3.17
. A, ( )

Onde C,e C, sdo as concentrages de proteina total em mg/mL nas fases superior e
inferior, respectivamente, e 4, e A, sdo as atividades enzimaticas nas fases superior e inferior,

respectivamente.

3.7.2.15 Avaliagio do processo de purificagio

Para melhor avaligdo do processo de purificagio (ou concentragdo) das
poligalacturonases nos SABs foi necessdrio o cdlculo de outros pardmetros além dos
coeficientes de particdo. Foram eles: atividade enzimatica especifica (AS), expressa em
U/mg); o fator de purificagdo (FP) e a recuperagdo de enzimas na fase superior (RT) e na fase
inferior (RB) e o fator de concentracdo (FC) (LIMA et al., 2002).

e A atividade enzimatica especifica da enzima em cada uma das fases foi determinada

como (Equagdo 3.18):

AS, == (U/mg) (3.18)

Jase

a
L}
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Onde 4., e C,, sdo a atividade enzimatica em uma das fases e a concentragdo de proteinas

naquela fase respectivamente.

e O fator de purificagdo da atividade enzimatica em cada uma das fases foi calculada
como (Equagdo 3.19):

FP,_ = AS e (3.19)
S i '

Onde AS,qra0 corresponde a atividade enzimatica especifica do extrato apds a operagdo
de lixiviagfo (recuperagio das enzimas a partir do meio semi-s6lido fermentado).

e O fator de concentra¢do da atividade enzimética em cada fase foi determinada segundo
a Equagdo 3.20.

atividade ;,,,
FCpy = ——t. (3.20)
atividade,,,,,,

e A recuperagdo de atividade enzimdtica nas fases superior e inferior foram dadas através

das Equagdes (3.21) e (3.22).

RT(%) = —20 (3.21)
v, 1
18 e
V. K,
RB(%) = IOOV (3.22)
1+ K, -
V,

Nas quais V; e ¥} sdo os volumes das fases superior e inferior, respectivamente.

e O balango de atividade enzimatica foi realizado de acordo com Porto (2004) (Equagdo
3.23):
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Ay )+ A
n, = .(___5."_":.)_.__(__2&.)_ x100% (3.23)
(Alniﬂ'al )
Onde:
Ag,, = atividade enzimdtica na fase superior multiplicada pelo volume dessa fase (U).

Alnf
Ay = atividade do extrato multiplicada pelo volume adicionado ao sistema (U).
n, = balango de atividade (%).

= atividade enzimdtica na fase inferior multiplicada pelo volume dessa fase (U).
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4. Resultados e discussio

Neste capitulo serdo exibidos e discutidos os resultados dos ensaios realizados. Primeiro
serdo apresentados os resultados da caracterizagdo fisico-quimica do residuo agricola do
maracuja, seguidos dos referentes ao estudo de extragdo da enzima. Depois, serdo exibidos os
resultados da caracterizagdo do sistema bifasico PEG 10000 — fosfato de potassio e dos
ensaios de partig¢do.

4.1 Caracterizac¢io do residuo

Os resultados da caracterizagdo do residuo seco da casca e albedo do maracuja amarelo
sdo exibidos na Tabela 4.1. A Figura 4.1 mostra a aparéncia do residuo apds processamento e

secagem.

Tabela 4.1. Valores obtidos para os pardmetros analisados no residuo

Valor |
Umidade (%) 6,045 + 0,210
Cinzas (%) 6,865 + 0,304
Pectina (% Pectato de Calcio) 16,655 + 0,247
AT (ga1/100g amostra) 23,555 + 1,244
AR (gar/100g amostra) 17,734 + 0,600
S6lidos solaveis ( *Brix) 30,000 + 0,000
Densidade Aparente (g/cm3) 0,345 + 0,003
Densidade Real (g/cm3) 1,133 + 0,030
Porosidade 0,696 Figura 4.1. Residuo seco do maracuja.
pH 3,770 +0,010

A umidade presente no residuo apés a secagem (6,05 %) € semelhante aos valores
encontrados por Abud & Narain (2009), que foi de 8.85% e Cordova et al., (2005), de 6,65%.
Tal resultado indica que o residuo pode ser armazenado por algum tempo (suficiente para
realizagdo das caracterizagdes e ensaios de fermentagido) sem o perigo de sofrer deterioragdo
por ataque microbiano, uma vez que a Agéncia Nacional de Vigildncia Sanitaria (ANVISA)
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estipula 0 méximo de 15 % (massa/massa) de umidade para conservagio de farinhas
(BRASIL, 2005). Além disso, o valor de umidade de 6,05 % representa baixa atividade de
agua no residuo, o que impede o desenvolvimento de fungos ¢ bactérias (SOUZA, 2008).

O residuo apresentou teor de cinzas igual a 6,86%, semelhante ao encontrado por Souza
(2008), de 6,33%, e superiores aos de Abud et al., (2009), que foi de 4,41%. Porém, esses
valores sdo inferiores aos determinados por Cordova (2005), de 8,68%; ¢ por Matsuura
(2005), que encontron um valor de 7,70% para o teor de cinzas. Contudo, o teor de cinzas
obtido neste trabatho comprova que a casca do maracuja € uma boa fonte de minerais
(KLIEMANN, 2006).

Com relagdo ao teor de pectina, o valor encontrado foi de 16,65 %, em pectato de cdicio.
Tal valor € superior ao obtido por Souza (2008), que foi 13,10%. Segundo os estudos de
Dartora et al, (1999), que estudaram a produgdo de pectinases utilizando fungos
filamentosos, inclusive Aspergillus niger, utilizando farelo de trigo como principal fonte de
carbono, um valor de 10% (massa/massa) de pectina no meio € ideal para induzir a produgéo
de enzimas. De acordo com Fontana er al, (2005), até 16% de concentra¢io de pectina no
meio ndo gera efeito de repressdo por parte deste componente na excregdo das pectinases pelo
fungo produtor. Portanto, ¢ possivel que o alto teor de pectina encontrado ndo tenha influéncia
inibitdria consideravel sobre a produgdo de pectinases a partir do residuo agroindustrial do
maracuja.

O teor de aguicares totais {AT) encontrado no residuo foi de 23,55 gramas para cada 100
gramas de residuo em base seca (23,55%), semelhante ao obtido por Souza (2008), que foi de
20,8% e ao encontrado por Abud & Narain (2009) que foi de 20,31%.

O teor de agiucares redutores (AR) apresentado pelo residuo seco foi de 17,73 gramas para
cada 100 gramas de residuo em base seca (17,73%). Segundo a literatura, altas concentrages
de agucar no meio nfo sdo desejdveis, pois 0 agucar presente supre a necessidade dos
microrganismos para seu crescimento, havendo pouca utilizagdo da pectina no weio, o que
resulta em baixa produgio enzimatica. Porém, quando a concentrag@o de agicar € baixa, o
microrganismo necessita produzir enzimas para quebrar a molécula de pectina, de modo que
possa ser consumida, o que resulta em alta atividade pectinolitica no meio (FAWOLE &
ODUNFA, 2003). Fontana et al,, (2005}, produzinde PG por Aspergillus niger, em um meio a
base de farelo de trigo, afirmaram que altas concentragdes de glicose (acima de 10%) exercem
efeito inibitorio sobre a atividade enzimatica. Portanto, o valor encontrado para o teor de AR

pode ter efeito inibitdrio na produgdo de enzimas.
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Na determinagdo de solidos soluveis (°Brix), o valor encontrado foi de 30. Este valor é
superior ao obtido por Souza (2008), que foi de 22,5.

O pH apresentado pelo residuo seco foi 3,77; portanto, acido. Esta condigdo ¢ adequada
para a adaptagdo do microrganismo ao meio, embora a maioria dos fungos desenvolva-se
melhor em meios com o pH entre 4,0 e 5,0 (SANTOS, 2007).

A distribui¢do granulométrica do residuo encontra-se representada no grafico abaixo

(Figura 4.2):

0

20

B l I

1180 0850 0.710 0.425 0,355 0.210 0.125 < 0,125 (mm)
Diamestre madic

Porcentagem retida {96}

Figura 4.2. Distribui¢do granulométrica do residuo de maracuja seco.

O gréafico mostra que 49% das particulas possuem tamanho entre 24 e 35 mesh, o que
corresponde a valores de didmetro entre 0,42 e 0,71mm, e os finos (< 0,125 mm) representam
4,66% da amostra.

Estudos realizados por Botella er al, (2007), utilizando diferentes granulometrias de
particulas para a produgdo de pectinases e xilanases (0,06 a 1,00 mm; 0,74 a 1,00mm e 1,00 a
1,60 mm) concluiram que o tamanho das particulas ndo tem influéncia significativa na
producdo de ambas as enzimas.

Porém, o tamanho das particulas influencia no processo de fermentagdo semi-solida, pois
particulas de reduzido tamanho, embora oferecam maior area superficial ao ataque
microbiano, tendem a compactar-se facilmente, dificultando a respiragdo e aeragdo do

sistema. Ja particulas maiores quando distribuidas nos reatores para a realizagdo da FSS
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promovem mais espago interparticulas, porém prejudicam a absorgéo dos nutrientes por parte
do microrganismo (SOUZA, 2008).

Nas operagSes de lixiviagdo, o tamanho das particulas influencia na recuperagio do
produto desejado, pois a redugfio do tamanho das particulas facilita o contato entre o soluto,
que se encontra na fase sélida, e o solvente (fase liquida) o que incrementa a velocidade da
transferéncia dos solutos para o solvente. Em fermentagio semi-sélida, o alto teor de umidade
do meio fermentado prejudica sua trituragdo ou moagem. Porém, quando os metabdlitos séo
extracelulares ndo € necessaria a alieragio no tamanho de particula do meio solido
fermentado. Além disso, o efeito mecénico produzido pela redugfio do tamanho de particula
poderia em alguns casos afetar a estrutura das enzimas e a sua atividade catalitica
(FERNANDEZ, 2009). Portanto, a distribui¢do granulométrica do residuo nio interferird na
recuperaciio das enzimas.

De acordo com Pinto et al., (2005), o substrato ndo deve apresentar aglomerago das snas
particulas individuais, para que o ar necessario ao desenvolvimento microbiano atravesse os
espagos vazios do meio.

Cerca de 10% das particulas apresentou tamanho inferior a 0,21 mm, o que justifica a
porosidade encontrada (0,696). Tal porosidade € suficiente para favorecer a aeragéo do
sistema, tornando disponivel oxigénio suficiente para o desenvolvimento dos microrganismos.

A porosidade também esta relacionada com a densidade real, cujo valor encontrado para
este residuo foi de 1,133 g/em’. A densidade aparente (0,345 g/cm’) revela uma importante
caracteristica do residuo, que é a tendéncia de ndo compactar-se completamente, gerando os
espagos vazios entre suas particulas, suficientes para a respiragiio € o metabolismo do
microrganismo.

Analises de atividade poligalacturonasica realizadas no residuo seco ndo revelaram a
presenca de tais enzimas ativas no residuo. Tal fato pode ser devido ao grau de maturagéo dos
frutos utilizados no ensaio ou a possivel desativagfio das enzimas durante o processamento do

residuo,

4.2 Processo fermentativo

Ao final das 66 horas, 0 meio apresentava em sua superficie uma camada uniforme de
Aspergillus niger com corpos de frutificag@io e esporos negros visiveis, como exibe a Figura
4.3:
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Figura 4.3. Aspecto do meio fermentado no interior do erlenmeyer ap6s 66 horas

De acordo com Souza (2008), o tempo de 66 horas corresponde ao momento da
fermentag@o em que se encontra o maximo de atividade poligalacturonasica no extrato com as

condigdes aqui utilizadas. Apos esse periodo, a atividade poligalacturondasica comega a decair.

4.2.1 Obtencio do extrato

A recuperagdo das poligalacturonases a partir do meio semi-solido fermentado realizada
por Souza (2008) consistia em adicionar 5 mL de tampdo acetato de sédio pH 4,5 (solvente)
para cada grama de meio fermentado nos erlenmeyers, deixando-os em repouso por 1 hora a
35 °C e recolhendo-se, em seguida os extratos através de filtragio com algoddo. Com o
objetivo de aperfeigoar tal processo e verificar a influéncia das varidveis: tempo de contato
(TC), relagdo solvente/massa (RE) e agitagdo (AG) na recuperagdo das enzimas, neste
trabalho, foi realizado um planejamento experimental para a operagdo de lixiviagdo, com o
objetivo de determinar as condigdes operacionais que resultassem em extratos com maxima

atividade enzimatica.

4.2.2 Atividade poligalacturonasica

As leituras de atividade poligalacturonasica foram realizadas no momento em que o
extrato foi obtido (apés a filtragdo com algoddo), para garantir um valor mais confidvel de

atividade, evitando assim que o processo de conservagdo do extrato via congelamento para
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leituras posteriores levasse 4 obteng#o de valores duvidosos, devido a possiveis desnaturagdes
causadas pelo congelamento do extrato.
A Tabela 4.2 exibe os valores de atividade (APG) encontrados em cada um dos ensaios.

Tabela 4.2. Valores de atividade obtidos em cada ensaio.

ENSAIO| AG (rpm) |TC (min)| RE (mL/g) |APG (U/g)
1 -1 (50) -1 (15) G | 2592
2 +1(150) | -1(15) G | 2459
3 1(50) | +1@5)] A3 | 2697
4 F1(150)] +1(@d5)| -1y | 2668
5 -1 (50) (5| +130:0)] 44,42
6 FL(50) | -1 (15)| +1QqoD! 4860
7 1 (0) | +1@5)| #1301 53,70
8 +1 (150)] +1(@5)] +1(0:D} 3839
9 0 (100) 0 (30) 0(7.5:1)1 36,10
10 0 (100) 0 (30) 0(7,5:)| 34,62
1l 0 (100) 0 (30) 0(7,5:1)| 39,58

Os resultados de atividade exibidos na Tabela 4.2 mostram variagdes entre 24,59 e $3,70
Ul/g, sendo que o valor médio dos pontos centrais (ensaios 9, 10,11) foi de 36,76 U/g. Os
resultados exibidos na Tabela 4.2 mostram ainda que os maiores valores de atividade foram
obtidos com RE = 10:1. Tanto os ensaios com RE = 7,5:1 como os ensaios com RE= 5:1,
apresentaram atividades semelhantes, mesmo com valores de AG e TC diferentes. Os valores
médios de atividade obtidos para ensaios com RE= 7,5:1 foi de 25,83 U/g e os valores médios
para RE= 10:1 foram de 48,9 U/g. Os valores de atividade encontrados foram superiores aos
de Souza (2008), que obteve extratos enzimaticos com atividade poligalacturonasica de
20,9U/g conduzindo a fermentagfio com os mesmos parametros da realizada neste trabalho,
porém utilizando outro método de extragdo, como ja citado, com RE=5:1. Valores
semelhantes aos de Souza (2008) foram obtidos usando menores valores de RE (5:1), o que
comprova a boa reprodutibilidade do processo fermentativo. Santos (2007) trabalhando nas
mesmas condigées, mas com pedinculo de caju como substrato, conseguiu obter

aproximadamente 16 U/g de atividade de PG. Pinto et al., (2005), estudando a produgio de
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poligalacturonase a partir da fermentagdo semi-solida de cascas de maracuja, obteve atividade
de 21,85 U/g em condigdes de fermentagéo e extragdo diferentes das utilizadas neste trabalho.
Na Tabela 4.3 sdo exibidos o aumento de atividade enzimatica em relagdo ao valor obtido

por Souza (2008) em cada ensaio.

Tabela 4.3. Aumento obtido na atividade dos extratos em cada ensaio

|  Ensaic | Aumento(Ulg) | Aumento (%) |
1 5,02 24,02
2 3,69 17,66
3 6,07 29,04
4 578 27,66
5 23,52 112,54
6 27,7 132,54
7 32,8 156,94
8 17,49 83,68
9 15,2 72,73
10 13,72 65,65
1 18,68 89,38

Como exibido na Tabela 4.3, foram obtidos valores até 156,94% superiores aos de Souza
(2008), com RE=10:1 mL/g, TC=45 minutos e AG=50 rpm.

A Figura 4.4 mostra o comportamento da variavel resposta APG no extrato diante da
variagdo dos demais pardmetros. Percebe-se um aumento na atividade a partir do quinto
ensaio e uma queda na atividade a partir do oitavo ensaio. Os ensaios que resultaram em

maiores atividades tiveram em comum a mesma RE.

0 -
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Figura 4.4. APG em fun¢o dos demais pardmetros estudados.
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Como a simples observac3o da Figura 4.4 nfio permite verificar como a interagéio entre os
demais pardmetros influencia na APG, foi realizada uma anilise mais detalhada, por meio da

metodologia da superficie de resposta, utilizando para isso o software Statistica® versdo 5.0.

4.3 Analise do processo extrative utilizando a metodologia da superficie

de resposta

Utilizando a ferramenta de planejamento experimental e andlise de superficie de resposta
¢ possivel investigar a influéncia de determinadas varidveis em um processo e a forma de
interagdo entre estas variaveis, bem como obter o valor das varidveis que maximizem os
resultados esperados.

Por meio do planejamento fatorial ¢ analise de superficie de resposta, verificou-se a
influéneia das trés varidveis de entrada: AG, TC e RE sobre os valores da resposta APG, nos
extratos obtidos.

A Tabela 4.4 apresenta o modelo de regressio, e os respectivos coeficientes de

determinagéo para os dados de atividade poligalacturondsica fornecidos pelo software.

Tabela 4.4. Modelo de regressio.

}Modelo R*
APG = 36,33 + 10,12xRE +0,275xTC - 1,59x AG 0,87

Obs.: Os coeficientes em negrito sfo os estatisticamente significativos ao nivel de 95% de confianga.

O coeficiente de determinacdio R? quantifica a qualidade do ajustamento, pois fornece uma
medida da propor¢io da variagfo explicada pela equagfio de regressiio em relagfo & variagio
total das respostas.

Como apenas os valores da média e do coeficiente de RE sdo estatisticamente
significativos e o coeficiente de RE ¢ muito maior que os outros, € possivel que se possa
desprezar os termos assoctados a TC ¢ AG para methorar o ajuste. Tal decisfio foi tomada
com base no diagrama de Pareto que apresenta de forma rapida e clara os efeitos que sdo
estatisticamente importantes, considerando os efeitos cujos retangulos estiverem a direita da

linha diviséria. O diagrama de Pareto (Figura 4.5) mostra que, para o modelo de atividade da
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poligalacturonase, o tinico efeito realmente significativo é RE. Neste caso a retirada de outros

efeitos de menor valor contribui para um melhor ajuste do modelo.

T
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Figura 4.5. Diagrama de Pareto mostrando os efeitos estimados

O modelo de regressdo linear foi novamente testado, dessa vez ignorando as
contribuigdes das variaveis TC e AG.
O modelo com melhor ajuste € portanto: APG = 36,33 + 10,12xRE, com R’= 0,85

A Tabela 4.5 apresenta a andlise de varidncia ANOVA para APG. Também exibe o
resultado do Teste F. O teste F representa a razdo entre o F calculado e o F tabelado. Sempre
que esta relagdo for maior que 1 a regressdo € estatisticamente significativa havendo relagdo
entre as variaveis independentes e dependentes. Para que uma regressdo ndo seja apenas
estatisticamente significativa, mas também qtil para fins preditivos, o valor da razdo deve ser
no minimo maior que 4,0 (BARROS NETO et al. 1995).
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Tabela 4.5. Analise de variancia ANOVA.

|Fontedavariat;io ] sQ ] GL |

Regressiao 819,33 1

Residuo 143,274 9

Total 962,6242 10
R? 0,85114

Fiabelado (5%) 5117

Fealculado 51,46032

teste F 10,5

Como o valor do teste F (Fcaiculado/Fabeiado) €Xibido na tabela acima € superior a 4,0;
conclui-se que o modelo, além de estatisticamente significativo também ¢ preditivo. Portanto
o modelo pode ser usado para predizer ou controlar o valor de APG mediante variagdo da RE,
pelo menos na faixa dos valores testados.

A Figura 4.6 mostra a distribuigdo dos valores de APG observados em relagdo aos
preditos pelo modelo. Apesar da dispersdo, os valores observados estdo distribuidos ao longo

de uma reta, o que reforga o comportamento linear do modelo.
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Figura 4.6. Valores observados X valores preditos
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4.3.2 Construcio das superficies de resposta

As superficies de resposta foram construidas de forma a representarem a influéncia das
trés varidveis estudadas no processo de extragdio (TC, AG, RE) na atividade
poligalacturonasica do extrato (APG). A superficie de resposta € a descrigdo grafica do
modelo, o que simplifica a interpretagdo dos resultados.

A Figura 4.7 mostra a influéncia de TC e AG na atividade poligalacturonasica dos
extratos obtidos. Percebe-se claramente que ambas as varidveis ndo tém influéncia
significativa na atividade, principalmente o tempo de contato. Quanto a agitagdo, valores

menores com maiores tempos de contato podem resultar em maior APG.

P B B A
SHEIES

Figura 4.7. Influéncia do tempo (TC) e agitagdo (AG) na atividade (APG) dos extratos. RE fixado em 1|

A Figura 4.8 exibe a influéncia de RE e AG na APG. Este grafico confirma as discussdes
anteriores, de que a variavel que mais influencia no valor da atividade poligalacturonasica ¢é
mesmo a relagdo (RE). Percebe-se também que valores menores de agitagdo contribuem para
uma atividade levemente maior. E possivel que altos valores de AG causem a desnaturagio
das enzimas, diminuindo assim a presen¢a de enzimas ativas e, consequentemente, a atividade
nos extratos.
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Figura 4.8. Influéncia da relagdo (RE) e agitagio (AG) na atividade (APG) dos extratos. TC fixado em 1

A Figura 4.9 exibe a influéncia de RE ¢ TC na APG. Novamente percebe-se a forte
influéncia de RE na atividade dos extratos. (APG). Verifica-se também que o tempo de
contato (TC) ndo influi na atividade dos extratos obtidos.

OOEE
#2858

C_ES
Figura 4.9. Influéncia da relagio (RE) e tempo de contato (TC) na atividade dos extratos. AG fixado em (-1)
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4.4 —~ Caracterizacao dos Sistemas Bifasicos

4.4.1 — Diagramas de equilibrio

A Figura 4.10 mostra os pontos da curva binodal obtida para os sistemas ternarios
agua+fosfato de potassio+tPEG 10000 e extrato de fermentagdo+PEG 10000+ fosfato de
potassio a 25 °C. O formato das curvas obtidas ¢ muito semelhante ao do sistema PEG 10000
— sulfato de aménio encontrada por Graber ef al., (2007) para a mesma temperatura.

0 o - | |
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Figura 4.10. Curvas de equilibrio de sistemas com e sem extrato

A curva binodal com o extrato fermentado contendo enzimas foi realizada da mesma
maneira que a feita apenas com agua deionizada, mas houve a substitui¢do da agua pelo
extrato fermentado. O propésito da realizagdo das curvas foi verificar se havia alguma
influéncia do extrato fermentado na composig¢do do sistema e, conseqiientemente no perfil da
curva binodal, ja que os ensaios de partigdo n#o seriam feitos com 4gua e sim com meio

fermentado.
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Comparando-se os pontos obtidos, verifica-se um bom alinhamento dos pontos em ambas
as curvas. As curvas binodais construidas com extrato fermentado seguem o mesmo perfil da
curva construida com agua, em toda a faixa da binodal. Apesar das curvas praticamente niio
apresentarem diferengas, verifica-se uma tendéncia de deslocamento da curva realizada com o
extrato fermentado para a esquerda, ou seja, para menores valores de concentragio dos
componentes formadores das fases.

Segundo Porto (2004), tal deslocamento sugere que 0s sais ou outros componenies
presentes no caldo fermentado interferem no sistema, ampliando assim a regifio de trabalho
em relagio 4 curva construida com agua. O extrato fermentado contém proteinas e sais, entre
outros solidos sohiveis, os quais sdo adicionados ao sistema bifisico e somam-se ao sal e ao
PEG presentes de tal forma que o total de sélidos soliveis é maior nesse sistema do que outro
construido apenas com agua.

De acordo com Rito-Palomares & Cueto (2000), tal comportamento pode ser explicado
pelo aumento da sensibilidade do SAB em concentragdes proximas a curva binodal, o qual
exibe nessa regifio uma evidente sensibilidade para as mudangas de composi¢do do sistema.
Pequenas mudangas na composigéio de PEG e sais causados por diferentes fatores {neste caso
pela adigdo de suspensdio biologica) resultam em mudangas na composi¢io e nas
caracteristicas finais do SAB. Os autores citados observaram um deslocamento da curva
binodal no ponto critico do diagrama de fases construido na presenca de caldo fermentado de
Trichoderma harzianum. Esse comportamento da curva pode ser explicado pela alta
viscosidade causada pela presenca de biopoiimeros produzidos durante a fermentagio, que
influencia na composi¢do do sistema e reduz a quantidade de reagentes necessarios para a

formag&o das duas fases.

4.4.2 Construgio e caracterizaciio dos SABs

Foram construidos dois tipos de SABs: um formado por PEG 10000, tampio fosfato e
extrato proveniente da fermentacio € outro sistema que, ao invés do extrato, continha urna
solugdo de pectinase a 1% m/v. Para cada sistema, foram obtidos trés SABs em friplicata,
cada um representando uma tie-line {ou linha de amarragio) diferente. O critério da escolha
da composi¢do dos sistemas € que tivessem pelo menos cerca de 70% de 4gua, para propiciar
um ambiente ameno para as enzimas e obter SABs com menores concentragdes de sal ¢ PEG

10000. Os sistemas foram construidos a partir de quantidades adequadas das solugbes mie de
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PEG, sal ¢ extrato. As composi¢Ses foram determinadas em ensaios preliminares, uma vez
que dados de equilibrio de SABs formados por PEG 10000 s3o raros na literatura, se
comparados com dados de SABs com menor massa molar de PEG. Procurou-se obter
sistemas com relagdo de fases proximas a unidade, para que em cada fase houvesse volume
suficiente para sua caracterizagio fisico-quimica. Além disso, uma razdo de fases proxima a
unidade favorece uma melhor concentragio para poligalacturonases (ANTOV et al., 2004).

A Tabela 4.6 exibe a composicdo (massa/massa) dos SABs construidos e seus respectivos
desvios-padrio. “S. Enzima (%)” e “extrato (%)” correspondem & porcentagem massica de
solvente dos sistemas. A letra “p” designa sistemas construidos com solugio de pectinase pura

P
€

¢ a letra “e”, sistemas com extrato proveniente da fermentagdo. A Tabela 4.6 exibe ainda a
razdo entre o volume das fases superior (Vt) e inferior (Vb) de cada SAB apds 24 horas de

repouso.

Tabela 4.6. Composi¢io dos SABs construidos para os ensaios de partigio

| SAB  [s.Enzima (%)| Extrato (%) ] sal(%) | Peg(%) | V#Vb |
1p 67,67 + 0,03 0,00 11,47 + 0,00 20,85+0,03 1,65+ 0,02
2p 71,29 + 0,03 0,00 10,60+ 0,01 1810+0,04 157+0,02
3p 73,75 + 0,04 0,00 10,01 +0,01 1624 +0,04 1,57 + 0,01
1e 0,00 67.61+0,00 1148+0,01 20,91+0,01 1,59+0,05
2 0,00 71,29+ 0,00 10,61+0,01 18,10+0,00 1,50 + 0,03
30 0,00 73,76 +0,00 998+001 1626+001 148+ 0,01

Os dados da Tabela 4.6 mostram que, apesar dos sistemas com enzima e com extrato
terem praticamente a mesma composicdo de formagdo, apresentaram razdes de volumes
diferentes, quando comparados os analogos de cada SAB entre si. Os sistemas formados por
extrato apresentaram razdo de fases inferior & dos sistemas com enzima. Além disso, nenhum
dos sistemas apresentou razdio de fases igual 2 um, possivelmente porque os testes para
obtengédo da composicdo que geraria sistemas com raziio de fases igual a unidade foram feitos
com agua, € os sistemas para estudo foram feitos com solugfio de pectinase e extrato. Tal
fendmeno € um indicio de que as condigbes de equilibrio de fases nos sistemas com extrato
sdo diferentes das condi¢Ses de equilibrio dos sistemas compostos com enzima pura e
sisteras contendo apenas agua, reafirmando mais uma vez que a presenca de outros solutos
no extrato (sais minerais, corantes, agucares, proteinas, entre outros) contribuiu para
alteragdes nas caracteristicas fisico-quimicas dos SABs (PORTO, 2004). Além disso, os

sistemas produzidos com enzima pura tinham aspecto limpido e transparente, ja os produzidos
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com extrato, embora tivessem fases transparentes, apresentavam a coloragdo tipica dos
extratos da fermentagdo.

A Figura 4.11 mostra um dos SABs obtidos (SAB 3e). A fase superior ficou com uma
coloragdo mais forte e mais turva que a fase sal, um indicio de que os componentes do extrato
foram particionados entre as duas fases dos sistemas, sendo que parte das proteinas e corantes
teve preferéncia pela fase superior. O mesmo fenémeno foi observado por Ferreira (2007), ao
estudar a parti¢do de bromelina em SABs compostos por PEG 4000 e fosfato de potassio.

Figura 4.11. SAB ap0s total separagio das fases

A estreita faixa escura no tubo de centrifuga da Figura 4.3 € a interface do SAB. Tal
coloragdo € devido ao acimulo de esporos ainda presentes no extrato, o que vem confirmar
novamente que houve distribuigdo dos componentes do extrato de forma desigual entre as
duas fases do sistema. Os esporos ndo tiveram preferéncia por nenhuma das duas fases,
acumulando-se na interface. Caso o objetivo deste trabalho fosse a recuperagdo de células
presentes no extrato (esporos), estas poderiam ser recolhidas por meio de um funil de

filtrag@o.

4.4.3 Caracterizacio das fases dos SABs

Apos recolhimento das fases, estas foram caracterizadas quanto aos aspectos fisico-

quimicos, como composigdo, volume e massa, para que fossem calculados os comprimentos
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das linhas de amarrac@o e suas inclinagdes. A Tabela 4.7 exibe os valores encontrados. A fase
superior de cada SAB, rica em PEG 10000, foi denominada de Sup ¢ a fase inferior, rica em
fosfato de potissio, foi denominada de Inf.

Tabela 4.7. Composi¢ido, volume ¢ massa das fases de cada SAB.

Fase |agua (%) CV (%) | Sal(%) CV(%)|Peg (%) CV (%) |Vol(mL) CV(%)| m(g) CV (%)

1pSup| 61,67 0,85 2,69 8,47 35,64 1,63 8,86 0,93 9,29 0,59
1pinf | 7544 0,63 24,56 1,92 0,00 0,00 5,35 0,89 6,47 1,14
2p Sup| 64,96 028 3,57 515 31,47 0,13 8,74 1,21 9,32 1,23
2pinf | 77,78 0,28 22,22 1,00 0,00 0,00 5,65 0,39 6.60 0,54
3pSup| 6796 0,17 4,19 1,68 27,85 0.67 8,77 145 9,36 1,57
3piInf | 79,88 0,34 20,12 1,37 0,00 0,00 §,60 0,58 6,54 0,58

1e Sup| 60,55 0,15 2,58 4,17 36,86 0,24 8,67 1,40 8,21 0,86
teinf | 7541 0,73 2459 225 0,00 0,00 5,45 1,45 6,50 2,88
2e Sup| €419 0,19 340 3,81 32,41 0,71 8,56 6,70 9,02 062
20lInf | 79,44 0,12 20,56 0.47 0.00 0,00 5,69 1,32 6,76 1,12
3e Sup| 67,39 0,30 3,87 3,94 28,73 0,20 8,51 0,42 8,07 0,48
3einf | 81,33 0,18 18,67 0,79 0,00 0.00 577 0,29 6,67 0.96

A dispersfo nos valores de composi¢do dos SABs foi medida utilizando-se o coeficiente
de variacio (CV). Caso CV seja superior a 10%, a dispersio ¢ considerada alta (GOMES,
2000).

Praticamente todos os resuitados da composicdio de dgua e PEG 10000 nas fases
apresentaram CV inferior a 1%, indicando uma dispersdo muito pequena entre os valores
encontrados nos ensaios. As maiores variagoes de CV foram observadas na determinagdo do
teor de sal (fosfato de potassio) das fases. Porém, os valores médios da concentragio de sal
s#o confidveis, uma vez que os CV foram inferiores a 10%. Tal dispersdo € um indicio de que
a metodologia utilizada na determinacdo do teor de sal por gravimetria pode néio ser a opgdo
mais adequada, uma vez que esta sujeita a erros cumulativos. Um outra opglo seria a
determinagdo do fosfato de potassio via titulagio potenciométrica, como feito por Da Silva
{(1994). i

Além disso, os valores de composigdo foram baseados na massa experimental das fases,
que n3o ¢ uma medida muito precisa, uma vez que foi determinada a partir de medidas

experimentais de volume e densidades das fases, também sujeitas a erros.
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4.4.4 Comprimentos ¢ inclina¢des das linhas de amarracio (tie-lines)

Cada um dos SABs construidos representou uma linha de amarragio (CLA) do sistema

PEG 10000 — Tampdo fosfato de potissio, cujo comprimento e inclinagiio estdo exibidos na
Tabela 4.8:

Tabela 4.8. Comprimentos e inclinagdes das linhas de amarragfio

| tie-line | CLA (%) CV (%) ILA CV (%) |
1p 41,81 1,89 -1,63 2,23
2p 36,59 0,58 1,69 1.91
3p 32,08 1,02 1,75 1,49
1e 42,94 0,39 -1,68 2,44
2e 36,67 0,66 -1,89 0,85
3e 32,32 0,24 -1,94 2,03

Os maiores valores de CLA foram encontrados nos SABs com maiores concentrages de
PEG e fosfato, decrescendo & medida em que as concentragdes de PEG e fosfato diminujam.
Segundo Da Silva e Loh, (2006), com o aumento do valor de CLA, aumenta a diferenga entre
a fase superior ¢ a inferior em termos de propriedades termodindmicas intensivas.

Os comprimentos das linhas de amarragdo ndo foram muito diferentes entre os sistemas
compostos por pectina pura (sisternas p) € os sistemas compostos por extrato (sistemas e). Por
outro lado, as inclinagdes das linhas de amarrag¢do dos sistemas p foram inferiores aos valores
de inclinagdo das linhas de amarragdio dos sistemas tipo e. Uma explicagio para tal
fendmeno € que nos sistemas tipo e, compostos por extrato, ha um numero maior de solutos
dissolvidos, 0 que afeta as condi¢Ses de equilibrio do sistema. O diagrama de equilibrio pode

ser observado na Figura 4.12.
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Figura 4.12. Diagrama de equilibrio com as linhas de amarragdo.

Maiores diferengas de inclinagdo entre os dois tipos de sistemas ocorreu entre os SABs
com menores concentragdes de PEG e fosfato. Além disso, é possivel constatar nas Figuras
4.12 e 4.13 que a medida que e a linha de amarragéo (tie-line) afasta-se da regido do ponto
critico, as composi¢des de PEG e sal vdo se elevando, isto ocorre para todas as tie-lines, sem
excecdo (FERREIRA, 2007).

A Figura 4.13 exibe o diagrama de equilibrio ternario:
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Figura 4.13. Diagrama de equilibrio ternario

4.4.5 Avaliacio dos parametros da particio

Os resultados das analises de atividade enzimatica das fases, atividade especifica (AS) e
fator de purificagdo (FP) dos sistemas compostos por extrato estdo na Tabela 4.9. O teor de

proteinas nos sistemas com enzima pura ndo pode ser determinado com precisdo, por se
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tratarem de sistemas muito diluidos. Por isso nfio foi possivel o calculo da atividade especifica

e do fator de purifica¢do nesses sistemas.

Tabela 4.9. Atividade enzimatica, atividade especifica e fator de purificagio.

Capitulo 4. Resultados e Discussio

Proteina Atividade AS

Fase (mg/mL) (UimL) {Ulmg) FP
extrato | 1,800 + 0,00 4,37 10,26 2,42 1
1eSup | 0823+008 0 0 0

te Inf 0,246 + 0,01 2382040 | 1006£237 | 417098
2e Sup 1,120 £ 0,06 0 0 0

2einf | 0508015 308+030 | 642+269 266 £ 1,11
JeSup | 1,25840,04 0 0 0

30 Inf 0,668 * 0,06 368£0,16 | 541+0,58 2,24 + 0,24

Néo foi detectada atividade nas fases superiores, o que significa que toda a enzima
poligalacturonase presente no extrato esta contida na fase inferior dos sistemas. Antov et al,
(2008), estudando a parti¢lio de pectinases de Penicillium cyclopium em SABs compostos por
PEGs de diferentes pesos moleculares e sulfato de amdmio, constataram que em sistemas com
PEGs de baixa massa molar (1000), as pectinases concentram-se preferencialmente na fase
superior do sistema, rica em PEG. Na medida em que a massa molar do PEG aumenta, as
pectinases passam a ter preferéncia pela fase inferior, rica em sal, sendo que em sistemas
compostos por PEG 10000, a recuperagdo das poligalacturonases na fase inferior chega a
100%. '

Muitos autores tém estudado a partigio de enzimas pectinoliticas mensurando as
atividades endo-PG ¢ exo-PG separadamente. A endo-PG costuma ser determinada pela
redugdo da viscosidade especifica inicial que provoca em uma mistura reacional contendo
pectina (ANTOV et al., 2008). J& a exo-PG é determinada com um e¢nsaio semeihante ao
utilizado neste trabatho para determinacio da atividade poligalacturonasica (item 3.6.3),
baseado na formagdo de acido galacturénico, o qual € determinado por espectrofotometria.
Neste trabalho, apesar da técnica para determinacéo da atividade ser mais parecida com a
técnica utilizada para quantificagiio de exo-PG por alguns autores, a atividade foi chamada de
atividade poligalacturonasica (APG), sem diferenciagio, uma vez que o fungo produz um
complexo multienzimatico, com outras pectinases presentes, havendo a possibilidade de que
mais de um tipo de enzima poligalacturonase esteja atuando no sistema em que a

determinagdo da atividade esta sendo conduzida.
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A atividade especifica (AS) foi utilizada para avaliar a seletividade dos SABs, pois ¢ um
pardmetro que relaciona a atividade enzimdtica com a quantidade de proteinas presentes nas
fases (LIMA et al, 2002). Portanto, quanto maior o valor de AS, maior sera o nimero de
enzimas ativas em relagdo as demais proteinas. Em todos os SABs, houve um aumento de AS
em relagio ao extrato, o que significa que os SABs promoveram a distribui¢éio das proteinas
contidas no extrato entre as duas fases, concentrando as poligalacturonases na fase inferior
dos sistemas ¢ demais proteinas na fase superior.

O maior aumento de AS foi observado no SAB le, que continha uma concentra¢fio maior
de sais e PEG 10000 e o maior comprimento de linha de amarra¢dio entre os sistemas
estudados: CLA= 42,94%. A medida que as linhas de amarragdo foram se tornando mais
curtas (sistemas com menor composicio de PEG 10000 e fosfato), a atividade especifica das
fases diminuiu, de 10,06 U/mg no SAB 1e para 5,42 U/mg no SAB 3e, com CLA de 32,32%.

Apesar de a atividade enzimatica ter aumentado do SAB le para o SAB 3¢, o SAB 1e foi
mais eficiente na obtengiio de uma fase com maior grau de pureza em relagio ao extrato
inicial. O que confirma essa afirmagéio é o valor do fator de purificagéio FP, que evidencia o
aumento de pureza das poligalacturonases. ‘

Os valores de FP confirmam que, apesar da fase leinf ter apresentado a menor atividade
enzimatica, possuia uma concentra¢io de enzimas ativas maior que a de outras proteinas.

Portanto, entre as linhas de amarragéio estudadas, a tie le proporcionou um aumento de
pureza de quatro vezes em relagfio ao extrato inicial. A tie 3e, por outro lado, apresentou o
menor valor de FP, o que significa que apesar de ter exibido a maior atividade na fase inferior,
em relaglio as demais, encontrava-se em sua fase inferior umn namero proporcionaimente
maior de outras proteinas, o que significa que dentre as trés tie-lines testadas, a tie 3e foi a
menos seletiva.

Lima et al, (2002), estudando a partigdo de pectinase em SABs do tipo PEG-fosfato,
encontrou valores de FP de 16,28 e 4,5 para atividade endo-PG e exo-PG respectivamente, em
sistemas formados por PEG 10000. O valor de FP para atividade exo-PG foi proximo ao
obtido para atividade PG na fase leinf (4,17).

Antov et al., (2008) encontraram valores de FP de 1,64 ¢ 2,11 para atividade endo-PG e
exo-PG respectivamente, em SABs formados por PEG 10000 e sulfato de potéssio, com
concentra¢les de PEG e sal diferentes das usadas neste trabalho.

A Tabela 4.10 exibe o valor encontrado para o coeficiente de particdo das proteinas (Kp),

da enzima (Ke) e a recuperagfio de enzimas ativas em cada uma das fases dos SABs.
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Tabela 4.10: Coeficientes de partigfio e recuperagdo nas fases

SAB Kp Ke RT (%) RB (%)
1e 3,35 0 0 100
2e 2,20 0 0 100
3e 1,88 0 0 100

O valor de Kp mostra que boa parte das proteinas presentes no extrato teve preferéncia
pela fase superior, rica em PEG. Tal comportamento foi mais evidente no SAB 1e, onde cerca
de 77% das proteinas concentraram-se na fase superior. A medida em que os sistemas
tornaram-se mais diluidos em termos da composicéio de PEG e sal, o Kp diminuiu, indicando
que um namero menor de proteinas teve preferéncia pela fase superior, chegando a 65% das
proteinas no SAB 3e.

Por outro lado, as poligalacturonases presentes no extrate tiveram preferéncia pela fase
inferior dos SABs, como mostra o valor nulo de Ke em todos os SABs. Como toda a enzima
poligalacturonase presente nos SABs foi reunida na fase inferior dos SABs, o coeficiente de
parti¢do foi zero, assim como a recuperagio das enzimas na fase superior. Dessa forma, 100%
das enzimas ativas foram recuperadas na fase inferior, Esses dados concordam com os obtidos
por ANTOV et al., (2008) que obtiveram, para SABs formados por PEG 10000 — sulfato de
amonio, uma recuperagdo de 100% para endo-PG e 98,85% para exo-PG, com Ke=0 ¢ Ke=
0,04; respectivamente.

Portanto, esses resultados mostram que os SABs conseguiram remover boa parte das
impurezas presentes no extrato, separando-as para a fase superior, enquanto as
poligalacturonases foram separadas para a fase inferior dos SABs, aumentando a pureza das
enzimas. Porém, estes ensaios representaramn apenas uma etapa do que seria um processo
completo de concentragfo e purificagfio de enzimas, mas mostraram que os SABs formados
por PEG 10000 e fosfato de potdssio sdo adequados para a recuperagdo de poligalacturonases
a partir do extrato, aplicago esta que pode ser melhorada com um estudo de otimizagio do

processo.
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4.4.6 Consideragdes a respeito da atividade enzimatica nos SABs.

Os SABs foram preparados com PEG 10000 e tampéo fosfato com pH 7,0. A solugdo mae
de PEG 10000 também possuia pH 7,0; de modo que as fases dos SABs apresentavam valores
de pH entre 6,5 e 7,0 (as medig¢des foram realizadas com pHmetro).

Porém, as poligalacturonases obtidas pela fermentagdo de residuo agroindustrial do
maracuja por Aspergillus niger exibem atividade e estabilidade em meios com pH entre 3,5 e
5,5; ndo sendo mais detectada atividade poligalacturonasica em pH superior a 6,5 (SOUZA,
2008). Portanto, as poligalacturonases presentes na fase inferior dos SABs podem ndo estar
completamente ativadas, uma vez que as condigdes do meio ndo favorecem a ativagdo total.
Por outro lado, as poligalacturonases presentes no extrato apés a operagdo de lixiviagdo estéo
totalmente ativadas, uma vez que o pH do extrato ¢ de 4,5.

Durante a andlise de atividade (item 3.6.3), a enzima é reativada em pH 4,5; valor de pH
onde sua atividade ¢ maxima (conforme Figura 2.4, no Capitulo 2), e catalisa a formagdo de
dcido d-galacturénico a partir do 4cido poligalacturnico, na temperatura de 35°C, onde
também apresenta atividade maxima (SOUZA, 2008).

E possivel que alteragdes no meio reativo desativem os sitios cataliticos das enzimas e
reduzam a atividade enzimatica.

Os proprios componentes dos SABs podem atuar como inibidores. Pereira (2005)
percebeu que altas concentragdes de PEG e sal podem interferir na determinag@o da atividade,
motivo pelo qual se fez a diluigdo das amostras a fim de minimizar a interferéncia, de forma
que a fase superior apresentasse menos de 2% de polimero e a fase inferior apresentasse
menos de 0,025 M de sal.

Neste trabalho, ndo foi realizada diluigdes nas amostras para ndo comprometer a
determinacdo, uma vez que a metodologia empregada para a determinacio da atividade
enzimatica parece ndo ser muito sensivel em amostras com baixa concentragdo de enzimas.

No entanto, verificou-se que durante a determinagio da atividade enzimética nas fases
inferiores dos SABs, a presenca do tampéo fosfato elevou o pH do meio reacional para cerca
de 4,85; o que significa que as enzimas n#o exibiam atividade maxima no momento da

Para verificar a possibilidade de se obter maiores valores de atividade enzimatica nas fases
inferiores dos SABs, foi realizado um balango de atividade através da Equagdo 3.21;
anteriormente descrita.
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A Tabela 4.11 exibe os valores de atividade, atividade especifica e fator de purificacdo
tedricos, considerando que todas as unidades de atividade presentes no extrato estio na fase
inferior dos SABs e possam ser reativadas, uma vez que nfio foram submetidas a valores
drasticos de temperatura ¢ pH; ¢ que os solutos presentes n3o danificaram as estruturas da

enzima nem promoveram sua desnaturagio.

Tabela 4.11: Parimetros da partigio considerando-s¢ a recuperagio de 100% das unidades de atividade,

presentes no extrato, na fase inferior dos SABs.

Fase | Atividade Tedrica (U/mL) AS tedrico (U/mg) FP tedrico FC tedrico
extrato 4,37 2.41 1,00 1,00
le Sup 0,00 0,00 0,00
le Inf 4,51 18,05 7,48 1,03
Ze Sup 0,00 0,00 0,00
2¢ Inf 5,13 10,06 4,17 1,17
3e Sup 0,00 0,00 0,00
3e Inf 582 8.69 3,60 1,33

A Tabela 4.11 mostra que a correta ativagio das enzimas presentes na fase inferior dos
SABs pode gerar meios com atividade especifica de 18,05 U/mg e fator de purificagio de 7,48
vezes a pureza da poligalacturonases nos extratos provenientes da fermentagfo, sem prejuizos
na concentracio de atividade, como mostra os valores do FC.

Portanto, € possivel obter com a utilizagido de SABs na recuperagfio de poligalacturonases,
alto rendimento e aumento de pureza em uma Unica etapa, sendo adequada tal operagdo como
etapa inicial de um processo de recuperagio e purificagdo de enzimas. Etapas seguintes
poderiam reciclar o PEG, os sais, purificar ¢ estabilizar as enzimas, deixando-as prontas para

correta ativagdo e aplicagéio nos processos industriais.
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5. CONCLUSOES

» O residuo agricola do maracuja amarelo mostrou-se adequado para a obtengdo de

poligalacturonases via fermentagdo semi-sélida.

» A variacdo dos pardmetros da lixiviagdo promoveu 0 aumento da atividade enzimdtica nos
extratos obtidos, estabelecendo como condigdo adequada para a recuperagdo de tais enzimas:
o tempo de contato de 45 minutos, agitacio de 50 rpm e relagfio solvente/massa de 10 mL/g.

e Dentre as varidveis estudadas no processo extrativo, a relagdio solvente/massa de meio
(RE) foi o pardmetro que mais influenciou na atividade dos extratos. O modelo obtido

mostrou-se, além de significativo, preditivo.

¢ A curva binodal construida com extrato fermentado seguiu o mesmo perfil da curva

construida com Agua, em toda a faixa da binodal.

e A aplicagdo dos SABs formados por PEG 10000 e fosfato de potissio promoveu a

separagiio de impurezas para a fase superior dos sistemas, aumentando a atividade especifica e

a pureza das enzimas na fase inferior.

¢ Foi obtida uma recuperagfio de 100% das enzimas ativas na fase inferior dos SABs. O
sistemna mais eficiente foi o que tinha o maior comprimento de linha de amarragdo, CLA=
42.94%.

¢ A utilizacdo de SABs na recuperagdo de poligalacturonases proporcionou alto rendimento
€ aumento de pureza em uma Unica etapa, com fator de purificagdo de 4,17, podendo chegar a

7,48 com a adequada ativagio das enzimas.

e SABs formados por PEG 10000 e tampiio fosfato mostraram-se adequados como etapa

inicial de um processo de recuperaglio e purificagio de enzimas.

85



Capitulo 6

Referéncias Bibliograficas




Capitulo 6. Referéncias Bibliogrdficas

6. Referéncias Bibliograficas

ABUD, A. K. S. NARAIN, N. Incorporagio da farinha de residuo do processamento de poipa
de fruta em biscoitos: uma alternativa de combate ao desperdicio. Brazilian Journa! of Food
Technology, Campinas, v. 12, n. 4, out./dez. p. 257-265, 2009.

ALBERTSSON, P.-A., Partition of cell particles and macromolecules, 3rd ed., New York,
Wiley, 1986.

ALEXANDRINO, A. M.; FARIA, H. G,; SOUZA, C. G. M.; PERALTA, R. M,;
Aproveitamento do residuo de laranja para a produgdo de enzimas lignoceluloliticas por
Pleurotus ostreatus (Jack:Fr). Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Campinas, 27(2) p 364-
368, abr.-jun. 2007.

ALKORTA, I; GARBISU, C.; LLAMA, M. J.; SERRA, J. L. Industrial applications of pectic
enzymes — a review. Process Biochemistry, v.33, n.1, p.21-28, 1998.

ALMEIDA, M. M. Estudo da bioconversdo do mandacaru (Cereus jamacaru p. Dc.) para
produgéo de bioprodutos. 2007. 145f. Tese (Doutorado em Engenharia de Processos) - UFCG,
Campina Grande ~ PB, 2007.

ANTOV, M. G.; PERICIN, D. M,; PEJIN, S. N.; Pectinases partitioning in agueous two-
phase systems: an integration of the systems poly(ethylene glycol)/crude dextran and
poly(ethylene glycol)/ammonium sulphate. J.Serb.Chem.Soc. v 69(4), p 299-307, 2004.

ANTOV, M.G.; PRODANOVIC, JM. The influence of molecular weight of
polyethyleneglycol on separation and purification of pectinases from Penicillium cyclopium
in aqueous two-phase system. APTEFF, 39, 1-212, p 193-199, 2008.

BARROS NETO, B.; SCARMINIO, 1.8;; BRUNS, R.E. Planejamento e otimizagdo de

experimentos. Campinas: Editora da UNICAMP, 1995, 480 p.

86




Capitulo 6. Referéncias Bibliogrdficas

BERTEVELLO, L. C. Estudo do processo de recuperagio e separacio de bromelina
utilizando sistemas de duas fases aquosas em micro - coluna de extragio. 2001. 105f. Tese
(Doutorado em Engenharia Quimica) - UNICAMP, Campinas ~ SP, 2001.

BERTOLUZZO, M. G., BERTOLUZZO, S. M., RIGATUSO, R., PICO, G. Caracterizacion
del equilibrio liquido- liquido en sistemas bifasicos acuosos. Anales AFA vol 17, p 321 — 324,
La Plata 2005.

BIM, A. M. Extragdo em sistemas de duas fases aquosas de xilanase alcalina produzida por
Bacillus pumillus e aplicagdio no branqueamento da polpa craft. 1999. 137f. Dissertagio
(Mestrado em Engenharia Quimica) - UNICAMP, Campinas — SP, 1999.

BRASIL. Resolugdo n°263, de 22 de setembro de 2005. Aprova regulamento técnico para
produtos de cereais, amidos, farinhas e farelos. Didrio Oficial da Republica Federativa do
Brasil, Brasilia, DF, 22 set. 2005. Disponivel em: <http://www.anvisa.gov.br>. Acesso em: 10
jul. 2007.

BRAVO, C. E. C; CARVALHO, E. P; SCHWAN, R. F.; GOMEZ, R. J. H. C., PILON, L.
Determinag@o de condi¢bes ideais para produg@io de poligacturonase por Kluyveromyces
marxianus. Ciéncias Agrotécnicas, v.24 (Edigdo Especial), p.137-152, 2000.

BRITO, G. M. Termodinamica de parti¢io do anion [Co(NO,)s] > em sistemas aquosos
bifasicos. 2007. 70f. Dissertagido (Mestrado em Agroquimica) - UFV, Vigosa — MG, 2007.

BOTELLA, C.; DIAZ, A.; ORY, L; WEBB, C.; BLANDINO, A. Xylanase and pectinase
production by Aspergillus awamori on grape pomace in solid state fermentation. Process
Biochemistry, v.42, n.1, p. 98-101, 2007.

BUENO, M. C.; PERES, M.F.S.; GATTAS, E.A.L. Produgdo de poligalacturonase por trés

linhagens de Aspergillus isolados do solo. Alim. Nutr., Araraquara v.16, n.3, p. 253-257,
jul./set. 2005.

87

UFCG/BIBLICTECA




Capitulo 6. Referéncias Bibliogrdficas

BURGOS, M. P. C., Prediccién del coeficiente de particién de proteinas en sistemas de dos
fases acuosas através de Ia caracterizacién bioinformatica de su superficie. Memoria para
optar al titulo de ingeniero civil en biotecnologia. Universidad de Chile, Santiago — Chile,
2008,

CAMARGO, L. A; DENTILLO, D.B.; CARDELO, L.; GATTAS, E. A. L. Utilizagfo de
bagaco de laranja na produgfio de pectinases de Aspergillus sp. Alim. Nutr., Araraquara, v. 16,
n. 2, p. 153-156, abr./jun. 2005.

CARDOSO, M.V.C.; Efeito do centro metilico nas interagSes intermoleculares dos
complexos [M(CN)sMO7J* com o poli(éxido de Etileno) em sistemas aquosos bifasicos. 2007.
77f. Dissertagdo (Mestrado em Agroquimica) - UFV, Vigosa ~ MG, 2007.

CARVALHO ), S. Pectinases produzidas pelo agente biologico GO88: extragiio e purifica¢io.
2007. 100f. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncia dos Alimentos) — UFLA, Lavras — MG, 2007.

CARVALHOg), M. M. Estudo do equilibrio de fases para sistemas aquosos bifasicos
compostos por poli (etileno glicol) 6000, sulfato de cobre ou sulfato de zinco e 4gua, em
fung3o da temperatura. 2007. 58f Dissertagio (Mestrado em Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos) - UFV, Vigosa - MG, 2007.

CASTILHO, L. R. Recuperagiio de pectinases produzidas por Aspergillus niger em
fermentacdo semi-solida. 1997. 96f. Dissertagdo (Mestrado em Engenharia de Quimica) -
UFRJ - R}, 1997.

CASTILHO. L. R.: MEDRONHO. R. A.: ALVES. T, L. M. Production and extraction of
pectinases obtained by solid state fermentation of agroindustrial residues with Aspergillus
niger. Bioresour. Technol. 71: p 45-50. 2000.

CAVALCANTI, J. S. Recuperagdo e purificagdo de proteinas do soro de queijo “tipo coatho”
usando cromatografia de troca idnica e interagdo hidrofébica em leito na forma expandida.
2010. 114f. Tese (Doutorado em Engenharia Quimica) - UFRN, Natal - RN, 2010.

CESAR, A. C. W. Anilise de viabilidade econémica de um processo de extracio e
purifica¢iio da bromelina do abacaxi. 2005. 111f. Tese (Doutorado em Engenharia Quimica) —

UNICAMP, Campinas - SP, 2005.
38



Capitulo 6. Referéncias Bibliogrdficas

COIMBRA, J. S. R. Desempenho de um extrator tipo grasser na separagio de proteinas do
soro de queijo usando sistemas aquosos bifasicos. 1995. Tese (Doutorado) - Faculdade de
Engenharia de Alimentos, UNICAMP, Campinas - SP, 1995.

CORDEIRO, C. A.; MARTINS, M. L. L. Produgiio de poligalacturonase, pelo termofilico
Bacillus sp. e algumas de suas propriedades. Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Campinas,
29(1): 135-141, jan. -mar. 2009.

CORDOVA, K. R. V.; GAMA, T. M. M. T. B.; WINTER, C. M. G.; NETO, G. K;
FREITAS, R. J. S. Caracteristicas fisico-quimicas da casca do maracuja amarelo (Passiflora

edulis Flavicarpa degener) obtida por secagem. Boletim do CEPPA, v. 23, n. 2, p. 221-230,
2005.

CORREIA, R. T. P. Estudo do cultivo semi-solido de Sacharomyces cerevisiae € Rhizopus
oligosporus em residuo de abacaxi. 2004. 163f. Tese (Doutorado em Tecnologia de Processos
Bioquimicos) — UFRN, Natal — RN, 2004.

COUR]I, 8. Efeito de cations na morfologia do agregado e na produgio de poligalacturonase
por Aspergillus niger mutante 3TSB8. 1993. 198f. Tese (Doutorado em Ciéncias) — UFRJ,
Rio de Janeiro-RJ, 1993.

CUNHA, E. V. C. Equilibrio liquido-liquido em sistemas aquosos bifésicos agua + peg 8000
+ sal: determina¢io experimental e modelagem termodinidmica. 2008. 73f. Dissertagéo
(Mestrado em Engenharia Quimica) - Universidade Estadual de Campinas, Campinas — SP,
2008.

DALLORA, N. L. P.; FILHO, P. A. P. Determinacdo do equilibrio de fases e do coeficiente

de parti¢do de proteinas em sistemas aquosos bifasicos. PIC-EPUSP N°3, pg. 1712 — 1723,
2006.

89



Capitulo 8. Referéncias Bibliogrdficas

DARTORA, A. B.; BERTOLIN, T. E.; SCANDOLARA C.; COSTA, . A. V; SILVEIRA,
M. M Estudo comparativo da produgfio de pectinases por fermentagfo semi-sélida com
diferentes fungos filamentosos. In: VI SEMINARIO DE HIDROLISE ENZIMATICA DE
BIOMASSAS, 1999, Maringa. Anais. Maringa: 1999. CD.

Da SILVA, L.HM.,, Equilibrio de fases em sistemas aquosos peg/fosfato de potdssio. 1994.
87f. Tese (Mestrado em Engenharia de Alimentos) - FEA/UNICAMP, Campinas — SP, 1994,

Da SILVA, LHM.,, LOH, W. Sistemas aquosos bifasicos: fundamentos e aplicagdes para
partigfo/purificagdo de proteinas. Quimica Nova, Vol. 29, No. 6, 1345-1351, 2006.

EMBRAPA. Mandioca e fruticultura. A cultura do maracuja. Brasilia; Colecdo Plantar, 147 p,
2004,

EMBRAPA. Site. http://www.embrapa.br/imprensa/noticias/2007/abril/foldernoticia.2007-04-
02.1658202736/moticia.2007-04-02.8180379485/?searchterm=maracuj%C3%A1,  acessado
em 08/05/2010.

FAWOLE, O.B.; ODUNFA, S.A. Some factors affecting production of pectin enzymes by
Aspergillus niger. International Biodeterioration & Biodegradation, v.52, n.4, p. 223-227,
2003.

FERNANDEZ, D. E. R. Desenvolvimento de um bioprocesso por fermentagio e em estado
solido para produzir e recuperar enzimas de interesse comercial. 2009. 125f. Tese (Doutorado
em Processos Biotecnolégicos) - Universidade Federal do Parana, Curitiba — PR, 2009,

FERRARI, R. A.; COLUSSI, F., AYUB, R. A. Caracterizagio de subprodutos da
industrializacio do maracujd - aproveitamento das sementes. Revista Brasileira de
Fruticultura [online]. 2004, v. 26, n. 1, pp. 101-102. ISSN 0100-2945.

FERREIRA, J. F. Caracterizagdo e purificagfio da enzima bromelina em sistemas de duas
fases aquosas PEG/fosfato. 2007. 76f. Tese (Doutorado em Engenharia Quimica) - Faculdade
de Engenharia Quimica, UNICAMP, Campinas - SP, 2007,



Capitulo 6. Referéncias Bibliogrificas

FERREIRA, J. F., PADILHA, G.S., TAMBOURG]I, E.B.; Efeitos da massa molar e do pH
sobre o equilibrio termodinidmico do sistema bifdsico aquoso PEG/fosfatos. Exacta, Sio
Paulo, v7, nl, p49-56, jan/mar. 2009.

FRANCISCO, K. R. Estudo das forgas motrizes que regem a partigio dos complexos
[Fe(CN)5N0]2' € [Cr(CN)5N0]3' em SABs formados por poli(6xido de etileno) e sulfatos.
2006. 56f. Tese (Mestrado em Agroquimica) — UFV, Vigosa - MG, 2006.

FREITAS, R. J. S. Caracteristicas fisico-quimicas da casca do maracuja amarelo {Passiflora
edulis flavicarpa degener) obtida por secagem. Boletim do CEPPA, v. 23, n. 2, p. 221-230,
2005.

FREITAS, L. E. Produgio e caracterizagio parcial de poligalacturonase de Penicillium
expansum. 1991. 66f. Dissertagio (Mestrado em Microbiologia Agricola) — UFV, Vigosa —
MG, 1991.

FONTANA, R. C.; SALVADOR, S.; SILVEIRA, M. M. Efeito das concentra¢des de pectina
¢ glicose sobre a formag3o de poligalacturonases por Aspergillus niger em meio solido. In:
XV SIMPOSIO NACIONAL DE BIOPROCESSOS, 2005, Recife. Anais. CD.

FORCINITI, D.; HALL, CXK.; KULA, M. R. Protein partition at the isoeletric point:
influence of polymer molecular weight and concentration and protein size. Biotechnology and
Bioengineering, v. 38, p. 986-994, 1991,

GOMES, P. F. 2000. Curso de estatistica experimental. 14 ed. Degaspari, Piracicaba. 477pp.

GOMEZ, G. N.; NERLI, B.A.; COSTA, 0. C.; PICO, G. A.; LEIVA, L. C. Aplicacién de
sistemas bifasicos acuosos (SBA) para el aislamiento de toxinas ofidicas. Universidade
Nacional del Nordeste, Argentina, Comunicaciones Cientificas y Tecnologicas 2006,
Resumen: E-008.

GOUVEIA, J.P. G,, MOURA,R. 8. F, ALMEIDA, F. A. C., OLIVEIRA, A. M. V,, SILVA,
M. M.; Avaliagio da cinética de secagem de caju mediante um planejamento experimental
Revista Brasileira de Engenharia Agricola e Ambiental, v.6, n.3, p.471-474, 2002.

91



Capitulo 6. Referéncias Bibliogrdficas

GRABER, T. A.; MEDINA, H.,, GALLEGUILLOS, H. R., TABOADA, M. E., Phase
equilibrium and partition of iodide in an aqueous biphasic system formed by (NH4)2804 +
PEG + H20 at 25 °C. Journal of Chemical & Engineering Data. N 52 (4), pp 12621267,
2007.

HATTI-KAUL, R., Aqueous two-phase systems: a general overview, Applied Biochemistry
and Biotechnology — Part B Molecular Biotechnology, 19, 269-277, 2001.

HENDGES, D. H. Produgfo de poligalacturonases por Aspergillus niger em processo em
estado solido em biorreator com dupla superficie. 2006. 73f. Dissertagio (Mestrado em
Biotecnologia) - Universidade de Caxias do Sul, Caxias do Sul — RS, 2006.

HENNIES, P. T. Produgfio de pectinases de Penicillium italicum através de fermentacéio em
meio semi-solido. 1996. 68f. Tese {(Mestrado). Faculdade de Engenharia de Alimentos.
Universidade Estadual de Campinas. Campinas — SP, 1996.

HINOJOSA, A.; BELDARRAIN, A.; MADRUGA, Y. A. Caracterizacién de un sistema de
dos fases acuosas para la purificacion parcial del HBSAG. VII Congreso de la Socidad
Cubana de Bioengenieria. Habana, 2007. Anais.

IBGE. Lavouras permanentes. Rio de Janeiro, RJ, 2007. Disponivel em:
<http://www sidra.ibge.gov.br>. Acesso em: 27/06/2009.

IGARASHI, L. Extra¢fio de biomoléculas em sistemas de duas fases aquosas convencionais e
com polimeros termossensiveis. 2003. 123f. Tese (Doutorado em Engenhatia Quimica) —
UNICAMP, Campinas - SP, 2003.

JAYANI, R. S.; SAXENA, S.; GUPTA, R. Microbial pectinolytic enzymes: A review.
Process Biochemistry, v.40, n.9, p. 2931-2944, 2005.

KASHYAP, D. R. et al. Applications of pectinases in the commercial setor: a review.
Bioresource Technology, v. 77, n.2, p. 215-227, 2001.

KEEY, R.B. Drying of loose and particulate materials. 57 p. New York: Hemiphere, 1991.

92



Capitulo 6. Referéncias Bibliogrdficas

KLIEMANN, E. Extragdo e caracterizacdo da pectina da casca do maracujd amarelo
(Passiflora edulis flavicarpa). 2006. 75f. Dissertagdo (Mestrado em Engenharia de
Alimentos). UFSC, Florianépolis - SC. 2006

KOBLITZ, M. G. B. Bioquimica de Alimentos, teoria e aplica¢des praticas. Rio de Janeiro.
Guanabara. Koogan, 2008. 242p

LIMA, A. S., ALEGRE, R. M., MEIRELLES, A.J.A_; Partitioning of pectinolytic enzymes in
polyethylene glycol/potassium phosphate aqueus two-phase systems. Carbohydrate polymers
50 (2002) 63-68.

MALLER, A. Produgio, purificacdo e caracterizacio do complexo pectinolitico do fungo
Aspergillus niveus. 2008. 98f. Dissertacdo (Mestrado em Bioquimica) — USP, Ribeirdo Preto
— SP, 2008.

MARQUARDT, M. M. Estudos da atividade proteolitica do Bacillus cereus em biorreator.
2003. 101f. Dissertagdo (Mestrado em Microbiologia Agricola e do Meio Ambiente) - UFRS,
Porto Alegre — RS, 2003.

MARTIN, N. Isolamento de linhagens flingicas termofilicas produtoras de pectinases
termoestaveis: produglo, caracterizagio e purificagdo parcial da poligalacturonase. 2006. 65f.
Dissertagdo (Ciéncias Biologicas — Microbiologia Aplicada) — Universidade Estadual Paulista
Julio de Mesquita Filho, Rio Claro — SP, 2006.

MATSUURA, F. C. A. U. Estudo do albedo do maracuja e de seu aproveitamento em barra
de cereais. 2005. 138f Tese (Doutorado em Engenharia de Alimentos) — Universidade
Estadual de Campinas, Campinas — SP, 2005.

MELETTI, L. e MOLINA, M. Maracuja: produgdo e comercializagdo. Campinas, 1999. 64p.
MENESES, G. D. G. Produgéo de poligalacturonase pela linhagem Aspergillus niger mutante

3T5B8 por fermentagdo semi-solida em bioreatores de Coluna. 2006. 55f. Tese (Mestrado em
Engenharia de Quimica) - UFRRJ, Seropédica - RJ, 2006.

93

UFCG/BIBLICTECA}




Capitulo 6. Referéncias Bibliogrdficas

MILLER, G. L. Use of dinitrosalicylic acid reagent for determination of reducing sugars.
Anal. Chem., v. 31 p. 4266-4268, 1959.

MIRELES, T. H.; BENAVIDES, J.; RITO-PALOMARES, M. Proceso para la purificacion :
del colorante proteico bficoeritrina producido por Porphyridium cruentum. Revista Mexicana
de Ingenieria Quimica Vol. 5, pg. 131-143, 2006.

NAGANAGOUDA, K.; MULIMANI, V. H, Aqueous two-phase extraction (ATPE): An
attractive and economically viable technology for downstream processing of Aspergiilus
oryzae u-galactosidase. Process Biochemistry 43, 1293--1299, 2008.

OLIVEIRA, R. M. Equilibrio de fases de sistemas aquosos bifasicos compostos por
polictilenoglicol, sulfato de zinco, sulfato de cobre e citrato de sédio sob diferentes
temperaturas. 2006. 73f. Dissertaglio (Mestrado em Tecnologia de Alimentos) - UNV, Vigosa
— MG, 2006.

OLIVEIRA, M. M. Enriquecimento nutricional por bioconversio de residuos agroindustriais
para utilizagdo na alimentagio animal. 2007. 126f. Tese (Doutorado em Engenharia de
Processos) — UFCG, Campina Grande —- PB, 2007.

OLIVEIRA, F. C. Estudo da proteina ovomucéide em sistemas aquosos bifisicos e em resinas
anidnica ou hidrofébica. 2009. 88f. Disserta¢lio (Mestrado em Ciéncia ¢ Tecnologia de
Alimentos) - UFV, Vigosa - MG, 2009.

OTAGAKI, K. K.; MATSUMOTO, H. Nutritive values and utility of passion fruit by
products. Journal of Agriculture and Food Chemistry, v. 6, n. 1, p. 54-57, 1958.

PALMA, M. B. Produgiio de xilanases por Thermoascus aurantiacus em cultivo em estado
solido. 2003. 189f. Tese (Doutorado em Engenharia Quimica) — Universidade Federal de
Santa Catarina, Florianopolis — SC, 2003.

PANDEY, A.; NIGAN, P.; SOCCOL, CR.; SOCCOL, V.T.; SINGH, D; MOHAN, R.
Advances in microbial amylases. Biotechnol. Appl. Biochem. v. 31, p. 135- 152, 2000.



Capitulo 6. Referéncias Bibliogrdficas

PEREIRA, M. S. A. Purificagio de uma endo-poligalacturonase, produzida por,
Kluyveromices marxyanus utilizando sistemas de duas fases aquosas. 2005. 192f. Tese
(Doutorado em Engenharia Quimica ¢ Bioldgica) - Universidade do Minho, Portugal, 2005.

PINTO, G. A. S.; BRITO, E. S.; ANDRADE, A. M. R,; FRAGA, S. L. P.; TEIXEIRA, R. B.
Fermentag3o em estado s6lido: uma alternativa para o aproveitamento e valorizagio de

residuos agroindustriais tropicais. Comunicado técnico 2005.

PORTO, T. S., Extragiio da pro-toxina épsilon e de uma protease a partir de clostridium
perfrigens em sistemas de duas fases aquosas utilizando PEG/citrato. 2004. 87f. Dissertagdo
{Mestrado) - Faculdade de ciéncias farmacéuticas, USP, Sio Paulo — SP, 2004.

RANGANA, S., Manual of analysis of fruit and vegetable products. New Delhi: Tata
McGraw- Hill, Publishing Company Limited, p. 94-95, 1979.

READ, N.D. Low-temperature scanning electron microscopy of fungi and fungus-plant
interactions. In: Electron Microscopy of Plant Pathogens (ed. by K. Mendgen & D.-E.
Lesemann), pp. 17-29. Springer-Verlag: Berlin (1991).

RITO-PALOMARES, M.; CUETO, 1. Effect of biological suspensions on the position of
binodal curve in aqueous two-phase systems. Journal of Chromatography B. v.743, p.5-12,
2000.

RITO-PALOMARES, M., Practical application of aqueous two-phase partition to process
development for the recovery of biological products. J Chromatogr. B Analytic Technol.
Biomed Life Sci, 807(1), p. 3-11, 2004.

RODRIGUEZ-AMAYA, D.B. Assessment of the provitamin A contents of foods - the
Brazilian experience. Journal of Composition and Analysis. V. 9, p.196-230, 1999.

ROSA. C. A. R.: CAMPOS. S. G.: BARONI. F. A.: Praticas de micologia veterinaria.

UFRRJ. Instituto de Veterindria. Departamento de Micologia ¢ Inmnologia Veterinaria.
Micologia Veterindria. Pratica 8. Seropédica, 2002.

95



Capitulo 6. Referéncias Bibliogrdficas

SANTOS, 8. F. M.; Estudo da produgdo de pectinases por fermentagdo em estado solido
utilizando pedinculo de caju como substrato. 2007. 130f. Tese (Doutorado em Engenharia
Quimica) — UFRN, Natal — RN, 2007.

SAKAIL T. et al. Pectin, pectinase, and protopectinase: production, properties, and
applications. Advances in Applied microbiology, v. 39, n. 2, p. 213-294, 1993.

SARTORELLO, M. C. Estudo do processo de extra¢do de bromelina em sistema descontinuo
4gua, polietileno glicol e polissacarideo da goma do cajueiro. 2004. 70f Dissertagio
(Mestrado em Engenharia Quimica) - UNICAMP, Campinas — SP, 2004.

SILVA, M.E.; KULA, M.R.; FRANCO, T.T. Parti¢Zo de lisozima em sistemas de duas fases
aquosas. Revista de Ciéncia e Tecnologia V7, N 14, pp. 105-112, Unimep, Piracicaba-SP,
1999.

SOUZA, R. L. A. Producdo de pectinases por fermentacdo semi-solida utilizando residuo do
maracuja como substrato. 2008. 97f. Dissertagdo (Mestrado em Engenharia Quimica) UFCG,
Campina Grande - PB, 2008.

SOUZA, R. L. A.; CONRADO, L.S.; SILVA, F. L. H.; AMORIM, B. C. Caracterizagdo da
poligalacturonase produzida por fermentagdo semi-sélida utilizando-se residuo do maracuja
como substrato. Revista Brasileira de Engenharia Agricola e Ambiental v.14, n.9, p.987-992,
2010.

UENOJO, M.; PASTORE, G. M. Pectinases: aplicagdes industriais e perspectivas. Quimica
Nova, v. 30, n. 2, p.388-394, 2007.

UNIVERSITY OF GRONINGEN, Holanda. Website Institucional. Disponivel em
http://www_rug.nl/scheikunde/onderzoek/programmas/proteincrystallography/gallerv/index.
Acesso em 13/09/2009.

VALADAO, R. C. Estudo da fermentagio semi-solida de uma linhagem selecionada de
Aspergillus niger na produgdo de inulinase. 2005. 53f. Dissertagdo (Mestrado em Tecnologia
de Alimentos) - UFRRJ, Seropédica — RJ, 2005.

96



Capitulo 6. Referéncias Bibliogrdficas

VIANNA-SILVA, T.; RESENDE, E.D.; PEREIRA, SM.F.; VIANA, AP. & VIANNI, R.
Caracterizagdo de uma escala de cor para avaliagdo dos estadios de maturagdo do maracuja
amarelo. In: Congresso Brasileiro de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, 19, 2004, Recife.

Anais do congresso brasileiro de ciéncia e tecnologia de alimentos, v. CD ROM, 19, 2004.

ZASLAVSKY, B.Y., BAGIROV, T.O., BOROVSKAYA, A A, GASANOVA, GZ.,
GULAEVA, N.D., LEVIN, VY., MASMOV, EA, MAHMUDOV, AU,
MESTECHKINA, N.M., MIHEEVA, LM. OSIPOV, N.N. e ROGOZHIN, S.V. Aqueous
biphasic systems formed by nonionic polymers II: concentration effects of inorganic salts on
phase separation. Colloid Polymer Science. 264, 1066, 1986.

ZASLAVSKY, B.Y. Aqueous two-phase partitioning. Marcel Dekker Inc., Nova lorque.
1995.

ZHENG, Z.; SHETTY, K. Cranberry processing waste for solid state fungal inoculants
production. Process Biochemistry, v. 33, n. 8, p. 323-329, 2000.

97



