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RESUMO 

Este trabalho foi desenvolvido com o objetivo de estudar a recupera9ab de 

poligalacturonases obtidas atraves da fermenta9ao semi-solida da casca e albedo do maracuja 

amarelozyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA (Passiflora edulis flavicarpa), utilizando o microrganismo Aspergillus niger mutante 

CCT 0916 como agente fermentativo. A recupera9§o foi estudada em duas etapas: 

inicialmente determinou-se as melhores condi95es do processo de lixivia9ao das enzimas a 

partir do meio fermentado. Determinadas tais condicdes, estudou-se a recupera9ao das 

enzimas presentes no extrato obtido, utilizando-se SABs formados por PEG 10000 e tampao 

fosfato de potassio. O estudo da lixivia9&o foi realizado por meio de um planejamento 

experimental fatorial 23, no qual as variaveis independentes foram: relafao solvente/massa 

(RE), tempo de contato entre o solvente e o meio fermentado (TC) e a intensidade da agita9ao 

(AG) no processo extrativo. Em rela9ao aos SABs, estes foram constrmdos com diferentes 

composipSes de PEG 10000, tampao fosfato e extrato e caracterizados quanto a composicSo 

das fases em equilibrio. No estudo da lixivia9&o, extratos com maiores valores de atividade 

poligalacturonasica (APG) foram obtidos com RE de 10 mL de solvente por grama de 

substrate umido, TC de 45 minutos e AG de 50 rpm, que resultaram em uma atividade 

maxima de 53,7 U/g, determinando-se uma condi95o adequada para esta etapa de 

recupera9§o. O parametro de maior influencia nesse processo foi RE. Quanto a aplica9ao dos 

SABs, as poligalacturonases concentraram-se na fase rica em sal, que apresentou recupera9ao 

de 100% em todos os sistemas. Os melhores resultados foram obtidos para o SAB com 

comprimento de linha de amam^ao de 42,94%, que apresentou fator de purifica9ao 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 utilizacao de SABs na recupera93o de 

poligalacturonases proporcionou alto rendimento e aumento de pureza em uma unica etapa, 

sendo tal opera93o adequada para um processo de recupera9ao e purifica9ao de enzimas. 

Palavras-chave: produ9ao de enzimas, fermenta9ao semi-s61ida, recupera9ao de enzimas, 

sistema aquoso bifasico, 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 fruitzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA (Passiflora edulis flavicarpa) and as fermentation agent the 

filamentous fungus Aspergillus 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 3 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 all 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, i f 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 system, polygalacturonase. 
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Capitulo 1. Introducao e Objetivos zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

1. Introducao zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

O desenvolvimento tecnologico atingiu nas ultimas decadas grandes dimensdes. Entre as 

tecnologias que se desenvolveram nesse periodo, os processos biotecnologicos industrials 

merecem particular ateneao por apresentarem significativa relevancia eeonomica e social. 

Um dos principals exemplos de processos biotecnologicos industrials em grande 

desenvolvimento e a producao de enzimas (PEREIRA, 2005), com destaque para as enzimas 

pectinoliticas, que estao entre as que possuem maior sigmficancia comerciai. Elas 

representam cerca de 25% das vendas globais de enzimas alimenticias (JAYANIzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA et al, 2005) 

e suas prepara?6es comerciais sao normalmente de origem fungica, especialmente de fungos 

do genero Aspergillus e Penicillium, que exibem caracteristicas de alta atividade de 

endopoligalacturonase e de pectina liase (BRAVO et al., 2000). 

A aplicas&o de tais enzimas nas industrias de alimentos inclui: o amadurecimento de 

frutas, a clarifica9ao e reducao de viscosidade em sucos de frutas, o tratamento preliminar do 

suco de uva para industrias vim'colas, a extra9ao de polpa de tomate, a fermenta9ao de cha e 

chocolate, o tratamento de residuos vegetais, a degomagem de fibras na industria textil e de 

papel e a extra9ao de oleos vegetais (UENOJO e PASTORE, 2007). 

Novas aplica9oes para o uso das enzimas pectinoliticas se deparam com o custo de 

produ9ao, estabilidade e especificidade das mesmas. A utiliza9ao de fontes alternativas de 

carbono para o barateamento da produ9ao de enzimas vem atender essa necessidade 

(CAMARGO et al, 2005). 

Varios bioprocessos tem sido desenvolvidos utilizando residuos agroindustriais como 

substrates para a produ9ao de diversas moleculas com alto valor agregado, tais como: 

proteinas microbianas, acidos organicos, etanol, enzimas e metabolites secundarios 

biologicamente ativos. O uso desses residuos como substrates em bioprocessos, alem de ser 

economicamente viavel, ajuda a resolver os problemas ambientais decorrentes do seu 

acumulo na natureza (ALEXANDRINO et al, 2007). 

Considerando-se o potencial do Brasil para a produ9ao agricola, ha uma grande gera9ao 

de residuos ou subprodutos agroindustriais que podem ser utilizados como fonte de nutrientes 

nos processos de FSS para a produ93o de enzimas (PINTO et al, 2005). Alem disso, ha no 

pais uma gera9ao de grandes quantidades de residuos da agroindustria, que podem ser 

transformados enzimaticamente em produtos de maior valor agregado e de interesse industrial 

(PALMA, 2003). 
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O Brasil e o maior produtor de maracuja do mundo, responsavel por cerca de 90% da 

producao mundial (EMBRAPA, 2004). A culture do maracuja tem desempenhado uma 

importante fiu^ao social nas regiSes onde e explorada, garantindo um nivel de emprego no 

campo e na industria. No entanto, a maior parte do fruto (casca e albedo, constituindo cerca de 

60% do fruto) e desperdi9ada. 

Atualmente, no Brasil, cerca de 90% das cascas e sementes do maracuja nao tem 

aproveitamento ou destino apropriado (EMBRAPA, 2007). Outre parte dos residuos 

provenientes do processo de esmagamento da fruta para a obte^ao do suco e utilizada por 

produtores rureis na suplementasao da alimenta9ao animal, como rafao para bovinos e aves, 

ainda sem muita informa9ao tecnica adequada. Em 2007, a agroindustria do maracuja 

produziu cerca 405.214,46 toneladas de residuos. Agregar valor a esses subprodutos e de 

interesse economico, cientifico e tecnologico (FERRARI et al., 2004). 

Uma aplica9ao potencial para tal residuo seria utiliza-lo como fonte de carbono para 

producao de enzimas. Isso representaria uma solu9ao para os problemas causados pela 

inadequada disposicao final destes residuos, uma vez que, tal disposicao pode acarretar a 

prolifera9ao de insetos, vetores causadores de doen9as, bem como odores desagradaveis no 

ambiente, geralmente o proprio patio da industria que processa a materia prima (SOUZA, 

2008). Alem disso, o residuo da fermenta9ao semi-solida representa uma carga organica pre-

degradada, o que facilitaria sua aplica9ao em processos de compostagem para a produ9ao de 

fertilizantes para atividades agricolas ou como ra9ao animal, uma vez que o desenvolvimento 

dos microrganismos eleva o teor de proteinas do residuo da fermenta9ao. 

No LEB/UFCG foram desenvolvidos, nos ultimos 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 como ra9ao 

animal (OLIVE1RA, 2007) e a produ9ao de pectinases por fermenta9ao semi-solida (SOUZA, 

2008). 

De acordo com Pereira (2005), em algumas aplica95es industriais, o extrato enzimatico 

produzido pelo microganismo pode ser utilizado de forma satisfatoria. Porem, quando se 

deseja caracteristicas especificas no processo industrial, como a produ9ao de sucos 

encorpados, determinada faixa de viscosidade, evitar a forrnavao de substancias indesejadas 

no processo ou nele manter a presenca de certas proteinas, e necessaria uma concentra9ao do 

extrato enzimatico, de forma a aumentar a presen9a de enzimas ou grupos enzimaticos de 

interesse. 
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A purificacao e, portanto, um dos mais importantes aspectos da producao e processamento 

de biomoleculas, sendo particularmente significativa para o processamento de algumas 

proteinas, que devido a sua complexidade, frequentemente necessitam de muitas etapas para 

alcancar niveis de pureza aceitaveis para aplicacoes medicas e alimentares. Assim, um dos 

grandes desafios da biotecnologia e desenvolver processos de purificacao simples, seguros, 

baratos e que atinjam altos graus de purificacao e seletividade (IGARASHI, 2003). 

A utilizacao de sistemas aquosos bifasicos (SABs) e referida como um processo adequado 

para purificacao de enzimas, uma vez que permite obter rendimentos elevados em tempos 

curtos e com custos baixos (IGARASHI, 2003). Contudo, nao foram encontrados nas bases de 

pesquisa nacionais como, por exemplo, o portal da CAPES, periodicos que tratem de 

pesquisas sobre a aplicacao deste processo na purificacao da enzima poligalacturonase no 

periodo da revisao bibliografica. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

1.1 Objetivo geral 

Este trabalho de pesquisa teve, como objetivo principal, estudar a recuperacao de 

poligalacturonases produzidas a partir da fermentacao semi-solida da casca e albedo do 

maracuja amarelozyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA {Passiflora edulis flavicarpa), de forma o obter extratos com atividade 

maxima 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 

• Caracterizacao do residuo do maracuja seco e processado quanto a granulometria, 

densidade aparente, densidade real, porosidade, umidade, pH e teores de: cinzas, solidos 

soliiveis, afucares totais, a9Ucares redutores, e pectina. 

• Avaliar as variaveis que podem influenciar no processo de recupera9ao da enzima por 

extra9So solido-liquido (lixivia9ao) a partir do meio fermentado, tais como: quantidade de 

solvente (relacao volume de solvente por grama de meio fermentado - RE), tempo de contato 
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entre o solvente e o meio fermentado (TC) e a intensidade de agitacao do meio de extracao 

(AG), utilizando como ferramenta estatistica um planejamento fatorial 23. 

• Construir sistemas aquosos bifasicos formados por polietilenoglicol (PEG 10000) e 

tampao fosfato de potassio (pH 7,0), determinando-se os diagramas de equilibrio das fases e 

suas composicSes. 

• Recuperar a enzima poligalacturonase a partir do extrato por meio dos SABs construidos e 

determinar os parametros de particao e purificacao, a fim de verificar se a aplicacao dos SABs 

e capaz de promover a recuperacao das enzimas em uma das fases do sistema, com aumento 

da atividade especifica e pureza das mesmas. 
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2. Revisao Bibliografica zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Neste capitulo serao exibidas informacoes gerais sobre o maracuja, as pectinas e 

pectinases, a poligalacturonase, a producao de enzimas por fermenta?ao semi-solida, as 

caracteristicas e principio de funcionamento dos SABs, alem da sua utilizacao na recuperacao 

de biomoleculas. 

2.1 Maracuja 

2.1.1 Importancia e caracteristicas 

O maracuja e um fruto nativo da America Tropical, pertencente a familiazyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Passifloraceae, 

constituida por 12 generos e mais de 500 especies distintas, largamente distribuidas pelos 

continentes americano, asiatico e africano. O principal genero, Passiflora (Figura 2.1), 

apresenta aproximadamente 400 especies conhecidas, das quais cerca de 60 produzem frutos 

comestiveis (RODRIGUEZ-AMAYA, 1999). 

A exportacao de maracuja tem ocorrido sob as formas de fruta fresca, fruta conservada e 

suco concentrado, sendo os principals destinos os paises europeus e, mais recentemente, a 

Argentina e o Uruguai, no caso de frutas in natura. A participacao da fruta fresca no total das 

exportac5es de maracuja do Brasil e em torno de 1,5%. As frutas conservadas (congelados) e 

Figura 2.1. Passiflora edulis f. flavicarpa (Fonte: EMBRAPA, 2007). 
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os sucos concentrados formam a maior parcela, sendo que as frutas conservadas tem sido 

comercializadas principalmente para os mercados italiano, norte-americano, alemao e 

argentino. Ja os sucos, tem representado os maiores ganhos em divisas, comercializados mais 

intensamente com Holanda, Estados Unidos, Porto Rico, Japao 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 Regiao Nordeste, 24% no Sudeste, 7% no Norte, 3% no 

Centro-Oeste e 2% na Regiao Sul (TBGE, 2009). 

£ uma cultura com longo periodo de safra, totalizando 8 meses no Sudeste, 10 no 

Nordeste e 12 meses no Norte do Pais. A especie mais cultivada e o maracuja-amarelo zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

{Passiflora edulis f. flavicarpa), que por ser mais vigorosa, adapta-se melhor aos dias 

quentes e apresenta frutos de maior tamanho (EMBRAPA, 2004). Destina-se principalmente a 

producao de sucos (CORDOVA et al., 2005). 

A casca e o albedo do maracuja amarelo representam cerca de 60% do peso do fruto 

(SOUZA, 2008), e, junto com as sementes, constituem os residuos da producao de suco 

concentrado. A casca do maracuja e rica em fibras soluveis e minerals (CORDOVA et al., 

2005), alem de proteinas e pectina (OTAGAKI & MATSUMOTO, 1958). zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

2.2 Substantias pecticas 

As substantias pecticas, carboidratos polimericos componentes da parede celular e da 

lamela media de vegetais, formam um grupo bastante heteroge*neo de polissacarideos com 

diferentes massas moleculares e graus de esterificacao (KOBLITZ, 2008). Sao usadas na 

industria de alimentos como agentes geleificantes e como fibras funcionais. Por outro lado, 

podem representar um problema nas varias etapas do processamento de frutas e vegetais, visto 

que seu arraste, apos o rompimento da parede celular, pode causar turbidez em sucos ou 

incrustacoes em tubulac5es e reatores industriais (SANTOS, 2007). 
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2.2.1zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Classificacao das substantias pecticas 

Segundo PEREIRA (2005), o comite da "American Society" definiu o conjunto de 

substantias pecticas como: 

• Protopectina: substantias precursoras das substantias pecticas que apresentam 

como caracteristica a insolubilidade na agua. Quando hidrolisadas, geram pectina ou 

acidos pecticos. 

• Acido pectico: polimero soluvel de acido galacturonico. Contem uma 

quantidade desprezivel de grupos metila. Os sais destes acidos denominam-se pectatos. 

• Acidos pectinicos: termo usado para designar o acido poligalacturonico 

coloidal, que contem uma quantidade significativa de grupos metila esterificados (> 0 e < 

75%). Os sais destes acidos denominam-se pectinatos. 

• Pectina: nome dado ao material polimerico no qual, pelo menos 75 % dos 

grupos carboxila do acido galacturonico sao esterificados com metanol. Confere rigidez a 

parede celular quando esta ligado a celulose (KASHYAPzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA et al., 2001). A Figura 2.2 exibe 

a estrutura da pectina. 

Acido galacturonico 
galacturonico Metilesterificado 

Figura 2.2. Estrutura da molecula de pectina, exibindo a estrutura do acido galacturonico parcialmente 

metilesterificado. Residuos de xilose e arabinose nao foram incluidos. (Adaptado de Alkorta et al., 1998). 

Nas frutas nao maduras, a pectina esta ligada as micro fibrilas de celulose na parede da 

celula. Tal pectina confere rigidez a parede celular, pois e insoluvel. No entanto, durante o 

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

frutas. Essas alteracoes envolvem a quebra da cadeia da pectina ou de cadeias laterals anexas 

as unidades que compoem a cadeia principal. Em qualquer um dos casos, o resultado e que a 
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pectina se toraa mais soluvel, sua forca nas paredes celulares circunvizinhas torna-se menor e 

o tecido da planta amolece (KASHYAPzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA et al., 2001). 

Pectina e tambem um nome generico para a mistura de diferentes compostos onde o acido 

pectinico e o maior componente. Sua forma nativa esta localizada na parede celular e pode 

estar interligada com outros polissacarideos estruturais e proteinas para formar a protopectina 

insoluvel (KASHYAP et al, 2001). 

Dependendo da origem, as substantias pecticas podem se diferenciar quanto ao grau de 

esterificacao metilica, a proporcao de acucares neutros (principalmente D- galactose, L-

arabinose e D-xilose) e ao grau de polimerizacao da molecula (SAKAI et al; 1993). 

23zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Pectinases 

As pectinases, tambem denominadas enzimas pecticas, sao enzimas capazes de reconhecer 

ligacoes glicosidicas do tipo a-1,4 entre unidades de acidos galacturonicos ou seu derivado 

metoxilado. Sao produzidas por vegetais e microrganismos e seu substrato sSo os 

polissacarideos constituintes da lamela media e da parede primaria de ceiulas vegetais 

(KOBLITZ, 2008). Estao envolvidas nos processos fisiologicos dos vegetais e s&o 

empregadas em nivel industrial, destacando-se por serem as enzimas mais utilizadas pelas 

industrias de processamento de frutas (MALLER, 2008). As pectinases s£o constitm'das por 

um complexo multienzimatico (BUENO et al, 2005). 

2.3.1 Classificacao das pectinases 

A classificacao das pectinases baseia-se: no modo de ataque as moleculas dos polimeros 

pecticos; na preferencia pelo substrato (que pode ser pectina, acido pectico ou protopectina); e 

na acao, seja ela por transeliminacao ou hidrolise e por clivagem randomica (enzima endo) ou 

terminal (enzima exo) (UENOJO & PASTORE, 2007; CORDEIRO & MARTINS, 2009). 

Existem basicamente tres tipos de pectinases: a pectinaesterase, que remove os grupos 

metil ester; 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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ligacoes glicosidicas das substantias pecticas (JAYANIzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA et al, 2005). As enzimas hidroliticas 

incluem as poligalacturonases e as polimetilgalacturonases (UENOJO & PASTORE, 2007). zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

2.3.2 Polygalacturonase 

A poligalacturonase (PG) e uma hidrolase que se apresenta sob duas formas: a endo-PG e 

a exo-PG. A primeira atua sobre acido pectico, e ativada em pHs 4,0-6,0 e temperaturas no 

intervalo de 30-40°C. A determinacao de sua atividade pode ser medida pela dimhiuicao de 

viscosidade ou por quantificacao de grupos redutores resultantes da reacao de hidrolise. A 

exo-PG obtida a partir de fungos produz acido monogalacturonico como principal produto de 

hidrolise em reacoes com pHs otimos na faixa de 4,0-6,0. A determinacao de atividade e 

realizada pela quantificacao de grupos redutores formados na hidrolise (BUENO et al, 2005). 

As poligalacturonases catalisam a hidrolise das ligacoes glicosidicas a (1—>4) da cadeia de 

acido poligalacturonico (MARTIN, 2006). Sao as mais extensivamente estudadas entre as 

enzimas pectinoliticas (JAYANI et al., 2005). As endopoligalacturonases hidrolisam as 

ligacoes glicosidicas a (1—>4) internas de forma randomica, causando a despolimerizacao da 

molecula e liberando oligomeros de acidos poligalacturonico, enquanto as 

exopoligalacruronases removem as moleculas de acido D-galacturonico pela hidrolise das 

ligacoes glicosidicas a (1—+4) a partir da extremidade nao redutora liberando acidos di ou 

monogalacturonico (MARTIN, 2006). As poligalacturonases fungicas sao liteis pela alta 

atividade enzimatica e por possuir maior atividade na regiao levemente acida (ZHENG & 

SHETTY, 2000). 

exo-PG 

Figura 2.3. Forma de atuacao da exo-PG e endo-PG. 
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As poligalacturonases obtidas pela fermentacao do residuo agroindustrial do maracuja 

amarelo porzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Aspergillus niger CCT 0961 exibem atividade e estabilidade em meios com pH 

entre 3,5 e 5,5; nao sendo mais detectada atividade poligalacturonasica em pH superior a 6,5 

(SOUZA, 2008), como pode ser observado na Figura 2.4. 

Figura 2zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA.4. Estabilidade da poligalacturonase ante as variacQes de pH. Fonte: Souza et al, (2010). 

2.3.2.1 Endopoligalacturonase 

A enzima endopoligalacturonase (EC. 3.2.1.15) e a enzima pectica que catalisa a hidrolise 

da cadeia do acido poligalacturonico, com a introducao de uma molecula de agua. Sao 

produzidas por fungos filamentosos, bacterias e algumas leveduras. Uma das aplicacoes das 

enzimas pecticas, como referido anteriormente, e na industria de processamento de frutos, 

para a extracao e clarificacao dos sucos, assim como para a reducao da viscosidade sem perda 

do carater encorpado dos mesmos. Na primeira situacao, uma preparacao de enzimas que 

contenha pectinesterase e a mais eflciente. Contudo, quando o carater encorpado nos sucos e 

necessario, uma preparacao que contenha somente endopoligalacturonase permite obter 

melhores resultados (PEREIRA, 2005). 

Algumas poligalacturonases de origem fiingica tem sido purificadas e caracterizadas 

mostrando variacoes nas suas propriedades qmmicas e fisicas (BUENO 2005). A Tabela 2.1 
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mostra resultados de trabalhos nos quais foram caracterizadas endopoligalacturonases 

provenientes de varias fontes. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Tabela 2.1. Endopoligalacturonases provenientes de varias fontes. 

Fonte M(kDa) Pi km 
T 

M

 otima 

(°C) 
pH otimo T Estabilidade pH Estabilidade Referenda 

A. japon km 
PGI-38 

PGII-65 
5,6 
5,3 zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

-
30 

30 
4,0-5,5 

4,0-5,5 zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
- -

HASUNUMA et al., 

2003 

A. niger 
PGI-61 

PG 11-62 
-

0,12 

0,72 

43 

45 
3,8-4,3 

3,0-4,6 

50 
51 

- SINGH & RAO, 2002 

A. niger 
PGI-35 
PG II - 85 

- - -
4,1 
3,8 

- - COOKE et al., 1976 

A. niger 
PGI-38 

PG II - 59 

3,3 

5,9 
- - - -

4,0 

4,0 

-5,0 

-5,0 
KESTER E VISSER, 1990 

A. niger 
PGI-29,5 
PG II - 94,5 

5,3 
5,3 

- - - - 2,8 
2,8 

-5,1 
-5,1 

HARSA, 1991 

A. awamori 41 61 - 40 5,0 50 4,0 -6,0 NAGAIe/a/,2000 

Phanerochaete 

chysosporium 
41,7 4,3 a 4,6 - 66 4,7 - - SHANLEY et al., 1993 

Sporotrichum 

thermofile 
- - - 55 7.0 - - KAUR et al., 2004 

S. cerevisiae 43 - - 45 4,5 - - BLANCO et al., 1999 

S. cerevisiae 42 - - 25 - - 3,0 -5,5 GAINVORSe/a/.,2000 

S. cerevisiae 39 - 4,7 45 5,5 50 4,5 -6,0 CORREDIG et al., 2000 

S. cerevisiae 
Var. chevalleri 

- -zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA- 30 4,5 - - SCHWANetal., 1997 

K. wkkerhamii - - - 35 4,5 - - SILVAetal., 2005b 

PG I - 49,6 6,3 

K. marxianus 
PG II -49,6 
PGIII 46,7 
PGIV-49,6 

6,0 

6,3 

5,7 

- - - BARNBY et al., 1990 

PGI-47 4 - 6 

K. marxianus 
PG 11-41 

PGIII-35 

PGIV-33 

- - 40 5,0 
4 

4 

4 

- 6 
- 6 
- 6 

SCHWANetal., 1997 

K. marxianus - - 35 5,5 - 4 -6 SILVA et al., 2005b 

Fonte: Pereira (2005) 
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A Figura 2.5 ilustra uma molecula de endopoligalacturonase produzida porzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Aspergillus 

niger. 

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

2.3.3 Obtencao e importancia das enzimas pecticas 

As enzimas, de um modo geral, sao amplamente utilizadas nos mais diversos processos 

industrials, em razao 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 tecnicos e economicos do processo em escala industrial (BRAVO et al, 

2000). Enzimas que sao obtidas por processos fermentativos oferecem uma serie de 

vantagens, que fazem da sua aplicacao 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 

aplicac5es descritas inicialmente em 1930. Entretanto, apenas na decada de 1960 a natureza 

quimica de tecidos vegetais tornou-se evidente, de modo a permitir grande expansao no 

mercado de enzimas (KASHYAP et al, 2001). 

Na industria de sucos, o esmagamento mecanico 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 pressao ou usando outros metodos mecanicos. 

Com a adicao de pectinases, a viscosidade do suco da fruta diminui, a possibilidade de 

pressionar a polpa aumenta, a estrutura gelatinosa se desintegra e o suco e facilmente obtido, 

apresentando inclusive maiores rendimentos (ALKORTA et al, 1998). 

Outras areas de aplicacao incluem a industria de papel, polpa, extracao de oleo, fabricacao 

de alimentos para bebes, elaboracao de racao animal e industria textil. Na industria textil, 

pectinases sao empregadas na maceracao do linho e no tratamento de fibras texteis brutas, 
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como a juta e o rami. As pectinases tambem sao utilizadas na industria de fermentados, como 

na fermentacao do cafe, do cacau e do fumo (CARVALHO, 2007a). 

Com base em suas aplicacoes, as pectinases podem ser classificadas em dois tipos: 

pectinases acidas e pectinases alcalinas. 

Pectinases acidas sao usadas nas industrias de suco de frutas e na fabricacao de vinho, 

normalmente vem de fontes fungicas. Os sucos produzidos por estas industrias 

comercialmente incluem: sucos claros brilhantes (mafa, pera e uva), sucos turvos (citricos, 

suco de ameixa, tomate e nectares), e produtos unicelulares nos quais a intencao e preservar a 

integridade das celulas da planta atraves de hidrolise seletiva dos polissacarideos da lamela 

central. Os objetivos de se acrescentar enzimas diferem nestes tres tipos de sucos de frutas e 

vegetais. Pectinases alcalinas sao utilizadas, principalmente, no descolamento e maceramento 

de safras de fibras e no pre-tratamento de agua efluente da industria de sucos de frutas. Estas 

enzimas vem, majoritariamente, de fontes bacterianas (KASHYAPzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA et al., 2001). 

Pectinases podem ser sintetizadas por bacterias, fungos e leveduras. Atualmente a 

utilizacao de enzimas de origem fungica tem aumentado progressivamente, apresentando 

grande destaque no setor industrial. A producao de pectinases por microrganismos e 

influenciada pelas condicdes de cultivo, em particular, do meio de cultura, tempo de cultivo e 

escolha de linhagens apropriadas. Quando esses criterios sao alcancados, tem-se uma melhor 

producao enzimatica (CARVALHO, 2007a). 

AzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA utilizacao de bacterias, leveduras ou fungos filamentosos para a producao de 

biomoleculas desperta grande interesse de estudo em virtude de inumeras vantagens 

apresentadas, tais como: nao necessitam de amplos espacos para seu crescimento; conseguem 

degradar e crescer em diversos substratos, inclusive em residuos industrials, os quais podem 

ser aproveitados desde que se escolha o microrganismo apropriado ou adaptado para a 

finalidade desejada; possuem um crescimento rapido quando as condicSes sao favoraveis para 

o seu crescimento e podem ser manipulados geneticamente para a obtencao de mutantes 

(BRAVO et al., 2000). 

2.3.4 Aspergillus niger como produtor de pectinases 

As pectinases produzidas por fungos do genero Aspergillus sao de grande importancia por 

sua aceitabilidade na industria de processamento de alimentos (BRAVO et al., 2000). 
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Segundo Castilho (1997), os fungos filamentosos, em especial do generozyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Aspergillus 

(Aspergillus niger, Aspergillus oryzae e Aspergillus wentii) possuem corpos de frutificacao 

com conidioforos contendo vesiculas terminals arredondadas, recobertos de esporos nas 

extremidades das hifas e, no caso do Aspergillus niger, a cor dos esporos e negra. 

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

O genero Aspergillus e o mais comum dos fungos filamentosos, alem de ser um dos mais 

estudados. As especies que compoe este genero tem ampla distribuicao mundial estando 

presente na superficie, no ar e na agua, tanto em organismos vegetais quanto em animais, 

alem de estarem associadas com a deterioracao de materials vegetais e alimentos, 

principalmente em regioes de clima tropical e sub-tropical. Muitas das especies de Aspergillus 

sao utilizadas para a obtencao de enzimas, na biossintese quimica e na transformacao de 

compostos. Ha especies patogenicas para o homem e para os animais e ha aquelas que durante 

seu metabolismo produzem substantias toxicas. A taxonomia atual reconhece 150 especies do 

genero Aspergillus, entretanto somente 30 destas sao bem definidas e facilmente distinguiveis 

(ROSA et al, 2002). zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

2.3.5 Fermentacao semi-solida 

A fermentacao semi-solida pode ser definida como uma tecnica de crescimento de 

microrganismos sobre e no interior de particulas porosas limidas (suporte ou matriz solida) na 

Figura 2.6. Aspergillus niger (READ, 1991) 
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qual o conteudo de lfquido contido na matriz solida deve ser mantido em valores de atividade de 

agua que assegure o conveniente crescimento e metabolismo celular, mas que nao exceda a 

capacidade maxima de retencao de agua na matriz (MENESES, 2006). 

PintozyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA et al, (2005) destacam nesse processo de fermentacao as seguintes caracteristicas: 

• A fase solida atua como fonte de carbono, nitrogenio e demais componentes, alem de 

servir como suporte para o crescimento das celulas microbianas. 

• O ar, necessario ao desenvolvimento microbiano, deve atravessar os espacos vazios do 

meio a pressoes relativamente baixas. O substrato nao deve apresentar aglomeracao das suas 

particulas individuals. 

• O crescimento microbiano ocorre em condicdes mais proximas as dos habitats naturals. 

• O meio apresenta alta heterogeneidade e os substratos nao estao completamente 

acessiveis ao microrganismo. 

As matenas-primas sao de 60% a 80% do custo total da etapa de fermentacao do processo 

de producao de enzimas. A composicao 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 extracao e purificacao da enzima (VALADAO, 2005). 

Pandey et al, (2000) ressaltam em seus estudos que pesquisas para a selecao de substratos 

adequados para processos de fermentacao semi-solida dao destaque, principalmente, a 

produtos pos-colheita e residuos agroindustriais. Dentre os residuos mais estudados, estao os 

das seguintes culturas: mandioca, soja, beterraba, batata, sorgo, trigo, arroz, feijao, milho e 

cana-de-acucar, alem de residuos industrials do processamento de frutas, de oleo, serragem, 

sabugo de milho, entre outros. Portanto, a utilizacao da fermentacao em meio semi-s61ido 

primeiramente leva em conta a importancia da sustentabilidade ambiental que vem sendo 

prioridade das politicas de pesquisa agropecuaria em quase todo o mundo e baseia-se na zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

utilizacao rational dos recursos naturais e de residuos agricolas e industrials (VALADAO, 

2005). 

2.4 Recuperacao e puriticacao de enzimas 

2.4.1 Recuperacao das enzimas obtidas por fermentacao semi-solida 

Uma etapa initial da recuperacao de enzimas obtidas por fermentacao semi-solida e a 

lixiviacao do material fermentado. A lixiviacao consiste na dissolucao preferential de um ou 
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varios solutos de interesse por meio do contato entre um solidozyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA e um solvente liquido 

(FERNANDEZ, 2009). Tal solvente pode ser: agua, tampoes, solucdes salinas diluidas ou 

solucSes aquosas de glicerol, de modo a obter-se, apos a operacao de separacao do tipo 

solido-liquido, um extrato enzimatico bastante limpido. Altemativamente, a massa semi-

solida pode ser seca a baixas temperaturas, antes da extracao. O material seco pode ser 

armazenado para posterior manipulacao ou pode ser usado como uma preparacao comercial 

bruta. O extrato bruto liquido pode ser concentrado a vacuo ou por ultrafiltracao. O 

concentrado assim obtido pode ser vendido na forma liquida, apos a adicao de estabilizantes, 

como, por exemplo, glicerol ou tampoes (CASTILHO, 1997). 

Para desenvolver um processo de lixiviacao com sucesso, alem da selecao do equipamento 

adequado, existe a influencia de diferentes variaveis, entre as quais se destacam a preparacao 

dos solidos, a relacao solido/solvente, a temperatura do processo, o pH do solvente, a tensao 

superficial do liquido, o grau de agitacao do sistema, e a presenca ou n3o de reacao quimica 

na extracao (FERNANDEZ, 2009). 

Segundo Fernandez (2009), a relacao entre a quantidade de solido a tratar e o volume de 

solvente e de grande importancia. A intensidade e o carater do processo de extracao solido-

liquido dependem em grande parte da difusividade do soluto na fracao do solvente 

selecionado, assim como da concentracao de saturacao do soluto no solvente, pois esta 

diretamente relacionado com a forca motriz do processo. Por outro lado, e necessario levar em 

consideracao que um grande volume de solvente na extracao dos solutos aumenta 

consideravelmente os custos de purificacao e recuperacao do produto de interesse. Ja a 

agitacao, favorece a difusao dos solutos no solvente. Alem disso, a extracao de enzimas e 

proteinas deve ser realizada em valores de temperatura e pH onde a estabilidade seja otima e, 

sua atividade biologica seja igualmente elevada. sem causar danos as biomoleculas ou ao 

solvente. 

Hendges (2006) estudando a extracao de poligalacturonases produzidas porzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Aspergillus 

niger por FSS em reator de dupla superficie, utilizando farelo de trigo e pectina como 

substratos, determinou como condicSes adequadas para a extracao das enzimas a temperatura 

de 30°C, uma relacao solido/solvente (RE) de 1:7,5 ; com um tempo de contato (TC) de 15 

minutos e agitacao 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 operacoes unitarias com o 

objetivo de recuperar, concentrar e purificar as biomoleculas de interesse. 
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2.4.2zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Fator de recuperacao e purificacao de proteinas zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Em geral, as solucoes contendo as biomoleculas a serem purificadas encontram-se 

misturadas as celulas, sais e a produtos gerados durante a fermentacao. Portanto, necessitam 

de um tratamento que possibilite a separacao destes materials (muitas vezes indesejaveis), o 

que acaba elevando os custos da sua purificacao, podendo representar 80% do custo total de 

producao (CAVALCANTI, 2010). 

Segundo Cavalcanti (2010), a avaliacao do desempenho de qualquer metodo de 

purificacao de proteinas se baseia na recuperacao e no fator de purificacao da proteina. Tais 

valores sao obtidos em relacao a solucao initial. A avaliacao tambem pode ser feita 

relacionando-se a concentracao do material purificado (C) com a concentracao do material 

initial (C0), ou quaisquer etapas dentro do bioprocesso, tendo sempre uma etapa anterior 

como referenda. Dessa forma, defme-se: 

A recuperacao da proteina (RP) e a relacao da concentracao do material purificado (C) 

com a concentracao do material nao purificado (Co), dada em porcentagem, conforme a 

Equacao 2.1: zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

C 

Recuperagao da proteina (%) = —xlOO % (2.1) 
Co 

O fator de purificacao (FP) e definido como a relacao entre a atividade especifica no 

material purificado (AP) com a atividade especifica no material nao purificado (ANP), no 

caso de enzimas, ou massa da biomolecula alvo em relac3o a massa previa, ou seja, para 

enzimas tem-se, conforme a Equacao 2.2: 

AP 
Fator de Purificacao = (2.2) 

ANP 

Sendo AP a atividade enzimatica especifica apos uma determinada etapa de referenda e 

ANP a atividade especifica initial da enzima antes dessa etapa. 
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2.4.3 Problematica da extracao e purificacao de bioprodutos zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Uma situacao comum em diversos processos industrials e a separacao dos constitulntes de 

uma mistura liquida homogenea composta de dois ou mais componentes. Para realizar esta 

separacao existem varios metodos cuja aplicacao e limitada pelas caracteristicas fisicas e 

quimicas dos componentes da mistura a ser separada. pelos custos do processo de separacao e 

pelas condicoes disponiveis para a implantacao do processo escolhido (CESAR, 2005). 

A extracao e o isolamento de proteinas apos fermentacao em larga escala ou provenientes 

de uma suspensao de celulas ja eram problemas criticos da biotecnologia em meados do 

seculo XX (SILVAzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA et al, 1999). Geralmente, a separacao e purificacao de enzimas do meio 

de cultivo constituem a maior parte do custo total de sua producao. Por esta razao, existe a 

necessidade de se desenvolver tecnicas em grande escala que sejam eficientes, eficazes, 

economicas e alcancem altos graus de recuperacao e pureza, mantendo a atividade biologica 

da enzima (ANTOV et al, 2004). 

Alem disso, grande parte dos esquemas utilizados para a purificacao de proteinas envolve 

diversas operacoes unitarias no processo de Recuperacao e Purificacao de Bioprodutos (RPB). 

Tal fato pode ocasionar baixo rendimento da proteina desejada e aumento de custos. A busca 

de solucSo para este problema tem incentivado o desenvolvimento de tecnicas que 

simplifiquem e diminuam o numero de operacoes utilizadas na purificacao de biomoleculas, 

ja que nesses processos, operac5es convencionais como a extracao liquido-liquido utilizando 

solventes nao e adequada pelo fato da maioria dos solventes utilizados serem toxicos e 

provocarem a desnaturacao de proteinas (CESAR, 2005). 

2.4.4 Criterios para operacao de extracao em bioprocessos 

Para aplicacoes em bioprocessos, um meio de extracao necessita atender certos criterios, 

ja que parametros como a solubilidade e a estabilidade dos compostos s8o importantes e n3o 

devem ser desprezados (CESAR, 2005). Porto (2004) cita alguns criterios: 

- O meio n3o deve ser toxico ao sistema biologico nem ao homem; 

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

- Deve ter baixo custo e estar dispom'vel comercialmente em grande quantidade; 

- Deve ser esterilizavel; 
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- Ser imiscivel ou parcialmente miscivel com solucoes aquosas; 

- Nao deve apresentar tendencias de formacao de emuls5es estaveis com materiais 

biologicos; 

- Nao ser inflamavel. 

Alem disso, para processos de extracao do tipo liquido-liquido, o sistema deve formar 

duas fases imisciveis ou parcialmente misciveis com densidades diferentes, para possibilitar a 

recuperacao do bioproduto desejado, concentrado em uma das fases. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

2.5 Sistemas aquosos bifasicos 

Nos ultimos anos, tem adquirido importancia e crescente 6xito em bioprocessos de 

isolamento e separacao de proteinas, os sistemas aquosos bifasicos (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 potassio ou sulfato de amonio. Nesses sistemas, as proteinas se 

distribuem entre as duas fases aquosas de acordo com um coeficiente de distribuicao que se 

define como (Equacao 2.3): 

AT = M ( 2 . 3 ) zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
[Pb] 

Onde [PtJ e [Pb] sao suas concentrac5es do soluto na fase superior e inferior 

respectivamente. O coeficiente de distribuicao depende de uma serie de variaveis 

experimentais: pH, temperatura, presenca de sais, peso molecular e concentracao do polimero, 

hidrofobicidade e tamanho da proteina, entre outras. Mediante o controle dessas variaveis, e 

possivel fazer com que uma proteina contida em um mistura complexa seja transferida para 

uma das fases, mantendo as proteinas nao desejadas na fase oposta (GOMEZ et al., 2006). 

A separacao espontanea. em fases distintas, devido a adicao de solucoes aquosas de dois 

polimeros foi inicialmente observada pelo microbiologista holandes Beijerinck, em 1956, ao 

misturar agar com gelatina ou amido soluvel. A fase inferior era rica em agar e a superior em 

gelatina (ou amido). Em 1956, Albertsson constatou que sistemas formados por polimeros 

soliiveis e solventes organicos tambem possibilitam a particao de materiais biol6gicos, ou 
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seja, permitiam que uma terceira substantia introduzida no sistema fosse coletada, 

preferencialmente, numa das fases por ajuste de parametros ffsico-quimicos (CESAR, 2005). 

A extracao de biomateriais usando sistemas aquosos bifasicos e, portanto, uma ferramenta 

poderosa na separac5o e analise de particulas biologicas (CARDOSO, 2007), pois fornece 

uma tecnica de separacao simples, facilmente dimensionavel, energeticamente eficiente e 

suave para a recuperacao de produtos em biotecnologia (HATTI-KAUL, 2001). 

Algumas caracteristicas desses sistemas fazem com que sejam particularmente adequados 

para a separacao de misturas de moleculas de origem biologica: ambas as fases sao ricas em 

agua, constituindo um ambiente nao agressivo a tais moleculas; a tensao interfacial e pequena, 

facilitando a transferencia de solutos entre as fases, e a diferenca de hidrofobicidade entre as 

fases e pequena e dependente da concentracao, o que permite a manipulacao dos sistemas de 

maneira a possibilitar a separacao de moleculas semelhantes (ALBERTSSON, 1986). zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

2.5.1 Estudos envolvendo SABs 

Trabalhos realizados com sistemas bifasicos aquosos tem obtido resultados satisfat6rios 

na purificacao de biomoleculas e estao se tornando cada vez mais importantes (FERREIRAzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA et 

al., 2009). A Tabela 2.2 mostra alguns trabalhos desenvolvidos nos ultimos anos utilizando 

SABs. 

Segundo Da Silva e Loh (2006), apesar da intensa aplicacao em escala laboratorial para 

purificacao de enzimas e proteinas, os SABs ainda nao alcancaram ampla aplicacao 

comercial, tendo talvez como possiveis causas o custo dos polimeros formadores das fases 

e/ou o comportamento complexo (inumeras variaveis interferindo de forma cinegetica ou 

antagonica) de particao apresentados nestes sistemas bifasicos. Alem disso, para sua aplicacao 

sistematica, e necessaria maior compreensao dos fatores que determinam sua formacao e a 

particao 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 aplicacao em escala industrial dos SABs. 

Consequentemente, processos utilizando SABs em etapas de recuperacao primaria de 

produtos de interesse biotecnologico serao uma importante opc3o para novos bioprocessos 

industrials. 
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Tabela 2.2.zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Aplicacdes dos SABs. 

BIOMOLECU LA SAB AUTORES RECUPERACAO 

Lisozima PEG-IDA-Cu
2+

/fosfato 
SILVA et al. 

(1999) 
51% 

Xilanase PEG/fosfato de potassio BIM(1999) 97% 

Bromelina PEG/fosfato de potassio 
BERTEVELLO 

(2001) 
58% 

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

Pectinases 
PEG 4000/dextrana 

PEG 4000/(NH4)2SO4 

ANTOV et al. 

(2004) 

72,41% 

69,46% 

Bromelina PEG/POL1CAJU 
SARTORELLO 

(2004) 

K entre 0,119 e 

0,2 

Pro-toxina epsilon PEG/Citrato PORTO (2004) 131% 

Endopoligalacturonase 
P E G / f N H , ) ^ 

PEG/PVA 
PEREIRA (2005) 

91% 

95% 

Albumina, lisozima e 

tripsina 

PEG/Carbamato de 

am6nio 

DALLORA et al. 

(2006) 
promissora 

Toxinas ofidicas PEG/fosfato de potassio 
GOMEZ et al. 

(2006) 
eficiente 

b-ficoeritrina 

PEG/Sulfato 

PEG/Fosfato de potassio 

PEG/dextrana 

MIRELES et al. 

(2006) 
72% 

Amilases PEG/CaCl2 

FERREIRA et al. 

(2007) 
K= 4,2; adequado. 

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

glicomacropeptideo 
PEG/ Sal (Sulfate, Fosfato 

e Citrato) 
SILVA (2007) 94,66 

Bromelina PEG/fosfato de potassio FERREIRA (2007) eficiente 

HBSAG PEG/fosfato de potassio 
HINOJOSAera/. 

(2007) 
65% 

a-galactosidase PEG/fosfato de potassio 
NAGANAGOUDA 

et al. (2008) 

89,60% 

Ovomucoide PEG/Na2C03 
OLIVEIRA (2009) 90% 

Alem de biomoleculas, ha tambem estudos da utilizacao de SABs para recuperacao de 

ions complexos, como o nitroprussiato e pentacianonitrosilmetalatos (CARDOSO, 2007), o 

que ilustra a versatilidade desta tecnica. 
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2.5.2zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Diagramas de fases zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

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 

substantias com a agua, um sistema bifasico so sera formado quando a composicao dos 

constituintes se encontrar acima de determinados valores (PEREIRA, 2005), sendo estes 

valores os pontos da curva binodal. A determinacao do diagrama de equilibrio de fases e a 

primeira etapa para caracterizar os sistemas bifasicos aquosos, pois ele contem informacoes 

das concentracoes de PEG e sal necessario a formacao das fases, composicao das fases em 

equilibrio e previsao qualitativa da particao de moleculas (FERREIRAzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA et ah, 2009). 

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

variacao da energia livre de Gibbs do sistema, AGSist. Este parametro fisico-quimico e 

importante para a compreensao dos mecanismos que governam o processo de transferencia de 

um determinado soluto no SAB. O estado de equilibrio termodinamico dos SAB e alcancado 

quando a Energia Livre de Gibbs do sistema e 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 tambem na interface (BRITO, 2007). 

Os diagramas de equilibrio podem ser construidos empregando o sistema de coordenadas 

retangulares, mas tambem podem ser expressos em coordenadas triangulares, a diferenca e 

que na forma retangular, a concentracao do solvente, no caso a agua, esta implicita no 

diagrama (CUNHA, 2008). 

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

Componente 1 (% nVm) 

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 sao 

representados no eixo das abscissas e das ordenadas, respectivamente. A curva que divide a 

regiao em duas fases (FS - PC - FI) e chamada curva binodal ou curva de equilibrio e 

informa em quais composicoes globais o sistema e homogeneo e em quais e heterogeneo 

(CUNHA, 2008). 

Uma mistura com a composicao global representada pelo ponto G, como mostrado na 

Figura 2.8, separa-se espontaneamente em duas fases, com composicoes representadas pelos 

pontos FS e FI, que expressam as composicoes das fases superior e inferior, respectivamente. 

A linha que une os pontos (FS - G - FI) e conhecida como linha de amarracao, LA. Na figura 

sao mostrados tres sistemas com composicoes globais diferentes PI, P2 e G, localizados em 

linhas de amarracao diferentes (CARDOSO 2007). AzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA obtencao das linhas de amarracao ou 

ligacao e importante, pois todas as misturas com composicoes globais pertencentes a uma 

mesma linha de amarracao fornecerao fases superiores com propriedades terrnodinamicas 

intensivas identicas (composicao, por exemplo), porem com propriedades terrnodinamicas 

extensivas (volume, por exemplo) diferentes. O mesmo principio aplica-se as fases inferiores 

(BRITO, 2007). 

Quando um SAB e gerado de maneira que sua composicao global situe no ponto medio da 

LA, a propriedade termodinamica extensiva volume, das fases superior e inferior, serao os 

mesmos. No entanto, se um SAB for montado de maneira que sua composicao global se 

encontre mais proxima a composicao de uma das fases, havera a formacao de fases em 
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equilibrio, que terao volumes distintos. Para um sistema que tenha uma composicao global 

mais proxima da concentracao da fase superior, ocorrera a formacao de um SAB com uma 

fase superior tendo maior volume do que a fase inferior (CARDOSO 2007). 

Um parametro termodinamico utilizado em estudos com SAB para medir a diferenca das 

propriedades terrnodinamicas intensivas entre as fases em equilibrio e o comprimento da linha 

de amarracao (CLA ou TLL, sigla inglesa de "tie-line length"). O CLA e um valor numerico 

calculado que mede a distancia entre os pontos FS e FI no diagrama de fases conforme Figura 

2.7. 

O CLA e calculado emzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA funcao das diferencas de concentracao dos componentes em cada 

fase do SAB, de acordo com a Equacao 2.4 zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

CLA(%) = yj(w0 -wlA f +(ws2 -wia f (2.4) 

onde wzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBASj , W j j representam a percentagem do componente j na fase superior e inferior, 

respectivamente. 

Cabe ressaltar que, quanto maior o valor do CLA, maior sera a diferenca entre as 

propriedades terrnodinamicas intensivas das fases, elevando, conseqttentemente, a eficiencia 

na extracao e/ou particao 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, e o ponto em que 

existiriam, hipoteticamente, duas regides distintas, porem dotadas de propriedades 

terrnodinamicas intensivas exatamente iguais (BRITO, 2007). 

Outro importante parametro e o declive da linha de amarracao (STL, sigla inglesa de "tie-

line slope"), que e definido de acordo com a Equacao 2.5 (PEREIRA, 2005). 

STL = ^ ± (2.5) 

Este parametro apresenta-se atualmente como uma caracteristica importante dos 

diagramas de fases uma vez que o seu valor e geralmente constante quando esta presente um 

SABs de polimeros e a sua avaliacao, comparacao com uma media para um dado sistema e 
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nova medicao para valores afastados dessa media e provavelmente o melhor metodo para 

obter diagramas de fases confiaveis (ZASLAVSKY, 1995). 

Deve-se destacar que os polimeros sinteticos sSo geralmente polidispersos, podendo a 

distribuicao das suas massas moleculares variar de lote para lote, mesmo quando obtidos do 

mesmo fabricante. Assim, a posicao da binodal para um dado sistema nao pode ser vista como 

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

2.5.3 Fatores que influenciam no sistema de fases 

Os principals fatores que influenciam no sistema de fases e consequentemente alteram o 

diagrama de fases sao: a massa molar do polimero, a concentracao dos componentes do 

sistema, o pH e temperatura (FERREIRA, 2007), embora o fator mais importante para a 

separacao 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 

assimetricas e proximas da origem do eixo de coordenadas, requerendo-se menores 

concentracSes para a separacao das fases. Este comportamento e devido ao aumento do 

carater hidrofobico do PEG ao aumentar-se o peso molecular do polimero (BERTOLUZOzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA et 

al, 2005). 

A variacao de temperatura tambem provoca alteracoes na binodal do sistema, pois altera a 

solubilidade dos sais e polimeros em agua. O deslocamento da binodal pode ocorrer tanto para 

concentracSes menores quanto maiores, dependendo do tipo de sistema. No caso SAB 

compostos por um polimero e um sal, o aumento da temperatura conduz a uma diminuicao 

das concentracSes de polimeros e sal necessarias ao aparecimento de duas fases (PEREIRA, 

2005). 

O pH e o tipo de cation tambem sao variaveis que podem influenciar no diagrama de 

fases. Diminuindo o valor do pH, as concentracSes necessarias de polimero e sal de um 

sistema PEG/sal aumentam, deslocando a curva binodal para a direita. Porem, tal efeito nao e 

muito expressivo, ja que Ferreira et al, (2009) estudando o efeito da massa molar e do pH 

sobre o equilibrio termcKiinamico do sistema bifasico aquoso PEG/fosfatos, concluiram nao 

haver deslocamento significativo da binodal em relacao aos diferentes pHs estudados nem 

influencia do pH nas composicoes das linhas de amarracao. 

O efeito da adicao de sais nos sistemas varia com o sal e com o proprio sistema 

(PEREIRA, 2005). Bertoluzzo et al, (2005) observaram que ao adicionar-se sal ao SAB 
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aumenta-se a area bifasica como resultado de um fenomeno de "salting out" do polimero 

originado pelo sal e um efeito de "exclusao" do polimero ao sal. Portanto, a adicSo de sais 

resulta no deslocamento da binodal no sentido das menores concentracSes de PEG e Sal. Esse 

efeito aumenta com o aumento do peso molecular do polimero. 

Dado ao grande numero de variaveis que influenciam o comportamento do sistema, alguns 

autores como Porto (2004) preferem construir o diagrama de equilibrio ja com o meio 

fermentado presente, como forma de se trabalhar com valores de equilibrio mais coerentes 

com a situacao na qual o SAB sera aplicado. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

2.5.4 Consideracoes terrnodinamicas da particao 

Nos processos de transferencia de solutos de uma fase para outra, e necessario ter controle 

sobre todos os parametros termodinamicos que afetem o comportamento da particao. Como 

exemplo, durante os experimentos, o pH, a temperatura e a pressao devem permanecer 

constantes. Isso garante que o valor de KzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA 6 devido somente a redistribuicao do soluto entre as 

fases dos SABs (FRANCISCO, 2006). 

A particao de um determinado soluto "s" de uma fasezyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA "P" para uma fase "a" se da com a 

diminuic3o da energia livre de Gibbs do sistema. Assim, considerando que o soluto nao muda 

a composicao das fases (regime de diluicao infinita). a unica maneira para que tal fenomeno 

ocorra e com a diminuicao do potencial quimico "u" do soluto nas fases. 

O potencial quimico pode ser definido como a variac3o de uma propriedade 

termodinamica intensiva "Y" em funcao da variacao do numero de moleculas de um 

determinado componente, mantendo-se constantes outras propriedades terrnodinamicas e o 

numero de moleculas dos outros componentes presentes no sistema (FRANCISCO, 2006). 

Um sistema bifasico estara em equilibrio termodinamico se o potencial quimico do soluto 

"s" na fase "a" for igual ao potencial quimico do soluto na fase "P", conforme mostra a 

Equacao 2.6: zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

tf^ tf (2-6) 

Dessa forma, o potencial quimico do soluto "s" nas fases "a" e "P" e dado pelas Equacdes 

2.7 e 2.8 respectivamente. 
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M°=tf"+RThia?zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA (2.7) 

tif=tfJ'+RT\naf (2.8) 

Onde e o potencial quimico padrao do soluto "s" tendo como solvente cada uma 

das fases ezyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA af"
e e a atividade do soluto numa fase especifica. 

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

a sua concentracao numa determinada fase, conforme mostra a Equacao 2.9: 

=[solutoYase (2.9) 

Igualando as Equacoes 2.7 e 2.8 e rearranjando os termos, obtem-se a Equacao 2.10: 

ri0;a-»0/=-RT\nK, (2.10) 

Ks e definido como a raz3o da densidade numerica do soluto na fase a em relacao a fase p, 

conforme mostra a Equacao 2.11: 

_[solutof-
K<~[soluto]^ ( 2 H ) 

A diferenca de potencial quimico do soluto "s" entre as fases "a" ezyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA "P" e a variacao de 

energia livre de Gibbs de transferencia de 1 mol da especie quimica "s" da fase "P" para a 

fase "a", estando o soluto em regime de diluicao infinita (Equacao 2.12). 

^G^-RTXnK, (2.12) 
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Por definicao, azyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA variacao de energia livre de Gibbs de transferencia e dada pela Equacao 

2.13: zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

AtrG = AtrH-TArrS (2.13) 

Pela Equacao 12, a partir da medida do coeficiente de particao do soluto "s" em um 

determinado SAB, e 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 termodinamica AlrH pode ser determinada se K for medido a diversas 

temperaturas e for aplicada a aproximacao de Van't Hoff (Equacoes 2.14 e 2.15). 

In K, = a + b zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
t r zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA2 | zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

— + c\ zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
+ 

— 

\ 
(2.14) 

A„H° = -R b + 2c (2.15) 

Como conseqiiencia, AtrS e conhecido pela diferenca entre a variacao de energia entalpica 

de transferencia (Equacao 2.15) e a variacao da energia livre de Gibbs associada ao processo 

(Equacao 2.12) na respectiva temperatura em que foi determinado o valor de K (Equacao 

2.11), assim, a variacao de entropia e descritapela Equacao 2.16: 

AtrS° = 
o_(AlrH°-AtrG°) 

T 
(2.16) 
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2.5.5 Fatores que afetam a particao em SABs zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Sao muitas as variaveis que afetam a particao de um soluto em SABs. Dentre elas, podem 

ser citadas o tipo, a massa molecular e concentracao dos polimeros que formam as fases; tipo 

e concentracao de aditivos, pH e temperatura (ZASLAVSKY, 1995). 

Apesar destas variaveis serem todas mutuamente dependentes e ainda nao completamente 

compreendidas, torna-se necessario fazer a analise dos efeitos de cada uma delas 

separadamente (PEREIRA, 2005). 

2.5.5.1 Efeito da composicao do polimero 

Num sistema polimero-polimero, o termo composicao do polimero diz respeito a tres 

variaveis diferentes (ZASLAVSKY, 1995). Assim, para cada um dos polimeros 

predominantes em cada uma das fases devem considerar-se o tipo ou estrutura quimica do 

polimero; a massa molecular e a concentracao do polimero. A massa molecular naozyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA 6 

considerada em SABs do tipo PEG-Sal (PEREIRA, 2005), pois ha 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 particao da proteina sera 

mais favoravel a fase salina. Caso a massa molar do PEG seja baixa, ocorrera o oposto, sendo 

a particao favoravel a fase polimerica. Isso ocorre provavelmente devido ao aumento do efeito 

do volume excluido que ocorre na fase PEG. Esse efeito e menor para substantias de baixa 

massa molar. A massa molar da substantia a ser separada tambem influencia em K, pois 

quanto maior for a molecula, maior sera a area de contato que interage com os componentes 

do sistema e, de acordo com as caracteristicas da molecula e com o tipo de interacao, ela sera 

mais favoravel a uma das fases (FERREIRA, 2007). 

Lima et al. (2002), estudando a particao 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 polimerica para sistemas 
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compostos por PEGzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA 400, mas passaram a concentra-se mais na fase salina a 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 tambem influi no valor de K, pois as proteinas sao macromoleculas 

polieletrolitas que carregam cargas quando estao em solucoes aquosas. As cargas dependem 

da composicao, da sequencia de aminoacidos, e tambem das propriedades da solucao aquosa, 

como o pH e a concentracao dos solutos (FERREIRA, 2007). 

2.5.5.3 Efeito de aditivos de baixa massa molar 

Segundo Zaslavsky (1995), a adicao de solutos de baixa massa molecular, quer ionicos 

(sais inorganicos) quer nao idnicos (ureia), afeta a particao de solutos nos SABs. Portanto, 6 

possivel que a particao de enzimas presentes em um extrato enzimatico seja afetada pela 

presenca de sais provenientes do tampao usado no processo de extracao e por outras 

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

2.5.5.4 Efeito do pH 

O efeito da variacao do pH de um meio tamponado n3o pode ser facilmente diferenciado 

da adicao de sais. Esta situacao prende-se com o fato de que, ao se variar o pH da solucao, 

variar-se a razao entre a concentracao dos sais com poder tamponante (ZASLAVSKY, 1995). 

Assim, podem ocorrer alteracoes nas propriedades do meio aquoso induzidas por uma dada 

variacao de pH e/ou variacao na composicao do sal tampao correspondente. Por outro lado, 

moleculas como proteinas, peptideos, entre outras, contem uma grande variedade de grupos 

acidos e basicos dependendo do pH do meio. O pH do meio altera, nao so a carga superficial 

do soluto, como tambem induz alteracoes conformationals do soluto, podendo ocorrer assim a 

associacao e a dissociacao de subunidades (PEREIRA 2005). 

Trabalhando-se em um valor de pH proximo ao ponto isoeletrico (pi), onde a somatdria de 

cargas da proteina e praticamente nula, existira apenas o efeito do tamanho e concentracao do 

polimero e do tamanho e composicao da superficie da proteina, considerando-se apenas os 

efeitos eletrostaticos. (FORCINITIzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA et al, 1991). 
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2.5.5.5 Efeito das caracteristicas do soluto zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Os efeitos do tamanho do soluto (massa molecular) e da sua estrutura quimlca sao 

bastante dificeis de distinguir (ZASLAVSKY, 1995). ZaslavskyzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA et al, (1986) constataram 

que a particao do PEG e do PVA era independente da massa molar do polimero para as gamas 

de massa molar estudadas (de 1500 Da ate 40000 Da para o PEG e de 20000 Da ate 100000 

Da para PVA); por outro lado, verificaram que, para as poliacrilamidas o coeficiente de 

particao aumentava com a massa molecular. Para a rxdivimlpirrolidina o efeito observado foi 

contrario, ou seja, o coeficiente de particao diminuia com o aumento da massa molecular. 

Deste modo concluiram que a caracteristica que influencia a particao do soluto e a sua 

estrutura quimica e nao o seu tamanho (PEREIRA, 2005). 

A influencia da estrutura quimica da biomolecula parece ser explicada pela modificacao 

(^io)quimica que a molecula pode sofrer (ZASLAVSKY, 1995), uma vez a particao e 

bastante especifica, dependendo do tipo de biomolecula. 

2.5.5.6 Tempo de separacao das fases 

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

sistema. Sistemas contendo PEG/sal possuem um tempo de separacao 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 acao da gravidade, enquanto em sistemas 

PEG/dextrana esse valor cai para 5 a 30 minutos dependendo da concentracao e da massa 

molar dos polimeros. Nos sistemas PEG/fosfato, o tempo de separacao entre as fases e 

inferior a 5 minutos (COIMBRA, 1995). 

Outro fator que tambem influencia o tempo de separacao e a velocidade de coalescencia 

das pequenas bolhas que se formam durante a agitacao. Quando se agita um sistema de fases 

de maneira a uniformiza-lo, inicialmente ocorre a formacao de pequenas regiOes ricas em 

cada componente. Com o tempo, essas regiSes aumentam e separam-se em duas regioes 

distintas. A posicao em relacao ao ponto critico tambem exerce influencia no tempo de 

separacao das fases. Nos sistemas proximos ao ponto critico, o tempo de separacao e maior 

devido a uma pequena diferenca de densidade. Ja no caso dos sistemas muito distantes do 
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ponto critico, a viscosidade aumenta devido ao aumento da concentracao do polimero, 

tornando a separacao de fases mais lenta (FERREIRA, 2007). zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

2.6 PEG e fosfato de potassio 

2.6.1 Polietilenoglicol (PEG) 

O polietilenoglicol, HO-(CH2CH2)n-CH2CH20H, e um poliester sintetico neutro, linear ou 

de cadeia rami ficada, dispomvel numa grande variedade de pesos moleculares, de poucas 

centenas a milhares de Daltons. Solubiliza-se em agua e em diferentes solventes organicos 

(FERREIRA, 2007). A designacSo PEG e usada para compostos de baixa massa molar 

(menos de 20.000g/mol) e a designacSo PEO (polioxido de etileno) e restrito para compostos 

de altas massas molares (maiores que 20.000g/mol). Os PEGs com massas molares menores 

que lO.OOOg/mol sSo fornecidos na forma de solucoes incolores estaveis ou pastas. Os de 

massas molares elevadas, acima de lO.OOOg/mol, sao encontrados na forma de po ou flocos 

brancos. Podem ser estocados a temperatura ambiente, embora a 4°C a ocorrencia de 

oxidacao em solucoes seja retardada (PORTO, 2004). 

A utilizacao do PEG e de grande interesse na biotecnologia principalmente por excluir, 

em ambiente aquoso, outros polimeros de sua vizinhanca, nao se solubilizando com eles. Por 

serem compostos biodegradaveis e atoxicos, a descarga de PEG nao e problematica para o 

meio ambiente. O PEG possui uma variedade de propriedades pertinentes para aplicacSes 

biomedicas, sao elas; insolubilidade em agua a elevadas temperaturas, forma complexos com 

cations metalicos, aha mobilidade com grande poder de volume excluido em agua, agente 

precipitante de proteinas e acidos nucleicos (PORTO, 2004). Sendo nao antigenico nem 

imunogenico foi aprovado pelo FDA (Food and Drug Administration) para varias aplicacoes 

tarmaceuticas, biologicas e bioquimicas (FERREIRA, 2007). 

2.6.2 Fosfato de potassio 

De acordo com Ferreira (2007), os fosfatos sSo sais inorganicos, amplamente conhecidos. 

Sao utilizados em sistemas bifasicos aquoso do tipo polimero/sal e, portanto, formam duas 
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fases na presenca do polimero. Alem disso, apresentam menor custo em relacao a dextrana e 

maior facilidade de utilizacao industrial. 

O fosfato de potassio monobasico, que tambem e conhecido como fosfato diacido de 

potassio, tem massa molarzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA 135,09 g/mol e sua formula molecular ezyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA KH2PO4 (anidro). Em 

solucao a 5% e temperatura de 25 °C seu pH fica entre 4,1 e 4,5. A sua cinetica de dissolucao 

em agua e lenta, sendo necessario aquecer o sistema para dissolucao total do sal a altas 

concentracoes. 

O fosfato de potassio dibasico anidro tem massa molar 171,18 g/mol e sua formula 

molecular e K2HPO4. Em solucao a 5% e temperatura de 25 °C seu pH fica entre 8,5 a 9,6 e 

apresenta cinetica de dissolucao em agua mais rapida que o monobasico. 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 metodos zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Neste capitulo sao descritas as metodologias de fermentacao e caracterizacao fisico-

quimica do residuo utilizado na fermentacao semi-solida, a matriz do planejamento 

experimental empregado no estudo da extracao, bem como a metodologia de construcao e 

caracterizacao dos SABs empregados nos ensaios de concentracao e a forma de avaliacao de 

seu desempenho no processo de recuperacao de biomoleculas. 

3.1 Tratamento do residuo 

Os experimentos foram realizados no Laboratorio de Engenharia Bioquimica da Unidade 

Academica de Engenharia Quimica da Universidade Federal de Campina Grande (UFCG). 

O residuo agroindustrial do maracuja amarelozyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA (Passiflora edulis f. flavicarpd) utilizado 

neste trabalho foi obtido a partir de frutos semi-maduros adquiridos na EMPASA (Empresa 

Paraibana de Abastecimento e Servicos 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 remocao de impurezas. 

Apos a lavagem, os frutos foram cortados e tiveram a polpa e as sementes removidas. A 

casca e o albedo foram recolhidos e triturados em um liquidificador industrial. O bagaco 

resultante desse processo foi posto para secar em secador de leito fixo (Figura 3.1), na 

temperatura de (55 ± 1) °C com vazao de ar de 1,1 m3/s, ate peso constante. Apos 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. 

Descricao do secador 

A . Chave do ventilador 

B . Ventilador radial 

C . Medidor de vazao 

D . Yalvula reguladora 

E . Aquecedor eletrico 

F . Chave das resistencias 

G . Chave do sistema de controle 

H . C a m a r a de secagem 

I . Termopares 

J. Controlador de temperatura 

L . Milrvoltfmetro digital 

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

Para amostragem do residuo seco, foi realizada a operacao de quarteamento segundo a 

NP-1379 (NP, 1976) com o objetivo de se obter amostras representativas para a 

caracterizacao do residuo. O residuo seco e moido foi cuidadosamente misturado para evitar 

que particulas menores ficassem agregadas umas as outras. Apos 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 recolhidas, o qual foi novamente achatado, recolhendo-se 

novamente duas partes diagonalmente opostas. Este processo foi repetido ate a obtencao da 

quantidade de material requerida para as analises. 

Foram realizadas analises de granulometria, densidade aparente, densidade real, 

porosidade, pH, cinzas, umidade, solidos soluveis (SS), acucares totais (AT), acucares 

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

3.2.1 Granulometria 

A detenninacao da distribuicao granulometrica foi realizada com um conjunto de peneiras 

Produteste, com malhas de 14, 20, 24, 35, 42, 65 e 115 mesh. Apos pesagem das peneiras 

vazias e empilhamento das mesmas no agitador, foram colocados 110 g do residuo na peneira 

superior. O conjunto de peneiras foi agitado por 20 minutos na freqttencia 80 do agitador. O 

material retido em cada peneira teve sua massa determinada. Os resultados foram expressos 

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

3.2.2 Densidade aparente 

A densidade aparente do material foi determinada atraves da adicao de 30 gramas do 

residuo em uma proveta de lOOmL, na qual foi lido o volume ocupado pela amostra. O 

residuo foi adicionado suavemente, para evitar compactacao. Atraves da Equapao 3.1 foi 

calculada a densidade aparente: 
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massa, g 

densidade aparentezyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA = — n , n 
volume ocupado,cm zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

3.2.3 Densidade real 

A densidade real do residuo seco foi determinada a partir da relacao entre a massa e o 

volume da amostra, determinado pelo deslocamento de oleo de soja em uma proveta 

graduada. Utilizou-se o oleo de soja porque ele e um liquido viscoso, capaz de cobrir a 

superficie das particulas sem penetrar em seus poros. Alem disso, o oleo nao dissolve o 

residuo, sendo, portanto, adequado a medicao do volume total das particulas. Inicialmente, o 

oleo foi colocado na proveta e seu volume foi lido e anotado (VI). A seguir, foram colocados 

na proveta com oleo 30 gramas do residuo. Pela acSo da gravidade, as particulas do residuo 

foram se depositando no fundo da proveta, deslocando o oleo. Apos total deposicao, fez-se a 

leitura do novo volume indicado pelo nivel do oleo (V2). A diferenca (V2 - VI) foi 

denominada de volume do residuo. 

Atraves da Equacao 3.2 foi determinada a densidade real do residuo: 

densidade real = —
m a s s a

^ - _ 

3.2.4 Porosidade 

A porosidade do residuo foi calculada da seguinte forma (Equacao 3.3): 

densidade aparente (3.3) 
porosidade = 1 - -

densidade real 

3.2.5 pH 

A determinacao do pH foi baseada na metodologia descrita em BRASIL (2005). Em 20 

mL de agua destilada, foi adicionado 1 g de residuo. Apos completa homogeneizacao (em 
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agitador mecanico por 30 minutos), seguida de filtracao em algodao, realizou-se a medida do 

pH com um pHmetro (modelo Tecnal TEC-2) previamente calibrado com tampdes de pH 4,0 

epH7,0. 

3.2.6 Cinzas 

Para a detenninacao 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 resfriassem ate a 

temperatura ambiente, e em seguida foram pesados. Em cada um dos cadinhos, foram 

colocados 2 g da amostra do residuo. Apos incineracao do residuo com um bico de Bunsen, os 

cadinhos foram levados a mufla a 550 °C, durante cinco horas. Apos este tempo, os cadinhos 

foram novamente deixados em dessecador para esfriarem a temperatura ambiente e, em 

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

3.2.7 Umidade 

Para analise da umidade, seguiu-se o procedimento de Brasil (2005) a partir da diferenca 

de massa entre a amostra umida e a seca em estufa. Pesou-se 5 g da amostra em recipientes 

previamente tarados, os quais permaneceram na estufa a temperatura de 105 °C, ate peso 

constante. Apos a secagem, as amostras foram transferidas para um dessecador, onde 

esfriaram ate atingir a temperatura ambiente. Em seguida, a massa dos recipientes contendo o 

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

3.2.8 Solidos soluveis 

A determinacao da quantidade de solidos soluveis foi realizada segundo a leitura do °Brix, 

medida diretamente em refratometro de Abbe (modelo Analytik Jena), segundo o 

procedimento descrito em BRASIL (2005). Misturou-se 1 g da amostra a 20 mL de agua 

destilada. Apos homogeneizacao, a suspensao ficou em repouso por 30 minutos, sendo em 
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seguida filtrada com algodao e levada ao refratometro para a leitura do °Brix. O valor obtido 

foi multiplicado pelo fator de diluicao. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

3.2.9 Acucares redutores 

Os grupos redutores foram quantificados com base na reducao do acido 3,5 

dinitrosalicilico a 3-amino-5-nitrosalicilico (DNS), simultaneamente com a oxidacao do grupo 

aldeido do acucar a grupo carboxilico. Esse procedimento foi descrito por Miller (1959). 

Para a quantificacao dos acucares redutores (AR), uma quantidade defmida da amostra foi 

adicionada a um volume definido de agua. A mistura ficou sob agitac&o mecanica por 30 

minutos. Passado esse periodo, a mistura foi filtrada com algodao e o filtrado foi recolhido 

para a analise. Transferiu-se 1 mL do filtrado para um tubo de ensaio contend© 1 mL de 

solucao DNS. Em seguida, os tubos ficaram em banho de agua fervente por exatos 5 minutos. 

Passado esse tempo, os tubos foram retirados do banho e resfriados em banho de agua a 

temperatura ambiente. Apos resfriarem, foram adicionados 8 mL de agua destilada a cada 

tubo. Apos agitacao dos tubos em um vortex, realizou-se a leitura da absorbancia das 

amostras em um espectrofotometro (modelo Bel Photonics SP 2000 UV) a 540 nm. 

Os resultados foram expressos em gramas de acucares redutores por 100 gramas de 

amostra inicial (g ar/100 g amostra), equivalente a porcentagem. 

3.2.10 Acucares totais 

A determinacao de AT foi realizada conforme o metodo utilizado por Correia (2004). 

Apos a diluicao, fez-se a hidrolise acida da amostra com a adicao de acido cloridrico (HC1) 

2N, seguida de aquecimento por 5 minutos em banho de agua fervente. Apos resfriamento, a 

solucao foi neutralizada com hidroxido de sodio (NaOH) a 1 N. Depois, seguiu-se a mesma 

metodologia utilizada para a determinacao de acucares redutores, com a transferencia de 1 mL 

da solucao para tubos contendo 1 mL de DNS, aquecimento, adicao de agua e leitura. 

Os resultados foram expressos em gramas de acucares totais por 100 gramas de amostra 

inicial (g at/100 g amostraX equivalente a porcentagem. 
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3.2.11 Pectina zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Para a determinacao de pectina no residuo, foi utilizado um procedimento baseado na 

metodologia descrita por Rangana (1979). Em 20 gramas do residuo, foram adicionados 400 

mL dezyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA HC1 0,05 N em becker de vidro. O becker ficou sob aquecimento por duas horas, 

substituindo-se a agua perdida por evaporacao 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 algodao. 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 neutralizacao foi verificada com potenciometro digital. 

Apos a elevacao do pH pouco acima de 7,0; as amostras receberam um excesso de lOmL de 

NaOH, e foram deixadas em repouso por doze horas. Passado esse tempo, sob agitacao 

constante, adicionou-se acido acetico (CH3COOH) 1 N e apos 5 minutos, cloreto de calcio 

(CaCb). A amostra foi entao levada a ebulicao por dois minutos e, apos 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 e pesadas. O teor de pectina foi calculado pela porcentagem de pectato de calcio 

(Equacao 3.4): zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

_ , „ . Peso do pectato de calcio x 500 x 100 ,_ 
%Pectato de calcio (3.4) 

Volume do filtrado x peso da amostra 

3.3 Condicdes operacionais da fermentacao semi-solida 

A fermentacao semi-solida foi conduzida segundo os parametros otimizados por Souza 

(2008), que determinou como melhores condicoes para producao de poligalacturonases 

utilizando residuo de maracuja um meio com 40% de umidade, 1% de fonte de nitrogenio, 107 

de esporos de Aspergillus niger por grama de meio e um tempo de fermentacao de 66 horas a 

temperatura de 30°C. 

41 



Capitulo 3. Material e Metodos zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

3.3.1 Restabelecimento da umidade do meio zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

De posse da umidade do residuo estocado, foi calculada a quantidade de agua que deveria 

ser adicionada para que o residuo apresentasse umidade de 40% atraves de um balance de 

massa segundo a Equacao (3.S): zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

m zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAH,Q ~ mRES 

( l - « 2 ) 
(3.5) 

Onde: 

mHO = Massa de agua requerida para hidrataqao do meio (g) 

m

REs ~ Massa de residuo seco tornado para fermentacao (g) 

ui = Umidade presente no residuo seco (%) 

U2 = Umidade requerida pelo processo fermentativo (%) 

Obs.: ui e uj expressos em valores decimals 

Considerando a densidade da agua como sendo igual a lg/cm3, mediu-se em uma proveta 

o volume de agua equivalente a massa de agua requerida. 

Na ocasiao da hidratac£o do residuo, a massa de sulfato de amonio (fonte de nitrogenio) 

requerida, na quantidade de 1% em relacao a massa total do meio a ser preparado para 

fermentacao foi dissolvida no volume de agua que seria adicionado. A agua foi entao 

despejada na massa de residuo, o qual foi homogeneizado com o auxilio de uma espatula de 

metal, em becker plastico de 1L de capacidade. Apos homogeneizacao, o becker contendo o 

meio hidratado foi coberto com filme de PVC e guardado em geladeira por 24 h. 

3.4 Microrganismo e inoculo 

O microrganismo utilizado na fermentacao semi-solida do residuo do maracuja foi o 

fungo filamentoso Aspergillus niger mutante CCT 0916, pertencente a colecao da Embrapa 

Agroindustria Tropical, com sede em Fortaleza-CE, e conservado no Laboratorio de 
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Engenharia Bioquimica (LEB/UAEQ/UFCG), em tubos de ensaio com tampas rosqueadas 

contendo solo esteril, mantidos a -18 °C em freezer. 

Os conidios foram ativados em duas etapas, utilizando o meio basico conforme Couri 

(1993), com a seguinte composicao: pectina citrica (10 g/1), NaN03 (3 g/1),zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA KH2PO4 (1 g/1), 

MgS0 4 (0,5 g/1), KC1 (0,5 g/1), FeS047H20 (0,01 g/1) e agar-agar (20 g/1). O meio foi 

esterilizado em autoclave por 15 minutos a 0,5 arm e depois posto para resfriar a temperatura 

ambiente, com os tubos inclinados. Apos esfriamento e solidificacao do meio de cultura, os 

tubos foram envolvidos em filme de PVC e acondicionados em geladeira (5°C). 

Os esporos foram transferidos do solo esteril para o meio basico por meio de uma alca de 

platina. Os tubos contendo o meio basico 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 obtencao de um segundo repique, 

transferindo-se os esporos gerados no primeiro repique para tubos contendo o meio basico 

esteril. A incubacao foi realizada nas mesmas condicOes do primeiro repique. Os esporos 

produzidos no segundo repique foram utilizados para obtencao de grande quantidade de 

esporos por meio da inoculacao em sabugo de milho. O meio de sabugo de milho foi 

preparado a partir de sabugos previamente cozidos e triturados. O meio recebeu uma solucao 

umidificante contendo peptona e foi autoclavado por 30 minutos a 1 arm antes da inoculacao. 

Qualquer um dos repiques pdde ser utilizado por ate quatro meses, desde que armazenado em 

geladeira. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

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 sulfato de amdnio. 

3.5.1 Esterilizacao do meio 

Os erlenmeyers foram fechados com tampao de algodao envolvido com gaze e 

autoclavados por 5 minutos a 0,5 atm. Na ocasiao, tambem foram esterilizadas a solucao de 
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Tween 0,3%, as pipetas, funis, provetas, gaze, bastoes e beckers que seriam utilizados 

posteriormente. 

Apos esterilizacao, os erlenmeyers foram resfriados a temperatura ambiente, assim como a 

solucao de Tween 80 (polisorbato). zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

3.5.2 Obtencao da suspensao de esporos e quantificacao 

A suspensao de esporos para inoculacao foi obtida adicionando-se 40 mL de solucao de 

Tween 80 (0,3% v/v) nos frascos de sabugo de milho com esporos. Apos agitacao para 

liberacao dos esporos, a mistura foi filtrada com o auxilio de gaze esteril e funil para 

separacao das particulas de sabugo. O filtrado rico em esporos foi recolhido em um becker de 

Para a quantificacao do numero de esporos obtidos na suspensao, foi realizada uma 

contagem utilizando uma camara de Neubauer espelhada e um microscopio optico. 

Inicialmente foi feita uma diluicao para facilitar a visualizacao e contagem dos esporos 

presentes na camara de Neubauer. Procedeu-se a diluicao da seguinte forma: 1 mL da 

suspensao de esporos foi adicionado a 39 mL de Tween 80 0,3% (v/v) esteril. Apos 

homogeneizacao, uma aliquota da mistura foi recolhida e transferida para a camara de 

Neubauer, procedendo-se a contagem no microscopio com aumento de 400 vezes. Foram 

contados 5 dos 25 quadriculos do quadrante central da camara e o numero de esporos foi 

calculado pela Equacao 3.6 (ALMEIDA, 2007). 

lOOmL. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

(3.6) 
n 

Onde: 

nq - Soma algebrica do numero de esporos contados nos n quadriculos 

25 - Numero total de quadriculos na camara 

Fd - Fator de diluiqao utilizado 

1& - Constante padrao da camara 

N- Numero de quadriculos contados, dentro dos 25 disponiveis. 
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De posse da concentracao de esporos, foi possivel calcular o volume a ser tornado da 

suspensao para inoculacao de 107 esporos por grama do meio de fermentacao (Equacao 3.7). zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

y _ Cone, de esporos desejadazyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA x massa de substrato 

contagem de esporos 

No caso deste trabalho: 

Cone, de esporos desejada: 10 esporos/mL 

Massa de substrato: lOg 

3.5.3 Inoculacao do meio 

Os esporos foram inoculados a cada erlenmeyer contendo o meio de fermentacao. 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 media anual da regiao e 

tambem favoravel ao desenvolvimento do microrganismo (SOUZA, 2008). A umidade 

relativa dentro dos erlenmeyers permaneceu em torno de 95%. 

O processo fermentativo teve duracao de 66 horas, tempo estabelecido por Souza (2008) 

como suficiente para a obtencao de poligalacturonases nas condicdes de fermentacao aqui 

utilizadas. 

3.6 Extracao das enzimas 

Com o objetivo de avaliar a extracao das poligalacturonases produzidas na fermentacao 

semi-solida a partir do meio fermentado, foram testados diferentes valores de tempo de 

contato (TC), relacao (RE) e agitacao (AG) para a operacao de lixiviacao segundo um 

planejamento 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 e elevada e estavel. Da mesma forma, o pH do solvente foi mantido constante em 

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

3.6.1 Planejamento experimental 

Foi realizado um planejamento fatorial 2
3

 com tres repeticoes no ponto central, totalizando 

11 ensaios, realizados em tres blocos, segundo a agitacao empregada. 

As variaveis independentes foram: a agitacao do meio (rpm), o tempo de contato entre o 

solvente e o meio fermentado e a relacao volume de solvente/massa de substrato. 

A matriz de planejamento experimental esta apresentada na Tabela 3.1. Na Tabela 3.2 sao 

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 3 com tres repeticoes no ponto central. 

Ensaio 
Agitacao (AG) Tempo (TC) Relacao (RE) 

(rpm) (minutos) (mL/g) zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
_ _ _ _ 

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 0 0 

10 0 0 0 

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

Variavel 
Nivel 

Variavel 
Inferior (-1) Central (0) Superior (+1) 

AG (rpm) 50 100 150 

TC (min) 15 30 45 

RE (mL/g) 5 7,5 10 

3.6.2 Processo extrativo 

Apos as 66 boras de fermentacao, os erlenmeyers foram retirados da estufa, receberam o 

volume de tampao acetato de sodio 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 agitacao (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 algodao, o caldo fermentado (extrato) 

em cada erlenmeyer 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 analise de 

atividade poligalacturonasica e o restante foi estocado em freezer (-18 °C). 

3.6.3 Analise da atividade poligalacturonasica 

A atividade poligalacturonasica dos extratos foi determinada conforme Couri (1993), 

seguindo a adaptacao da Embrapa Agroindustria Tropical - Fortaleza/CE. 

Em tubos de ensaio contendo 4 mL de solucao de acido poligalacturonico 0,25% m/v, 

preparado em tampao 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 enzimatico, 

seguindo a reacao por 30 minutos a 35°C. Apos os 30 minutos, transferiu-se a 0,25 mL da 

mistura reacional para tubos contendo 1 mL do reagente DNS, aos quais foram adicionados 

0,75 mL de agua. 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 apos homogeneizacao em vortex, leu-se a absorbancia de cada amostra em 
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espectrofotdmetro a 540 nm. Os ensaios foram realizados em duplicate, assim como os 

ensaios em branco, preparados segundo o mesmo procedimento, no entanto, o extrato 

enzimatico foi adicionado a solucao de acido poligalacturonico e imediatamente transferido 

para os tobos contendo o DNS. Uma unidade de atividade poligalacturonasica foi definida 

como a quantidade de enzima que libera 1 umol de acido galacturonico por minuto de reacao, 

nas condicoes do ensaio, conforme Equacao (3.8). zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

( 
atividade de PG 

1 (ABSamostra-ABSBnJnJxnx4xf 

gde meio fermentado \92xt 

Bram0

'
 J

-xRE (3.8) 

Onde: 

ABS amostra - Absorbancia da amostra 

ABS branco — Absorbancia do branco 

fzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA -  Fator de conversao da curva padrao de acido galacturonico 

17 - Diluicao da enzima no meio reacional 

4 - Diluiqao dos grupos redutores no reagente DNS 

t - Tempo de reaqao (no caso deste trabalho, t -30 minutos) 

192- Massa molar do acido galacturonico (g/mol) 

RE - Relaqao solvente/massa utilizada na lixiviaqao (mL/g) zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

3.7 Sistemas bifasicos 

O estudo da concentra?ao da enzima poligalacturonase foi realizado utilizando-se sistemas 

bifasicos do tipo PEG-sal, formados por PEG 10000 e tampao fosfato de potassio. 

O PEG 10000 foi doado por uma industria de adesivos da regiao. Ja os sais fosfato 

monobasico de potassio e fosfato bibasico de potassio foram adquiridos em grau analitico, da 

marca Cromoline. 

Tambem foi adquirida pectinase pura produzida por Aspergillus niger da marca SIGMA, 

com atividade de lU/mg. 
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3.7.1 Preparacao dos reagentes zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Inicialmente foram preparadas solucSes estoque dos reagentes formadores dos SABs. As 

solucoes foram preparadas com o auxilio de um agitador magnetico, ate completa dissolucao 

dos solutos, e tiveram seus valores de pH medidos com pHmetro previamente calibrado com 

tampoes de pH 4,0 e 7,0. 

O PEG 10000, de qualidade comercial, em escamas, foi previamente seco em estufa a 

50°C ate peso constante. Apos secagem e resfriamento em dessecador, foi preparada uma 

solucao de PEG 10000 a 50% em massa, utilizando-se agua deionizada. A solucao resultante 

apresentou pH igual a 7,0. 

Os sais foram previamente secos em estufa a 105 °C por 24 horas. O tampao fosfato de 

potassio foi preparado utilizando-se uma mistura de fosfato de potassio bibasico e 

monobasico, ambos anidros. A relacao entre as massas dos sais, w1(A'2iVP04) /zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA w2{KH2POi), 

foi obtida pela equapao de Henderson-Hasselbach (Equacao 3.9), de forma a se obter o pH 

desejado. Por exemplo, para preparer uma solucao a 40% w/w com pH 7,0; a razao entre as 

massas dos sais deve ser de 1,807 (Da SILVA, 1994). Eventuais ajustes de pH foram feitos 

adicionando-se solucdes de fosfato de potassio monobasico ou bibasico a 40%, conforme o 

pH estivesse maior ou menor que o desejado respectivamente, ao tampao sob agitacao com 

monitoracao do pH. 

PH = pKa+log^- (3.9) 

3.7.2 Determinacao dos diagramas de equilfbrio 

Para utilizacao de SABs se faz necessaria a determinacao dos diagramas de equilfbrio, que 

mostrarao as condicdes em que o SAB pode ser empregado. Os ensaios de particao e 

caracterizacao das fases foram feitos em triplicata. 

49 



Capitulo 3. Material e Metodos zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

3.7.2zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA.1 Obtencao das curvas binodais 

As curvas binodais foram obtidas atraves de tecnica rurbidimetrica (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 solucao mae de PEG 10000. A esta solucao, foram adicionadas 

al(quotas de 10 pi da solucao mae do sal, com o auxilio de uma micropipeta, ate o surgimento 

de uma turvac&o persistente. Apos cada adicao de sal, o sistema era agitado em um vortex 

(modelo Phoenix AP56) e tinha sua massa medida e anotada. As concentracoes dos dois 

componentes imediatamente antes da aparicao de turbidez foram tomadas como um ponto da 

curva binodal e foram calculadas a partir das concentracSes iniciais das solucSes, da massa 

inicial e final do sistema apos cada adicao. Ao mesmo sistema, foi adicionado cerca de 0,5 

mL de agua deionizada para torna-lo novamente homogeneo. A nova massa do sistema foi 

medida, e a massa da agua adicionada calculada por diferenca. Foram adicionados novos 

incrementos da solucao salina ate nova turvacao, seguida pela adicao de agua. Esse 

procedimento foi realizado ate obter-se pelo menos 15 pontos. O procedimento foi realizado 

tambem adicionando-se al(quotas de PEG 10000 a uma massa conhecida de solucao salina, 

para determinar a regiao inferior da binodal. 

Para verificar se a utilizacao do extrato da fermentacao nos SABs altera as condicdes de 

equilfbrio do sistema temario agua + PEG 10000 + tampao fosfato, uma outra curva binodal 

foi obtida segundo o mesmo procedimento, porem, ao inves da adicao de 0,5 mL de agua 

deionizada, adicionou-se 0,5 mL de extrato. 

3.7.2.2 Preparacao dos sistemas aquosos bifasicos 

Apos a determinacao das curvas binodais, foram preparados sistemas aquosos bifasicos 

para a determinacao dos dados de equilfbrio em tubos de centrifuga graduados de 15mL. O 

procedimento de preparacao dos SABs foi baseado no metodo adotado por Carvalho (2007). 

Em ensaios preliminares, foram construidos varios SABs a partir de diferentes massas das 

solucSes concentradas de PEG 10000, tampao fosfato e agua destilada. Dentre os sistemas 

construidos, foram selecionados tres SABs com composicoes diferentes, mas que tinham em 

comum a razao de fases igual a 1. 
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Os sistemas selecionados foram reproduzidos em triplicata, substituindo-se a agua 

destilada por extrato da fermentacao. Outros tres sistemas foram construidos, utilizando-se 

uma solucao de pectinase 0,1% m/v ao inves do extrato, a fim de se verificar a influencia dos 

solutos presentes no extrato no diagrama de fases. 

Apos a adicao das massas das solucdes de PEG, tampao fosfato e extrato ou pectinase nos 

tubos de centrifuga, estes foram agitados em vortex 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 

amarracao (tie-line), totalizando tres linhas, para o estudo de particao das poligalacturonases. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

3.7.23 Coleta das fases 

Em cada um dos tubos utilizados como celulas de equilfbrio, foram marcadas as alturas 

referentes a interface e a superfTcie do sistema para posterior determinacao do volume das 

fases. 

O procedimento de coleta das fases foi realizado conforme o metodo descrito por Oliveira 

(2006). A fase superior de cada sistema foi coletada com o auxflio de uma seringa 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 n3o fosse perturbada. 

A coleta da fase inferior foi realizada de forma semelhante, apos lhora, tendo-se o 

cuidado de causar a menor perturbacao possivel a interface do sistema. Uma pequena bolha de 

ar foi mantida na agulha e expelida na fase inferior antes da coleta. A succao foi feita 

vagarosamente, tomando-se o cuidado de que restasse ainda na ceiula de equilfbrio uma 

camada desta fase, evitando-se a succao da fase superior. As amostras foram congeladas em 

freezer (-18°C) para posteriores analises. 

3.7.2.4 Densidade das fases 

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

cada fase em balanca analitica (modelo Shimadzu A4220) e calculada segundo a equacSo 

3.10. 
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m zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
(3.10) 

Em que: 

pzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA = densidade da fase (g/mL) 

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

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

3.7.2.5 Determinacao do volume das fases 

Os tubos utilizados como celulas de equilfbrio foram lavados e secos, sem a remociio das 

mareas feitas anteriormente. Os tubos foram tarados em balanca analitica e preenchidos com 

agua ate a altura correspondente a interface. Anotou-se a massa (equivalente ao volume da 

fase inferior). Mais agua foi adicionada, ate atingir a marca referente a 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 subtracao, 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 regiao do tubo, correspondente ao volume 

das fases. 

Segundo Carvalho (2007), esse metodo e muito mais preciso que seguir marcacoes em mL 

presentes no tubo. 

De posse dos volumes das fases, foi determinada a razao entre os volumes das fases 

superior e inferior (EquapSo 3.11): 

3.7.2.6 Massa 

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

substituindo-se os valores de densidade e volume previamente calculados. 

Volume fase superior 
Razao entre as fases = 

Volume 
(3.11) 

fase inf erior 
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3.7.2,1zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Determinacao do teor de agua em cada fase 

A quantidade de agua presente na amostra foi determinada por meio de evaporacao em 

estufa a 60°C, similar a determinacao de umidade. Uma aliquota de cada fase foi transferida 

para cadinhos ceramicos 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 balanpa analitica. e o resultado expresso em porcentagem (m/m). zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

3.7.2.8 Determinacao da concentracao de sais 

O metodo utilizado foi similar a determinacao de cinzas. Os cadinhos utilizados para a 

determinacao do teor de agua presente em cada fase, foram levados a mufla para calcinacao a 

550 °C por 24 horas. A massa remanescente representava a massa de sais presentes na 

amostra. 

3.7.2.9 Determinacao da concentracao de PEG 

Uma vez determinado o teor de agua e sais presentes na amostra, a concentracao de PEG 

foi determinada por diferenca. 

No caso dos sistemas produzidos com extrato, os solutos organicos foram indistintamente 

determinados como polimeros e os inorganicos como sais. 

3.7.2.10 Determinacao do com prim en to e inclinacao das tie-lines 

O comprimento das linhas de amarracao (CLA) foi definido pela Equacao 3.12 (ANTOV 

et al, 2004): 

CLA = £(w I

s u p

 -m?zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA f +(/w2

s u p - m? fj* (3.12) 
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AzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA inclinacao das linhas de amarracao (ILA) foi calculada segundo a Equacao 3.13 

(PEREIRA, 2005): 

Onde mf"
p

 e mr representam as porcentagens massicas de cada componente i nas fases 

superior e inferior respectivamente. 

3.7.2.11 Avaliacao da dispersao dos valores de composicao dos SABs 

A dispersao nos valores de composicao dos SABs foi medida utilizando-se o coeficiente 

de variaclo (CV). O coeficiente de variapao e uma medida de dispersao empregada para 

estimar a precisao de experimentos e representa o desvio-padrao expresso como porcentagem 

da m6dia (Equacao 4.1): 

Caso CV seja superior a 10%, a dispersao e considerada alta (GOMES, 2000). 

3.7.2.12 Determinacao da atividade poligalacturonassica em cada fase 

A determinapao da atividade poligalacturonassica em cada fase foi identica a utilizada 

para a determinacao da atividade no caldo fermentado, descrita no item 3.6.3, porem a 

variavel RE adquiriu o valor lmL, para representar a atividade por volume de amostra. 

ILA = (3.13) 

CV = 
desvio - padrao 

media 
xl00% (3.14) 
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3.7.2.13 Determinacao de proteinas em cada fase 

A determinacao do teor de proteinas em cada fase foi feita atraves do metodo do biureto. 

O reagente de biureto foi preparado atraves da dissolucao de 150mg de CuSCm, 600mg de 

tartarato duplo de sodio-potassio e 3g de NaOH em agua destilada. A solucao foi transferida 

para um balao de lOOmL, completando-se o volume com agua destilada (MARQUARDT, 

2003). 

Apos a preparacao do reagente, foi feita uma curva de calibracao utilizando-se albumina 

bovina (BSA, da MERCK), como padrao, na concentracao de 2mg/mL. Os padroes foram 

preparados diluindo-se a solucao de albumina a 10%, 20%, 30% e assim por diante, ate 90%; 

total izando 10 amostras, com concentracao variando entre 0,2 e 2 mg/mL. 

Para a leitura dos padrOes, lmL de cada amostra foi adicionada a lmL de agua e 2 mL do 

biureto. Apos 20 minutos de repouso a temperatura ambiente e protegidas da luz, mediu-se a 

absorbancia das amostras em um espectrofotometro com comprimento de onda de 540 nm. O 

branco foi preparado da mesma forma, porem a solucao de albumina foi substituida por agua 

destilada. Apos as leituras, foi construida a curva de calibrac/ao, plotando-se a absorbancia X 

concentracao, originando uma reta cuja inclinacao seria usada no calculo da concentracao de 

proteinas das amostras das fases. 

As amostras das fases foram lidas da mesma forma que os padrSes. Porem, como eram 

amostras com diferentes concentracoes de sal e polimeros entre si, foi feito um branco para 

cada fase dos SABs, tomando-se ao inves de agua destilada, lmL de cada fase de SABs de 

mesma composicao, porem sem extrato, apenas com PEG 10000, fosfato de potassio e agua. 

Um vez lida a absorbancia das amostras, a concentracao de proteinas foi determina da pela 

Equacao 3.15: zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

C=AbsxFxd (3.15) 

Onde: 

C— Concentracao de proteinas soluveis na fase, em mg/mL 

Abs - Absorbancia das amostras em 540 nm. 

F - Coeficiente angular da curva de calibraqao 

d - Diluiqao sofrida pela amostra. Neste trabalho, d - 4 
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3.7.2.14 Determinacao dos coeficientes de particao zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Os coeficientes de particao foram determinados segundo LimazyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA et al., (2002). O 

coeficiente de particao (K) e definido como a concentracao de proteina ou atividade 

enzimatica na fase superior dividida pelo valor correspondente na fase inferior, como exibido 

nas Equacoes 3.16 e 3.17. 

Onde C re CB sao as concentracoes de proteina total em mg/mL nas fases superior e 

inferior, respectivamente, e Aj. e AB&o as atividades enzimaticas nas fases superior e inferior, 

respectivamente. 

3.7.2.15 Avaliacao do processo de purificacao 

Para melhor avalipao do processo de purificacao (ou concentracao) das 

poligalacturonases nos SABs foi necessario o calculo de outros parametros alem dos 

coeficientes de particao. Foram eles: atividade enzimatica especifica (AS), expressa em 

U/mg); o fator de purificacao (FP) e a recuperacao de enzimas na fase superior (RT) e na fase 

inferior (RB) e o fator de concentracao (FC) (LIMA et al., 2002). 

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

como (Equacao 3.18): 

(3.16) 

A, 
(3.17) 

A 

c 
(U/mg) (3.18) 
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OndezyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA A* e Cfase sao a atividade enzimatica em uma das fases e a concentracao de proteinas 

naquela fase respectivamente. 

• 0 fator de purificacao da atividade enzimatica em cada uma das fases foi calculada 

como (Equacao 3.19): 

AS 

A ^ extrato 

Onde ASextrato corresponde a atividade enzimatica especifica do extrato apos a operacao 

de lixiviacao (recuperacao das enzimas a partir do meio semi-solido fermentado). 

• O fator de concentracao da atividade enzimatica em cada fase foi determinada segundo 

a Equacao 3.20. 

atividade ̂  
FCfaM= *~ (3.20) 

atividade^„ 

• A recuperacao de atividade enzimatica nas fases superior e inferior foram dadas atraves 

das Equacdes (3.21) e (3.22). 

RT<%)= *°° • r (3.21) 

1+ 
l ] 

RB(%)=
 m

v (3.22) 

Nas quais Vt e sao os volumes das fases superior e inferior, respectivamente. 

• O balanco de atividade enzimatica foi realizado de acordo com Porto (2004) (Equacao 

3.23): 
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(^Initial) zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Xl00% (3.23) 

Onde: zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

ASup ~ atividade enzimatica na fase superior multiplicada pelo volume dessa fase (U). 

Alnf - atividade enzimatica na fase inferior multiplicada pelo volume dessa fase (U). 

AInjcial = atividade do extrato multiplicada pelo volume adicionado ao sistema (U). 

ij0 - balango de atividade (%). 
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4. Resultados e discussao zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Neste capitulo serao exibidos e discutidos os resultados dos ensaios realizados. Primeiro 

serao apresentados os resultados da caracterizacao fisico-quimica do residuo agricola do 

maracuja, seguidos dos referentes ao estudo de extracao da enzima. Depois, serao exibidos os 

resultados da caracterizacao do sistema bifasico PEG 10000 - fosfato de potassio e dos 

ensaios de particao. 

4.1 Caracterizacao do residuo 

Os resultados da caracterizacao do residuo seco da casca e albedo do maracuja amarelo 

sao exibidos na Tabela 4.1. A Figura 4.1 mostra a aparencia do residuo apos processamento e 

secagem. 

Tabela 4.1. Valores obtidos para os parametros analisados no residuo 

(base seca). 

Parametros analisados 

Umidade (%) 

Cinzas (%) 

Pectina (% Pectato de Calcio) 

AT (gAT/100g amostra) 

AR (gAR/100g amostra) 

Solidos soluveis (°Brix) 

Densidade Aparente (g/cm3) 

Densidade Real (g/cm3) 

Porosidade 

Valor 

6,045 ±0,210 

6,865 ± 0,304 

16,655 ±0,247 

23,555 ±1,244 

17,734 ±0,600 

30,000 ± 0,000 

0,345 ± 0,003 

1,133 ±0,030 

0,696 

3,770 ±0,010 

Figura 4.1. Residuo seco do maracuja. 

A umidade presente no residuo apos a secagem (6,05 %) e semelhante aos valores 

encontrados por Abud & Narain (2009), que foi de 8,85% e CordovazyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA et al, (2005), de 6,65%. 

Tal resultado indica que o residuo pode ser armazenado por algum tempo (suficiente para 

realizacao das caracterizacoes e ensaios de fermentacao) sem o perigo de sofrer deterioracao 

por ataque microbiano, uma vez que a Agenda Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) 
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estipula o maximo de 15 % (massa/massa) de umidade para conserva?ao de farinhas 

(BRASIL, 2005). Alem disso, o valor de umidade de 6,05 % representa baixa atividade de 

agua no residuo, o que impede o desenvolvimento de fungos e bacterias (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%. Porem, esses 

valores sao inferiores aos determinados por Cordova (2005), de 8,68%; e por Matsuura 

(2005), que encontrou um valor de 7,70% para o teor de cinzas. Contudo, o teor de cinzas 

obtido neste trabalho comprova que a casca do maracuja e uma boa fonte de minerals 

(KLIEMANN, 2006). 

Com relacao ao teor de pectina, o valor encontrado foi de 16,65 %, em pectato de calcio. 

Tal valor e superior ao obtido por Souza (2008), que foi 13,10%. Segundo os estudos de 

DartorazyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA et al., (1999), que estudaram a producao 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 e ideal para induzir a producao 

de enzimas. De acordo com Fontana et al, (2005), ate 16% de concentracao de pectina no 

meio n3o gera efeito de repressao por parte deste componente na excrecao das pectinases pelo 

fungo produtor. Portanto, e possivel que o alto teor de pectina encontrado n3o tenha influencia 

inibitoria consideravel sobre a producao de pectinases a partir do residuo agro industrial do 

maracuja. 

O teor de acucares 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 acucares 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 concentracoes 

de acucar no meio nao s3o desejaveis, pois o acucar presente supre a necessidade dos 

microrganismos para seu crescimento, havendo pouca utilizaeao da pectina no meio, o que 

resulta em baixa producao enzimatica, Porem, quando a concentracao de acucar e baixa, o 

microrganismo necessita produzir enzimas para quebrar a molecula de pectina, de modo que 

possa ser consumida, o que resulta em alta atividade pectinolitica no meio (FAWOLE & 

ODUNFA, 2003). Fontana et al., (2005), produzindo PG por Aspergillus niger, em um meio a 

base de farelo de trigo, afirmaram que altas concentracoes de glicose (acima de 10%) exercem 

efeito inibitorio sobre a atividade enzimatica. Portanto, o valor encontrado para o teor de AR 

pode ter efeito inibitorio na producao de enzimas. 
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Na determinacao de solidos soluveis (°Brix), o valor encontrado foi de 30. Este valor e 

superior ao obtido por Souza (2008), que foi de 22,5. 

O pH apresentado pelo residuo seco foi 3,77; portanto, acido. Esta condicao e adequada 

para a adaptacao 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 distribuicao granulometrica do residuo encontra-se representada no grafico abaixo 

(Figura 4.2): zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Diametro medio zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Figura 4.2. Distribuicao granulometrica do residuo de maracuja seco. 

O grafico mostra que 49% das particulas possuem tamanho entre 24 e 35 mesh, o que 

corresponde a valores de diametro entre 0,42 e 0,71mm, e os finos (< 0,125 mm) representam 

4,66% da amostra. 

Estudos realizados por BotellazyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA et al, (2007), utilizando diferentes granulometrias de 

particulas para a producao 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 nao tem influencia significativa na 

producao de ambas as enzimas. 

Porem, o tamanho das particulas influencia no processo de fermentacao semi-solida, pois 

particulas de reduzido tamanho, embora oferecam maior area superficial ao ataque 

microbiano, tendem a compactar-se facilmente, dificultando a respiracao e aeracao do 

sistema. Ja particulas maiores quando distribuidas nos reatores para a realizacao da FSS 
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promovem mais espaco interparticulas, porem prejudicam a absorcao dos nutrientes por parte 

do microrganismo (SOUZA, 2008). 

Nas operacoes de lixiviacao, o tamanho das particulas influencia na recuperacao do 

produto desejado, pois a reducao do tamanho das particulas facilita o contato entre o soluto, 

que se encontra na fase solida, e o solvente (fase liquida) o que incrementa a velocidade da 

transferSncia dos solutos para o solvente. Em fermentacao semi-solida, o alto teor de umidade 

do meio fermentado prejudica sua trituracao ou moagem. Porem, quando os metabolitos sao 

extracelulares nao e necessaria a alteracao no tamanho de particula do meio solido 

fermentado. Alem disso, o efeito mecanico produzido pela reduc&o do tamanho de particula 

poderia em alguns casos afetar a estrutura das enzimas e a sua atividade catalitica 

(FERNANDEZ, 2009). Portanto, a distribuicao granulometrica do residuo nao interferira na 

recuperacao das enzimas. 

De acordo com PintozyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA et al., (2005), o substrato nao deve apresentar aglomeracao das suas 

particulas individuals, para que o ar necessario ao desenvolvimento microbiano atravesse os 

espacos 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 e suficiente para favorecer a aeracao do 

sistema, tornando disponivel oxigenio suficiente para o desenvolvimento dos microrganismos. 

A porosidade tambem esta relacionada com a densidade real, cujo valor encontrado para 

este residuo foi de 1,133 g/cm3. A densidade aparente (0,345 g/cm3) revela uma importante 

caracteristica do residuo, que e a tendencia de nao compactar-se completamente, gerando os 

espacos vazios entre suas particulas, suficientes para a respirac3o e o metabolismo do 

microrganismo. 

Analises de atividade poligalacturonasica realizadas no residuo seco nao revelaram a 

presenca de tais enzimas ativas no residuo. Tal fato pode ser devido ao grau de maturacao dos 

frutos utilizados no ensaio ou a possivel desativacao das enzimas durante o processamento do 

residuo. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

4.2 Processo fermentativo 

Ao final das 66 horas, o meio apresentava em sua superficie uma camada uniforme de 

Aspergillus niger com corpos de frutificacao 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 apos 66 horas zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

De acordo com Souza (2008), o tempo de 66 horas corresponde ao momento da 

fermentacao em que se encontra o maximo de atividade poligalacturonasica no extrato com as 

condicoes aqui utilizadas. Apos esse periodo, a atividade poligalacturonasica comeca a decair. 

4.2.1 Obtencao do extrato 

A recuperacao das poligalacturonases a partir do meio semi-solido fermentado realizada 

por Souza (2008) consistia em adicionar 5 mL de tampao acetato de sodio 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 atraves de filtracao com algodao. Com o 

objetivo de aperfeicoar tal processo e verificar a influencia das variaveis: tempo de contato 

(TC), relac&o solvente/massa (RE) e agitacao (AG) na recuperacao das enzimas, neste 

trabalho, foi realizado um planejamento experimental para a operacao de lixiviacao, com o 

objetivo de determinar as condicoes 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 (apos a filtracao com algodao), para garantir um valor mais confiavel de 

atividade, evitando assim que o processo de conservacao do extrato via congelamento para 
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leituras posteriores levasse a obtencao de valores duvidosos, devido a possiveis desnaturacoes 

causadas pelo congelamento do extrato. 

A Tabela 4.2 exibe os valores de atividade (APG) encontrados em cada um dos ensaios. 

Tabela 4zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA.2. Valores de atividade obtidos em cada ensaio. 

ENSAIO AG (rpm) TC (min) RE (mL/g) APG (U/g) 

1 -1 (50) -1 (15) -1 (5:1) 25,92 

2 +1 (150) -1 (15) -1 (5:1) 24,59 

3 -1 (50) +1(45) -1 (5:1) 26,97 

4 +1 (150) +1 (45) -1 (5:1) 26,68 

5 -1 (50) -1 (15) +1 (10:1) 44,42 

6 +1 (150) -1 (15) +1 (10:1) 48,60 

7 -1 (50) +1 (45) +1 (10:1) 53,70 

8 +1 (150) +1 (45) +1 (10:1) 38,39 

9 0 (100) 0(30) 0(7,5:1) 36,10 

10 0(100) 0(30) 0 (7,5:1) 34,62 

11 0 (100) 0(30) 0(7,5:1) 39,58 

Os resultados de atividade exibidos na Tabela 4.2 mostram variacSes entre 24,59 e 53,70 

U/g, sendo que o valor medio 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 

medios de atividade obtidos para ensaios com RE= 7,5:1 foi de 25,83 U/g e os valores medios 

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 fermentacao com os mesmos parametros da realizada neste trabalho, 

porem utilizando outro metodo de extracao, 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 condicoes, mas com pedunculo de caju como substrato, conseguiu obter 

aproximadamente 16 U/g de atividade de PG. PintozyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA et al, (2005), estudando a producao de 
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poligalacturonase a partir da fermentacao semi-solida de cascas de maracuja, obteve atividade 

de 21,85 U/g em condicoes de fermentacao e extracao diferentes das utilizadas neste trabalho. 

Na Tabela 4.3 sao exibidos o aumento de atividade enzimatica em relacao ao valor obtido 

por Souza (2008) em cada ensaio. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

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

Ensaio Aumento (U/ g) Aumento (%) 

1  5,02  24 ,02  

2  3 ,69  17 ,66  

3  6,07  29 ,04  

4  5,78  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  

11  18,68  89 ,38  

Como exibido na Tabela 4.3, foram obtidos valores ate 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 

variacao dos demais parametros. 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. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

9m • 

Figura 4.4. APG em funcao dos demais parametros estudados. 
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Como a simples observacao da Figura 4.4 nao permite verificar como a interacao entre os 

demais parametros influencia na APG, foi realizada uma analise mais detalhada, por meio da 

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

4.3 Analise do processo extrativo utilizando a metodologia da superficie 

de resposta 

Utilizando a ferramenta de planejamento experimental e analise de superficie de resposta 

e possivel investigar a influencia de determinadas variaveis em um processo e a forma de 

interacao entre estas variaveis, bem como obter o valor das variaveis que maximizem os 

resultados esperados. 

Por meio do planejamento fatorial e analise de superficie de resposta, verificou-se a 

influencia das tres variaveis de entrada: AG, TC e RE sobre os valores da resposta APG, nos 

extratos obtidos. 

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

determinacao para os dados de atividade poligalacturonasica fornecidos pelo software. 

Tabela 4.4. Modelo de regressao. 

Modelo R 

APG= 36,33 + 10,12xRE +0,275xTC - l,59xAG 0,87 

Obs.: Os coeficientes em negrito sao os estatisticamente significativos ao nivel de 95% de confianca. 

O coeficiente de determinacao R2 quantifica a qualidade do ajustamento, pois fornece uma 

medida da proporcao da variacao explicada pela equacao de regressao em relacSo a variacao 

total das respostas. 

Como apenas os valores da media e do coeficiente de RE sao estatisticamente 

significativos e o coeficiente de RE e muito maior que os outros, e possivel que se possa 

desprezar os termos associados a TC e AG para melhorar o ajuste. Tal decisao foi tomada 

com base no diagrama de Pareto que apresenta de forma rapida e clara os efeitos que sao 

estatisticamente importantes, considerando os efeitos cujos retangulos estiverem a direita da 

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

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

p=.05 

Figura 4.5. Diagrama de Pareto mostrando os efeitos estimados 

O modelo de regressao linear foi novamente testado, dessa vez ignorando as 

contribuicoes das variaveis TC e AG. 

O modelo com melhor ajuste e portanto: APG = 36,33 + 10,12 x RE, com R
2

 - 0,85 

A Tabela 4.5 apresenta a analise de variancia ANOVA para APG. Tambem exibe o 

resultado do Teste F. O teste F representa a razao entre o F calculado e o F tabelado. Sempre 

que esta relacao for maior que 1 a regressao e estatisticamente significativa havendo relacao 

entre as variaveis independentes e dependentes. Para que uma regressao nao seja apenas 

estatisticamente significativa, mas tambem util para fins preditivos, o valor da razao deve ser 

no minimo maior que 4,0 (BARROS NETO et al. 1995). 
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TabelazyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA 4.5. Analise de variancia ANOVA. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Fonte de variacao SQ GL 

Regressao 8 1 9 , 3 3  1  

Residuo 1 4 3 , 2 7 4  9  

Total 9 6 2 , 6 2 4 2  1 0  

R 2  0 , 8 6 1 1 4  

Ftabelado (5%) 5 , 1 1 7  

Fcalculado 5 1 , 4 6 0 3 2  

teste F 1 0 , 5  

Como o valor do teste F (FcaiCuiado/Ftabeiado) exibido na tabela acima e superior a 4,0; 

conclui-se que o modelo, alem de estatisticamente significativo tambem e preditivo. Portanto 

o modelo pode ser usado para predizer ou controlar o valor de APG mediante variacao da RE, 

pelo menos na faixa dos valores testados. 

A Figura 4.6 mostra a distribuicao dos valores de APG observados em relacao aos 

preditos pelo modelo. Apesar da dispersao, os valores observados estao distribuidos ao longo 

de uma reta, o que reforca o comportamento linear do modelo. 

20 I — ' 
20 25 30 35 40 45 50 55 60 zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

valores observados 

Figura 4.6. Valores observados X valores preditos 
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4.3.2 Construcao das superficies de resposta zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

As superficies de resposta foram construidas de forma a representarem a influencia das 

tres variaveis estudadas no processo de extracao (TC, AG, RE) na atividade 

poligalacturonasica do extrato (APG). A superficie de resposta e a descricao grafica do 

modelo, o que simplifica a interpretacao dos resultados. 

A Figura 4.7 mostra a influencia de TC e AG na atividade poligalacturonasica dos 

extratos obtidos. Percebe-se claramente que ambas as variaveis nao tern influencia 

significativa na atividade, principalmente o tempo de contato. Quanto a agitacao, valores 

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

Figura 4zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA.7 . Influencia do tempo (TC) e agitacao (AG) na atividade (APG) dos extratos. RE fixado em 1  

A Figura 4.8 exibe a influencia de RE e AG na APG. Este grafico confirma as discussoes 

anteriores, de que a variavel que mais influencia no valor da atividade poligalacturonasica e 

mesmo a relacao (RE). Percebe-se tambem que valores menores de agitacao contribuem para 

uma atividade levemente maior. E possivel que altos valores de AG causem a desnaturacao 

das enzimas, diminuindo assim a presenca de enzimas ativas e, consequentemente, a atividade 

nos extratos. 
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Figura 4.8. Influencia da relacao (RE) e agitacao (AG) na atividade (APG) dos extratos. TC fixado em 1 zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

A Figura 4.9 exibe a influencia de RE e TC na APG. Novamente percebe-se a forte 

influencia de RE na atividade dos extratos. (APG). Verifica-se tambem que o tempo de 

contato (TC) nao influi na atividade dos extratos obtidos. 

Figura 4.9. Influencia da relacao (RE) e tempo de contato (TC) na atividade dos extratos. AG fixado em (-1) 

71 



Capitulo 4. Resultados e Discussao zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

4.4 - Caracterizacao dos Sistemas Bifasicos 

4.4.1 - Diagramas de equilfbrio zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

A Figura 4.10 mostra os pontos da curva binodal obtida para os sistemas ternarios 

agua+fosfato de potassio+PEG 10000 e extrato de fermentacao+PEG 10000+ fosfato de 

potassio a 25 °C. O formato das curvas obtidas e muito semelhante ao do sistema PEG 10000 

- sulfato de amonio encontrada por GraberzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA et al, (2007) para a mesma temperatura. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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Figura 4.10. Curvas de equilfbrio 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 substituicao da agua pelo 

extrato fermentado. O proposito da realizacao das curvas foi verificar se havia alguma 

influencia do extrato fermentado na composicao do sistema e, conseqiientemente no perfil da 

curva binodal, ja que os ensaios de particao nao seriam feitos com agua e sim com meio 

fermentado. 
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Comparando-se os pontes 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 nao 

apresentarem diferencas, verifica-se uma tendencia de deslocamento da curva realizada com o 

extrato fermentado para a esquerda, ou seja, para menores valores de concentracao dos 

componentes formadores das fases. 

Segundo Porto (2004), tal deslocamento sugere que os sais ou outros componentes 

presentes no caldo fermentado interferem no sistema, ampliando assim a regiao de trabalho 

em relacao a curva construida com agua. O extrato fermentado content proteinas e sais, entre 

outros solidos soluveis, os quais sao adicionados ao sistema bifasico e somam-se ao sal e ao 

PEG presentes de tal forma que o total de solidos soluveis e 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 concentrac5es pr6ximas a curva binodal, o qual 

exibe nessa regiao uma evidente sensibilidade para as mudancas de composicao do sistema. 

Pequenas mudancas na composicao de PEG e sais causados por diferentes fatores (neste caso 

pela adicao de suspensao biologica) resultam em mudancas na composicao 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 zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Trichoderma harzianum. Esse comportamento da curva pode ser explicado pela alta 

viscosidade causada pela presenca de biopolimeros produzidos durante a fermentacao, que 

influencia na composicao do sistema e reduz a quantidade de reagentes necessarios para a 

formacao das duas fases. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

4.4.2 ConstrucSo e caracterizacao dos SABs 

Foram construidos dois tipos de SABs: um formado por PEG 10000, tampao fosfato e 

extrato proveniente da fermentacao e outro sistema que, ao inves do extrato, continha uma 

solucao de pectinase a 1% m/v. Para cada sistema, foram obtidos tres SABs em triplicata, 

cada um representando uma tie-line (ou linha de amarracao) diferente. O criterio da escolha 

da composicao dos sistemas e que tivessem pelo menos cerca de 70% de agua, para propiciar 

um ambiente ameno para as enzimas e obter SABs com menores concentracSes de sal e PEG 

10000. Os sistemas foram construidos a partir de quantidades adequadas das solucoes mae de 
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PEG, sal e extrato. As composicdes foram determinadas em ensaios preliminares, uma vez 

que dados de equilfbrio de SABs formados por PEG 10000 sao raros na literatura, se 

comparados com dados de SABs com menor massa molar de PEG. Procurou-se obter 

sistemas com relacao de fases proximas a unidade, para que em cada fase houvesse volume 

suficiente para sua caracterizacao fisico-quimica. Alem disso, uma razao de fases proxima a 

unidade favorece uma melhor concentracao para poligalacturonases (ANTOVzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA et al., 2004). 

A Tabela 4.6 exibe a composicao (massa/massa) dos SABs construidos e seus respectivos 

desvios-padrao. "S. Enzima (%)" e "extrato (%)" correspondent a porcentagem massica de 

solvente dos sistemas. A letra "p" designa sistemas construidos com solucao de pectinase pura 

e a letra "e", sistemas com extrato proveniente da fermentacao. A Tabela 4.6 exibe ainda a 

razao entre o volume das fases superior (Vt) e inferior (Vb) de cada SAB apos 24 horas de 

repouso. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Tabela 4.6. Composicao dos SABs construidos para os ensaios de particao zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

SAB S. Enzima (%) Extrato (%) sa l (%) Peg (%) WVb 

1p 6 7 , 6 7  + 0 , 0 3  0 , 0 0  1 1 , 4 7  + 0 , 0 0  2 0 , 8 5  + 0 , 0 3  1 , 6 5  + 0 , 0 2  

2p 7 1 , 2 9  + 0 , 0 3  0 , 0 0  1 0 , 6 0  + 0 , 0 1  1 8 , 1 0  + 0 , 0 4  1 , 5 7  + 0 , 0 2  

3p 7 3 , 7 5  + 0 , 0 4  0 , 0 0  1 0 , 0 1 + 0 , 0 1  1 6 , 2 4  + 0 , 0 4  1 , 5 7  + 0 , 0 1  

1e 0 , 0 0  6 7 , 6 1  + 0 , 0 0  1 1 , 4 8  + 0 , 0 1  2 0 , 9 1  + 0 , 0 1  1 , 5 9  + 0 , 0 5  

2 a 0 , 0 0  7 1 , 2 9  + 0 , 0 0  1 0 , 6 1 + 0 , 0 1  1 8 , 1 0  + 0 , 0 0  1 , 5 0  + 0 , 0 3  

3e 0 , 0 0  7 3 , 7 6  + 0 , 0 0  9 , 9 8  + 0 , 0 1  1 6 , 2 6  + 0 , 0 1  1 , 4 8  + 0 , 0 1  

Os dados da Tabela 4.6 mostram que, apesar dos sistemas com enzima e com extrato 

terem praticamente a mesma composicao de formacao, apresentaram razSes de volumes 

diferentes, quando comparados os analogos de cada SAB entre si. Os sistemas formados por 

extrato apresentaram razao de fases inferior a dos sistemas com enzima. Alem disso, nenhum 

dos sistemas apresentou razao de fases igual a um, possivelmente porque os testes para 

obtencao da composicao que geraria sistemas com razao de fases igual a unidade foram feitos 

com agua, e os sistemas para estudo foram feitos com solucao de pectinase e extrato. Tal 

fenomeno e um indicio de que as condicoes de equilibrio de fases nos sistemas com extrato 

sao diferentes das condicoes de equilibrio dos sistemas compostos com enzima pura e 

sistemas contendo apenas agua, reafirmando mais uma vez que a presenca de outros solutos 

no extrato (sais minerals, corantes, acucares, proteinas, entre outros) contribuiu para 

alteracSes nas caracterfsticas fisico-quimicas dos SABs (PORTO, 2004). Alem disso, os 

sistemas produzidos com enzima pura tinharn aspecto limpido e transparente, ja os produzidos 
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com extrato, embora tivessem fases transparentes, apresentavam a coloracao tipica dos 

extratos da fermentacao. 

A Figura 4.11 mostra um dos SABs obtidos (SAB 3e). A fase superior ficou com uma 

coloracao 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 preferencia pela fase superior. O mesmo fenomeno foi observado por Ferreira (2007), ao 

estudar a particao de bromelina em SABs compostos por PEG 4000 e fosfato de potassio. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Figura 4.11. SAB apos total separacao das fases 

A estreita faixa escura no tubo de centrifiiga da Figura 4.3 e a interface do SAB. Tal 

coloracao e devido ao acumulo de esporos ainda presentes no extrato, o que vem confirmar 

novamente que houve distribuicao dos componentes do extrato de forma desigual entre as 

duas fases do sistema. Os esporos nao tiveram preferencia por nenhuma das duas fases, 

acumulando-se na interface. Caso o objetivo deste trabalho fosse a recuperacao de celulas 

presentes no extrato (esporos), estas poderiam ser recolhidas por meio de um funil de 

filtracao. 

4.4.3 Caracterizacao das fases dos SABs 

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

quimicos, como composicao, volume e massa, para que fossem calculados os comprimentos zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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das linhas de amarracao e suas inclinacoes. A Tabela 4.7 exibe os valores encontrados. A fase 

superior de cada SAB, rica em PEG 10000, foi denominada de Sup e a fase inferior, rica em 

fosfato de potassio, foi denominada de Inf. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

i 

Tabela 4.7. Composicao, volume e massa das fases de cada SAB. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

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

1p Sup 6 1 , 6 7  0 , 8 5  2 , 6 9  8 , 4 7  3 5 , 6 4  1 , 6 3  8 , 8 6  0 , 9 3  9 , 2 9  0 , 5 9  

1 plnf 7 5 , 4 4  0 , 6 3  2 4 , 5 6  1 , 9 2  0 , 0 0  0 , 0 0  5 , 3 5  0 , 8 9  6 , 4 7  1 , 1 4  

2p Sup 6 4 , 9 6  0 , 2 8  3 , 5 7  5 , 1 5  3 1 , 4 7  0 , 1 3  8 , 7 4  1 , 2 1  9 , 3 2  1 , 2 3  

2 plnf 7 7 , 7 8  0 , 2 8  2 2 , 2 2  1 , 0 0  0 , 0 0  0 , 0 0  5 , 5 5  0 , 3 9  6 , 6 0  0 , 5 4  

3p Sup 6 7 , 9 6  0 , 1 7  4 , 1 9  1 , 6 8  2 7 , 8 5  0 , 6 7  8 , 7 7  1 , 4 5  9 , 3 6  1 . 5 7  

3p Inf 7 9 , 8 8  0 , 3 4  2 0 , 1 2  1 , 3 7  0 , 0 0  0 , 0 0  5 , 6 0  0 , 5 8  6 , 5 4  0 , 5 8  

1e Sup 6 0 , 5 5  0 , 1 5  2 , 5 8  4 , 1 7  3 6 , 8 6  0 , 2 4  8 , 6 7  1 , 4 0  9 , 2 1  0 , 8 6  

1 elnf 7 5 , 4 1  0 , 7 3  2 4 , 5 9  2 , 2 5  0 , 0 0  0 , 0 0  5 , 4 5  1 , 4 5  6 , 5 0  2 , 8 8  

2e Sup 6 4 , 1 9  0 , 1 9  3 , 4 0  3 , 8 1  3 2 , 4 1  0 , 7 1  8 , 5 6  0 , 7 0  9 , 0 2  0 , 6 2  

2e Inf 7 9 , 4 4  0 , 1 2  2 0 , 5 6  0 , 4 7  0 , 0 0  0 , 0 0  5 , 6 9  1 , 3 2  6 , 7 6  1 . 1 2  

3 e Sup 6 7 , 3 9  0 , 3 0  3 , 8 7  3 , 9 4  2 8 , 7 3  0 , 2 0  8 , 5 1  0 , 4 2  9 , 0 7  0 , 4 8  

3 elnf 8 1 , 3 3  0 , 1 8  1 8 , 6 7  0 , 7 9  0 , 0 0  0 , 0 0  5 , 7 7  0 , 2 9  6 , 6 7  0 , 9 6  

A disperslio nos valores de composicao dos SABs foi medida utilizando-se o coeficiente 

de variacao (CV). Caso CV seja superior a 10%, a dispersao e considerada alta (GOMES, 

2000). 

Praticamente todos os resultados da composicao de agua e PEG 10000 nas fases 

apresentaram CV inferior a 1%, indicando uma dispersao muito pequena entre os valores 

encontrados nos ensaios. As maiores variacoes de CV foram observadas na determinacao do 

teor de sal (fosfato de potassio) das fases. Porem, os valores medios da concentracao de sal 

sao confiaveis, uma vez que os CV foram inferiores a 10%. Tal dispersao e um indicio de que 

a metodologia utilizada na determinacao do teor de sal por gravimetria pode n3o ser a opc3o 

mais adequada, uma vez que esta sujeita a erros cumulativos. Um outra opcao seria a 

determinacao do fosfato de potassio via titulacao potenciometrica, como feito por Da Silva 

(1994). 

Alem disso, os valores de composicao foram baseados na massa experimental das fases, 

que nao e uma medida muito precisa, uma vez que foi determinada a partir de medidas 

experimentais de volume e densidades das fases, tambem sujeitas a erros. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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4.4.4 Comprimentos e inclinacoes das linhas de amarracao (tie-lines) zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

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

PEG 10000 - Tampao fosfato de potassio, cujo comprimento e inclinacao estao exibidos na 

Tabela 4.8: 

Tabela 4.8. Comprimentos e inclinacoes das linhas de amarracao zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

tie-line CLA (%) CV(%) I LA CV (%) 

1p 41,81 1,89 -1,63 2,23 

2p 36.59 0,58 -1,69 1,91 

3p 32,08 1,02 -1J5 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 concentracoes de 

PEG e fosfato, decrescendo a medida em que as concentracoes de PEG e fosfato diminm'am. 

Segundo Da Silva e Loh, (2006), com o aumento do valor de CLA, aumenta a diferenca entre 

a fase superior e a inferior em termos de propriedades termodinamicas intensivas. 

Os comprimentos das linhas de amarracao nao foram muito diferentes entre os sistemas 

compostos por pectina pura (sistemas p) e os sistemas compostos por extrato (sistemas e). Por 

outro lado, as inclinacSes das linhas de amarracao dos sistemas p foram inferiores aos valores 

de inclinacao das linhas de amarracao dos sistemas tipo e. Uma explicacao para tal 

fenomeno e que nos sistemas tipo e, compostos por extrato, ha um numero maior de solutos 

dissolvidos, o que afeta as condicoes de equilfbrio do sistema. O diagrama de equilibrio pode 

ser observado na Figura 4.12. 
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•  9IN00AL zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

TIE19 zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAy a -1,6736x + 41.136 R" zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA= 0.9991 

TIE 2e y 5 8 -1,8898K*  39,043 R 2 

= 0.9995 

nej? zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA1 = -1,9434K + 36,526 R 2 
= 0.99S8 

TTE1p y s -1.0317K •  40,246 R z 

= 0.9987 

TIE 2p y = -1.6848K + 37,346 R 2 

= 0.9995 

TIE Jp y = -1,746K + '  15.084 R 2 
= 0,9995 

0.0 5 0 10.0 15.0 20,0 25,0 30.0 zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Fosfato de potassio (%) 

Figura 4.12. Diagrama de equilibrio com as linhas de amarracao. 

35.0 40.0 

Maiores diferencas de inclinacao entre os dois tipos de sistemas ocorreu entre os SABs 

com menores concentracoes de PEG e fosfato. Alem disso, e possivel constatar nas Figuras 

4.12 e 4.13 que a medida que e a linha de amarracao (tie-line) afasta-se da regiao do ponto 

critico, as composicSes de PEG e sal vao se elevando, isto ocorre para todas as tie-lines, sem 

excecao (FERREIRA, 2007). 

A Figura 4.13 exibe o diagrama de equilibrio ternario: 
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0.00 0.25 0,50 075 1.00 zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Fosfato de octass o 

Figura 4.13. Diagrama de equilfbrio ternario 

4.4.5 Avaliacao dos parametros da particao zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Os resultados das analises de atividade enzimatica das fases, atividade especifica (AS) e 

fator de purificacao (FP) dos sistemas compostos por extrato estao na Tabela 4.9. O teor de 

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

e do fator de purificacao nesses sistemas. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Tabela 4.9. Atividade enzimatica, atividade especifica e fator de purificacao. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Fase 
Proteina 

(mg/ mL) 

Atividade 

(U/ mL) 

AS 

(U/ mg) 
FP 

extrato 1,800 ±0,00 4,37 ± 0,26 2,42 1 

1e Sup 0,823 ± 0,08 0 0 0 

1 elnf 0,246 10,01 2,38 ± 0,40 10,06 ±2,37 4,17 ±0,98 

2e Sup 1,120 ±0,06 0 0 0 

2 elnf 0,508 ±0,15 3,08 ± 0,30 6,42 ± 2,69 2,66 ±1,11 

3e Sup 1,258 ±0,04 0 0 0 

3e Inf 0,668 ± 0,06 3,68 ±0,16 5,41 ± 0,58 2,24 ± 0,24 

Nao foi detectada atividade nas fases superiores, o que significa que toda a enzima 

poligalacturonase presente no extrato esta contida na fase inferior dos sistemas. AntovzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA et al., 

(2008), estudando a partic3o de pectinases de Penicillium cyclopium em SABs compostos por 

PEGs de diferentes pesos moleculares e sulfate de amonio, 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 preferencia pela fase inferior, rica em sal, sendo que em sistemas 

compostos por PEG 10000, a recuperacao das poligalacturonases na fase inferior chega a 

100%.) 

Muitos autores tern estudado a partic5o de enzimas pectinoliticas mensurando as 

atividades endo-PG e exo-PG separadamente. A endo-PG costuma ser determinada pela 

reducSo da viscosidade especifica inicial que provoca em uma mistura reacional contendo 

pectina (ANTOV et al., 2008). Ja a exo-PG e determinada com um ensaio semelhante ao 

utilizado neste trabalho para determinacao da atividade poligalacturonasica (item 3.6.3), 

baseado na formacao de acido galacturonico, o qual e determinado por espectrofotometria. 

Neste trabalho, apesar da tecnica para determinacao da atividade ser mais parecida com a 

tecnica utilizada para quantificacao de exo-PG por alguns autores, a atividade foi chamada de 

atividade poligalacturonasica (APG), sem diferenciacao, 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 

determinacao da atividade esta sendo conduzida. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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A atividade especifica (AS) foi utilizada para avaliar a seletividade dos SABs, pois e um 

parametro que relaciona a atividade enzimatica com a quantidade de proteinas presentes nas 

fases (LIMA et al, 2002). Portanto, quanto maior o valor de AS, maior sera o numero de 

enzimas ativas em relacao as demais proteinas. Em todos os SABs, houve um aumento de AS 

em relacao ao extrato, o que significa que os SABs promoveram a distribuicao das proteinas 

contidas no extrato entre as duas fases, concentrando as poligalacturonases na fase inferior 

dos sistemas e demais proteinas na fase superior. 

O maior aumento de AS foi observado no SAB le, que continha uma concentracao maior 

de sais e PEG 10000 e o maior comprimento de linha de amarracao entre os sistemas 

estudados: CLA= 42,94%. A medida que as linhas de amarracao foram se tomando mais 

curtas (sistemas com menor composicao de PEG 10000 e fosfato), a atividade especifica das 

fases diminuiu, de 10,06 U/mg no SAB le para 5,42 U/mg no SABzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA 3e, com CLA de 32,32%. 

Apesar de a atividade enzimatica ter aumentado do SAB le para o SAB 3e, o SAB le foi 

mais eficiente na obtencao de uma fase com maior grau de pureza em relacSo ao extrato 

inicial. O que confirma essa afirmacao e o valor do fator de purificacao 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 concentracao de enzimas ativas maior que a de outras proteinas. 

Portanto, entre as linhas de amarracao estudadas, a tie le proporcionou um aumento de 

pureza de quatro vezes em relacao 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 relac&o as demais, encontrava-se em sua fase inferior um numero proporcionalmente 

maior de outras proteinas, o que significa que dentre as tres tie-lines testadas, a tie 3e foi a 

menos seletiva. 

LimazyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA et al, (2002), estudando a particao 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 e 2,11 para atividade endo-PG e 

exo-PG respectivamente, em SABs formados por PEG 10000 e sulfato de potassio, com 

concentracSes de PEG e sal diferentes das usadas neste trabalho. 

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

da enzima (Ke) e a recuperacao de enzimas ativas em cada uma das fases dos SABs. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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Tabela 4.10:zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Coeficientes de particao e recuperacao nas fases zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

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 preferencia 

pela fase superior, rica em PEG. Tal comportamento foi mais evidente no SAB le, onde cerca 

de 77% das proteinas concentraram-se na fase superior. A medida em que os sistemas 

tornaram-se mais diluidos em termos da composicao de PEG e sal, o Kp diminuiu, indicando 

que um numero menor de proteinas teve preferencia pela fase superior, chegando a 65% das 

proteinas no SAB 3e. 

Por outro lado, as poligalacturonases presentes no extrato tiveram preferencia 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 

particao foi zero, assim como a recuperacao das enzimas na fase superior. Dessa forma, 100% 

das enzimas ativas foram recuperadas na fase inferior. Esses dados concordam com os obtidos 

por ANTOVzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA et al, (2008) que obtiveram, para SABs formados por PEG 10000 - sulfato de 

amdnio, uma recuperacao de 100% para endo-PG e 98,85% para exo-PG, com Ke=0 e 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. Porem, estes ensaios representaram apenas uma etapa do que seria um processo 

completo de concentracao e purificacao de enzimas, mas mostraram que os SABs formados 

por PEG 10000 e fosfato de potassio sao adequados para a recuperacao de poligalacturonases 

a partir do extrato, aplicacao esta que pode ser melhorada com um estudo de otimizacao do 

processo. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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4.4.6zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Consideracoes a respeito da atividade enzimatica nos SABs. 

Os SABs foram preparados com PEG 10000 e tampao fosfato com pH 7,0. A solucao mae 

de PEG 10000 tambem possuia pH 7,0; de modo que as fases dos SABs apresentavam valores 

de pH entre 6,5 e 7,0 (as medicoes foram realizadas com pHmetro). 

Porem, as poligalacturonases obtidas pela fermentacao de residuo agroindustrial do 

maracuja por Aspergillus niger exibem atividade e estabilidade em meios com pH entre 3,5 e 

5,5; nao sendo mais detectada atividade poligalacturonasica em pH superior a 6,5 (SOUZA, 

2008). Portanto, as poligalacturonases presentes na fase inferior dos SABs podem nao estar 

completamente ativadas, uma vez que as condicoes do meio nao favorecem a ativacao total. 

Por outro lado, as poligalacturonases presentes no extrato apos a operacao de lixiviacao estao 

totalmente ativadas, uma vez que o pH do extrato e de 4,5. 

Durante a analise de atividade (item 3.6.3), a enzima e reativada em pH 4,5; valor de pH 

onde sua atividade e maxima (conforme Figura 2.4, no Capitulo 2), e catalisa a formacao de 

acido d-galacturonico a partir do acido poligalacturonico, na temperatura de 35 C, onde 

tambem apresenta atividade maxima (SOUZA, 2008). 

E possivel que alteracSes 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 concentracSes de PEG e sal podem interferir na determinacao da atividade, zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

m ot ive pelo qual se fez a diluicao das amostras a f im de minimizar a interferencia, 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, nao foi realizada diluieoes nas amostras para nab comprometer a 

determinacao, uma vez que a metodologia empregada para a determinacao da atividade 

enzimatica parece nao ser muito sensivel em amostras com baixa concentracao de enzimas. 

No entanto, verificou-se que durante a determinacao da atividade enzimatica nas fases 

inferiores dos SABs, a presenca do tampao fosfato elevou o pH do meio reacional para cerca 

de 4,85; o que significa que as enzimas nao exibiam atividade maxima no momento da 

analise. 

Para verificar a possibilidade de se obter maiores valores de atividade enzimatica nas fases 

inferiores dos SABs, foi realizado um balanco de atividade atraves da Equacao 3.21; 

anteriormente descrita. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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A Tabela 4.11 exibe os valores de atividade, atividade especifica e fator de purificacao 

teoricos, considerando que todas as unidades de atividade presentes no extrato estao na fase 

inferior dos SABs e possam ser reativadas, uma vez que nao foram submetidas a valores 

drasticos de temperatura e pH; e que os solutos presentes nao danificaram as estruturas da 

enzima nem promoveram sua desnaturacao. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Tabela 4.11: Parametros da particao considerando-se a recuperacao de 100% das unidades de atividade, 

presentes no extrato, na fase inferior dos SABs. 

Fase Atividade Teorica (U/mL) AS teorico (U/mg) FP teorico FC teorico 

extrato 437 2,41 1,00 1,00 

le Sup 0,00 0,00 0,00 

leinf 4,51 18,05 7,48 1,03 

2e Sup 0,00 0,00 0,00 

2elnf 5,13 10,06 4,17 1,17 

3e Sup 0,00 0,00 0,00 

3elnf 5,82 8,69 3,60 1,33 

A Tabela 4.11 mostra que a correta ativacao das enzimas presentes na fase inferior dos 

SABs pode gerar meios com atividade especifica de 18,05 U/mg e fator de purificacao de 7,48 

vezes a pureza da poligalacturonases nos extratos provenientes da fermentacao, sem prejuizos 

na concentracao de atividade, como mostra os valores do FC. 

Portanto, e possivel obter com a utilizacao de SABs na recuperacao de poligalacturonases, 

alto rendimento e aumento de pureza em uma unica etapa, sendo adequada tal operacao como 

etapa inicial de um processo de recuperacao e purificacao de enzimas. Etapas seguintes 

poderiam reciclar o PEG, os sais, purificar e estabilizar as enzimas, deixando-as prontas para 

correta ativacao e aplicacao nos processos industrials. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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5. CONCLUSOES zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

• O residuo agricola do maracuja amarelo mostrou-se adequado para a obtencao de 

poligalacturonases via fermentacao semi-solida. 

• A variacao dos parametros da lixiviacao promoveu o aumento da atividade enzimatica nos 

extratos obtidos, estabelecendo como condicao adequada para a recuperacao de tais enzimas: 

o tempo de contato de 45 minutos, agitacao de 50 rpm e relacao solvente/massa de 10 mL/g. 

• Dentre as variaveis estudadas no processo extrativo, a relacao solvente/massa de meio 

(RE) foi o parametro que mais influenciou na atividade dos extratos. O modelo obtido 

mostrou-se, alem 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. 

• A aplicacao dos SABs formados por PEG 10000 e fosfato de potassio promoveu a 

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

a pureza das enzimas na fase inferior. 

• Foi obtida uma recuperacao de 100% das enzimas ativas na fase inferior dos SABs. O 

sistema mais eficiente foi o que tinha o maior comprimento de linha de amarracao, CLA= 

42,94%. 

• A utilizacao de SABs na recuperacao de poligalacturonases proporcionou alto rendimento 

e aumento de pureza em uma unica etapa, com fator de purificacao de 4,17; podendo chegar a 

7,48 com a adequada ativacao das enzimas. 

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

inicial de um processo de recuperacao e purificacao de enzimas. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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