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RESUMO: Adsorcdo € um fendmeno, que consiste na transferéncia dos componentes de fases
liquida ou gasosa para uma superficie solida. A transferéncia pofisisa, quimicas ou ambas.

Entre os adsorventes mais utilizadas, destssmms carvies ativados, devido aos mesmos serem
provenientes de residuos agroindustriais, reduzindo os custos de producdo. Os carvles ativados
estdo sendo bastante utilizados coadsorvente em induastrias, alimenticias e farmacéuticas,
principalmente para separacéo e purificacdo de biomoléculas, como as proteinas do soro do leite,
devido a sua complexa estrutura de poros e elevada area superficial. Diante do exposto, este
trabalhoteve como objetivo a utilizacdo de carvao ativado, sintetizado a partir do sabugo de milho,
no estudo do processo de adsorcdo da protemetdgjlobulina. O carvao ativado foi caracterizado

em relacdo ao seu ponto de carga zero, e em relacdo a su@iefiei€apacidade adsortiva, frente a
variagcdo do pH e da massa dos mesmos. O carvao ativado apresentogcute @t¥, com alta
capacidade adsortiva (98,36mg.¢e eficiéncia (98,87%), utilizando uma pequena massa (25mg)

em pH préoximo. Concluse que catbes ativados provenientes de residuos agroindustrias podem
ser considerados bons materiais adsorventes.

Palavras-chave: Adsorvente; Fonte de carbono e Proteina;
INTRODUCAO

A -lbact ogl dd & loipnnaipal (cbmponente proteico do soro de leb®ino,
representando cerca de 10% da proteina total do leite, ou 50% das proteinas do soro. E uma protein:
globular constituida de 162 residuos aminoacidos com uma massa molar de 18,4 kDa (YADA,

2 0 0 41y, apreBenta uma estrutura particular do tipocitioa, que forma uma espécie de célice

de carater hidrofobico conferindo as propriedades funcionais de grande aplicacdo na industria de
alimentos, para a formacao de espuma, geleificagao, capacidade de emulséo e ligagdo do aroma e d
sabor. Esta proteinapresenta seu ponto isoelétrico em pH 5,2, e sofre desnaturacdo em
temperaturas superiores a 65AC e p-H,podeser t or |
separada do meio utilizando as técnicas de adsorcdo, que constitui um processo de separacac
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seletiva daum ou mais constituintes contidos em uma fase fluida (liquida/gasosa) sobre superficies
sélidas (PEREIRA et al., 2014).

Os processos adsortivos, de transferéncia de massa podem ser afetados pelo tipo de
adsorvente utilizado, e as condi¢cdes presentes téungmrocesso de adsor¢cao, como: velocidade da
agitacdo, temperatura, polaridade do solvente, relacdo $dlidaido, tamanho das particulas do
sélido, concentracéo inicial do adsorbato, pH da solucéo, outras espécies competitivas e impurezas
na superfie do adsorvente (HAGHSERESHT et al., 2002).

O carvao ativado, € um material rico em carbono, sendo o principal adsorvente utilizado nas
industrias devido a sua elevada area superficial e estrutura altamente porosa, utilizados na remocac
de varias biomoladas (YANG e QIU, 2011).

Para a sua sintese, sdo utilizados materiais precursores provenientes de residuos
agroindustriais, por serem proveniente de fontes renovaveis com alto teor de carbono e baixo teor
de compostos inorganicos (PRAHAS et al., 2008e£stsiduos, vem sendo considerados insumos
importantes para a preparacdo de carvdes ativados, pois além de apresentarem em sua composica
um elevado teor de matérias volateis, caracteristica essa que permite a obtencdo de um adsorvent:
com uma estruturaltamente porosa, sdo matérias primas de baixo custo e renovaveis. Esses
materiais carbonaceos tém grande versatilidade industrial associados a um baixo custo de producéo.
sendo assim uma opc¢éao importante e mais vantajosa para uma extensa gama de ,aqliaadoes
comparado com outros materiais adsorventes (DJILANI et al., 2015). Estudos vem sendo feitos para
a reutilizacédo de residuos agroindustrias, e witisacomo fonte para a producdo destes materiais,
reduzindo assim seus custos de producédo (PEREtRA, 2014).

Uma vez escolhido o precursor de carbono, a producdo do carvao ativado envolve,
basicamente, a ativacdo e a carbonizacao, para o desenvolvimento dos poros internos. A ativacao
consiste em alguma forma de ataque fisico ou quimico. A atifégiéa, o precursor é tratado
termicamente em atmosfera suavemente reativa, como vapor de agua ou gas carbonico, enquanto n:
ativacdo quimica consiste na impregnacdo do precursor com agentes quimicos, como: &cido
fosforico (H3PO4), cloreto de zinco (ZnGlhidroxidos de metais alcalinos (hidréxido de potassio,
KOH, e hidréxido de sédio, NaOH) e/ou acido sulftrico (H2S04), seguida pela carbonizacdo em
temperaturas da que variam de B00°C (BRITO et al., 2017).

Diante disto, este trabalho tem como okt utilizacdo de carvéo ativado, produzindo de
residuos agroindustriais (sabugo de milho), no estudo do processo de adsorcdo da proteina 3
lactoglobulina, presente no soro do leite.

MATERIAL E METODOS

Os residuos do sabugo de milho folavados e sexs em estufa a 105°C. Posteriormente os
mesmos foram triturados em moinho de facas para obtengédo do material particulado e peneirados
em uma peneira de 20mesh. O farelo obtido foi utilizado na sintese dos carvdes. O residuo foi
impregnado com &cido fosféo (85%) na razdo massica de impregnacdo de 1,5:1 (massa de
ativante/massa do precursor) e seco em estufa a 105°C por 48h. Em seguida o material foi
carbonizado em forno mufla, a temperatura de 500°C, por 1h. Os carvdes obtidos foram lavados
com agua até meutralidade da agua de lavagem. Em seguida foram secos em estufa a 105°C por
24h e peneirados em uma peneira de 40mesh.

O carvao obtido foi caracterizado em relacdo ao ponto de carga zero. Para a determinacao do
ponto de carga zero 50mg da amostraatedo ativado foram misturadas com 50mL de solugéo de
NaCl 0,10 mol.l* em diferentes valores de pH-11) e deixados sobre agitacdo constante (em
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agitador orbital) durante 24h. O pH de cada solugéo foi ajustado com solucdo de HCI ou NaOH
0,50 mol.L*

Os estes de adsorcao foram feitos utilizando uma massa fixa de carvéo (50mg) em tubos de
centrifuga contendo 5mL da solucéo de proteina, na concentracéo de 580kazehdo o ajuste
do pH das solug¢des, utilizando solugédo tampdao fosfato de potassio (20andpsppH’'s 3; 5 e 7.
Os tubos foram mantidos sob agitacdo constante (20 rpm) a temperatura ambiente por 4h, em
seguida foram centrifugados sendo o sobrenadante filtrado. A quantificacao-tectoglabulina
foi realizada por leitura direta em especttofmetro no comprimento de onda de 280nm.

Para avaliar a influéncia da massa de adsorvente na eficiéncia de adsorcao, diferentes massas
de carvédo (25mg; 50mg e 75mg) foram adicionadas em tubos contendo 5mL da solu¢éo de proteina
(betalactoglobulina) com @H escolhido no teste anterior, todas as analises adsortivas foram feitas
em triplicata.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O carvao apresentou ponto de carga zergpem pH 4,7. No pkt, considerase que as
cargas da superficie do material apresergameutra. Em solucdes com pH abaixo do ponto de
carga zero a superficie do carvao ativado é protonada, favorecendo a adsor¢cdo de compostos cor
carga negativa, e consequentemente é desprotonada em pH superior, favorecendo o comportamentc
oposto (VIEIRA et al., 200).

Segundo YusoRubio e Izquierdq2014) o ponto de carga zero do carvao esta diretamente
relacionado com o tipo de agente ativante, temperatura de carbonizacdo e a atmosfera presente
durante este processo, sem a utilizacdo de atmosferas inertespot@neducédo do PCZ, devido a
menor formacgao de grupos oxigenado durante o processo de carbonizagcédo, em relacdo aos agente
ativantes utilizados, Yusdiubio e lzquierdq2014), ainda constata que agentes ativantes acidos
geram carvdes ativados com baixo géiponto de carga zero, devido a formacéo de grupos acidos
na superficie do material.

Os resultados obtidos para os testes adsortivos ddabtiglobulina, em solu¢cées com
diferentes valores de pH, com massa fixa, sdo apresentados na tabela 1.

Tabela 1- Capacidade adsortiva (Q) e eficiéncia adsortive-ipe m di f er ent es pH6s.

pH Q (mg.g" Eficiéncia (%)
3,0 27,0136 27,76%
5,0 92,4808 94,78%
7,0 15,9985 16,13%

Atravées do estudo do efeito do pH na adsor¢cdo em carvao ativado foi possivel observar que
em pH 5,0 obtevse os melhores valores para cagade adsortiva (92,45mg/g) e eficiéncia
(94,78%), indicando que este pH € o melhor entre os demais avaliados para a realizacdo do teste de
massa, seguinte. O pH da solucéo, juntamente com o ponto de carga zero do adsorvente sdo fatore
de extrema import&a no processo de adsorcdo de compostos organicos, pois permitem prever a
carga superficial destes. Como o melhor pH (5,0) foi proximo do pH do ponto de carga zero (4,7),
acreditase que a adsorcdo ocorra exatamente pela atragcdo de grupos anibnicdeida eno
relacdo a carga superficial positiva do material sélido.
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O pH da solugéo (5,0) enconsae  pr - Xi mo ao pont elactogobuknh ®t r i
(5,2), onde as proteinas apresentam em sua cadeia polipeptidica aminoacidos distintos com caratel
acido, neutros ou basicos, apresentando assim cargas proximas a da superficie do carvao ativado
dessa forma, poege dizer que o processo adsortivo tem as interacbes hidrofobicos como as
principais responsaveis deste processo (ANDRADE, 2015).

Os resultade obtidos para estudo de massa na influéncia do processo adsortivo estdo
apresentados na Tabela 2.

Tabela 2- Capacidade adsortiva (q) e eficiéncia de adsor¢camlgacom variacdo da massa do
adsorvente.

Massa (g) q (mg.g") Eficiéncia (%)
0,025 98,36® 98,87%
0,050 50,3262 98,64%
0,0750 31,8320 97,28%

Verificou-se que com o0 aumento da massa do adsorvente, ocorreu uma reducao acentuada da
capacidade adsortiva (q), e uma reducdo de menor intensidade da eficiéncia. Isto aponta que uma
menor quantidadde carvao deve ser utilizada no processo de adsorgdo para que ocorra uma extracao
satisfatoria.

CONCLUSAO

A partir dos testes adsortivos, peske afirmar que o sabugo de milho pode ser considerado
um Otimo material precursor, para a sintese de adses/érdrvao ativado) de baixo custo e com
altas eficiéncias adsortiva, utilizando uma pequena massa (25mg), como ideial para a adsor¢céao da
betalactoglobulina, com uma alta capacidade adsortiva e eficiéncia do processo.
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RESUMO: O soro de leite (SL), urnoproduto da inddstria de laticinios, foi avaliado como meio
alternativo para a producdo de biomassa celulaKldgveromyces lactisApos o cultivo da
levedura em batelada a 35 °C e 150 rpm, por 23 h, foi determinada a atividadalaetosidase

(b-gal) a partir das células permeabilizadas e a composicdo proteica da biomassa integra. A
atividade especifica dé-gal determinada foi igual a 27.363,5 U' genquantoa biomassa
apresentou um teor de proteina igual a 5,73% (p/p). Estes resultados confienpassibilidade de
utilizacdo do SL como meio alternativo e das célulak.dactis cultivadas nesse meio como fonte

de b-galactosidase. Além disso, € possivel a utilizacdo da biomassa remanescente do processo de
recuperacéo da enzima cosingle cell potein

Palavras-chave: Biomassa integra. Composicéo centesi@gigle Cell Protein
INTRODUGCAO

De acordo com dados do Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA), o
Brasil ocupa o sexto lugar n@anking de producdo de leite mundial (USDARQ16), sendo
responsavel pela producdo de 35 bilhGes de litros de leite no ano de 2016 (CARVALHO e
CARNEIRO, 2016). Grande parte desse leite é utilizada para producdo de diferentes produtos
lacteos e estimae que as industrias desse setor produzam apmdaimente 4 bilhdes de litros de
soro de leite (SL) como coproduto (CARVALHO e CARNEIRO, 2016).

A leveduraKluyveromyces lacti¢ um dos micrarganismos capazes de utilizar a lactose
residual presente no SL como fonte de carbono e energia, uma vez suieagosnzimas lactose
p e r me agalacto®dade, necessarias para o metabolismo da lactose (REBB{BIRA, 2006).
A partir das células de. lactiscultivadas em SLpode e e xt r ai r-galactgsidasei Uma c a r
enzima de interesse industrial quiénade ser utilizada na obtencéo de leite hidrolisado, € estudada
para processos de conversao de lactose em diferentes produtos de interesse comercial, como po
exemplo, os prebioditcos galaebtigossacarideos (RICHARDS,1997). Além disso, a prépria
biomassa celular deK. lactis como #gle cell protein pode ser utilizada como alternativa para
fontes proteicas convencionais (RAVINDRA, 2000).

Por possuir o status de GRAGgnerally Recognized as Spgegundo o FDAKood and
Drug Administration, € possiviea utilizacdo dessa levedura e de seus produtos em alimentos para
consumo humano (VAN OOYEN et al., 2006). Assim, o presente trabalho teve por objetivo avaliar
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a producdo de biomassa elactise a at i vgalac@gidase dae célbilas, utilizando, como
meio alternativo, o soro de leite.

MATERIAL E METODOS

A leveduraKluyveromyces lactifCBS 2359) foi repicada semanalmente em agar YPD (10
g L™ de extrato de levedura, 20 g He peptona20 g L de dextrose e 20 g'lde &gar) e incubada
a temperatura ambiente por-48 horas para a realizacdo dos experimentos.

Para a obtencao do soro, o pH de 400 mL de leite desnatado UHT (Figura 1AB ad.&
sob agitacdo, foi modificado pararapimadamente 4,7 utilizando uma solucéo de HCI (33% v/v).
O leite foi, entdo, i} deixado em repouso (30 minutos) a temperatura ambidéntag@ecido em
forno micreondas até temperatura de fervurdi¢ fovamente deixado em repouso por 30 minutos
em caixa térmica (Figura 1B). Apés esse periodo, todo volume foi centrifugado a 2500 rpm, por 5
minutos (Figura 1C). O soro de leite sobrenadante (SL) foi autoclavado (Figura 1C) e
posteriormente centrifugado assepticamente a 2000 rpm por 5 min para segarpgdcpitado
(Figura 1D).

Figura 1- Preparo do soro de leite:-ALeite UHT desnatado a 18 °C,

B - Precipitado apos acidificacdo (pH 4,7) e aquecimento do leite, C
Soro de leite apés esterilizacdo e Boro de leite apds esterilizacdo e
centrifugacao estéril.

Para preparacéo do in6culo, uma al¢cada de células novd@2 (#8e incubacao) de lactis
foi transferida para um frasco Erlenmeyers de 125 mL contendo 20 mL de SL. O frasco foi
incubado em agitador rotacional a 150 rpm e 35 °C pet81h. Apds esse periodo o SL foi
centrifugado assepticamente a 2000 rpm por 5 minutos e o sobrenadante foi descpeliddoO
entdo lavado duas vezes, assepticamente, com agua estéril e ressuspendido em 6 mL de agua estér
A padronizacdo do in6culmicial foi realizada aferindo a densidade 6ptica (DO) da suspensao
anterior a 600 nm (D&onn) € inoculando 0,036,18 g L' de biomassa seca #e lactisem SL (1
DOgoonm= 0,60 g ! de biomassa seca).

As células d&. lactisinoculadas em 25 mL de Sfuadruplicata) foram incubadas a 35 °C
por 24 h. Aliquotas de 1 mL foram retiradas em diferentes intervalos de tempo para determinagao
da DQoonm e, posteriormente, foram centrifugadas (2500 rpm, 3 minpelstsresultantes foram
congelados imediataante em tubos Eppendorfs20 °C.

A at i vi daadiesidadeepard as célulaskddactis apos 24 h de cultivo (triplicata)
foi determinada de acordo com a metodologia de Gietz et al. (1977), com modificacpelet®s
de 1 mL das amostras coledadoram ressuspendidos em 1,0 mL de tampao fosfato de potassio 0,1
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M (pH 7,2) contendo 0,1 mM de Mg3OFoi utilizado apenas cloroférmio como agente
permeabilizante e 8 minutos para a reacao realizada a temperatura ambpetietrésidual, apés

o térmno da reacao, foi removido por centrifugacdo (2000 rpm, 2 min) e a absorvancia a 420 nm
aferidaeme s pectrof ot ! met rgal(U)foi oiedinida comalsaqdaatidatle de Bnzima

gue catalisa a formacéo de 1 pmol @eitrofenol ©-NP) por minuto. Aconcentracdo de-NP

liberada foi determinada utilizando o coeficiente de extingdo molar de 4,53 icrmbpara esse
compost o. A at i v-ga fidcelculada divedmndofai qoaatidadeede Bnidade de
enzima (U) pela quantidade em grama de lbissa em 500 pL. A composicéo centesimal do soro

de leite e a composicdo proteica da biomassa microbiana integra (sem rompimento celular) foram
determinadas segundo as metodologias descritas pelo Laboratério Nacional Agropecuario
LANAGRO/RS (BRASIL, 2003) Para determinacdo do teor de proteina foi utilizado fator de
conversao da relacdo nitrogénio/proteina igual a 6,38, enquanto a acidez foi determinada em &cido
latico.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A composicdo do soro de leite (SL), obtido segundo a metgidodte preparo descrita, foi
determinada e é apresentada na Tabela 1. Para o cultivo da IeKegusromyces lactism SL, a
curva de crescimento correspondente é apresentada na Figura 2. Nela foram detectadas as trés fase
caracteristicas do crescimerdos micreorganismos la@g, Exponencial e estacionaria). Estudos
ainda nado publicados determinaram que, para esse cultivo, a velocidade especifica de crescimento
(€), a produtividade volumétrica de biomassa)(& o rendimento de biomassax(yy foram iguas
a 0,58 + 0,08 h, 0,34 + 0,0 g 'h™ (23 h de cultivo) e 0,16 + 0,01 g*'d23 h de cultivo),
respectivamente.

Tabela 1- Composicao centesimal do soro de leite utilizado como meio de cultivo

Componentes Soro de Leite
Proteina (%, p/p) 0,65 = 0,00
Cinzas (%, p/p) 0,87 £ 0,00
Extrato Seco (%, p/p) 6,98 £ 0,00
Acidez (%, p/p) 0,28 £ 0,00
pH 4,82 + 0,04

Para o ponto correspondente a 23 h na Figura 2 foi observado um acumulo maximo de
biomassa seca de aproximadamente 11,2.gSemelhantemente, déini et al. (2004) observaram
acumulo de biomassa d#e lactis variando entre 11,09 e 11,79 § bm SL. J& Hun et al. (2013),
em meio sintético com lactose e outras suplementacdes, simulando a composicdo do SL,
observaram actimulo de 6,32 g te biomasa deK. lactis um valor menor que o observados no
presente trabalho.

Para as células d€. lactis acumuladas ap6s3zh de cultivo foi determinada a atividade
deb-g al a ct o-gal) d@ds perméabilizacdo com cloroféormio (dados néo apresentados). A
permeabilizacdo permitiu a liberacdo de 1,68 poaP min* na mistura de reacdo como resultado
da at i vigdlaadgee cdrresponde a 1,68 Unidades (U) da enzima. Para um grama de
biomassa seca d¢ lactisf or am det ect a d@akou?ea3und atisidade esperifich
igual a 27.363,5 Uy

Para a possivel utilizacdo da biomass& dactispara a producade single cell proteinfoi
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determinada a composi¢do proteica da biomassa integra (CPBI) acumulada apds 23 h de cultivo
(dados nédo apresentados). A CPBIKdéactis cultivada em SL (5,73%, p/p) foi aproximadamente

9 vezes maior que a composicao proteigoaSt utilizado, apresentada na Tabela 1 (0,65%, p/p).
Assim, a utilizacdo do SL permitiu a obtencédo de um produto com maior valor proteico-gpode
concluir que a producéo de biomassa pode agregar valor a utilizagdo desse coproduto.

3 - C
o
| :
11 B .
£ ﬁ
3 ° %
A
8 11 {
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o 3 6 9 20 22 24

Tempo (h)
Figura 2- Curva de crescimento para o cultivo de
K. lactis em soro de leite: A- Fase de
crescimento lag, B - Exponencial e C-
Estacionéria.

CONCLUSAO

O soro de leite mostrese uma boa alternativa para producdo de biomassa de
Kluyveromyces lactisA biomassa integra d€. lactis apresentou teor de proteina maior que o
encontrado no soro de leite desproteinizado, associado também a uma alta ativilade de
galactosidase. Estes resultados estimulam novos estudos para, concomitantemente, utilizar a
bi omassa par a e xalactasidase e al l@omassa zaémanascehte sorgte cell
protein Posteriormente serd necessario definir a composicdo de aminoacidos das proteinas, de
acidos graxos dos lipidios e de minerais, bem como realizar os testes bioldégicos necessarios para
avaliaro aproveitamento nutricional das proteinas da biomaskaldetis.
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RESUMO: Os fruos deSpondias purpurea.l.conhecidos popularmente como seriguela, possuem
importantes propriedades nutricionais e constituem fonte de compostos bioativos, que trazem
diversos beneficios a saudepesquisa de novos agentes antioxidantes e antimicrabiEnorigem

vegetal vem sendo explorada com maior atencdo devido a imensa quantidade de compostos
biologicamente ativos oriundos do metabolismo primario e secundario de plantas, estando
inteiramente relacionadas ao surgimento de microrganismos resisentitsgas ja conhecidas.
Diante dissoeste estudo teve como objetivo avaliar o potencial antioxidante e antibiotico das folhas
de Spondias purpurea.LA partir das folhas obtidas, prepatsel os extratos, utilizando metanol

como solvente. Com os extratasialisouse a composicao fendlica total, a capacidade antioxidante
pelo método DPPH e foi determinada a Concentracao Inibitéria Minima (CIM) por microdilui¢cdo
em caldo do extrato em oito diluicbes seriadas frente cinco bactérias patogénicas. Os resultados
revelaram elevado potencial déslhas de Spondias purpurea tomo fontes promissoras de
antioxidantes naturais e atividade de caracteristica bacteriostatica com os menores valores de CIM
de 2,50 mg/ml. Este resultado mostrou ggesubstancias obtidas @atrato metandlico deS.
purpureaforam suficientes para inibir o crescimento dos microrganismos testados, revelando ser
uma planta com potencial atividade bioldgica, farmacolégica e biotecnologica.

Palavras-chave: Seriguela. Compostos fendlicos. Ativiiaantioxidante. Concentracdo Inibitoria
Minima.

INTRODUCAO

O emprego das plantas medicinais em atividades terapéuticas € uma pratica milenar e
atualmente vem sendo explorada com maior atencao devido a variedade de mecanismos de acéo qu:
estas plantas gidem apresentar inteiramente ligadas ao potencial desenvolvimento de novas
farmacoterapias, oferecendo muitas possibilidades de exploracdo econdémica, sobretudo em paises
com ampla biodiversidade que com o desenvolvimento de pesquisas podem ter a ogertienida
investigar suas propriedades fitoquimicas. Assim, a partir do conhecimento dos produtos do
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metabolismo secundéario destas plantas € possivel extrair substancias que podem desempenha
diversas atividades bioldgicas, uma delas a acéo antibiética (RARIQS).

A familia Anacardiaceaeé constituida por 70 géneros com aproximadamente 875 espécies,

e subdividese basicamente eminacardieae SpondiadeaeRhoeae Semecarpeaee Dobineeae
(WANNAN, 2006). A Spondiadeagossui cerca de 14 espécies (DUVALL, 2)0dentre elas, a
Spondias purpurea.L

Nativa da América Central, a serigueleira é cultivada em locais de clima tropical e
subtropical, como México, Guatemala, Caribe, e em alguns paises da América do Sul, entre eles o
Brasil. A serigueleira pertence aérgroSpondiase seu fruto, a seriguele&Spondias purpurea.l
também por diversos nhomes populares, dentre eles ceriguela, -al®eb@anha, jocote, ciruela
mexicana e ciriguela (SAMPAIO, BORA e HOLSCUH, 2008). Sendo conhecida também pela
presenca de feis e acidos fendlicos e utilizada na medicina popular para diversos fins.

A acentuada resisténcia bacteriana gera uma necessidade de desenvolver novos farmacos e :
pesquisa com plantas medicinais, como fontes de se substancias bioativas véem sendo um
indicativo para descoberta de eficientes agentes terapéuticos. Além das propriedades bioldgicas, os
antioxidantes naturais sdo compostos de interesse em industrias de alimentos e cosmeéticos por
serem possiveis substitutos aos antioxidantes sintéticos (FIN&Q2012).

Neste contexto, este estudo teve como objetivo avaliar o potencial antibiotico frente a
bactérias patogénicas e o potencial antioxidante do extrato bruto metanodlico das fSlhasdias
purpurea L.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi enduzido no Laboratério de Produtos Naturais e Biotecnologia
(LPNBIo), da Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia, campus Juvino Oliveira, Itepatinga
As folhas deSpondias purpurea lforam trituradas e secas & 50°C durante 48 horas. O extrato foi
preparado por imersdo em metanol na proporcdo de 7 ml de solvente para 1g de amostra, filtrado
com papel filtro, concentrado em rota evaporador e transferidos para frascos de vidro, para que o
resto do metanol fosse volatizado em temperatura ambientedofsierassim, o extrato bruto
metandlico. Todo o processo foi realizado em trés extracbes sucessivas com um rendimento de
extrato bruto de aproximadamente 8g cada.

A andlise da atividade antioxidante foi feita pelos métodos DPHeteeminacdo de
compostodendlicos A capacidade de sequestrar o radicaldifdnil-2-picrilhidrazil foi realizada
segundo método descrito por Rufino et al. (2007). Foram preparadas cinco diluicbes (2, 4, 6, 8 e 10
ng.mLY) do extrato. Aliquotas de 0,1 mL de cada diluicdo foaglisionadas a 3,9 mL da solucdo
de DPPH em metanol (0,06 mM), apds agitacdo em vortex, os tubos foram deixados em repouso ao
abrigo da luz. Ao final de 30 minutos, a absorbancia foi medida a 515 nm.

Os compostos fendlicos totais foram determinados seguandhetodologia descrita por
WETTASINGHE e SHAHIDI (1999), utilizando o reagente de Fd&iocauteau (RFC). Em vails
ambar foram adicionados 0,250 mL da solucdo do extrato bruto na concentracdo de 'JomganL
a 0,250 mL do RFC e 0,500 mL de solucéorsata de bicarbonato de sédio (NaHE@ volume
foi completado para 5 mL com agua destilada e submetido a agitagdo. Apos 25 minutos em repouso,
as amostras foram lidas em espectrofotdmetro no comprimento de onda de 773 nm. Para o controle
foi seguida a mesa propor¢cao, apenas substituindo o extrato pelo solvente utilizado para a diluicdo
da amostra. Para obtencéo da curva de calibracéo, foi utilizada uma solucéo estoque de &cido galico
na concentracdo de 1,0 mg/mL, diluirgiaté chegar a concentracao @25 mg/mL.
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Os microrganismos utilizados na técnica de Concentragéo Inibitéria Minima (CIM) foram
cepas bacterianas padronizadasEi¢erococcusfaecalis (ATCC 31299), Staphylococcus aureus
(ATCC 43300), Pseudomonasaeruginosa (ATCC 27853), EnterobaatzeloINCOS006)
Proteusvulgaris (CBAM 0169)obtidas da Colecdo de Bactérias da Amazbnia (CBAM)
pertencentes a Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ).

Para determinar a atividade antibacteri@navitro) do extrato foi realizada a técnica de
Concentracgdo Initbria Minima (CIM) por microdiluicdo em calddueller Hinton Broth segundo
o manual do Clinical and Laboratory Standards Inst{{QteSl).

As bactérias foram previamente cultivadas em meio Adaeller Hinton em sua
temperatura 6tima para crescimenté°@), por 1824 horas.

O extrato bruto metanolico utilizado no teste de CIM foi diluido em Dimetilsulféxido
(DMSO) e agua na proporcao de (20:80), deixando em uma concentragdo de 10mg/mL. O extrato
foi esterilizado por filtracdo em filtros de membranaSREe 0.22 um da marca Kasvi (Curitiba,
Brasil) e usado em oito dilui¢cdes seriadas (5; 2,5; 1,25; 0,62; 0,3; 0,15; 0,07 e 0,03mg/mL).

Nos micropocos foram distribuidos 80 de caldo com o extrato diluido nas diferentes
concentracbes para a adicdo dos microrganismos diluidos em solucdo salina 0,9 de acordo a
concentracdo padrdo 0,5 da esddtaFarland(aproximadamente 1,0 x 4QFC/mL). Todos os
procedimentos foram reafidos em triplicata. Controles foram feitos para verificacdo da qualidade
do meio de cultura, do extrato e dos microrganismos utilizados no teste.

As placas foram incubadas a 37°C/24 horas. Apds o periodo de incubacéo, foi adicionado o
corante Rezasurinaa concentracdo de 0,01%, como indicador de crescimento microbiano. Apos
24h, todas as cepas foramoudtivadas para verificar se a atividade bacteriostatica/bactericida. Os
testes foram feitos em triplicata.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A capacidade antioxahte do extrato das folhas 8pondias purpurea.Lfoi avaliada por
meio de dois métodos diferentes: compostos fendlicos e sequestro de radicais livres do DPPH. Os
resultados encontrados na andlise da atividade antioxidante estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1- Atividade antioxidante do extrato das folhasSgendias purpurea.L

Compostos fendlicos (mg Eq. Ac galico/g ext)* DPPH (IGg)**

208,4 81,83

*Extrato em concentracdo de 2mg.mt*Concentracéo Inibitoria (ug.nit).

O ICso € definido como aoncentracdo de substrato que consegue inibir 50% da atividade do
radical livre DPPH (BRANBWILLIS et al., 1995). Podse averiguar que 0s extratos metanolicos
das folhas de seriguela foram eficientes em sequestrar o radical livre DPPH, apresentagsio valor
de 1G5 de 81,83 pg.mti. Quanto maior o consumo de DPPH pela amostra, maior é sua atividade
antioxidante. Sendo assim, quanto menor a absorvancia, maior o consumo de DPPH.

A concentracdo de compostos fendlicos € expressa em medida equivalentedadg aeati
acido gélico, utilizado como padrdo na analise para a quantificacdo. Compostos fendlicos tém como
uma das suas atividades a inativacao de radicais livres, por meio de cesséo de atomos de hidrogénio
estabilizando essas moléculas instaveis, o quedases compostos alvo de interesse clinico pela
associacdo da sua atividade a reducédo de doencas (GIADA e FILHO, 209). A quantificacdo de
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compostos fenolicos totais € uma estimativa do conteddo de todos os compostos pertencentes as
subclasses de compostfendlicos presentes em uma amostra. Os conteudos de fendlicos totais das
folnas deSpondias purpurea apresentados na tabela 1 demonstram egias sdo ricas em
compostos fendlicos, apresentando elevada capacidade antioxidante.

A atividade antibiotica @ extrato bruto metandlico d&. purpureae a determinacdo da
atividade bactericida/bacteriostatica foram avaliadas sem alteracbes nos controles, atestando a
gualidade do meio de cultura e que o diluente n&o teve nenhuma influencia no resultado, assim, o
extrato se apresentou eficiente inibindo o crescimento dos microrganismos testados, com os valores
de CIM frente a cada microrganismo observados como mostra a Tabela 2.

Tabela 2- Valores de Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) do extratdSd@urpuredrente as
bactérias patogénicas.

Microrganismos CIM

E. faecalis ATCC 31299) 2,50 mg/ml
S .aureusATCC 43300) 2,50 mg/ml
P. aeruginosa (ATCC 27853) 2,50 mgmi
E. cloacae (INCOS 006) 5,00 mg/ml
P. vulgaris (CBAM 0169) 5,00 mg/ml

A capacidade bactestatica dos extratos foi observada ao inocular o material dos pocos
com inibicdo de crescimento dos microrganismos e constatar crescimento ap6s 24 horas de
incubacdo, o que caracteriza efeito bacteriostatico dos extratos e ndo bactericida. O extrato
apresatou atividade de caracteristica bacteriostatica, ou seja, apenas inibiu o crescimento dos
microrganismos nas concentracfes acima. Com seus melhores resultados Erefatecalis, S .
aureuse P. aeruginosacom valores de CIM de 2,50 mg/mNo entanto, & valores de inibicdo n&o
foram significativos comparando com as demais concentracdes testadas. Considerando que 0s
resultados apresentaram pouca variacdo no seu potencial de inibicdo frente aos microrganismos
teste, é possivel que as substancias oriutholasetabolismo secundario da planta que puderam ser
extraidas pelo solvente possuissem uma mesma estratégia bioquimica de inibicdo do crescimento
das cepas testadas.

Estudos da composi¢cdo dos metabdlicos secundari® garpureaidentificaram dentre
outros compostos, polifendis como o acido galico e flavondis. Alguns desses compostos possuem a
capacidade de inativar enzimas de transporte e comyexasm polissacarideos. Os mecanismos
de acdo de extratos de espécies do géSgmandiascomo S. purpurea Spondias mombin
possivelmente agem utilizando como mecanismo de inibicdo, acdes relacionadas ao sitio ativo ou a
modificacdo enzimética (ENGELS et al., 2012).

Outros trabalhos foram desenvolvidos explorando uma potencial aplicacdo dos compostos
bioativos de S. purpurea relacionando com atividades antinociceptiva, -enflamatoria,
antioxidante, antiulcerogéncico, citotoxico, antidiarreica e gastoprotetora (RAMOS, 2013). Estes
estudos sdo importantes devido a necessidade de se comprovar tais proprusdadesz que a
espécie é utilizada na medicina popular, podendo reforcar sua utlizacdo e fornecer dados
futuramente para o seu uso como fitoterapico.
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CONCLUSAO

Os resultados obtidos demonstram o elevado potencialottess deSpondias purpurea
L.como fontes promissoras de antioxidantes naturais. O extrato bruto metanodlico da fSlha de
purpureademonstrotse bacteriostatico contra todos os microrganismos testados. Revelando ser
uma planta que contem uma ampla gama de produtos metabdlicosma esgrierados com
potencial uso no campo biotecnologico.

REFERENCIAS

BRAND-WILLIAMS, W., CUVELIER, M. E., BERSET, CUse Of A Free Radical Method To
Evaluate Antioxidant Activity . Food Science And Technology. v.28;2%p, 1995.

DUVALL, C. S. On the origin of the tree Spondias mombin in Africa Journal of Historical
Geography, v. 32, p. 24266, 2006.

ENGELS, C.; GRATER, D.; ESQUIVEL, P.; JIMENEZ, V. M.; GANZLE, M. G.; SCHIEBER, A.
Characterization of phenolic compounds in jocote (Spondias purpurea L.) gels by ultra
highperformance liquid chromatography/electrospray ionization mass spectrometry Food
Res Int. 2012;46(2):5582.

FINCO, F. D. B. A.; KAMMERER, D. R.; CARLE, R.; TSENG, W. H.; BOSER, S.; GRAEVE, L.
Antioxidant activity and characterization of phenolic compounds from Bacaba (Oenocarpus
bacaba Mart.) fruit by HPLC -DAD-MSn. Journal of Agricultural and Food Chemistry, v. 60, p.
7665 7673, 2012.

GIADA, M. L. R.; FILHO, J. M. IMPORTANCIA DOS COMPOSTOS FENOLICOS DA
DIETA NA PROMOCAO DA SAUDE HUMANA. Ciéncias Biologicas e da Salde, Ponta
Grossa, 12 (4):-15, 2006.

RAMOS, K. R. L. P. Avaliacdo da atividade antidiarreica de Spondias porpurea
L.(Anacardiaceae) em modelos animaisDissertacdo de Mestrado, Programa degréduacéo
em Ciéncias FarmacéutgdJniversidade Estadual da Paraiba, 2013.

RUFINO, M. S. M.; ALVES, R. E.; BRITO, E. S.; MORAIS, S. M.; SAMPAIO, C. G.; JIMENEZ,
J. P.; CALIXTO, F. D. SDeterminacdo da atividade antioxidante total em frutas pela captura
do radical livre DPPH. Comunicadd écnico Embrapa, 127:4, 2007.

SAMPAIO, S. A.; BORA, P. S.; HOLSCHUH, H. Postharvest respiration and maturation of
some lesseknown exotic fruits from Brazil i ciriguela (Spondias purpurea L.) Revista Ceres,
v. 55, n. 2, p. 1411145, 2008.

WANNAN, B. S. Analysis of generic relationships in AnacardiaceaeBlumea, v. 51, n. 1, p.
165195, 2006.

WETTASINGHE, M., SHAHIDI, F.Evening Primrose Meal: A Source of Natural Antioxidants
and Scavenger of Hydrogen Peroxide and OxygebDerived Free Radicals J. Agric. Food
Chem, v. 47, p. 1801812, 1999.

26

UF7G ——
| INSTITUTO
CAMPUS o
MONTES CLAROS DE CIENCIAS

AGRARIAS



ISIMEAL

11 Simpdsio de Engenharia
de Alimentos da UFMG

pan Y% e Uma nova perspectiva na
@iy,
Sustentabilidade (i s g: ¥ ) producao de alimentos

Caracterizacao de residuos agricolas do Norte de Minas Gerais para utilizagdo como
substratos em processos fermentativos
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RESUMO: Os residuos agroindustriais tornaraen uma fonte importante para a producdo de
novos materiais, de produtos quimicos e de energia, tais como, para a producdo de enzimas na
forma desubstratos. O desenvolvimento e implementacdo de processos sustentiveis capazes de
converter biomassa em varios produtos com valor agregado é uma necessidade absoluta para
aproveitar residuos agroindustriais e gerar menor impacto ambiental. Foram analisada
composicdes centesimais de residuos agricolas de frutas tipicas do norte de Minas Gerais. Os
residuos foram analisados quanto ao seu teor de umidade, cinzas, lipideos, proteinas, fibras e
carboidratos. Dentre os materiais analisados, os residuosigleelsese apresentaram com maior

teor de carboidratos, se mostrando o mais eficiente para sua utilizacdo em fermentacao, tendo em
vista que os carboidratos sao fontes importantes de carbono para as fermentacfes. Para tanto, o o
residuos agricolas podenarsconsiderador uma fonte potencial para a producdo de fitase para
utilizacdo em processos industriais e biotecnoldgicos.

Palavras-chave:Biotecnologia. Fermentacdo. Enzima. Subprodutos agroindustriais.
INTRODUCAO

O Brasil, por ser um pais de grandévidade agricola, € um dos que mais produzem
subprodutos agroindustriais. A tendéncia atual € de aproveitar estes materiais, obtendo produtos
com alto valor agregado, como as enzimas (MENEZES;SILVA;DURRANT, 2009, MARTINS et
al., 2002).

A producdo industriade enzimas é geralmente limitada pelos custos dos substratos
utilizados para o cultivo dos micarganismos. Estimae que por volta de 30 a 40% do custo
envolvido na producdo de enzimas esteja relacionado ao meio de cultura utilizado para o
crescimentalo micreorganismo. Assim, o uso de substratos alternativos é de grande importancia
para a reducao dos custos de producao (JOO; CHANG, 2005).

Recentemente, varios subprodutos tém sido utilizados como substratos para microrganismos
em processos fermentats, visando a producdo de enzimas. Por sua ampla disponibilidade e por
representar uma fonte alternativa de baixo valor comercial, o aproveitamento destes materiais pode
contribuir para a redugdo do custo operacional da producdo enzimatica, além de aninimiz
possiveis impactos ambientais decorrentes do seu descarte inadequado (LEITE et al., 2007). Além
de proporcionar acréscimo na digestibilidade do fésforo, as fitases produzem um beneficio
ambiental, pois reduzem a taxa de fosforo eliminada nos excremdwrgoanimais, trazendo
beneficios, aos produtores e ao meio ambiente.
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As fermentagBes em estado soélido (FES) tem diversas vantagens, em geral associadas aos
baixos custos e a alta produtividade, em relacdo a fermentacdo em meio liquido
(AIDDO;HENDRY;WOOD , 1982). A técnica de FES caractersma pelo crescimento microbiano
sobre um material organico solido que funciona como substrato e/ou suporte. Esse tipo de
fermentacdo apresenta inuUmeras vantagens em relacdo a fermentacdo em meio liquido,
especialmente naroducao de enzimas fungicas extracelulares (BATAGLINO et al., 1991).

Nos ultimos anos teree observado um aumento na utilizagdo de preparados enzimaticos na
criagdo de animais de granja destinados ao consumo humano visando uma maior produtividade e
compeitividade no mercado (SILVA, 2002).

Atualmente ha também uma preocupacédo crescente das industrias em relacdo a poluicdo
ambiental, as quais estdo buscando a cada dia, melhores maneiras de reduzir os custos de produca
sem interferir na qualidade do produ# sem prejudicar 0 meio ambiente. A poluicdo ambiental
tornouse um problema e uma ameaca mundial (SILVA, 2002).

Esse trabalho teve como objetivo realizar a caracterizacdo de diferentes residuos
agroindustriais para utilizacdo como substrato de ferm@egasemissolida para producdo de
fitases, utilizando diferentes fungos produtores de fitase.

MATERIAL E METODOS
Material

Foram utilizados subprodutos agricolas que sdo comumente descartados pela Cooperativa
Grande Sertbes, para producdo de polpa desfruOs residuos utilizados foram: 1) sementes de
maracuja, 2) residuos de coquinho e 3) residuos de seriguela. Esse material foi doado pela
cooperativa Grande Sertdes localizada em Montes Glai&s

Métodos
Composicéao centesimal

As determinacfes demidade, cinzas, lipideos e proteinas dos residuos agricolas, foram
realizadas segundo as normas analiticas do Instituto Adolfo Adéifq Lutz, 2005. Analisouse
os teores de fibra por detergente acido (FDA) e fibra por detergente neutro (FDN),0osegund
meétodo proposto por Van Soest(1967). O teor total de carboidratos foi obtido por diferenca dos
demais componentes analisados.

Determinacédo do teor de umidadeFoi realizada por método termogravimeétrico (I@%B°C);
Determinacédo do teor de cinzasfoi realizada por método termogravimétrico (58680°C) de
incineracéo dupla;
1 Determinacéo do teor de lipideostoi realizada pelo método de Soxhlet (extracdo de solvente
a quente);
1 Determinacao do teor de proteinasfoi realizada pelo método de Kjeldahl. &dr de
correcéo utilizado foi 6,25;
1 Determinacéo do teor de fibrasfoi realizada pelo método de fibras sollveis em detergente
acido e fibras soluveis em detergente neutro.
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1 Determinagéo do teor de carboidratosfoi realizada pela somatéria dos valores dos
componentes descritos acima (exceto fibras) e subtraido de 100.

Os valores em base seca foram obtidos por meio da conversdo das medias dos valores em
base umida utilizando a equacéo 1.

°— zpmm @)
prtmyY

Onde: U6= umi dade em base seca
U = Umidadeem base Gimida

RESULTADOS E DISCUSSOES

Os dados referentes a composicdo centesimal das sementes de maracuja, residuos de
coquinho e residuos de seriguela analisada neste trabalho estdo apresentados na Tabela 1.

Dentre os materiais analisados, o marafoijeo que apresentou maior carga proteica, se
diferenciando estatisticamente dos demais nesse aspecto; em seguida temos a seriguela, e 0 menc
conteudo de proteinas foi encontrado no residuo de coquinho. Em relagéo a carga de carboidratos, &
seriguela fosuperior, seguida pelo coquinho, e por fim o maracuja.

Os carboidratos sdo fontes importantes de carbono para as fermentacdes, bem como as
proteinas.

Devem ser considerados os nutrientes responsaveis pelo crescimiento celular. Fontes de
carbono sdo muitanportantes no cultivo de microrganismos. O modo de aplicacdo e selecédo de
fontes de carbono é um dos fatores criticos dos processos fermentativos, pois muitos compostos,
especialmente acucares, podem causar intensa repressdo catabdlica da sintese alein@as
além da reducédo na velocidade de crescimento de determinados microrganismos (LILLY, 1979).

Importante salientar que o teor de umidade dos residuos também € de grande importancia
para o processo fermentativo, pois, assim como observado por(3a08)sa atividade de 4gua e o
teor de umidade estdo diretamente relacionados com a quantidade de agua disponivel para o
desenvolvimento do microrganismo. Entre os residuos agricolas, o coquinho foi o que apresentou
maior teor de umidade, em seguida tensosnaracuja, e o menor conteuddo de umidade foi
encontrado no residuo de seriguela.

Ainda é escassa a producdo de trabalhos acerca da caracterizagdo dos residuos agricolas
estudados nesse trabalho, por isso a necessidade de se ralizar estudos sobrdcacalepsess
materiais para viabilizar sua futura utilizagdo como substrato em fermentagéo semissolida.
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Tabela 17 Caracterizagdo centesimal dos residuos agricolas.

, Maracuja Seriguela
Coquinho
Base Base . Base
Base Umida Base Seca Base Sec:
Umida Seca Umida
Umidade (9/100g9) 10,37+ 3,22 - 8,20+ 1,28 - 6,05+ 0,26 -
Cinzas (g/100g) 1,31+0,28 1,46 2,10+ 0,68 229  322+0,07 3,43
Lipideos (9/100g) 12,06 +0,23 13,46 18,07 + 0,38 19,68 1,89+0,156 2,01
Proteinas (g9/100g) 0,63 + 0,03 0,71 2,06 +0,13 224  0,98+0,0% 1,05
Carboidratos
: 84,38 75,78 93,52
totais (g/100g) 75,63 69,57 87,86
Fibra Detergente
g 63,45 69,02 67,74
Acido (g/100g) 56,87 + 2,71 63,36 + 0,47 63,65 + 2,53
Fibra Detergente
Y 81.74+135 91128135+ 1,18 89,16 78,180,498 83,23

Neutro (g/1009)
Legenda Médias seguidas pela mesma letra nas linhas, ndo diferem estatisticamesigeldre
teste de Tukey a 5 % de probabilidade.

CONCLUSAO

Conforme os resultados do trabalho realizado, cosellque o os residuos agricolas aqui
analisados possuem um grande potencial para serem utilizados como substratos para a producgao d
fitase parautilizagdo em processos industriais e biotecnolégicos, além possibilitar um importante
alternativa para a reciclagem desses subprodutos provenientes das atividades agricolas,
contribuindo assim para resolver os problemas ambientais decorrentes do atgstegdaesiduos
na natureza e o reaproveitamento de um material antes considerado descartavel.
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Car act er i-gamctosidadea@ra bioconversdes de lactose
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RESUMO: Par a a ut igdlactsidase«deAspdrgilluseornyzaeem arocdssos de
bioconverséo de lactose foi determinado o efeito do pH e da temperatura na atividade e estabilidade
dessa enzima. Um Delineamento Composto Central Completo foi realizado e avaliado utilizando
Metodologia de Supéicie de Resposta. Segundo o modelo polinomial ajustado, maiores valores de
atividade enzimatica (287.50810.672 U @) foram preditos para temperaturas entre680°C e

pH 4,5. ApGs validacdo experimental desse resultado, avsdicu estabilidade da 2ma em
diferentes temperaturas (tampao fosfato pH 4,5). Foi observada uma perda total da atividade
enziméatica a 60 °C e uma atividade residual de aproximadamente 30% apds 3 horas de incubacgao &
55°C. J4 a 50 °C, a atividade residual foi de aproximadant@hte 44% apos 9 e 24 h de
incubagéo, respectivamente Na i ncuba-«o0o a temperaturas de
observada uma atividade residual d&e6&pos 216 horas de incubacao, sendo as mesmas indicadas
para processos de conversédo de lactose de unggédo e/ou com reutilizacdo da enzima. Para
maximizar a bioconversdo de lactose gatactooligossacarideostilizando b-galactosidase da.
oryzaesob as condi¢cOes avaliadas nesse trabalho, ssgeratilizacdo de 50 °C e pH 4,5.

Palavras-chave: Gdacto-oligossacarideosAspergillus oryzaeDelineamento Composto Central
Completo. Metodologia de Superficie de Resposta.

INTRODUCAO

A enz-gmh a b6t o-gal), dléns de sef @ilizada na producdo de leite hidrolisado, &
estudada na producao dé&es compostos de interesse industrial, tais como esteviolbiosidee (JUN
MING et al., 2016), hidroguinona galactosideo (KIM et al., 2010) e galigtissacarideos
(GOSs) (PADILLA et al., 2015). Os GOSs sao prebidticos que estimulam a multiplidacao
bactérias do acido lactico e bifidobactéria no intestino (ENGEL et al., 2008), trazendo varios
beneficios para os seres humanos, como a reducdo do nivel de colesterol, prevencao de cancer d
colon e protecdo contra infecgbes, aumenta absorgdo de déletee outros (SAKO et al, 1999;
TUOHY et al. 2005).

A producédo de GOSs a partir de lactose ocorre quando a reagao de transgalactosilacao
predomina sobre a reacdo de hidrolise (KIM et al., 2004). A transgalactosilacdo geralmente é
favorecida por alta ecwentracdo de lactose e elevada temperatura (GAUR et al., 2006). Assim,
consi der ando -gal deAspergiliuszoayzapara paeessds de bioconversdo de lactose
foram determinados os melhores valores de temperatura e pH para a atividade d®ssamnenz
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solucao aquosa, bem como sua estabilidade térmica em solugdo aquosa sob diferentes temperatura
e pH 4,5 para sua utilizacdo em processos de bioconversdo, com ou sem reutilizacdo da enzima.

MATERIAL E METODOS

A e n z-paieAsfiergillus oryae (Enzec§ Fungal Lactase) foi gentilmente cedida pela
empresa Enzyme Development Corporation, EDC (New York, EUA).

Para determinar os melhores valores de temperatura e pH (variaveis independentes) para a
m8 x i ma at igalivdriaveleepehdent&)i realizado um Delineamento Composto Central
Completo (DCCC) com trés repeticdes no ponto central e trés replicatas para todos os tratamentos,
totalizando 32 tratamentos, em 3 blocos. Os valores de pH e temperatura foram selecionados com
base nas inforntdes do fabricante da enzima e sao apresentados na Tabela 1.

A depend®nci a -gdlactosadasen lieldcadodaeessaagaveisfoi descritapor
um modelopolinomial de segunda ordem, o qual foi submetido a andlise de variancia (ANOVA).
Foi deerminada a significancia do modelo, a falta de ajuste do modelo e os coeficientes do
polinbmio ao nivel de 5%p(< 0,05) pelo teste de Fischer (teste F), bem como o coeficiente de
determinacdo (8. Os modelos foram apresentados utilizando as variaveificedds apés a
eliminagdo dos termos nao significativos.

Osoftwaren Desi gn Expert o (-Easd Bihneapolis; MN) toinutilizado0 . 0
para: i) a andlise da regressao (ANOVA), ii) a obtencdo dos graficos utilizando a Metodologia de
Superfite de Resposta (MSR) e iii) a otimizagdo numérica. Os valores preditos na etapa de
otimizagdo foram validados experimentalmente.

Al ®m di sso, f oi det er mi -gah mha tengperatusas debniddsina a d e
otimizacdo numérica (50, 55 e 80) e em trés condicbes de armazenamento diferente30(2€,

2-4 °C e-10 °C), utilizando solucdo aquosa (tampéo fosfato de sédio 0,1 M com 0,1 mM de
MgSO,, pH 4,5), com experimentos realizados em quintuplicatas.

A atividade deb-gal foi determinada segda o método descrito por Gietz et @997) com
modificacdes, utilizando 600 pL da enzima no tampao fosfato de sodio citado anteriormente e ndo
adicionado a mistura reacional os reagentes cloroférmio e dodecil sulfato de sodio (SDS). O pH do
tampao foi ajstado com HCI (16% v/v) ou NaOH;@8 (1:1) para obtenc&o dos diferentes valores
avaliados. Apé6s definicdo dos melhores valores de temperatura e pH, a atividade enzimatica passou
a ser determinada a 55 °C e pH 4,5, com incubacao pd5 hdinutos dos reags/enzima e 2
minutos de reagcdo. Uma unidade figal (U) foi definida como a quantidade de enzima que
catalisa a formacao depinol deo-nitrofenol @-NP) por minuto. A concentracdo deNP liberada
foi determinada utilizado o coeficiente de extingdo molar de 4,53 I* amf para esse composto.

A atividade especifica db-gal foi determinada dividindo as U calculadas pela quantidade (em
grama) de enzima liofilizada em 600 da solucdo enzimética em tampao.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Os resultados m®di os pgarnedida saghdoioy tratdmedtes de s p e
Delineamento Composto Central Completo (DCCC) séo apresentados na Tabela 1. A atividade

enzimatica especifica variou de 5.233,9 U @ 311.451,2 U § sendo os maiores valores
observados a 6TC e pH 4,5. Ja os menores valoresroabtidos para 40 °C e pH 5,75.
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Tabela 1- Resultados datai v i d agdlseguhdo oshtratamentos BECC

Variaveis Independentes Resposta
Tratamentos Codificadas Reais b-gal (U g")
X1 X2 T (°C) pH

1 -1 -1 40 4,5 219.121,7

2 0 -1 50 4,5 296.363,0

3 +1 -1 60 4,5 311.451,2
4 -1 0 40 5,75 5.233,9
5 +1 0 60 575 9901,7
6 -1 +1 40 7,0 23.907,4
7 0 +1 50 7,0 42.837,1
8 +1 +1 60 7,0 14.717,0
9 0 0 50 575 8.881,0
10 0 0 50 5,75 9.181,0
11 0 0 50 575 7.828,2
12 0 0 50 5,75 9.271,5

A partir dos resultados apresentados na Tabela 1 foi ajustado um modelo polinomial de
segunda ordem que descreve a influ°nglithghda t e
De acordo com a ANOVA (Tabela 2), o modelo e a falta de ajuste fogaificativos @ < 0,05).

Apesar da falta de ajuste do modelo, o alto valoraeRonstrou que o modelo descreveu 99,20

% das variacfes dos tratamentos experimentais da Tabela 1. Assim, o modelo apresentado a segui
(Eqg. 1) foi selecionado para descreweresposta avaliada, sendo mantidos apenas os coeficientes
significativos pelo teste p 0,05) (dados ndo mostrados):

® pBTLe pWolu™ ptT¢ pme ¢ @&xwwe p WK G Eq. (1)
pt X p p T®

ondex; e X, representam a temperatura e o pH em termos dos valores codificadospesenta a
atividade egap(d g).fSequralo ebs mddelo, a contribuicdo linearxde a
guadratica de; para a resposta foram positivas, enquanto as demais contribuicdes foram negativas,
sendo observada contribuic&o significativa da interacéo entre as variaveis para a resposta.

A partir do modelo ajustado foi realizada uma otimizagdo numérica para maximizar a
ati vi daa @adosendobapresentados). Maiores valores da atividade enzimatica ({287.594
310.672 U {) foram preditos para temperaturas variando entre 50,5°& 8QH igual a 4,5. Foi
realizada, entdo, a validacédo experimental dessa previsdo obseseama@a variacdo < 5% entre
os valores experimentais e preditos (dados ndo apresentados), o que demonstra boa capacidad:
preditiva do modelo matematico.

Utilizandotampro f osf ato pH 4,5, foi agalal50, 35k®H60 a e
°C (Figura 1A), ou seja, dentro da faixa de atividade enzimatica 6tima definida anteriormente. Apos
3 h de incubagao 80 °C, a enzima perdeu totalmente sua atividade, enqu&id@ reducdes de
80 e > 95% foram observadas apés 9 e 24 h de incubacao, respectivamente. Assim, estas duas
temperaturas mostrarase adequadas para processos rapidos de bioconversao de lactose, mas que
nao considerem a reutilizacdo da enzima. 3® &C, a b-gal manteve64% e 44% de atividade
residual apés 9 h e 24 h de incubacdo, respectivamente, sendo entdo possivel a reutilizacdo parcia
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da enzima para processos com término apéd 8. Na producdo de GOSs, quanto maior o tempo
de incubacédo, mais este®pidticos sao hidrolisados em glicose e galactose, ou seja, o rendimento
da reacéo varia com o tempo de reagédo (BOON et al, 2000).

Tabela 2- Resultados da andlise de varian@&lQVA) para aregressao obtida com os dados do
DCCC

Fonte SQ GL QM F-valor p-valor
Bloco 9,349 10’ 2 4,67 10
Modelo 4,586 10" 5 9,17 10%° 619,07 < 0,0001
Residuo 3,700 10° 25 1,482 1¢°
Falta de ajustc 7,700 10° 19 1,482 1@ 266,26 < 0,0001
Erropuro 4,388 10° 6 7,314 10
Total 4,624 10 32

Legenda: SQ = soma de quadrados, GL = graus de liberdade, QM = quadrado médio.

Avaliandose trés outras temperaturasQ, 24 °C e 2430 °C)observouse uma queda de
aproximadamente 35% na atividade enzimética apds 216 h de incubagéo (Figura 1B). €tase
temperaturas mostrarage ideais para processos lentos de bioconversdo de lactose com
possibilidade de reutilizacdo da enzirbayal. Entretanto, como mencionado anteriormente, a
bioconversédo de lactose em GOSs é favorecida por altas temperaturas e menor tempo de reacao
Com base nesses resultados foi possivel concluir também que, para a enzima reconstituida,
t emper at u poden sé utiBzAdaslp@a o armazenamento estavel das solucbes em tampéo
fosfato + magnésio, pH 4,5.

100 A]L00 5
S 80 80 -
©
=]
S 60 60 1
[%]
(O]
o
L 40 40 4
(]
B
= B
Z 20 201

0 0.

1 2 3 5 7 9 24 48 72 96 120 24 48 72 96 120 168 216
Tempo (h) Tempo (h)

FiguraliEst abi | i dade tgalmi cA) dm0 e(h)ieB)adHDd (1) e

30 (4)UcCc2a0TH. e
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CONCLUSAO

A e n z4gahde Adpergillus oryzaeapresentou maior atividade em temperaturas entre
505e60AC e pH igual a 4,5. Temperaturas O50 AC
rapidos de bioconversédo de lactose. Por ow@ro,l a atividadenzimética mantevee estavel em
temperaturas O 30UC no pH 4,5, o que indica q
de bioconverséo de lactose de longa duragcéo e/ou com reutilizacdo da &azena producéo de
galacteoligossacarideos a condicédo indicada é 50 °C e pH 4,5, com possivel reutilizacao parcial da
enzima.
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RESUMO: As enzimas aceleram a reacdo e ndo sdo consumidas durante o processo atuando em
pequenas concentracbes e assim trazendo beneficios para biotecnologia industrial. O estudo da
cinética da enzima sacarase extraida a partir deefdo® biologicos pode auxiliar na obtencdo de
produtos de panificacdo com uma qualidade superior. Objetvau partir do presente trabalho
efetuar o estudo cinético da atividade da enzima sacarase extraida de fermentos biolégicos (secos ¢
frescos) utikados em padarias da cidade de Divinopolis, MG. Reatieoa determinacdo da
diluicdo ideal da enzima, concentracdo do substrato bem como suas atividades de 6timos pH e
temperatura. O experimento foi instalado segundo um delineamento inteiramenteariscalz 3
repeticbes em que esquema fatorial com amostras de fermento biolégico comercial. Com as
amostras coletadas foi possivel observar que o fermento biolégico seco teve um melhor
desempenho da enzima em relacéo ao fresco. A sacarase do fermenpoesecda uma curva de

melhor atividade na faixa pH 44)5 na diluicdo de 300 vezes. O melhor tempo apresentado pela
enzima foi o de 15 minutos e a temperatura 6tima da enzima sacarase 37°C, pois apresentou maior
atividade de absorbancia em ambos fermergendo o fermento biolégico seco com maior
atividade da enzima.

Palavras-chave:Saccharomyces cerevisidgermento Seco. Leveduras. Biotecnologia.
INTRODUCAO

As reacBes quimicas conduzidas pelos organismos vivos sdo, na sua grande maioria,
catalisadasenzimaticamente, tornando a velocidade das mesmas compativeis com as exigéncias
metabdlicas. A enzima sacarase ou invertase catalisa a hidrolise da sacarose (aglcar ndo redutor
em glicose e frutose (dois agucares redutores, capazes de reduzir osiGansué@uprico, presente
no reagente de Fehling). Assim a levedBazcharomyces cerevisjgeor intermédio da sacarase,
hidrolisa a sacarose resultando numa mistura equimolecular de glicose e frutose, agucares esses qu
sdo absorvidos pela célula. A mamta plasmatica € impermedvel a sacarose e a levedura acaba
excretando a sacarase sendo, pois, uma exoenzima, para a hidrolise ocorrer fora da célula de
levedura ATIYEH e DUVNJAK, 2003) A atividade enzimética ou velocidade de reacao
enzimatica € formadaomo sendo a quantidade de produto formado em micromol durante um
tempo de um minuto de reacdo. Como esse tempo € muito pequeno para qualquer manuseio dos
tubos no laboratério, normalmente trabafigacom tempos maiores (arbitrarios) e, por meio de
calcules, expressae a velocidade de reacdo por minuto (SANEDSI, 2005). A sacarase existe
no fermento bioldgico, sendo possivel obter um extrato ndo purificado desta enzima destruindo as
células por autolise e removendo os detritos celulares por centéfygapds a qual a sacarase
ficard no liquido sobrenadante. A utilizacdo de reacdes catalisadas por enzimas isoladas ou micro
organismos tém se tornado mais popular devido a alta estereosseletividade que estas apresentam. ¢
levedura Saccharomyces cerevisjapresente no fermento de pao é fornecedora de um dos
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biocatalisadores mais comuns, a sacarase, devido principalmente a facil disponibilidade; o baixo
custo; ndo requer instrumentos especiais; 0 manuseio dispensa a ajuda de um microbiologista ou
técnicasda microbiologia; facil manipulacdo; ndo € patogénico; eficiente em relacdo a catalisadores
convencionais e poder trabalhar & temperatura ambiBIBEIRO e HORII, 1999 CORREA et

al., 2003). As enzimas aceleram a reacdo e ndo sao consumidas duraressopeoatuam em
pequenas concentracfes nao alterando as reacOes, trazendo beneficios para empresa e o lucr
futuro. Tendo em vista as informacdes apresentadas, o estudo da cinética da enzima sacarase
extraidas dos fermentos biolégicos pode auxiliar nangidio de produtos de panificacdo com uma
gualidade superior. Objetiveae a partir do presente trabalho efetuar o estudo cinético da atividade

da enzima sacarase extraida de fermentos biologicos utilizados em padarias da cidade de
Divinopolis, MG.

MATER IAL E METODOS

Aquisicdo das amostras

As amostras foram adquiridas na cidade de Divindpolis, MG, na qual o fermento utilizado
foi o de uma marca comercial disponivel no mercado varejista, em junho de 2011, devido ao seu
amplo uso em processos industriaisaseiros de panificagdo. Foram obtidas amostras de fermento
bioldgico fresco e seco do mesmo fabricante.

Preparo da enzima

Para a determinacdo da atividadevitro da sacarase, realizze a lise das células do
fermento permitindo ao substrato tersm®a enzima. Utilizege fermento bioldgico em solucéo de
bicarbonato de sédio (NaHGJX0,1 M na proporcdo de 1 g de fermento para 3 mL de solucao de
bicarbonato de sédi® rompimento das membranas celulares ocorreu pela incubacédo de 40 g de
fermento coml20 mL de bicarbonato de sodio 0,1 M, durante 24 horas a uma temperatura de 40
°C; devido ao fato das membranas celulares serem sensiveis ao pH da solucdo de bicarbonato de
sédio, o qual foi 9,0. A seguir realizae a centrifugacédo a 3000 rotacBes parutai (rpm) durante
15 minutos a temperatura ambiente, com o0 objetivo de precipitar restos celulares que nao
interessavam ao estudo. O precipitado foi descartado apos a centrifugacdo, sendo o volume de
sobrenadante 98 mL armazenado em free28r°C) pargosteriores analises experimentais.

Solugéo tampao

Geralmente, uma solugcédo tampéao consiste de uma mistura de acido fraco de Brénsted e sua
base conjugada, logo, os reagentes utilizados foram: acido fosférico 0,3Pk,)té¢ hidroxido de
sodio 2N (NaOH).A determinacdo da solucdo tampéo bassouna escolha de um pH sendo
definido em 7,6.

Reagente DNS (acido 3¢bnitrosalicilico)

O DNS foi utilizado no ensaio para interromper a reacdo e na coloracdo de aguUcares
redutores, permitindo leitura no espeattémetro. O reagente foi preparado, procedeselale
acordo com a metodologia de Noelting e Bernfeld (1948) onde 0,5 g de acuioiBdsalicilico
(umedecidas com algumas gotas de agua destilada), 10 mL de NaOH 2 N foi utilizado para
completa dissolucdocompletandese para aproximadamente 25 mL de agua destilada. Apos
dissolucdo completa, acrescentmi 15 g de sal de Seignette (tartarato de sodio e potéssio)
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(KNaC4H406.4H,0) PM = 282,22 e completeae o volume final da solugcdo para 50 mL de agua
destikda.

Substrato (sacarose)

A solugcédo de sacarose foi preparada a concentracdo de 0,12:H4.(z1) PM = 342,0,
pesandese 0,41 g e diluindse a 10 mL de solucéo tampao fosfato (pH 7,6) sendo armazenada em
baixa temperatura (4° -Qyeladeira).

Determinaéo da diluicdo ideal da enzima

Determinouse a diluicdo ideal da sacarase a partir do critério de avaliagdo da melhor
diluicdo sendo observadas com os dados da absorbancia verificada apds os test@s. ensaio
experimental foi conduzido segundo a metodolod@e Noelting e Bernfeld (1948), com
modificacdes. Onde 0,1 mL de enzima diluida (sacarase) foi acrescida de 0,1 mL de substrato
(sacarose 0,12 M em tampéo fosfato pH 7,6). Depois iegoem banhmnaria a 37°C por 20
minutos, acrescentandge 0,2 mL de DN®ara interromper a reacdo levando a enzima em banho
de 4gua em ebulicdo por 5 minutos. Resfdgelem agua corrente, depois adicieseul,6 mL de
agua destilada, obtende o volume final de 2 mL para leitura.

Determinacéo do pH 6timo

Considerando asnzimas como proteinas, com uma conformagéo (estrutura tridimensional)
formada por uma grande quantidade de interacdes entre os aminoacidos, a alteracdo &9 pH ([H
ird afetar o carater i6nico de seus grupos ionizaveis. O rompimento dessas interagéteséaenr
alteracbes da conformacdo das enzimas. Como a funcéo das enzimas esta estritamente dependent
da sua conformacdo, alteragdes no pH afetardo a sua atividade.

Preparo dos tampdes citrafosfato

A maioria dos organismos controla de modo eficienpdd em cada compartimento celular,
célula ou tecido, utilizando para isso sistemas tampdao. Este controle fornece as enzimas de cada
compartimento as condi¢cdes O6timas de funcionamento. Em laboratério, quando se estuda a
atividade de uma enzima, tese queter o cuidado de incluir o sistema tamp&ao no meio de ensaio,
de modo a estabilizar o pH e impedir que ele se altere como consequéncia da reacdo em estudo oL
de outras que possam ocorrer no sistema em andlise.

Determinacéo do tempo e da temperatura na éeac

Para avaliar o efeito do tempo e da temperatura na reacéo, foram testados quatro periodos (5,
10, 15 e 20 minutos) e trés temperaturas, sendo que quatro tubos reagiram em temperatura 37°C
(obtido em banhanaria) e quatro tubos reagiram em temperatui208€ (obtido em banhmaria)
e quatro tubos reagiram em temperatura de 21°C (temperatura ambiente). Para avaliar a qualidade
do substrato foi feito um bransubstrato e para o0 mesmo objetivo-$ezo brancenzima durante
0S quatro tempos em temperatanabiente.

Concentracao do substrato

Uma concentragdo fixa de enzima e um aumento de substrato resultam, de inicio, em uma
rapida elevacdo da velocidade de reacdo. Entretanto, a medida que a concentracdo do substratc
aumenta, a velocidade da reacdo deereaté que com uma grande concentracdo de substrato
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nenhuma mudanca na velocidade de reagcdo serd observada, isto ocorre devido a saturacao ds
enzima pelo substrato (SANT@S$al, 2005).

Andlise estatistica

O experimento foi instalado segundo um delmeato inteiramente casualizado com 3
repeticbes em que esquema fatorial com amostras de fermento bioldgico. As andlises estatisticas
foram realizadas utilizando do software Sisvar® versao 5.3 de acordo com Ferreira (2011). Para
verificar a diferenca entres tratamentos e o teste de Sé&oitt (valorp<0,05) para comparacao de
meédias e regressao.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Tempo e temperatura da enzima

Notase pelo grafico que o melhor tempo para a atividade da enzima sacarase foi o de 15
minutos, tanto ndermento 1 (fermento fresco) quanto no fermento 2 (fermento seco), pois neste
tempo eles atingem o seu ponto maximo.

Fermento Fresco
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Figura 1- Graficos da atividade enzimatica
em relagdo as diferentes temperaturas (°C)
testadas a ptr do fermento fresco e seco.
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Em todas as temperaturas 21, 30 e 37°C apresentaram o ponto maximo de atividade em 15
minutos. A atividade enzimatica do fermento fresco a 21°C comeca a ter uma relevancia entre os
tempos de 10 a 15 minutos. O mesmo acontece a temperatura de 30°C e 37°C, tendo uma
melhor absorbancia na temperatura de 37°C. Sendo a de 37°C que apresenta uma curva de maio
atividade da enzima tanto no fermento 1 (fermento fresco) quanto na amostra do fermento 2
(fermento seco). O mesmo atece com o fermento bioldégico seco tee uma melhora na
absorbancia no tempo de 10 a 15 minutos na temperatura de 21, 30 e 37°C. Sendo que a atividade
enzimética do fermento 2 (seco) melhor que a atividade enzimética do fermento 1 (fresco). Pois
apresentanaior atividade de absorbancia em relacéo ao fermento 1 (fresco). A medida que o tempo
aumenta a atividade da enzima vai perdendo o seu efeito.

pH ideal da enzima sacarase
Notase qie ha amostra 2 (seco) foi mais eficiente que a amostra do fermento 1 (fresco).

== Er2SCO
= =Seco

0,6
0,5 A
0,4 -
0,3 A
0,2 -
0,1+

0 T T T T T T T T 1
3 35 4 45 5 55 6 65 7

pH

Absorbancia (490nm)

Figura 2 - Graficos da atividade enzimatica em
relacdo as diferentes faixas de pH testadas com o
fermento 1 (fresco) quanto 2 (seco).

Sendo que apresenta uma curva dedatde maior da enzima. Além disso obsesgaque 0
pH 4 foi melhor para ambas as amostras. Tendo a amostra 2 (fermento biolégico seco) apresentado
maior atividade da enzima tanto no pH 4,0 como no 4,5. A medida que aumenta o pH a atividade da
enzima sacae® vai perdendo o seu efeito. Nos resultados da tabela 1 ebsarsavalores médios
transformados para diferentes temperaturas em relagcdo a amostra e ao tempo.

Notase que a maior atividade da sacarase foi observada na amostra 1, na temperatura de 37°
Ce nos tempos de 106, 156 e 2006 sendo que no
entre estes e sim destes com o 56. Segundo Vi
entre 30°C a 50°C e pH 3,5 a 5,5 sendo que, o pH étimcapakeertase é igual a 4,6. Estando os
experimentos dentro dos padrdes aceitavel.
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Tabela 1- Valores médios transformados para a absorbancia no desdobramento de Amostra X
Temperatura X Tempo, obtido para duas amostras de fermento biolégico seco adsrido no
mercado varejista de Divinopolis, MG.

Fermento Temperatura Tempo (minutos)
comercial (°C) 56 100 150 200
Fresco 21 1,77 bB 1,00 bB 11,02 bA 9,84 bA
30 9,76 aB 12,47 aB 14,47 aA 5,95 bB
37 10,45 aB 12,03 aA 16,42 aA 16,69 aA
Seco 21 1,00 bB 1,00 bB 3,02 bB 6,31 aA
30 3,12 bA 5,13 aA 7,48 aA 3,99 aA
37 7,98 aA 9,08 aA 11,25 aA 8,12 aA

Legenda: Médias seguidas de mesma letra mindscula na coluna e maiuscula na linha néo diferem
entre si pelo teste de Scétiott a um nivel nominale significancia de 5%.

CONCLUSAO

Com as amostras coletadas foi possivel observar que o fermento biol6gico seco teve um
melhor desempenho da enzima em relacdo ao fermento biolégico fresco. A sacarase do fermento
biolégico seco apresentou uma curva deharehtividade tanto no pH 4,0 como no pH 4,5 na
diluicdo de 300 vezes. O melhor tempo apresentado pela enzima foi o de 15 minutos, pois-verificou
se um pico maior neste tempo. Sendo a temperatura 6tima da enzima sacarase 37°C, pois
apresentou maior ativida de absorbancia em ambos fermentos sendo o fermento bioldgico seco
com maior atividade da enzima.
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RESUMO: Sistemas aquosos bifasicos (SAB) sao comlesdha mais de 100 anos. Desde a década

de 1950 ficou evidente a grande potencialidade de aplicacdo desses sistemas a particdo/purificacac
de materiais bioldgicos, desde proteinas até células. Os SABs apresertamo uma alternativa
ambientalmente seguipara analises com um grande numero de diferentes solventes e agentes de
extracdo, por serem constituidos em sua maioria por agua e outros componentes ndo toxicos nem
inflamaveis. O artigo tem como objetivo observar o comportamento do sistema formado
bascamente pelo sal sulfato de sédio e o polietilenoglicol 6000 g/mol nas temperaturas 20°C, 30°C,
40°C e 50°C.As curvas binodais para estes sistemas foram obtidas mediante a técnica
turbidimétrica, segundo metodologia de Albertsson (1960), nas tempedduragidoO efeito da
temperatura na curva binodal foi analisado tendo sido observado um aumento da area bifasica, ou
seja, 0 aumento da temperatura leva a diminuicdo da quantidade de sal necessaria para a formaca
de fase do diagrama de equilibrio. Tambj@ode ser dito que o0 aumento da temperatura contribui
para a formacdo do sistema aquoso bifasico, pois a separacdo de fases € um processo endotérmice
O sistema estudado mostree como uma alternativa para separar particulas e macromoléculas
bioldgicas ensiveis a desnaturacdo em outros solventes

Palavras-chave:Binodais. Equilibrio liquiddiquido. Sistemas aquosos bifasicos
INTRODUCAO

A separacdo de componentes de uma mistura liquida por meio do contato direto dessa
solucdo com um solvente no uan dos compostos € preferencialmente solivel é denominada
extracdo liquiddiquido. A extracdo liquiddiquido convencional, usando uma solucdo aquosa e
solventes organicos, ndo é adequada para separar biomoléculas, como proteinas, pois a estabilidad
destas € baixa em solventes organicos. Uma alternativa adequada aos processos tradicionais err
biosseparacfes € a particdo em Sistemas Aquosos Bifasicos (SABs), a qual vem é utilizada com
sucesso no isolamento de proteinas e de outros materiais de origagichiGOUZA JUNIOR et
al. 2013).
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Sistemas aquosos bifasice@oformados comaesultado dancompatibilidadendtua dedois
polimeros oude um polimero eum sal,em equilibrio termodinamicd principal vantagem destes
sistemas é o fato de qaemaior pa de ambas as fases smmstituida por aguéHAN et al.,

2012;). wnstituemumaboaescolhaem extracdediquido-liquido e sdaonhecidogomo sistemas

de s epar a;peissaoftapazesdimbstifuircompostos organicos convencionais e por seus
compnentes serem atoxicos, biodegradaveis e baratos (SILVA et al., 2006)adarnido
importancia e crescente sucesso para a concentragao, isolamento e separacéo de proteinas. A técnic
se separacdo é aconselhavel para purificacdo de proteinas em ldeggescpermite a separacao
seletiva, boa biocompatibilidade, a possibilidade de aplicagdo em grande escala e boa relacdo custo
beneficio (BARBOSA et al.,2016).

Os sistemas compostos por polimero etéatl sido reconhecidos comam método de
separacacemndmico e eficaze que oferecenmuitas vantagens, taisomo o0 tempo curto de
processpbaixo consumo de energeafacil aumento de escqlaEl et al., 2009). O polietilenoglicol
€ um dos constituintes mais Uteis em SABs, uma vez que apresenta baixaléostde ser um
reagente nao toxico e nédlamavel (OLIVEIRA et al., 2008). O sulfato de sédidiodegradavel
e ndo téxicee pode ser descartado @mtalacées de tratamento biolégie aguas residuais, além
disso SABs formados por sulfato sdo adequaplasa extracdo de proteinaZAFARANI-
MOATTAR, SADEGHI E HAMIDI, 2004). A principal aplicacdo é em processos de separacao de
compostos biolégicos, pois apresentam um ambiente ameno para biomoléculas e baixa tensao
interfacial, que ndo desnaturam esses amtgs. Varios parametros afetam a distribuicdo de
analitos, como o tipo e tamanho da cadeia polimérica, pH, tipo de sal, composi¢cdo e temperatura.
Assim, o estudo de novos SABs pode aumentar o conhecimento das aplicacdes dessa técnica (DE
LEMOS et al., 201).

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi observar o comportamento do sistema
formado basicamente por sulfato de sédio e polietitgiool 6000 g/mol nas temperaturas (20, 30,
40 e 50)°C e analisar a viabilidade técnica do uso desses sistprassabifasicos.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratério de Engenharia de Processos (LEP) da
Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia (UESB), campus de Itapetinga, naCBabhia.
polietilenoglicol 6000 g-mbt foi obtido da SigmaAldrich (St. Louis, MO, EUA), o sulfato de
sédio foi obtido da Nuclear (Diadema, Brasil). Agua destilada foi usada para preparar todas as
solugcbes aquosas. O polimero e os sais foram usados sem purificacdo adicional. Os diagramas de
equilibrio dos sistemasgaosos bifasicos contendo PEG (6000 g/mol) + sal (sulfato de sodio) +
agua foram obtidos nas temperaturas de (20, 30, 40 e 50°C).

As curvas binodais foram determinadas pelo método turbidimétrico, utilizando tubos de vidro
de 30 mL. Para cada experimentmauquantidade préefinida (2 g) de solugédo estoque aquosa de
sal (25 % em massa) foi pesada (balanca analitica Shimatzu AY220, Jap&o; precis&o 'dexg)1-10
em tubos plasticos de centrifuga de 50 mL, que foi imerso em banho termostatico (Ted&d, TE
Brazil; precisédo de * 0.1 K) na temperatura desejada. Posteriormente, a solu¢éo salina foi titulada,
sob agitacdo, com solucéo aquosa de PEG 6000'd-(661% em massa) até que a turvacgéo fosse
visualmente detectada. Depois disso, a mistura foi manida min sob temperatura controlada, e
entdo, as massas finais dos sistemas foram determinadas. Pela diferenca entre esse valor e
quantidade préleterminada (2 g) da solu¢do de sal, a massa da solu¢do polimérica adicionada
durante a titulacdo foi calcula, e dessa forma, a composicdo do ponto da binodal foi determinada.
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Os outros pontos das binodais foram obtidos pela adi¢cdo de pequenas quantidades de 4gua destilad
até que o sistema se tornasse limpido e entéo, os sistemas foram levados ao banatictesubst
temperatura controlada por 3 min. Se o sistema continuasse limpido, gotas da solu¢éo estoque de
PEG 6000 g-méf eram adicionadas para proceder novamente ao método turbidimétrico.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O conhecimento dos dados de equilibrigprepriedades fisiecquimicas dos sistemas
aguosos bhifasicos € necessario para o projeto de processos de extracdo e para o desenvolvimento d
modelos termodindmicos de transferéncia de massa aplicaveis na extracdo-litigiddo
(CARVALHO, 2004). Para isscsdo efetuados os diagramas de fases para os componentes, nos
guais as composi¢des dos constituintes para a separagao das fases sdo determinadas. Os dados
equil 2brio de fases dos SAB6s podem ser rep.
temperatira e pressao fixas. Os diagramas de equilibrio, ou diagramas de fase, representam
graficamente a composicao dos constituintes do sistema, presentes em certas concentracdes, na qu:
ocorre a separacao de fases. A Figura 1 apresenta o diagrama de fagesietdencglicol
6000g/mol, sulfato de sédio e agua, em diferentes temperaturas. A curva que divide a regido em
duas fases é chamada de curva binodal ou curva de equilibrio. A regido acima da curva binodal é
chamada de bifasica e a abaixo, monofasica.

50
® ® 20°C
2] O 30°C
40 - o v 40°C
30 A 50°C
®
v O
£ Ver ©
3 2 o
S 20 - W 2 %q
)
E % - o)
10 S w , 0
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Sulfato de Sodio (m/m)
FIGURA 11 PEG 6000g/mol + sulfato de sédio + agua.

Analisando o comportamento do sistema formado por PEG 6000 + sulfato de sddio + agua,
em diferentes temperaturas (20, 30, 40 e 50°C), rseayue houve deslocamento das binodais. O
aumento da temperatuteva a diminuicdo da quantidade de sal necessaria para a formacéo de fase
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e consequente aumento da regido bifasica do diagrama de equilibrio. Assirae dgemadisar a
influéncia da temperatura quanto a entropia. Quando a energia na forma de caleciddan

sistema e sua temperatura aumenta, a energia interna aumenta, elevando a energia cinética médi
das moléculas. Deste modo, as moléculas estdo mais livres para se movimentarem na solucéo,
aumentando também a sua entropia configuracional. Ao mesnpn} a entropia conformacional

do polimero aumenta, pois o aumento da temperatura provoca o enovelamento da cadeia do
polietilenoglicol. Isto ocorre devido a transicdo das ligacdes caitembono da forma TRANS
(caracterizada pela conformacéo linear decmmolécula em decorréncia das suas interagdes com

as moléculas de agua) para a forma CIS (enovelada) diminuindo o numero de sitios ativos
disponiveis para as interacdes com os ions do sal. Desta forma, a quantidade de sal necesséria .
saturacdo energéticda cadeia do polimero e, consequentemente,a formacédo do sistema aquoso
bifasico diminui, deslocando a curva binodal para regides mais proximas aos eixos do diagrama de
equilibrio.

Este comportamento corrobora com o encontrado por Souza Junior et 3y, 61z et al.
(2012), Barbosa et al. (2016) e Silva et al. (2006).

CONCLUSAO

O efeito da temperatura no comportamento de um sistema de duas fases, contendo sulfato de
sédio PEG 6000 e &agua foi analisado. Os dados de equilibrio Hdmigido para ste sistema
foram obtidos em (20, 30, 40 e 50) ° C. Observou que 0 aumento de temperatura causou um
aumento no bifasico. O sistema estudado mosteocomo uma alternativa para separar particulas e
macromoléculas bioldgicas sensiveis a desnaturacéo ems eatventes.
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RESUMO: Si st emas Aquosos Bif8sicos (SABOIgculas® um.
gue estd ganhando cada vez mais aceitagcdo nos ultimos anos. Este trabalho visa disponibilizar
novos dados de equilibrio para sistemas aquosos bifasicos formados por polietileno (PEG) com
massa molar de 1500g/mol, fosfato de sédio e agua, nas &tomperde 25 e 35°®@ara tanto foi
determinado diagrama de fase para cada temperatura com trés linhas de amarracdo cada, pelc
meétodo turbidimetro e posteriormente foi determinado as composi¢cdes das fases nas linhas de
amarracdo pela de metodologia propopbr Merchuk et al. (1998)0s dados de equilibrio
mostramse satisfatorio, tornando a utilizacdo desse sistema uma importante ferramenta na particéo
e/ou concentragcao de biocompostos.

Palavras-chave:Equilibrio. Temperatura. Composicao.
INTRODUGCAO

A formacdo dos sistemas aquosos bifasicos (SABs) é conhecida desde o final do século
XIX. Em 1896, Beijerinck descobriu que solu¢des aquosas de gelatina e agar ou gelatina e amido
soluvel, misturadas em uma dada faixa de temperatura e concentracdo, formsiaas turvas
gue separavam espontaneamente em duas fases liquidas limpidas ap0s permanecerem em repous
A fase superior era enriquecida com gelatina e a fase inferior em agar (ou amido), e com alta
concentracdo de agua presente nas duas fases (SILOME2006).

Os sistemas aquosos bifasicos (SABs) sao constituidos majoritariamente por agua, sendo 0s
seus demais componentes formadores (polimeros e sais inorganicos), normalmente, nao téxicos ou
inflamaveis, tornando um método de extracdo e purificagenos agressivo e ambientalmente
mais seguro que a extragao liquidquido tradicional (ELT), onde sdo usados solventes organicos
gue, em sua maioria, séo téxicos, cancerigenos e/ou inflamaveis (SILVA et al. 2006).

Os SABs tém adquirido importancia eescente sucesso para a concentragéo, isolamento e
separacdo de proteinas. A técnica se separacdo em SAB € aconselhavel para purificacdo de
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proteinas em larga escala, pois permite a separacgao seletiva, boa biocompatibilidade, a possibilidade
de aplicacdo emgrande escala e boa relacéo custoeficio (BARBOSA et al., 2016).

Informacdes sobrealiagramas de fas@ara este tipo desistemaé essencial para o
desenvolvimento, simulacdo e otimizag@esseprocesso de separacdo (CUNHA E MARTIN,
2009). Da mesma main&, 0 conhecimento preciso sobre curvas binodais e linhas de amarragdo em
diferentes temperaturas € fundamental para estabelecer as condi¢cdes de operacao para a otimizaca
da técnica (ALBERTSON, 1986).

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi nlzseo comportamento do sistema
formado basicamente por fosfato de sdédio e polietilenoglicol 1500 g/mol nas temperaturas (25 e
35)°C e analisar a viabilidade técnica do uso desses sistemas aquosos bifasicos.

MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi dasvolvido no laboratério de Engenharia de Processos (LEP) da
Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia (UESB), campus Itapetinga, Bahia. Foram preparadas
solucdes estoques de PEG 50% (m/m) e de fosfato de sodio 30% (m/m). Os diagramas de equilibrio
dos sstemas aquosos bifasicos contendo polietileno glicol (1500 ¢lynelfosfato de sodio +
agua, foram obtidos nas temperaturas de 25 e 35°C. A curva binodal para estes sistemas foram
obtidas mediante a técnica turbidimétrica, segundo metodologia de Adber{§986), nas
temperaturas de estudo. As linhas de amarracdo foram obtidas através dos pontos globais pré
determinados. Foram utilizados 3 pontos globais acima da curva binodal onde esta localizado a
regido bifasica, obtendo assim a concentracdo de gleg,&gua no ponto determinado. A tabela 1
mostra os pontos escolhidos.

Tabela 1i Pontos globais e suas respectivas composicées no sistema formado por Polietinoglicol,
Fosfato de SAdio e dgua nas temperaturas de 25°C e 35°C

TEMPERATURA 25°C 35°C

PONTOGLOBAL PEG SAL PEG SAL
1 15 14 17 13
2 17 15 18 14
3 19 16 19 15

Quantidades adequadas de peg, fosfato de sodio foram pesadas em balanca analitica até qu
se alcancasse uma massa final de 40 g. Os tubos foram inicialmente agitados vigorosamente, para
gue todos os reagentes se misturassem. Em seguida, foram centrifugados a 2500 rpm por 20
minutos e deixados em repouso, em banho termostatico nas temperaturas de estudo, por 12h, par:
gue o equilibrio fosse atingido. Depois de ser alcancado o equilibrimses foram coletadas,
utilizandose seringas com agulhas longas, pesadas e armazenadas para determinacdo das
concentracdes de peg, sal e agua. Com o peso das massas de cada fase foi possivel determinar
concentracdo de cada componente da mistura ia g@mnetodologia proposta por merchuck et al.
(1998).

As determinagdes dos componentes das linhas de amarragdo foram obtidas pelo programa
solver através da aplicacao do sistema de quatro equacdes (equélc6egihtro incognitas.
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(1) ¥r =(Fy/a) —((1 —a)/a)¥
(2) Xy =X, /@) —((1 — a) /a) Xy
3 Y, = f(X7)

“ ¥y = f(X5)

Onde M, T e B representam mistura, fase superior e fase inferior, respectivamente e X e Y
representam o peso do sal e do PEG respectivaniéfteé ajustada da binodal, ®pode ser

obtido a partir da seguinte equacéao:

(5) massa da fase superior

massa da mistura

RESULTADOS E DISCUSSAO

As composicdes de equilibrio para os sistemas estudados contendo PEG 1500 e Fosfato de
Sdodio e agua, em diferentes temperatgsifio apresentados nas Tabelas 2, em que os dados
referentes aos componentes das fases estdo expressos em termos de massa. Trés linhas c
amarracdo foram determinadas para os sistemas estudados. Os dados de equilibrio de composicéa
de fase para as difettes temperaturas estudadas estéo representados nas Figuras 1.

Tabela 2i ConcentracBes dos compostos de Polietilenoglicol, Fosfato de Sodio e agua, para cada
fase.

Temperatura 25°C 35°C
Ponto Global Fase Superior Fase Inferior Fase Superior Fase Inferior
PEG SAL PEG SAL PEG SAL PEG SAL
1 0,2632 0,0331 0,0000 0,2816 0,3831 0,0161 0,0000 0,2105
2 0,3262 0,0174 0,0000 0,2943 0,4295 0,0095 0,0000 0,2366
3 0,3761 10,0116 0,0000 0,3115 0,4498 0,0086 0,0000 0,2686

Para a maioria dos sistemas, a concentragdPEG na fase inferior € muito baixa, e em
alguns casos, o PEG é quase que totalmente excluido dessa fase, enquanto que o comportament
contrario é observado na fase superior.
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Figura 1i Binodais e linhas de amarracao nas temperaturas 25°C e 35°C

A influéncia da temperatura € bastante complexa devido ao seu efeito na composicédo das
fases em equilibrio, assim como a alteracdo da estrutura da biomolécula e desnaturacdo. O aumentc
da temperatura favoreceu o aumento da concentracdo de PEG na fase sigpsigiema e
consequentemente ocorre uma reducdo da concentracdo do polimero na fase inferior.
Comportamento similar ja foi reportado em varios trabalhos, como por exemplo, Diniz et al. (2012),
Sampaio (2011), Carvalho et al. (20&8,& Aznar (2002), ZaraniMoattar & Sadeghi (2001).

CONCLUSAO

Pelos diagramas obtidos, é possivel obseque o aumento da temperatura favoreceu a
formacdo dos sistemas, sendo assim o sistema formado PEG 1500 + fosfato de sédio + agua, nas
temperaturas de 25 e 35°C é uali@rnativa para separar particulas e macromoléculas biologicas
sensiveis a desnaturagcdo em outros solventes, como por exemplo células animais ou vegetais,
microrganismos, enzimas, proteinas entre outros.
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Estudo inicial da producédo de amilase por fungo filamentoso em fermentacdo submersa
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RESUMO: As amilases s&o um grupo de hidrolases que catalisam as lighgbessidicas em

amido eestdo entre as enzimas de maior importancia para a biotecn@ogitrando demanda
industrial e variedade de aplicacdes crescentes na industria farmacéutica, alimenticia, cosmética, na
industria de papel e detergente. O obgetiesse trabalho foi realizar testes iniciais de producao de
amilase por fungo filamentoso, através de fermentacdo submersa com agitacdo e estatica. A maior
atividade enzimatica (0,47UA) foi observada no tempo de 72h e a menor (0,34UA), eR&d8h.

foi verificada a producdo de amilase a partir da fermentacdo submersa estatica em nenhum tempo
de fermentagéo.

Palavras-chave:Enzima. Amilase. Fungo Filamentoso.
INTRODUGCAO

As amilases sdo um grupo de hidrolases que catalisam as lighgiiessidicas em amido e
classificamse emU-amilase p-amilase e amiloglucosidase.(Pamilase quebra ligacdél1,4) dos
polissacarideos que possuem trés ou mais unidadesgiiec@®e em uniddr1,4. A b-amilase
hidrolisa as ligacdes glicosidica$1,4 de polissacarideos a partir da extremidaderadatora
sobre a pendultima ligacdo oxido, separando duas unidades de glicose na frmaltiese, por
uma inversdo. Por fim, a amiloglucosidase, é uma enzima extracelular que rompe as liga46es
e U1,6 do amido a partir da extremidade n&o redutora até glucose (SANTANA et al., 2012;
SELVAN et al., 2016).

As amilases estao entre as enzimas de maior importancia para a biotecealmgi&ando
demanda industrial e variedade de aplicacdes crescenteslUsdrian farmacéutica, alimenticia,
cosmeética, na industria de papel e detergente, correspondendo a 25% do total mundial do mercado
de enzimas (SOUZA et al., 2010; TALLAPRAGADA et al., 2017). Na industria alimenticia, em
especial, as amilases sdo empregadgzroducao de paes, melhorando a cor e a maciez do produto
final e na producao de cervejas claras.

As amilases podem ser obtidas de diferentes fontes, incluindo plantas, animais-e micro
organismos (SANTANA et al., 2012; SELVAN et al., 2016). Atualmemgtande parte das amilases
disponiveis comercialmente, sdo de origem microbiana e tém substituido a hidrolise quimica na
industria processadora de amido (SOUZA et al., 2010). A grande vantagem de se empregar micro
organismos para produgdo de amilase se @efacilidade de manipulagéo para a obtencéo dessas
enzimas (SOUZA et al., 2010; SALEEM & EBRAHIM, 2014).

O objetivo desse trabalho foi realizar testes iniciais de producdo de amilase por fungo
filamentoso do gérerGhaetomiunsp., através de fermentacsidomersa com agitacao e estatica.

MATERIAL E METODOS
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Os micreorganismos testados pertenciam a Colecdo de Cultura de Fungos Filamentosos
Endofiticos do Laboratério de Produtos Naturais e Biotecnologia (LPNBio) da Universidade
Estadual d Sudoeste da Bahia.

Selecao primaria

Placas de Petri contendo agar amieltrato de levedura 10g/L, peptona de caseina 20g/L,
amido soluvel 10g/Lagar 20g/L, pH 6,5) foram inoculadas com 6 cepas diferentes de fungos
filamentosos e incubadas a°8) por 5 dias. Apés o periodo de incubacdo, as placas foram
reveladas com lugol e os halos de hidrolise foram medidos. A cepa com maior média de halo de
hidrolise foi selecionada para a etapa de selecdo secundaria.

Selecado secundaria

Foi preparada uma suspengd® esporos 1,6 x f@sporos/mL, em solucdo de Tween 80
0,02%. A contagem de esporos foi realizada em camara de Neubauer. Foram realizados dois tipos
de fermentacdo submersa (FS): fermentacdo submersa com agitacao (FSA) e fermentacado submers:
estética (FE). Todas as fermentacdes foram conduzidas em Erlenmeyers de 250mL contendo 50ml
do meio amido ((NH450, 5g/L, NaHPO,,12H,O 3,8g/L, KHPO, 3,5¢/L, MgSQ«7H,0 0,5¢g/L,
extrato de levedura 10g/L, amido soltvel 20g/L, pH 5) e em cada frasco foram inodladode
suspensdo de esporos. Os frascos foram incubadd®Cae80 diferentes tempos de fermentagdo
(24h, 48h, 72h, 96h, 120h, 144h), sob agitacdo a 150rpm, para a FSA, e sem agitacdo, para a FSE
Apds o periodo de fermentacdo, os conteudos dos frascas feubmetidos a filtracdo para
separacao da biomassa do caldo fermentado, denominado extrato enzimatico.

Determinacéo da atividade enzimatica

A reacdo baseese na atividade sacarificante das amilases. A amilase foi quantificada
através da adicdo de ik de uma solucéo contendo 1,6% de amido sollvel em tampé&o acetato 2N
pH 4,3 e 0,5mL do extrato enziméatico em tubos de ensaio, que foram incubados por 15 minutos a
60°C. Os aclcares redutores produzidos nesagdo foram quantificados pela técnica dal@ci
dinitrosalicilico (DNS), em que 2mL desse reagente foram adicionados a 0,5mL do extrato anterior
e deixado em fervura por 5 minutos. A leitura foi feita em 540nm e os resultados analisados
seguindo a curva padrdo de glicose (MILLER, 1959). Uma unidadatigdidade enzimatica
corresponde a quantidade de enzima capaz de libeggg (ylicromol) de agucar redutor em um
minuto.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Através da selecdo primaria em agar amido (figura 1), foi possivel detectar a formacgéo de
halos de hidroie, sendo selecionada a cepa de fungo filamentoso do gameetomiunsp., que
foi submetida ao processo fermentativo. Saleem & lbrahim (2014) selecionaram duas cepas como
potenciais produtoras de amilase, dentre as 46 inciais, através da selecaa fami#@m realizada
em agar amido. Esses mesmos autores verificaram a formacéo de halo de hidrélise com uma espécie
pertencente ao génefthaetomiunsp. Chaetomium globosumEntretanto essa espécie nao foi
selecionada pelos autores, uma vez que ndo apsase maior halo de hidrélise nas condi¢bes do
teste.
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Figura 1- Cepa selecionada
pela revelagdo do halo de
hidrolise em agar amido

A variacdo da atividade enzimatica em funcdo do tempo de fermentacdo esta demonstrada
na Figura 2.

Atividade amilasica em funcéo do tempo de

fermentacao
s 050 -
S
qum—
gng—
$ 80,20
8SE
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< 0,00 ; ; ; ; ; .

24 48 72 96 120 144
Tempo de fermentacédo (Horas)

Figura 21 Grafico de atividade amilasica em funcdo do
tempo de fermentagéo

A maior atividade enzimatica (0,47UA) foi observada no tempo de 72 horas e a menor
(0,34UA), em 48 horas. Foi observado um incremento na atividade enzimatica até o terceiro dia de
fermentacdo, e ps esse tempo ocorreu a diminuicdo da atividade. Esse comportamento
normalmente € esperado e a reducdo na atividade enzimatica apos 72 horas de fermentacdo pode st
explicada devido ao esgotamento de nutrientes ou por acumulo de produtos inibidoréssda sin
enzimatica. Geralmente as enzimas apresentam mecanismo de controle que sao estimulados oL
inibidos por produtos do meio (SANTANA et al., 201R)azus et al. (2006) e Santana et al. (2012)
observaram que a producdo de amilase a principio é lenteraexkl posteriormente até alcancar
seu valor maximo, apresentando a melhor atividade enzimatica também no terceiro dia de
fermentacdo, seguido pela reducéo da atividade. Gupta et al. (2008) e Saleem & Ibrahim (2014)
verificaram uma maior producdo de amdlasom 120 e 144 horas de fermentacdo submersa,
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empregando o fungo filamentoAspergillus nigerrespectivamente.

Esses resultados demonstram a capacidade de producdo de amilase por fungos do génerc
Chaetomiumsp. que possuem poucas referéncias relacésnad essa capacidade na literatura
pesquisada. Dessa forma, torraennecessarios mais estudos com vistas a aumentar a producao
dessa enzima.

Nao foi verificada a producdo de amilase a partir da FSE em nenhum tempo de
fermentacdo, apesar de ter havidoscimento do fungo filamentoso sob a superficie do meio,
indicando que o tempo de fermentacdo nessa condicdo deve ser maior para que a quantidade de
amilase produzida pelo micarganismos em questado possa ser quantificada.

CONCLUSAO

Foi possivel verifica a capacidade do géne@haetomiumsp. de produzir amilase por
fermentacdo submersa com agitacdo. Entretanto, essa mesma cepa nao foi capaz de produzir ¢
mesma enzima por fermentacdo submersa estética, indicando a necessidade de prolongar o temp
de fermatacao nessa condigéo.

REFERENCIAS

BIAZUS, J.P.M.; SANTANA, J.C.C.; SOUZA, R.R.; TAMBOUR®@T, E.B. Caracterizagcdo da
atividade amilasica do malte de milli¢e@ mayd..). Acta Scientarium Technology v. 28, n. 1, p.
13-19, 2006.

GUPTA, A.; GUPTA, V.K.;MODI, D.R.; YADAVA, L.P. Production and characterization-of
amylase fromAspergillus nigerBiotechnology, v.7(3), p.551556, 2008.

MILLER, G.L. Use of dinitrosalicylic acid reagent for determination of reducing ségealytical
Chemistry, v. 31, n. 3p. 426428, 1959.

SALEEM, A.; EBRAHIM, M.K.H. Production of amylase by fungi isolated from legume seeds
collected in AlImadinah Almunawwarah, Saudi Araldiaurnal of Taibah University for Science
v.8, p.9097, 2014.

SANTANA, R.S.M.; GONCALVES, Z.S.; BONMO, R.C.F.; FRANCO, M.Producédo de
amiloglucosidase utilizando como substrato a palma forrage@asta Caatinga v. 25, n. 1, p.
188193, 2012.

SELVAM, K.; SELVANKUMAR, T.; RAJINIGANTH, R.; SRINIVASAN, P.; SUDHAKAR, C.;
SENTHILKUMAR, B.; GOVARTHANAN, M. Enhanced production of amylase fr@acillus sp.
using groundnut shell and cassava waste as a substrate under process optimization: waste to wealtt
approachBiocatalise Agricultural Biotechnology, 2016.

SOUZ RM,;; MAGAL Hé B.S. Application of microbial alfeamylase in industryi A
rewiew.Brazilian Journal of Microbiology, v.41, p. 856861, 2010.

TALLAPRAGADA, P.; DIKSHIT, R.; JADHAV, A.; SARAH, U. Journal of Genetic
Engineering and BiotechnologyIn press, 2017. Doi: http://dx.doi.org/10.1016/j.jgeb.2017.02.003

56

UF7G ——
| INSTITUTO
CAMPUS o
MONTES CLAROS DE CIENCIAS

AGRARIAS



ISIMEAL

11 Simpdsio de Engenharia
de Alimentos da UFMG

e ;
T ey @ Uma nova perspectiva na
LR
Sustentabilidade ( igﬂg: L ) producao de alimentos
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RESUMO: Tipica de clima temperado, a amqmata Rubis spp.) € atrativa por possuir elevado

valor nutritivo, e principalmente por conter compostos de natureza fendlica, dos quais se destaca a
antocianina, que assim como outros corantes naturais, € muito instavel, limitando sua aplicacdo na
industria. Neste antexto, o uso de sistemas aquosos bifasicos (SABs) surge como alternativa a
técnicas tradicionais de extracdo, por ser possivel a adequacdo das condi¢cdes de trabalho, nac
interferindo na estabilidade do corante. O objetivo deste trabalho € extrair @inexipresentes

em amora utilizando sistemas aquosos bifasicos. Os sistemas utilizados eram compostos por
polietilenoglicol 8000g/mol, fosfato de potassio pH2 e dgua. Apds obtencdo dos dados de equilibrio
a 25°C e 35°C, foram determinados parametros irapta$ na aplicacdo de SABs, sdo eles:
comprimento da linha de amarracéo, coeficiente de particdo e eficiéncia de extracdo. Valores
obtidos para o coeficiente de particdo foram acima de um, indicando que o corante se concentrou na
fase superior, rica em pmero. A eficiéncia de extracdo mostra que sistema aquoso € viavel,
obtendese valores acima de 70%.

Palavras-chave: Amorapreta. Antocianina. Extracao.

INTRODUCAO

A amorapreta Rubusspp.) € uma planta rustica, possui elevado teor nutritivo, &aguh,

10% de carboidratos e elevado contetdo de minerais e vitaminas, sendo atrativa para o consumo in
natura e como subproduto, como geleias e sucos. Além dos nutrientes, a amora também é altamente
atrativa por seus compostos de natureza fendlica,edestrquais estdo os pigmentos naturais,
antocianinas e carotenoides, relacionados ao poder antioxidante, podendo também ser utilizado na
industria alimenticia na substituicdo de corantes artificiais (FHZENS et al., 1996).

As antocianinas sao composgegiveis em agua, responsaveis pelas cores fortes e atrativas
de plantas, como vermelho, laranja azul e violeta. Quimicamente, séo glicosideos de antocianidinas,
cujo nucleo basico é o catium flavilium, sendo sua estrutura quimica adequada para acao
antioxdante, ja que é capaz de doar elétrons ou atomos de hidrogénio para os radicais livres (RICE
EVANS et al., 1996). Frequentemente as antocianinas apressatassociadas a acucares, ligados
aos grupos hidroxila. Quando se apresentam de forma isoladzhas@iadas de antocianidinas ou
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angliconas, pertencentes a trés corantes basicos: pelargonidinas, cianidia e delfinidina. Das
estruturas identificadas na amqmata cerca de 80% sao cianidiglicose (SERRAINO et al.,
2003).

Assim como outros coranteatarais, S&4o muito instaveis. Dentre os fatores que influenciam
na sua estabilidade estdo a temperatura, pH, presenca de luz e de ions metalicos. Com a tendénci
do mercado de aditivos em restringir 0 uso de corantes artificiais, € viavel estudosade tgeai
possam extraos, sem que ocorra alteracdo em sua estrutura (SERRAINO et al., 2003). Uma
técnica promissora para a obtencdo de corantes alimenticios € a extracdo por sistemas aquoso:
bifasicos (SABS).

A particdo em SAB vem sendo usada como alteta@o método o tradicional de extracdo
liquido-liquido por este geralmente, empregar solventes organicos que sao extremamente toxicos,
cancerigenos e inflamaveis (DA SILVA e LOBO000). Pde sewsado naxtracdo/purificacao
debioparticulas (virus, &cilos nucléicos e proteinas), compostos organicos, inorganitmss
partindo de matériggrimas grosseiras. Quando comparada a outros processos, apresentam alta
eficiéncia e custos relativamente baixBEBERTSSON, 199k

Um sistema bifasico pode ser fado a partir dacombinacdo de dois polimeros
hidrossoluveis, com estruturas quimicamente diferentes, ou pela mistura de um polimero e um sal
(organico ou inorganicp) umavez estabelecida as condi¢cbes termodindmicas especificas
(temperatura, pressao e camsjtdo dos constituintefEITEMAN,1991).OsSABsséo geralmente
definidos em porcentagem massa/massa, %(m/m), sendo que uma das fases ha maior concentraca
do polimero, e na outra de sal. Em ambas, prevalece a qgaszompde cerca de 70 a 90% das
fases, proporcionando um ambiente ameno para compostos biologicamente ativos, mantendo a
estabilidade molecular (COIMBRA, 199SILVA et al, 2006).

Baseado nisso, objetivese com esse trabalho avaligiabilidade do uso de sistemas
aquosos bifasicos na extéacde antocianinas da amqmata.

MATERIAL E METODOS

Os experimentos forma conduzidos no Laboratério de Engenharia de Processos da
Universidade Estadual do Sudoeste da B@@impusJuvino Oliveira.

Obtencéo dos dados de equilibrio SABs SABs utiliados na particdo do corante eram
formados por polimero polietilenoglicol 8000g/mol, sal fosfato de potassio pH2 e agua, nas
temperaturas de 25°C e 35°C. Primeiramente foram feitas as curvas binodais, que separam a regiac
bifasica da monoféasica, pelo métaddimeétrico proposto por Albertsson, 1996. ApGs a construcao
das binodais, foram escolhidos os pontos globais para montagem dos sistemas, egtif@saam
acima da curva, onde se encontra a regido bifasica. A concentracdo dos componentes naidage super
inferior foram estimadasegundo metodologia proposta por Merchuk et al., 1998. O comprimento
da linha de amarracéo (CLA) foi calculado segundo equacéo abaixo:

_ _ ) _ ~ N\2108
CLA = [(C'ps CPI) + (Css CSI) ] (1)

em que Gs e G sado asconcentracdes de polimeros na fasgerior e inferior, respectivamente,
enguanto Css e Csi sdo as concentracdes do sal na fase superior e inferior, respectivamente

Obtencgéo do extrato antocianico:A amostra de amora foi primeiramente macerada em agua na
proporcao 1:2 e centrifugada (4@ por 15 minutos. O sobrenadante obtido armazenado.
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Particdo do extrato antocianico:Apods o equilibrio de fases dos sistemas-josfato de potassio

pH 2, as fases inferior e superior foram separadas e armazenadas. Os sistemas para particdo forar
prepaados em tubos de centrifuga de 15 ml, com 2,0 ml da fase superior e inferior do SABs, e 100

* @o extrato. Os sistemas foram centrifugados e mantidos em repouso na temperatura de trabalho
estabelecida, durante 4 horas, sendo que os tubos foram protegidos da luz, com auxilio de papel
laminado, a fim de evitar a degradacdo do corante, e assigsasadas novamente. As diluices
foram feitas em tampdao cloreto de potassio 25 mM pH1 e as leituras de cada fase foram feitas em
axs20nm. O oeficiente de particdoK) e a eficiéncia de extraca&)(também foram calculados
segundo a equacgao 2 e 3, respantente.

+

(2)

0 - - 3)
n n
Onde ATMs e ATM; sdo a concentracdo de antocianinas manoméricas (mg/l) na fase
supeior e inferior, respectivamente; yne m; sdo as massas da fase superior e inferior,
respectivamente. ATM é dado por

z z

5 Y0— — (4)

z

Sendo A, MM, FD,- e Q a absorbancia as,onm massa molar da cianidirgaglicésido
(449,2 MM), fator de diluicdo, percurso Optico e coeficiente de absortividade molar da cianidina
(26900 L*mol**cm™) respectivamente.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A influéncia da temperatura sobre a particdo de corantes naturais é bastanteacpaple
provocar mudancas na composi¢do das fases em equilibrio, assim como na estrutura da molécula.
Alteragbes na composi¢do das fases influenciam diretamente no comprimento da linha de
amarracao, parametro termodinamico de grande importancia nos edtugadicdo em SABs por
influenciar fortemente a distribuicdo dos componentes do sistema.

Quanto maior o comprimento da linha de amarracao, maior a diferenca entre as composic¢oes
das fases, favorecendo as interacdes intermoleculares especificas emtrparseates das fases e 0
corante (MAGESTE et al, 2009). O aumento do CLA aumenta o teor do polimero e do fosfato no
sistema, 0 que reduz o contetdo de agua no mesmo toroanais hidrofobico.

Os dados obtidos para particdo do corante antocianina da amantranse na Tabela 1.
Segundo Wu et al. (2011) as antocianinas particionam para a fase rica em polimero (fase superior)
porque possuem afinidade com compostos polares, portanto, a maior concentracdo do
polietilenoglicol na fase superior faz com quemwa uma maior transferéncia de antocianinas para a
mesma, como pode ser visto na Tabelal. A concentracdo do corante na fase superior faz com que o
valores do coeficiente de particAo sejam maiores que um. A vakawvelstra a distribuicdo da
antocianinanas fases aquosas
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Tabela 1i Coeficientes de particdo e eficiéncia de extracdo da antocianina e CLA de sistemas
aguosos formados por polietilenoglicol 8000 g/mol e fosfato de potassio.

LA 25°C 35°C

CLA K E CLA K E
1 20,30 2,70 61,68% 25,87 2,70 62,44%
2 26,96 6,58 75,97% 32,85 3,30 76,97%

Segundo Chethana e colaboradores (2007), a transferéncia do corante para a fase superior
torna o SAB aplicavel a remocdo de acucares extraidos juntamente com antocianinas. A fase
inferior, formada por ague sal, € mais hidrofilica e acomoda preferencialmente as moléculas de
acucar.Com relacéo a eficiéncia de extracdo, valores acima de 70% refletem o alto potencial de
extracdo, sendo que a 35°C se mostrou mais eficiente do que a 25°C.

CONCLUSAO

O usode sistemas aquosos bifasicos sdo adequados para extracao de antocianinas presente:
na amorgpreta, uma vez que os valores de eficiéncia de extracdo foram elevados. Embora sensivel
a alteracdo de temperatura, a eficiéncia a 35°C foi maior em relacdo .atis¥votse também
que em todos os sistemas a antocianina se concentrou na fase superior, rica em polimero.
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Imobilizacdo de lipase em carvéo ativado quimicamente obtido a partir da casca do cupuagu
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RESUMO: Este trabalho teve como obijetivo sintetizar carvao ativado (CA) a partir de um residuo
agroindustrial (cascaodcupuacu), sendo este, ativado quimicamente com acido fosférico, e em
seguida, caracterizado fisicamente, por meio determinacao da area superficial e volume médio dos
poros, e quimicamente, pela determinacdo do pH do ponto de carga zero. Featembén um

estudo do efeito do pH na atividade inicial da solucdo de lipase, da capacidade adsortiva do carvao
ativado e da atividade hidrolitica da enzima imobilizada. O adsorvente apresentou uma elevada area
superficial, com um diametro médio de poros3g@ghm podendo ser classificado como carvao
mMesoporoso e ponto de carga zero em pH 4,8. Na avaliagéo da influéncia do pH do meio-observou
se uma maior capacidade adsortiva do carvdo em pH 4,0 e atividade hidrolitica da enzima
imobilizada em pH 5,0demostrandogque o efeito hidrofébico é que governa o processo de
adsorcao

Palavras-chave:Ativacdo quimicaBiocatalisadoresResiduo agroindustrial.
INTRODUCAO

A producdo de compostos quimicos de alto interesse biotecnolégico requer, na maioria das
vezes, 0 80 de enzimas como catalisadores. Durante os ultimos 20 anos, foi evidenciado um grande
crescimento na aplicacao industrial destes biocatalisadores, que pode ser justificado pelo fato de
possuirem alta eficiéncia catalitica, alta especificidade pelo atdyshiodegradabilidade e alta
atividade em condicdes suaves de temperatura e pressdo. A maior fatia do mercado industrial de
enzimas € ocupada pelas hidroliticas e, dentro destas, as lipases tém grande destaque. Porém, &
lipases sdo enzimas com alto cystendo este um aspecto critico, pois restringe a sua utilizacao
(VOLPATO, 2009).

Uma das alternativas empregadas para solucionar essa desvantagem ¢é a utilizacdo da enzime
em sua forma imobilizada. A imobilizacdo pode ser feita utilizando diferentestesiganto
organicos quanto inorganicos, e por diferentes métodos, como por exemplo, a adsorcao fisica,
encapsulacdo, ligagcdo covalente ou por reticulacdo, sendo o primeiro o mais empregado
industrialmente por ter baixo custo (KHARRATA et al., 2011).

As camcteristicas desejaveis a um suporte catalitico € que ele possua uma grande area
superficial, boa estabilidade quimica, mecéanica e térmica, seja hidrofébico e insoltvel, como, por
exemplo, o carvao ativado, que é um suporte hidrofobico com ampla areéicglpercom
estrutura contendo diversos grupos funcionais (SILVA et al., 2005).
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De uma maneira geral, quase todos os compostos com alto teor de carbono podem ser
transformados em carvao ativado. Nos Ultimos anos houve um interesse crescente na producao
desses adsorventes de baixo custo utilizando precursores renovaveis e mais baratos como
subprodutos agricolas, por exemplo, a casca do cupuacu. Além disso, a conversao desse residuo er
carvao ativado é uma alternativa promissora para minimizar problemasngaigie reduzir os
custos de preparo (BRITO et al., 2017).

Diante do exposto, este trabalho teve como objetivo sintetizar carvao ativado utilizando
como precursor de carbono a casca do cupuagu, caratbsrizdaplicdos como suporte para
imobilizacédo @ lipase por meio do método de adsorc¢éao.

MATERIAL E METODOS

No processo de sintese do carvao ativado utdssoa casca do cupuagu como precursor de
carbono. A casca foi coletada em uma industria de polpa de frutas, situada na cidade die Itorord
Ba, sedo posteriormente secas naturalmente, trituradas em moinho de facas e peneiradas em uma
peneira de 40 mesh. O farelo obtido foi impregnado com acido fosférico na razdo de impregnacéao
de 1:1 (massa de ativante/ massa de precursor) e seco em estufa gda088@. A carbonizacdo
do material foi realizada em forno mufla, sob fluxo de nitrogénio (50 m)miom taxa de
aquecimento de 5°C.nin até a temperatura final de 450 °C, mantida constante por 60 min. Em
seguida, a amostra obtida foi lavada comadguente até pH 7,0 e seca em estufa a 105 °C por 24
h. O carvao foi peneirado em uma peneira de 40 mesh.

Para melhor conhecimento da estrutura do carvao produzido, foi realizada a andlise de
microscopia eletrénica de varredura (MEV). Para isso, o cdoidxado em suporte apropriado
(stub) e diretamente metalizado com uma fina camada de ouro. ApGs a metalizacdo, a amostra foi
levada para analise em um microscoépio eletrénico de varredura (Zeiss, Modelo DSA940).
isotermas de adsorcdo e dessorcdo dogbes ativados foram obtidas em um equipamento
Micromeritcs modelo ASAP 2420, utilizando aproximadamente 0,20 g de amostra. Antes das
medidas, as amostras foram submetidas a uma etapa detpnéento, que consistiu no
aguecimento a 120°C. Logo apés,aasostras foram submetidas a uma evacuacao a 30°C por 30
min, seguida de um aquecimento, com taxa de aquecimento de 10°C.atén 200°C,
permanecendo nesta temperatura por 300 min. Posteriormente foram obtidas isotermas de adsorcac
e dessorcao de nitrogéna 77 K, que auxiliaram na obtencdo da area superficial especifica do
carvao ativado, distribuicdo de poros e o volume dos microporos. A determinacdo do ponto de carga
zero (pHpcz) das amostras foi feita segundo a metodologia de Regalbuto e Robledd@0i&hn
denomi nada fAexperimento dos 11 pontoso.

A lipase comercial de pancreas de porco (Lipase from porcine pancreas type Il da Sigma,
40% de proteina e atividade especifica de 300 U.mg"), foi utilizada para realizacdo dos testes
de imobilizacdo. Cm o intuito de avaliar a influéncia do pH do meio reacional no processo de
imobilizagao de lipase no carvéo ativado, realigeua imobilizacdo partinege de uma solugao
com 4000 mg.L. Aliquotas de 5 mL da solucéo de lipase, em cada pH avaliado (8,6,04,6,0,

7,0 e 8,0) foram adicionados em tubos contendo aproximadamente 0,1 g do carvao. Os tubos foram
mantidos sob agitacdo constante (20 rpm) em um agitador orbital & temperatura de 30°C. Uma vez
atingido o tempo de contato de 90 min (determinattasés de testes preliminares), os tubos foram
retirados e em seguida centrifugados. O sobrenadante obtido na centrifugacao foi filtrade e mediu
se a concentracdo de proteina pelo método de Bradford. O experimento foi realizado em triplicata.
A partir da dferenca entre a quantidade inicial e final de proteinas, deterraé@ucapacidade
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adsortiva do carvéo. A atividade hidrolitica das enzimas solluveis e imobilizadas foi determinada
pelo método de hidrdlise da emulsdo de azeite de oliva conforme metadudagtada de Soares et
al (1999).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Figura 1 é apresentada a micrografia eletrénica de varredura do carvao ativado- Observa
se que o carvao apresenta uma superficie irregular e rugosa, proveniente da ativacao quimica com c
acidofosférico. Esta estrutura de poros € o que fornece a superficie de carvfes ativados condicfes
para adsor¢do ocorrer, uma vez que material adsorvente pode interagir com muitas superficies
simultaneamente (SCHMIDT, 2011)

SEI  5kV x1,000  10pm  S—
Amostra 2

Figura 17 Micrografia eletrbnia de varredura do carvao ativado obtido por meio da casca do
cupuacu e ativado comgPIOy

Na Tabela 1 estdo apresentadas as propriedades texturais do carvdo ativado. Como é
possivel observar o adsorvente apresentou uma elevada area superficial e uma estristituida
por microporos e mesoporos. A estrutura porosa do carvao ativado é formada durante o processo de
carbonizacdo e ativacdo, que promove 0 aumento o volume e diametro dos poros e
consequentemente o aumento da area superficial (Schmidt 2@%&} materiais sdo constituidos
por poros a partir de menos de um nandémetro a varios milhares de nandmetros, e estes poros Ssac
divididos em trés grupos: 0s microporos, com dimensao menor que 2nm, 0S Mesoporos (ou poros de
transicdo), com dimensao entre 2arBOnm e 0s macroporos, com a dimensao maior que 50nm. O
adsorvente sintetizado pode ser classificado como mesoporoso, uma vez que possuiu diametro
médio de poros de 3,68 nm.

Tabela 1- Propriedades texturais do carvao ativado.
Amostra Sy(m?/g) D, (nm)? Vimeso(€MG)  Vicro (cM/Q)

CA 913 3,68 0,3184 0,150

Uma caracteriza¢do importante para materiais adsorventes € o ponto de cargapzgro (pH
gue indica o valor de pH no qual um sélido apresenta carga eletricamente nula em sua superficie, ou
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seja, o amero de cargas positivas é igual ao numero de cargas negativas. Quando o pH da solucdo
€ menor do que o Rk} do material solido a superficie deste ficara carregada positivamente,
enquanto que se o pH da solucdo for maior do quepg, gbl material solida superficie deste
ficara carregada negativamente. Segundo SILVA et al., (2010), este parametro € importante porque
permite prever a carga na superficie do adsorvente em fung¢éo do pH e, desta forma, avaliar porque
dependendo do pH da solucdo a adsorcaor®ce maneira mais eficiente do que em outro. Dessa
forma, o ponto de carga zero para o carvao ativado obtido a partir da casca do cupuacu foi
equivalente a pH 4,8.

Os resultados obtidos para os testes adsortivos da lipase no carvao ativado, emcsotucdes
diferentes valores de pH sao apresentados na Tabela 2. Gfsenvea maior capacidade adsortiva
do carvao e atividade hidrolitica da enzima imobilizada em pH 4,0 e pH 5,0, respectivamente. O pH
€ um dos mais importantes parametros da atividade eizm@bis a concentracdo de hidrogénio
no meio pode afetar a estrutura quaternaria da enzima e o grau de ionizacdo de substratos, produto:
e de residuos que fazem parte do sitio ativo (BRITO, 2017).

Sabese que a lipase acida possui ponto isoelétricoefute 4,0 e 5,0, (MAYORDOMO et
al., 2000) sendo assim, abaixo destes valores de pH a proteina apresenta cargas positivas e acim
cargas negativas. Observse entdo que a adsorcao foi mais eficiente em valores de pH préximo ao
ponto isoelétrico da enzimdemostrando que o efeito hidrofébico € que governa o processo de
adsorcao.

Tabela 2- Estudo do efeito do pH na atividade inicial da solucdo de lipase (U), capacidade
adsortiva do carvao ativado (q) e atividade hidrolitica da enzima imobilizada (U/g)icGem
concentracao inicial de proteina de 4000 rifgeltempo de contato 90 min.

pH Atividade inicial da q Atividade da
solucéo (V) (mg.gh) enzima
imobilizada (U/g)
3,0 9,6 176,09 113
4,0 31,35 181,03 89,9
5,0 30,15 175,63 149,1
6,0 45,3 167,87 89,1
7,0 44,7 165,81 65,7
8,0 37,35 166,98 37,7
CONCLUSAO

Foi possivel concluir que a casca do cupuagu € um bom precursor para obtencdo de carvao
ativado, assim como, o0 carvao possui potencial para ser utilizado como suporte para imobilizacao
da lipase, mostrando assim eficiéncia como biocatalisador, tendo em vista que as enzimas
imobilizadas mostraram boa atividade enzimatica.
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RESUMO: O iogurte é o produto da fermentacdo lactica promovida por bactérias lacticas que
degradam a lactose e produzem &cido lactico, coagulando as proteinas do IsgedAmeiogurte
apresentar baixos teores de lactose ainda assim podera desencadear reacdes em pessoas CC
intolerdncia ao dissacarideo. Existe a disponibilidade de iogurtes sem lactose no mercado,
entretanto ndo ha estudos conclusivos sobre a velocida@engentacdo do leite deslactosado para

a elaboracéo dos mesmos. Deste mogoesente artigo tem como objetivo avaliar a influéncia do

teor de lactose em leites UHT quando submetido a fermentacdo lacticd gotwbacillus
delbrueckii subsp. Bulgaricus Streptococcus thermophilu® experimento foi desenvolvido com

trés tratamentos: leite desnatado, leite zero lactose e uma mistura 1:1 de leite desnatado + leite zerc
lactose, sendo avaliados o pH e acidez titulavel nos tempos 0, 1, 3 e 5 (horas). Osbddds

foram submetidos a Analise de variancia (ANOVA), com 5% de significancia, em esquema fatorial
3x4, com auxilio do Software R. Os resultados mostram que o leite desnatado + leite zero lactose
apresentou maior producédo de acido lactico e menoepH5 horas de fermentacéo, seguido do

leite desnatado e por fim o leite zero lactose.

Palavras-chave:logurte. Intolerancia a lactose. Leite fermentado. Tempo de fermentacéo.
INTRODUCAO

O iogurte é o produto obtido a partir da fermentacdo lactica, ralddoocom leite e
adicionado de cultura mista deactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricues Streptococcus
thermophilustPENNA, A. L. B.; OLIVEIRA, M.; BARUFFALDI, R., 1997). E um alimento que
possui alto valor nutritivo sendo considerado equilibrado equatio a dieta. Durante a
fermentacéo, a proteina, a gordura e a lactose do leite sofrem hidrélise parcial pela enzima lactase
(b-D-galactosidase ob-D-galactosidasegalactohidrolase), tornando o produto facilmente digerivel
e considerado agente reguladias funcbes digestivas (RODAS et al.,, 2001; TEIXEIRA et al.,
2000).

A deficiéncia de enzima lactase leva a-tigestdo de lactose e consequente intolerancia,
conforme a lactose néo digerida passa pelo colon é fermentada por bactérias, havendo producao de
&cidos organicos de cadeia curta e gases, ocasionando cdlicas, dor e diarréia (TEO, C.R.P.A.; 2002).
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Em pessoas com intolerancia, a lactose ndo consegue ser hidrolisada em glicose e galactose,
nao € absorvida no intestino delgado e direcempara o coldérQuando no coldn, ela é convertida
em &cidos graxos, gas carbonico e gas hidrogénio pelas bactérias da flora microbiana intestinal
(MATTAR, 2010). Deste modo, pessoas com dificuldade na digestdo de alimentos que contém
lactose necessitam de uma readaptagénentar, buscando consumir produtos que possuam baixo
teor do dissacarideo (RAMALHO, M. E. O.; GANECO, A. G., 2011).

Os principais métodos de producdo de alimentos livre de lactose, dentre eles: o método
catalitico, o método enzimético (lactase na forimre e imobilizada) e o método de separacdo
cromatografico estdo descritos na literatura (RAMALHO, M. E. O.; GANECO, A. G., 2011).

Este trabalho justificae em resultados encontrados pongo (2006),que revelam um
maior tempo de fermentacdo para pgib de iogurte, potactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricuse Streptococcus thermophilug,partir do leite hidrolisado (sem lactose) comparado ao
leite com concentracdes normais de lactose. Por outro lado, Balduino (1999) apresenta que a cultura
mista deLactobacilluscurvatus,Lactobacillusplantarum Pediococcus acidilactia@ Enterococcus
faeciumproduzem uma maior concentracdo de acido lactico quando submetidas a uma proporcao
minima de 0,5%(m/v) de lactose para 4,5% (m/v) de glicose em meio 8880 assim, fage
necessario avaliar o tempo de fermentacdo lactica para producdo de iogurtes, a partir de outras
concentracdes de lactose no leite.

Deste modop presente artigo teve o objetivo de avaliar o tempo de fermentacéo do leite
UHT (Leite Desntado, Leite Zero Lactose Desnatado e uma mistura 1:1 de Leite Zero Lactose
Desnatado e Leite Desnatado) pela cultura nlistetobacillus delbrueckii subsp.bulgaricus
Streptococcus thermophilushm base nos valores de pH e acidez titulavel para caddetipde.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laborat6rio de Produtos Lacteos do Instituto de Ciéncias
Agrarias da Universidade Federal de Minas Gerais, em Montes Claros. Foram utilizados trés
tratamentosLeite Zero Lactose Desnatadodtale lactose inferior a 0,1%), Leite Desnatado (teor
de lactose de 4,5% a 4,8%), e uma mistura 1:1 de Leite Zero Lactose Desnatado e Leite Desnatado,
com trés repeticbes com leituras em duplicata, submetidos a fermentacao latica pela cultura mista
bulgaricuse S. thermophilus

Primeiramente o leite UHT com diferentes teores de lactose foi aquecido aJifi2Gu-se
10 mL de iogurte comercial (Natural Nestlé) e Cultura liofilizada (Fermento YRO3 logurte,
Fermentacdo RapidaRica Nata), como inoculofara o tratamentbeite Desnatado utilizege
trés diferentes marcas de leite UHT desnatado (A, B, C); para o tratamento Leite Zero Lactose
Desnatado, trés marcas de leite UHT sem lactose (D, E, F), e para o tratamento Leite Desnatado +
Leite Zero Lactos®esnatado utilizose como tratamento as misturas 1:1 de Leite Desnatado e
Leite Zero Lactose Desnatado (AD, BE, CF). Os tratamentos foram mantidos em BOD para
fermentacdo a 42°C, até um pH de 4,5.

Ao longo da fermentacéo foi feita a leitura de pH e Azxitiwlavel. O pH foi aferido em
potencidmetro e a acidez titulavel foi realizada de acordo a metodologia propoEedpmtion
Internationale de Laiterie (1991) e Merck (1993), com modificagdes. A cada tempo de fermentacao
um volume de 10 mL de cada astra foi adicionado a 10 mL de agua destilada, homogeneizado e
adicionado de 3 gotas de solucéo alcodlica de fenolftaleixnbl¢0Os) a 1% (m/v), titulados por
solucao de hidréxido de sédio (NaOH) 0,1 N.
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O experimento foi conduzido em delineamento inte@at® casualizad®ara a avaliacao de
pH e acidez titulavel foram feitas leituras em duplicata ao longo dos tempos 0, 1, 3 e 5 (horas) apés
o inicio da fermentacdo. As médias obtidas foram submetidas a Analise de variancia em esquema
fatorial 3x4 (trés tips de leites e quatro tempos), a um nivel de significancia dedfop auxilio
do Software RQuando ocorreu efeito significativo das interacdes, proeseleom desdobramento
das mesmas, obtende os modelos polinomiais de regressao para cada tratamento

RESULTADOS E DISCUSSAO

Com base na Tabela 1 pese observar as equacdes das curvas construidas para cada
tratamento, com base nos valores de pH e % de &cido lgcto® , 0 5) .

Tabela 1- Equacdes que descrevem o comportamento das curvas para peke acid

Andlise Tratamento Equacéo R2 p-valor
LD y=-0,0775x%0,2355x + 6,9700 0,9875 0,0078
pH LZL y=-0,1367x2 + 0,0917x + 6,6892 0,9998 > 0,0001
LD + LZL y =-0,6992x + 7,4425 0,9684 > 0,0001
LD y =0,0413x2 0,0729x + 0,1703 0,9962 > 0,0001
% acido lactico  LZL y = 0,0483x% 0,1136x + 0,2083 0,9998 > 0,0001
LD + LZL y = 0,0299x2 + 0,0066x + 0,0903 0,9723 > 0,0001

Fonte: Préprio autor.

A Tabela 1 expressa as equacdes das curvas de pH e % de &cido lacsentagas nas
figuras 1 e 2 respectivamente.

Longo (2006) avaliou a fermentacdo latica para producdo de icguadestatou que leite
com baixo teor de lactose (devido a hidrélise enzimatica) apresenta um aumento de 15% do tempo
de fermentag&o comparado leite com lactose.

Balduino (1999), por sua vez testou os efeitos de temperaturas e diferentes concentracdes de
glicose e lactose (0,5%; 2,5%; 4,5% m/v) sobre a fermentacéo latica em meio MRBqYtea
Sharpe) pela cultura mista constituida dactobadlus curvatus, Lactobacillus plantarum
Pediococcus acidilacticie Enterococcus faeciuntom o intuito de determinar as melhores
condicBes para a producdo de acido latico. Os resultados indicaram que o meio suplementado de
glicose 4,5% (m/v) e lactose 0,500/v) a 46°C foram as condi¢cdes mais adequadas para obtencéo
de &cido latico em maior concentracédo (3,55%).

Por meio da Figura 1 e 2, pede constatar que apos 5 horas de fermentacdo o tratamento
LZL apresentou um maior pH e menor % de acido lacticoyanidd. Resultados em conformidade
com os obtidos por Longo (200§)e constatou que leites com baixo teor de lactose apresentam um
aumento de 15% no tempo de fermentacdo comparados ao leite com teores normais do dissacarideo

Para o tratamento LD+LZL, éopsivel observar nas Figuras 1 e 2, um melhor desempenho
da bactéria lactica promovendo um aumento da % de &cido lactico produzido e consequente reducao
do pH. Tais resultados apresentam semelhanca com os obtidos por Balduino (1999) que constatou
uma melho producédo de &cido lactico em meios com pequena quantidade de Lactose (0,5% m/v)
adicionada a glicose (4,5% m/v).
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Figura 2- Comportamento da %cido lactico para os tratamentos, a cada
tempo de fermentag&o. Fonte: Préprio autor

Para o pH (Figura 1) as curvas LD e LZL apresentaram modelo quadratico (Tabela 1), ja a
curva LD+LZL apresentou comportamento linear, o que pode ser justificado pelo tanp
fermentacdo avaliado, que nao foi suficiente para a curva estabdizaapresentado um
comportamento constante de pH, uma vez que toda a lactose seria convertida em acido lactico.

Os valores observados nas Figuras 1 e 2 indicam que o tratameat®ésiatado + Leite
Zero Lactose apresentaram uma maior rapidez para atingir maior % de acido lactico e menor pH
comparado aos demais tratamentos. Deste modo {feeenecessérias pesquisas da melhor
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concentracdo para producdo do &cido lactico e o quantmriaentracdo podera influenciar no
tempo de fermentacéo.

CONCLUSAO

Concluise que a fermentacao lactica ocorre em um menor tempo quando a cultura mista
composta pok. Bulgaricuse S. thermophilug inoculada em Leite Desnatado + Leite Zero Lactose
(proporcao 1:1), seguido de leite Desnatado. O Leite Zero Lactose quando submetido a fermentacéo
lactica por uma cultura mista apresentou um aumento no tempo de fermentacdo para producéo de
iogurtes. O presente experimento € de carater fundamental e @erddi modo quespecificos
devem ser conduzidos para que seja determinada a concentracao inicial de lactose, ou galactose qu
permita a elaboracdo de iogurte no menor tempo.
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RESUMO: Apesar de ser um adsorvente bastante eficiente, o alto custo do carvao ativado muitas
vezes restringe seu uso. Nesse sentido, existe um crescente interesse na busca de materiai
alternativos de baixo custo que possam ser utilizados em sua producao, dentre eles-siestacam
residuos agroindustriaisste trabalho teve como objetivo produzir carvao ativado utilizando como
precursor de carbormsabugo de milho @eterminar a infiéncia da variacdo do pH e da massa na
eficiéncia de adsorcdo do corante dianix azul royal O@arvao foi preparado pelo método de
ativacdo quimica, utilizando acido fosférico (85%) como agente de ativacdo. O adsorvente obtido
foi caracterizado em relag&@o teor de cinzas e ao ponto de carga zero. No estudo de pH verificou

se que o melhor desempenho do processo de adsorc¢éo foi verificado em pH 7,0, e que a massa idea
para conduzir os estudos de adsor¢ao do corante foi de 0,100 g, com eficiéncia¥e @LéB/a0

possui alta eficiéncia na adsorcdo do coramteando o seu uso como material adsorvente uma
alternativa promissora para purificacao dos efluentes.

Palavras-chave: Ativagéo quimica. Residuos agroindustriais. Corantes téxteis.

INTRODUCAO

O arvdo ativado (CA) é um material carbonaceo, caracterizado por possuir uma area
superficial interna e alta porosidade, elevada estabilidade quimica e séo ativados com a finalidade
de aumentar a porosidade interna (SAHU; ACHARYA; MEIKAP, 2010). Devido asest
caracteristicas o carvao ativado tem sido amplamente utilizado como adsorvente, em catalise ou
como suporte catalitico e em processos de purificagdo e separacdo. A capacidade adsortiva do
carvao ativado esta associada principalmente com a distribugg&anthinho dos poros, area
superficial e volume dos poros (SCHIMMEL, 2008).

Os precursores utilizados na producdo do CA sdo materiais que possuem alto teor de
carbono e baixo teor de compostos inorganicos, caracteristicas presentes em varios residuos
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agricdas (PRAHAS et al., 2008). Nos ultimos tempos devido a demanda energética, os residuos
agricolas tém sido bastante utilizados. Também s&o considerados insumos importantes para a
preparacao de carvdes ativados, por apresentarem em sua composicao unieglededmatérias
volateis, caracteristica essa que permite a obtencdo de um adsorvente com uma estrutura altament
porosa, e por serem matérias primas de baixo custo e renovaveis (OKMAN et al., 2014).

O milho é cultivado como insumo para producao de wengoa de produtos e tem evoluido
como cultura comercial apresentando, nas Ultimas décadas, taxas de crescimento da producdo de
3,0% ao ano e da é&rea cultivada de 0,4% ao ano. Os residuos gerados do processamento do milh
sdo de alto teor de lignina, queeece influéncia direta no desenvolvimento da porosidade dos
carvies produzidos (NABAISA et al.,, 2013), apresentsselalessa forma como um residuo
promissor para a sintese do CA.

Este trabalho tem como objetivo a sintetize de carvéo ativado a pasabdgo de milho e
sua utilizacao na remocéao de corante industrial, o Azul Dianix Royal CC.

MATERIAL E METODOS

Os residuos do sabugo de milho fodlavados e secos em estufa a 105°C. Posteriormente 0s
mesmos foram triturados em moinho de facas para gdetio material particulado e peneirados
em uma peneira de 20mesh. O farelo obtido foi utilizado na sintese dos carvoes. O farelo foi
impregnado com &cido fosférico (85%) na razdo massica de impregnacdo de 1,5:1 (massa de
ativante/massa do precursor) e cseam estufa a 105°C por 48h. Em seguida o material foi
carbonizado em forno mufla a 500°C, por 1h. Os carvfes obtidos foram lavados com agua até a
neutralidade da 4gua de lavagem. Em seguida foram secos em estufa a 105°C por 24h e peneirado
em uma peneirde 40mesh.

Apoés estas etapas, calcuse o rendimento do processo de sintese do carvao, a partir do
residuo em estudo, através da Equacao 1.

Y — pTT (2)

Em que: Rc € o rendimento de carvéo (%).éna massa do carvéo obtido (g) géra massa do
farelo do precursor (g).

O carvao foicaracterizado, em relagdo ao deor de cinzasseguindo a metodologia
proposta poZENEBON; PASCUET; TIGLEA(2008). Para determinacdo do ponto de carga zero,
50mg da amostra de carvado ativado foram misturados com 50ml de solugdo de NaCl 010mol.L
em dferentes pH (111) e deixados sobre agitacdo constante (em agitador orbital) durante 24h.
Sendo que o pH de cada soluc&o foi ajustado com solucdo de HCI ou NaOH 0,50mol.L

Os testes de eficiéncia adsortiva foram feitos utilizando uma massa fixa de(6@mgp em
tubos de centrifuga contendo 5mL da solugéo do corante, nas concentracdes de’500mg.L
300mg.L* e 100mg.r*. Simultaneamente ao teste de eficiéncia, foi feito o ajuste do pH das
solugdes, utilizando solugcédo tampéao fosfato de potassio (20mklasico e bibasico, para os
valores de pH 3;5 e 7. Os tubos foram mantidos sob agitacdo constante (20 rpm) a temperatura
ambiente por 24h em agitador orbital, em seguida foram centrifugados sendo o sobrenadante
filtrado. A quantificagdo do corante foi fiezada por leitura direta em espectrofotbmetro no
comprimento de onda de 624nm.

Para avaliar a influéncia da massa de adsorvente na eficiéncia de adsorcao, diferentes massa:
de carvao (25mg; 50mg;75mg e 100mg) foram adicionadas em tubos contendo 5micéa dol
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corante (Dianix Azul Royal CC) com concentragao inicial e pH escolhido nos testes anteriores, as
analises foram feitas em triplicata.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados demonstraram que o processo de sintese favoreceu a obtencédo de ure adsorvent
com elevado rendimento (41%) e um baixo teor de cinzas (7%). Resultados esses satisfatorios, uma
vez que o rendimento revela a viabilidade da producdo do carvao ativado a partir de um dado
precursor, e esta diretamente relacionado com a composicdo ddambgnocelulésico e o
processo de sintese empregado. Em termos qualitativos o baixo teor de cinzas € normalmente
recomendado para carvlfes ativados, uma vez que grandes quantidades de cinzas tendem a se
prejudicial ao processo de adsorcdo por mod#ivaa interacdo entre a superficie do carvao e a
espécie adsorvida, adsorvendo preferencialmente agua, devido ao seu carater hidrofilico
(BAUTISTA-TOLEDO et al.,2005).

O resultado obtido no ensaio do gHdo carvéo foi calculado fazende uma rédia
aritmética entre os pontos que se apresentaram constantes para o pH final, e estdo apresentados r
Figura 1.

Ponto de Carga Zero

pH final

- # - CA- Sabugo de Milho

pH inicial

Figura 1. Grafico do ponto de carga zero do carvéo ativado obtido do sabugo de milho

O carvédo apresentou ponto de carga zerg:peim pH4,7, pH no qual superficie do carvao
néo apresenta carga. O baixopptesta relacionado com a formacdo de grupos acidos na sua
superficie, devido ao agente de ativacdo, acido fosforico. Em solu¢cdes com pH abaixo do ponto de
carga zero a superficie do ¢ao ativado é protonada, sendo ideal para adsorcdo de compostos com
carga negativa, e consequentemente € desprotonada em pH acima, favorecendo o comportamentc
oposto (VIEIRA et al., 2010). A determinagaoggte importante visto que o pH do sistema afeta o
processo de adsorcao pela dissociacdo de grupos funcionais sobre os sitios ativos na superficie dc
adsorvente (MALL; SRIVASTAVA; AGARWAL, 2006).
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Os resultados obtidos para os testes adsortivos do corante Dianix Azul Royal CC nas
amostras do carvao ativadem solucdes com diferentes valores de pH sédo apresentados na Tabela
1. Verificase que o aumento do pH da solugcdo promoveu um aumento na capacidade adsortiva e
eficiéncia de remocéao do corante, sendo que a capacidade maxima de adsorcéo foi obtida em pH 7
O percentual de remocdo mais baixo em meio acido pode estar associado com a protonacdo do
corante e a presenca de excesso de idnsoRipetindo com os cétions do corante pelos sitios
ativos. Os resultados sugerem que a adsorcao do corante sobre o $@Adédapenas por interacao
eletrostatica, mas possivelmente também por interagdes de van der Waals.

Tabela 1 Capacidade adsortiva (q) e eficiéncia de adsodgdoorante azul royal apés 24 h de
tempo de contato com o carvao ativado a temperatura ambdenta variacdo do pH da solucéo.

pH q (mg.gH) efic (%)
3,0 67.15 69,43
5,0 69,01 72.33
7,0 74,28 75,40

Os resultados obtidos para estudo de massa na influéncia do processo adsortivo estao
apresentados na TabelaGbservase se que a massa de caru#luenciou na adsor¢cédo do corante
azul royal, uma vez que o aumento da massa promoveu uma maior eficiéncia de remogéo. Esse
comportamento pode ser atribuido ao aumento dos sitios ativos do carvao disponiveis para se
ligaram & molécula de corante promoge assim uma maior remog¢ao do mesmo.

Tabela 2.Capacidade adsortiva (q) e eficiéncia de adsorgéo (kficprante azul Royalo carvéao
ativadq apos 6 h de teste a temperatura ambiente com variacdo da massa do adsorvente.

Massa (g) q (mg.gh) efic (%)
0,025 69,021 68,46
0,050 33,347 69,89
0,075 22,894 70,36
0,100 17,162 71,63
CONCLUSAO

O carvao ativado obtido a partir do sabugo de milho possui alta eficiéncia na adsorgéo do
corantedianix azul royal CCSua capacidade adsortiva € influenciada pento de carga zero e
pH da solugcdo, bem como a quantidade de massa no sigtedeado ser utilizado como matriz
adsorvente na remocao de compostos organicos de meios aquosos.
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RESUMO: Fitaseé uma enzima que catalisa a liberagdo do fosfato de fitato, o qual é a principal
forma de fosforo predominantemente ocorrendo em graos cereais, legumes e sementes oleaginosas
A digestao e o aproveitamento do alimento podem ser aumentados pelaladit@e microbiana,

gue hidrolisa o fitato para mioositol e acido ortofosférico, necessario ao processo metabolico de
biossintese celular. A fitase pode ser produzida industrialmente por processos biotecnoldgicos,
sendo a sintese de fitase efetuadda pmembrana celular de microrganismos a forma mais
promissora de produgédo da enzima. Dessa forma, este trabalho objetivou realizar a produgdo da
enzima fitase em laboratério e avaliar o residuo agricola com maior producéo de fitases para as
linhagens fangas deAspergillus awamorie Penicillium roquefortipor fermentacdo no estado
sélido. Observotse producdo de fitase pelas duas linhagens fangicas em estudo, porém a producéo
de fitase porPenicillium roquefortindo diferiu significativamente para nenhwums residuos em

estudo e poAspergillus awamorio Unico residuo que diferiu significativamente foi o de Siriguela.
Concluiuse assim que as espécies fungicas podem ser utilizadas como fontes para producao de
fitase e os residuos de frutas também se api@® como alternativa de meio fermentativo para
producédo da enzima.

Palavras-chave:Maracuja. Siriguela. Umbu. Atividade fitasica.
INTRODUCAO

Acido fitico ou fitato (mieinositol 1,2,3,4,5 éhexafosfato de inositol fosfato) é a principal
forma de amazenamento de fosfato e de inositol em plantas, o qual consii#iid®d peso seco das
sementes de grédos de cereais e legumes (ZHANG, 2010). Fitaseindgiiol-
hexaquifosfatofosfohidrolase) € uma enzima que catalisa a liberacdo do fosfato de fitato (mio
inositolhexaquifosfato), o qual é a principal forma de fésforo predominantemente ocorrendo em
graos cereais, legumes e sementes oleaginosas (PANDEY, A., 2001).

Os animais monogastricos, como as aves e suinos, ndo produzem esta enzima, ou nao a
produzem m quantidades suficientes para transformar este fitato em fosforo inorganico (SILVA et
al., 2005). Sendo assim a digestdao e o aproveitamento do alimento podem ser aumentados pela
adicao de fitase microbiana, que hidrolisa o fitato paraimasitol e acio ortofosférico, necessario
ao processo metabdlico de biossintese celular. Desta forma, parte do fésforo, antes ndo disponivel,
passa a ser aproveitado pelo organismo, tornando possivel reduzir em até 30% o fésforo
suplementado na alimentacéo (KUMAR ef 2010).

A fitase pode ser produzida industrialmente por processos biotecnoldgicos, sendo a sintese
de fitase efetuada pela membrana celular de microrganismos a forma mais promissora de producao
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da enzima. Apesar da habilidade de producdo das bactélasduras, os fungos sdo mais
utilizados (PANDEY et al. 2001).

A preocupacdo com a utilizacdo de residuos da agroindustria é crescente, pois estes, quando
indevidamente descartados ou utilizados, torsamfontes adicionais de poluicdo ambiental
(SAIDELLES et al., 2012).A fermentacdo em estado sélido (FES) é considerada uma alternativa
econbmica para producdo da enzima e apresenta ainda a possibilidade de utilizar residuos
agroindustriais como substrato (GREINER et al., 2009).

Dessa forma, este trabalho efdjou realizar a producdo da enzima fitase em laboratério e
avaliar o residuo agricola com maior producédo de fitases para as linhagens fungispsrgdlus
awamori ePenicillium roquefortipor fermentagcéo no estado sdlido.

MATERIAIS E METODOS

O tratalho foi desenvolvido no Laboratério de Biotecnologia do Instituto de Ciéncias
Agrarias da Universidade Federal de Minas Gerais.

Microrganismos

Utilizou-se as espécies fungicAspergillus awamore Penicillium roquefortimantidos em meio
Agar BDA. Parao preparo do indculo, o fungo foi cultivado utilizando o mesmo meio de cultura,
sendo incubado em estufa BOD durante sete dias a 28°C.

Preparo do in6culo

O in6culo fangico foi realizado na forma de disco micelial para avaliar a producdo da enzima fitase
por meio da fermentagdo sélida. Das placas cultivadas com os fungos foram cortados discos
miceliais de 1,0 cm de diametro, os quais foram retirados e macerados em 1,0 mL de solucao salina
0,9% cada um.

Fermentacao

Para a realizacdo dos ensaios de praaldedfitase foram realizadas fermentacdes sdlidas a 70% de
umidade em erlenmeyers de 500 mL utilizando residuos de siriguela, umbu e maracuja. O meio de
cultivo composto de 25 g do residuo da fruta e de uma solucdo de uréia a 3% como fonte de
nitrogénio, 6i previamente umidificado com 8 mL de agua destilada, e esterilizado a 121°C por 15
min. Em seguida, adicionege 1 mL do inéculo no meio de cultivo sélido e incukews frascos a

30° C por 48 horas. O experimento foi feito em duplicata.

Extracdo das @zimas

A extracdo das enzimas foi realizada com adicdo de 100 mL de agua destilada, com posterior
agitacdo a 150 rpm por 30 minutos. O extrato cru foi filtrado e o permeado foi utilizado para os
ensaios de atividade enzimatica de fitase.

Andlise da atividade enzimatica

A atividade enzimética de fitase foi determinada de acordo com o método de FISKE e
SUBBAROW (1925), medindo o fosfato inorganico liberado. Todas as andlises de atividade
enzimatica foram realizadas em duplicata, considerando como sendonidade enzimatica, a
guantidade de enzima necess8ria para | ibera-«
condicbes de ensaio.
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1 Em um tubo de ensaio de 20 mL adiciorsoe 400 &L do substrato f
em tampdo acetato de sédio,prl 4, 0 e 100 €L de extrato en
A reacdo foi conduzida em banhwaria a 45 °C durante 30 min;

Adicionous e 500 eL da solu-«o0o de 8cido tricloroc
Foram adicionados aos tubos de, queeansisteode 5 0 (
uma solucéo de acido sulfarico, molibidato de amonio e sulfato ferroso.

Adicionouse agua destilada até completar um volume de 4mL ;

As leituras de absorbancia foram realizadas em espectrofotometro a 700 nm;

Os valores obtidos foram cefacionados com uma curva padrdo confeccionada com
KH,PQ..

= =4 =4

= =4 =

Andlise estatistica
Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias comparadas pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade, com auxilio do programa SISVAR.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados das atividades enzimaticas para fitases @) delambos os microrganismos
em cada residuo de fruta estdo apresentados na Tabela 1. De acordo com os resultados a produca
de fitase pela espécie fungi&nicillium roquefortindo diferu significativamente para nenhum
dos residuos em estudam contrapartida verificege diferencas na producédo de fitase por
Aspergillus awamorisendo que o unico residuo que diferiu significativamente foi o de Siriguela,
apresentando a maior média deidade fitdsica de 0,152 U riL

Tabela 1i Atividade de fitase em U mt.utilizando diferentes residuos de frutas como meio de
cultivo por 48 horas de fermentagao.

Fungo Residuo de fruta
Maracuja Siriguela Umbu
Aspergillus awamori 0,027 0,152 0,106%°4
Penicillium roqueforti 0,024 0,044® 0,024

Legenda Médias seguidas por letras diferentes, mindsculas nas linhas e maildsculas nas colunas,
diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Observase também que houdiferenca significativa na producéo de fitase entre as espécies
fungicas deAspergillus awamorie Penicillium roqueforti para o residuo de Siriguela, sendo
verificada maior producgéo pefspergillus awamori.

De acordo com Awad et al. (2014) o género ékgplus € um dos principais géneros
produtores de fitases, sendo o principal representante a e#smpaggillus niger Nascimento
(2011) obteve pela realizacdo de fermentacdo submersa com oAspgmillus Nigeratividade
fithsica de 6,02 U mL, vala esse superior ao obtido nesse trabalho, porém utilizesdon tempo
de fermentacéo superior de 72 horas.
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Valores semelhantes aos de atividade fitasica obtidos nesse trabalho foram encontrados por
Pires (2016) que obteve atividade fitasica superiot@ 0,mL* na producéo de fitase com o fungo
Acremonium zeagtilizando farelo de milho apds 120 h de fermentag&o. E por Monteiro (2011) que
obteve em estudo de producéo de fitas&kldeopus stolonifeem fermentacdo em meio liquido,
valores de atividadengimatica de fitase de 0,03 U ke 0,07 U mL}, com tempos de 36 e 48
horas respectivamente.

CONCLUSAO

As atividades enzimaticas obtidas pelas fermentagbBes utilizando as espécies fungicas
Aspergillus awamore Penicillium roqueforti indicam a posslldade de utilizacdo desses como
fontes para producéo de fitase. Os residuos de frutas também se apresentam como alternativa de
meio fermentativo para producdo da enzimeasionando em reducdo dos custos de producédo, uma
vez que estes substratos apresantaenores custos e também em uma alternativa de destinacao
desses residuos, que seriam descartados. Trabalhos futuros devem ser feitos ausecotzmdpoo
de fermentacdo e modificando a composicdo do meio de fermentacdo no intuito de elevar a
produtividale.
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Producéo de fitase por fermentacdo em estado solido utilizando residuos de frutas e
Aspergillus awamori
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RESUMO: O fitato € a principal forma de armazenamento de fésforo em plantas e cereais usados
na formulacdo de racdes e limita a eficiémdgautilizacdo do fésforo e outros nutrientes nesses
alimentos. A adicdo de fitases em racdo animal tem sido usada para minimizar os efeitos
antinutricionais do fitato além de diminuir os impactos ambientais e a adicdo de fésforo na racdo. O
objetivo dessgesquisa foi avaliar a producdo da fitase por fermentacdo em estado soélido pelo
Aspergillus awamoriem diferentes tempos, utilizando residuos de frutas como substrato de
fermentacdo. A cepa utilizada fdspergillus awamori e os substratos utilizados pasa
fermentacdo foram residuos de coquinho azedo e maracuja. As andlises da atividade da fitase foram
realizadas nos tempos de 24, 36 e 4&di. possivel observar que A. awamorifoi capaz de
produzir a fitase nos dois residuos de frutas utilizados cabsiratos de fermentacéo, e tempo de
fermentacdo ndo influenciou significativamente na producao de fitase. Dessa forma;smqalei

o A. awamorié capaz de produzir fitase utilizando os residuos de coquinho azedo e maracuja e que
a variacao de tempo dermentacéo avaliada nao influenciou na producéo de fitase.

Palavras-chave Atividade de fitase. Coquinho azedo. Maracuja. Fungo.
INTRODUCAO

O fitato ou acido fitico é a maior forma de estocagem de fésforo na maioria das plantas,
grdos de cereais ersentes oleaginosas. Porém, o &cido fitico ndo é uma fonte de fésforo para
humanos e animais monogastricos, agindo como fator antinutricional, devido a sua capacidade de
formar complexos com cations bivalentes. Assim, além da necessidade de suplemesitagi®sa
animais com fosforo, sdo geradas grandes quantidades de poluicdo ambiental pelo excesso de
minerais excretado no meio ambiente (PANDEY et al., 2001).

Dentre as formas de aumentar o aproveitamento do &cido fitico estd o uso da enzima fitase
gue pemite melhor aproveitamento da dieta oferecida por animais monogastricos, aumentando a
biodisponibilidade do fosforo pela hidrélise do acido fitico, o que diminui a necessidade de
suplementac&o com fontes inorganicas de fésforo (SATO, JORGE e GUIMARAES, 201

As fitases podem ser obtidas por processos biotecnolégicos a partir de fontes de origem
animal e vegetal. No entanto, as fitases de origem microbiana representam a forma mais promissora
de producédo destas enzimas, as quais tém sido utilizadas emaipdais. Apesar da capacidade
de producdo de bactérias e leveduras, os fungos sdo mais utilizados devido as suas fitases
apresentarem maior estabilidade térmica, maior estabilidade em faixas mais amplas de pH, elevada
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especificidade catalitica e maior is#8ncia a protedlise, quando comparadas com as fitases de
plantas (KIM et al., 2006),

A producdo de fitases fungicas se mostra mais vantajosa pela facilidade de extracdo da
enzima do ponto de vista industrial. Os fungos podem ser cultivados utilizaaoetit métodos
de cultivo, como a fermentacdo em meio liquido, em estado sélido e fermentacdo submersa.
(SALMON, et al., 2012).

A fermentacdo em estado solido é considerada uma alternativa econdmica para producéo da
enzima e apresenta ainda outras vamag tais como a possibilidade de utilizar residuos
agroindustriais como substrato e o menor risco de contaminagdo microbioldgica (GREINER,
SILVA e COURI, 2009).

Diante disso, 0 objetivo dessa pesquisa foi avaliar a producéo de fitase por fermentacdo em
estado solido pel#spergillus awamorem diferentes tempos, utilizando residuos de frutas como
substrato da fermentacéo.

MATERIAL E METODOS

Essa pesquisa foi desenvolvida no Laboratério de Biotecnologia do Instituto de Ciéncias
Agrérias da UniversidadecBeral de Minas Gerais.

Microrganismo

A cepa utilizada nesse estudo fsspergillus awamoriPara o preparo do inéculo, o fungo foi
cultivado utilizando o mesmo meio de cultura BDA (Agar Batata Dextrose), sendo incubado em
estufa BOD durante sete diag&°C.

Preparo do in6culo

O indculo fangico foi realizado na forma de disco micelial para avaliar a producéo da enzima fitase
por meio da fermentacdo sélida. Das placas cultivadas com os fungos foram cortados discos
miceliais de 1,0 cm de diametro, asags foram retirados e macerados em 1,0 mL de solugéo salina
0,9% cada um.

Fermentacéao

Para a realizacdo dos ensaios de producédo de fitase foram realizadas fermentac6es em meio s6lido :
70% de umidade em erlenmeyers de 500 mL utilizando residuos deujaaacoquinho azedo. O

meio de cultivo composto de 25 g do residuo da fruta e de uma solucéo de uréia a 3% como fonte
de nitrogénio, foi previamente umidificado com 8 mL de 4gua destilada, e esterilizado a 121°C por
15 min. Em seguida, adicion@e 1 mLdo in6culo no meio de cultivo soélido e incubsel os

frascos a 30° C por 24, 36 e 48 h. O experimento foi conduzido em duplicata.

Extracdo das enzimas

A extracdo das enzimas foi realizada com adicdo de 100 mL de agua destilada, nos tempos de 24,
36 e 48 hcom posterior agitacdo eshakera 150 rpm por 30 min. O conteudo de cada frasco foi
filtrado e o permeado obtido foi utilizado para posterior dosagem da atividade enzimatica de fitase.

Analise da atividade enzimatica

A atividade enzimatica foi determada, medindd se o fosfato inorganico liberado (FISKE e
SUBBAROW, 1925), utilizands e 400 ¢L do substrato fitato de
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de s-di o, em pH 4,0 e 100 eL de ext rmmia@a4enzin
°Cdurant8 0 min., sendo paralisada pela adi-«o0o de
Foram adicionados aos tubos de rea-«o, 500 ¢
solucéo de acido sulfarico, molibidato de aménio e sulfato ferroso. Asakeide absorbancia foram
realizadas em espectrofotdmetro em 700 nm e os valores obtidos foram correlacionados com uma
curva padrdo confeccionada com #¥D,. Todas as analises de atividade enzimatica foram
realizadas em duplicata, considerando como sem@ounidade enzimatica, a quantidade de enzima
necess8ria para | ibera-«o de 1 & mol de fosf at

Analise estatistica
Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias foram comparadas pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade, com auxilio do programa SISVAR.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos para a atividade fitasica estdo apresentados na Tabela 1. Foi possivel
observar que a espécie fungispergillus awamorioi capaz de prduzir a fitase nos dois residuos
de frutas utilizados como substratos para fermentacdo. A selecdo de substratos adequados para :
producdo de enzimas € um fator fundamental, uma vez que eles tém o papel de fornecer energia €
nutrientes para o crescimento dacrorganismo e podem induzir ou reprimir a producdo de
metabolitos (PANDEY et al., 2001).

Verifica-se que nao houve diferenca significativa (P>0,05) na producao de fitase nos tempos
de 24, 36, e 48 h (Tabela 1). Percebeainda, que também nédo houvéeminca (P>0,05) da
atividade da enzima nos residuos de coquinho azedo e maracuja, utilizados como meio de
fermentacéao.

Tabela 1 - Atividade de fitase em U/g utilizando residuos de frutas como meio de cultivo de
fermentacdo em diferentes tempos.

Residuo Tempo
24 h 36 h 48 h
Coquinho azedo 0,031™ 0,039™ 0,035
Maracuja 0,084 0,033 0,027

Legenda Médias seguidas pela mesma letra, maildsculas nas linhas e minusculas nas colunas, néo
diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tuke¥ a® probabilidade

Fungos do génerdspergillussdao um dos principais produtores de fitases, sendo que o
principal representante éAspergillus nigefAWAD et al., 2014). Em um estudo realizado por
Cunha, Monteiro e Mendes (2015), encontram atividadsida de 0,89 U/mL apds 216 h de
cultivo em meio liquido utilizado isolado despergillus niger sendo que este mesmo fungo nao
apresentou atividade significativa na fermentacdo em estado sélido. No entanto, esses mesmos
autores, constataram que o isalabkXylaria sp.apresentou atividade enzimatica de 2,88 U/g ap0s
264 h de fermentacdo em estado sélido, utilizando o farelo de trigo como substrato.

Monteiro et al. (2012) avaliaram a producdo de fitase Rbizopus stoloniferem
fermentacdo em meio liglo, sendo que a maxima atividade enzimatica encontrada foi de 0,14
U/mL ap6s 24 h de fermentacdo. As fermentacdes utilizaad@siduos de coquinho azedo e
maracuja obtiveram valores abaixo do observado por Monteiro et al.
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Nascimento (2011) observou methprodugcéo de fitase por fermentacdo submersa com
Aspergillus nigewar. phoenicisURM 4924 ap6s 84 horas de incubacéo

CONCLUSAO

Foi possivel observar que houve producéo de fpakeAspergillus awamorutilizando os
residuos de coquinho e maracugdno substratos para a fermentacdo, dessa forma, esses residuos
podem ser utilizados como substrato de fermentacdo para a producédo dessa enzima.

Percebese também que a variacdo de tempo de fermentacdo avaliada nédo influenciou na
producdo de fitase, entagtto, é necessaria a realizacdo de novos estudos utilizando um tempo
maior de fermentacéo e variando a composi¢cdo do meio de fermentacdo para conduzir um aumento
da produtividade do da enzima pé&loawamori
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Quantificagéo das antocianinas e capacidade antioxidante da polpa liofilizada do jamelao
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RESUMO: A cor € um dos mais importantes atributos de qualidade de um alimento, influencia na
aceitacdo do produto e, muitas vezestednina o poder de compra. Em produtos naturais, a
maioria das substancias responsaveis pela coloracdo pertence a classe dos flavondides. As
antocianinas fazem parte desta classe e compéem grande parte dos pigmentos hidrossolaveis. Os
frutos do jameldo searacterizam por serem uma rica fonte de antocianinas, além de apresentar alta
capacidade antioxidante. Este trabalho teve como objetivos quantificar os flavonoides antocianicos
pelos métodos de pH Unico e diferencial e capacidade antioxidante do &idrattandlico da

polpa liofilizada do jameldo pelos métodos do DRPPBdifenil-1-picrilidrazil) € FRAP (ferric reducing

antioxidant power Dentre o0s resultados obtidos foi encontrado o teor de antocianinas totais de
35,634,35 e 47,187,32 mg cianidind00g' para o método do pH Unico e diferencial,
respectivamente. A capacidade antioxidante do extrato pelo ensaio DPPH obteve valgs de EC
igual a151,15+17,67ug.m* e pelo ensaio FRAP o valor de64t0,05 mg Fé*.g . O extrato

obtido com solvente hidetandlico da polpa liofilizada de jameldo, demonss@wcomo uma boa

fonte de antocianina e este extrato apresenta capacidade antioxidante nas duas metodologias
testadas (ensaios DPPH e FRAP).

Palavras-chave: Syzygium cuminpH Unico. pH diferenciaDPPH. FRAP.
INTRODUGCAO

A aplicacdo de pigmentos naturais e a sua correlacdo com a capacidade antioxidante em
alimentos € objeto de interesse tanto para a industria como para os consumidores. O uso desses
pigmentos em produtos alimenticios € um fatsensial para a funcionalidade, bem como para a
agregacdao de valor a imagem final do produto (SILVA et al., 2004).

A cor € um dos mais importantes atributos de qualidade de um alimento, influencia na
aceitacdo do produto e, muitas vezes, determina o pe&le@ompra. Em produtos naturais, a
maioria das substancias responsaveis pela coloracdo pertence a classe dos flavondides. Os
pigmentos ocorrem geralmente na forma de antocianinas, que sao derivadas das antocianidinas
(STRINGHETA, 1991).

A industria de alimntos tem utilizado largamente as antocianinas como corantes
alimenticios, devido ao amplo espectro de cores, bem como sua grande capacidade colorante graca:

aos seus grupos croméforos, compostos por 8 ligagdes duplas conjugadas (WALLACE e GUSTI,

2011).
ICA
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Devido a complexidade das reacBes quimicas que afetam a estabilidade das antocianinas
durante o processamento de alimentos, como por exemplo, na elaboracdo de sucos concentrados
doces e geleias, tors® dificil isolar um Unico fator que explique as mudargze ocorrem com a
cor e as propriedades funcionais destes pigm¢BIOKRINSTEIN et al., 2001)

Tendo em vista as propriedades funcionais das antocianinas, diversas pesquisas séo focadas
na determinacdo do conteddo de antocianinas e sua correlacdo capacadade antioxidante,
buscando, assim, ampliar a aplicacdo destes pigmentos naturais na industria de alimentos e
cosméticogSRIVASTAVA et al, 2006)

O objetivo deste trabalho foi o de quantificar os flavonodides antocianicos e capacidade
antioxidante dapolpa liofilizada do jameldo, com objetivos especificos de extrair antocianinas com
solucdo hidroetandlica, pH 2; quantificar as antocianinas totais pelos métodos de pH Unico e
diferencial; determinar a capacidade antioxidante pelos métodos do DPPidifenil-1-
picrilidrazil) e FRAP(Ferric Reducing Antioxidant Power

MATERIAL E METODOS

Os frutos do jameldo foram coletados em pomares domeésticos na Cidade de Itapetinga,
Bahia, no periodo de safra 2015. Os frutos foram lavados e sanitizados por enegsfiea clorada
com 100 mg.l! de cloro residual livre, durante 15 minutos. Os pericarpos foram pesados,
embalados em embalagens de polietileno e armazenadas em ultrafr@8zer28C e submetidos a
liofilizacao.

O extrato hidroetandlico foi obtido seglomo método proposto por Silva et al (2010), com
adaptacdes. Aliquotas de 10 g da polpa liofilizada de jameldo foram imersas em 40 mL da solucéo
extratora hidroetandlica (70% de alcool etilico P.A. e 30% de agua deionizada), tendo o pH ajustado
para a faia de 2,0. Os sistemas foram submetidos a agitacdo em banho ultrassénico por 30 min, a
temperatura de 30 °C e ao abrigo da luz. Ao término da extracdo, o sobrenadante foi coletado e
filtrado, enquanto que o residuo remanescente foi submetido a uma n@aGE®@X® extrato
hidroetandlico foi concentrado até a eliminacdo do solvente, em concentrador rotacional, sob vacuo
a 38°C.

A gquantificagdo de antocianinas totais foi realizada a partir dos métodos de pH unico e
diferencial proposto por Fuleki e Francis §89. pH Unico, uma aliquota de 1 mL dos extratos
concentrados foram transferidos para baldes volumétricos de 10 mL, tendo o volume completado
com solucdo tampéo de pH 2,0 (alcool etilico P.A. acidificado até pH 2,0 com HCI 1,5N). Foram
constatados os vaks das absorbancias para cada um dos extratos diluidos no comprimento de
onda de 535 nm, em espectrofotbmetro, Marca Shimadzu, model®8Q)/ A analise de
antocianinas pelo método de pH diferencial consistiu em efetuar leitura espectrofotométrica do
extrato em tampéo pH 1,0 e pH 4,5, baseaselma sensibilidade destes compostos ao pH.
Elevandese o pH para 4,5 estabeles® condicdo em que as antocianinas praticamente nao
apresentam coloracédo, apresentando menor absorcéo de energia. Por outro |zsholosieaopH
para em torno de 1,0, os pigmentos exibem coloracdo intensa. A diferenca de absorbancia
observada espectrofotometricamente possibilita, por diferenca direta, estimar a fragcdo real de
antocianina present&oram utilizados céalculos que pernatin expressar os resultados como o
contetdo em mg de cianidinas por 100g da fracdo do extrato analisado.

A capacidade antioxidante do extrato hidroetandlico da polpa liofilizada de jameldo foi
avaliada pelos métodos de sequestro dos radicais livres DPRANBRVILLIAMS, CUVELIER
e BERSERT, 1995) e pelo método do ensaio FRAP (BENZIE e STRAIN, 1996). Para ambos os
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ensaios, foram preparadas diluicdes dos extratos concentrados (4 a 8*)ng.mnklaboracéo de
curvas analiticas seguindo os protocolos dos ensa@slo utilizadas para a expressao dos
resultados.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados para a quantificacdo de antocianinas totais do extrato hidroetandlico da polpa
liofilizada do jameldo foran85,63+4,35 e 47,18+7,32 mg .10bgara o pH Gnico e difencial,
respectivamenteOs resultados estdo expressos como mg de cianidinas totais por 100g de
pericarpos de jamelao.

O extrato hidroetanodlico da polpa liofilizada do jameldo apresentou teor de antocianina
inferior ao teor encontrado p#tuskoski et al.(2006) para o extrato hidroetandlico de jameldo
(111,2+4,1mg .100g") pelo método do pH diferenciaRufino et al. (2010) encontrou valor
superior ao deste estudo (93,3 mg.1H)ate antocianinas totais em jameldo como matéria fresca.

Em um recente estud®alizado por Mussi et al. (2015) foi encontrada para amostras secas de
jameldo valores de teores de antocianinas entr@61&1g.100g. Resultados préximos aos
encontrados neste estudo.

Os resultados para a capacidade antioxidante dos extratos hidlicetae aquosos de
pericarpos de mangostéao liofilizados avaliada por meio dos ensaios de sequestro dos radicais livres
DPPH e pelo ensaio FRAP forath1,15+17,67mg.mL* e 5,64+0,05mg.g", respectivamente. O
resultado do DPPH é expresso emyg#Co do @saio FRAP em Fé

Ao investigar os compostos fitoquimicos bioativos presentes em jameléo, Benherlal (2010)
obteve EG, para o extrato metandlico da polpa desse fruto de 172eg3i'*, valor superior ao
encontrado neste estudo no extrato hidroetandlico da polpa liofilizada do jamelao.

Pereira et al. (2R) observaram valores de EfC atingidos pelo extrato etanélico das
sementes de S. Cumini () Skeels frente ao DPPH, de 11&)86L" e 73,46 eg.mi?,
respectivamente. Constagda que os valores de EQlos estudos acima, relacionados a semente,
foram menores do que o valor des5@o extrato hidroetandlico da polpa liofilizada de jameléo.
Quanto menor o valor de Eg&naior a cpacidade antioxidante.

Segundo Rufino et al. (2010) o jameldo apresenta em sua matéria fresca e seca valores de
9,87mg Fé*.g‘1 e 34,7mg Fé*.g‘l, respectivamentd/alores estes superiores ao encontrado para a
polpa liofilizada de jamelaoChaudhary e Mkhopadhyay(2013) encontraram na pelicula do
mangostéo capacidade antioxidante de 4.34+0.287Fem sua amostra com maior contetdo de
antocianinas. Este valor se aproximou a capacidade antioxidante encontrada para a polpa liofilizada
neste trabalho.

CONCLUSAO
Com o presente estudo peske inferir que o extrato obtido com solvente hidroetandlico da
polpa liofilizada de jameldo, segundo os resultados dos métodos pH unico e diferencial, constitui

uma boa fonte de antocianina e este extrato apresentaide@lgacantioxidante nas duas
metodologias testadas (ensaios DPPH e FRAP).
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Aceitabilidade de licores de abacaxi, maracuja e goiaba comercializados
na regido de Salinag MG

Luana Dias Araujb; Ernando Goncalves do Edfifd¢Hélio Henique Angelo Meft Félix Moreira
Ribeird"; Bruna Ferreira SalgsDaniela Caetano Carddso
1234 pjscente. Engenharia de Alimentos. IFNMGampus Saling$Docente. Dra. Daniela
Caetano Cardoso. Engenharia de Alimentos. IFNMIampus Salinas
luanadiaseng@gmail.com*

RESUMO: O presente trabalho teve como objetivo verificar a aceitacdo sensorial de licores de
frutos tropicais, originalmente elaborado a partir de abacaxi, maracuja e goiaba comercializados na
regido de Salinas!G. Como forma de avaliagdo sensorial, os licoresnicsabmetidos a teste de
aceitacado e intencdo de compra com a participacdo de 60 julgadores maiores de 18 anos. Para ¢
teste aceitacao foi utilizada uma escala hedonica de nove pontos variargostiel #xtremamente

a 9desgostei extremamente. Para oetedt intencdo de compra foi realizada como forma de
avaliacdo uma escala de cinco pontos, variando -dert&mente compraria o produto a 1
claramente ndo compraria 0 produto. Os resultados sensoriais dos licores foram submetidos a
andlise de variancia (ANVA) e as médias comparadas pelo teste de Tukey com significancia de
5% de probabilidade e Dunnett. De acordo os resultados, os produtos apresentaram padronizacao €
boa aceitacéo, dentre eles o Licor de Goiaba.

Palavras-chave:Licor. Frutos. Sensorial. Agacao.
Aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da FUNORTE: n° 63290216.9.0000.5141
INTRODUGCAO

O setor de licores esta desfrutando de um crescimento sélido e continuo, tanto em mercados
estabelecidos como em emergentes. Existe uma gama de varigelfdeess dos quais se elaboram
a bebida, ainda desconhecidos pelo mercado formal. E possivel a obtencéo da bebida por alimentos
diversos tais como mel, roma, por exemplo, e dentre estes, a goiaba, abacaxi e maracuja (SEBRAE,
2014).

Dentre os diversos 3 de frutas utilizadas na fabricagdo de licor-s&ma goiaba, que
segundo Gongatti et al. (1996) € um dos frutos de maior importancia nas regides subtropicais e
tropicais devido ao seu valor nutritivo, consumo in natura, grande aplicacdo industriake por
desenvolver em condicdes adversas de climas (PORTAL SAO FRANCISCO, 2009).

O abacaxi é uma planta de clima tropical apreciado em todo mundo devido as suas
gualidades sensoriais e por ser fonte de célcio, vitaminas A, B e C (CUNHA, 1999). O maracuja
tem coloragdo e formato variado. O género Passiflora é conhecido popularmente em diferentes
paises por suas propriedades medicinais e funcionais (COSTA & TUPINAMBA, 2005). A goiaba,
por sua vez € um alimento de grande valor nutritivo, possui quantidadegeiaztgsais minerais,

é rica em vitamina A, B1, B2 e B6 (PORTAL SAO FRANCISCO, 2009).

De acordo com Robinet (1891), os licores sdo misturas de agua, alcool, acucar e principios
aromaticos extraidos de plantas, raizes, cascas sementes ou frutos. Séggistig@o brasileira,
licor é a bebida com graduacdo alcodlica de 15 a 54% em volume, a 20 graus Celsius, e um
percentual de acUcar superior a 30 gramas por litro, elaborado com alcool etilico potavel ou
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