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APRESENTAÇÃO 

 

O II SIMPÓSIO DE ENGENHARIA DE ALIMENTOS DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE 

MINAS GERAIS ï II SIMEALI/UFMG tem como tema ñSustentabilidade: Uma nova perspectiva 

na produção de alimentosò e ® direcionado aos estudantes de Gradua­«o, P·s-Graduação, 

pesquisadores e profissionais das áreas de Ciências, Tecnologia e Engenharia de Alimentos, 

Nutrição, Ciências Agrárias e demais áreas afins. O evento tem por objetivo promover, por meio de 

palestras, minicursos, apresentação de trabalhos científicos e mostra de novos produtos, uma maior 

interação entre os estudantes, pesquisadores, professores e profissionais ligados à produção de 

alimentos, além da difusão e compartilhamento de ideias e conhecimentos atuais para a geração de 

alimentos seguros, saudáveis, saborosos e produzidos de forma sustentável. 
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RESUMO: Adsorção é um fenômeno, que consiste na transferência dos componentes de fases 

liquida ou gasosa para uma superfície sólida. A transferência pode ser física, químicas ou ambas. 

Entre os adsorventes mais utilizadas, destacam-se os carvões ativados, devido aos mesmos serem 

provenientes de resíduos agroindustriais, reduzindo os custos de produção. Os carvões ativados 

estão sendo bastante utilizados como adsorvente em indústrias, alimentícias e farmacêuticas, 

principalmente para separação e purificação de biomoléculas, como as proteínas do soro do leite, 

devido a sua complexa estrutura de poros e elevada área superficial. Diante do exposto, este 

trabalho teve como objetivo a utilização de carvão ativado, sintetizado a partir do sabugo de milho, 

no estudo do processo de adsorção da proteína ß-lactoglobulina. O carvão ativado foi caracterizado 

em relação ao seu ponto de carga zero, e em relação a sua eficiência e capacidade adsortiva, frente a 

variação do pH e da massa dos mesmos. O carvão ativado apresentou um pHpcz de 4,7, com alta 

capacidade adsortiva (98,36mg.g
-1

) e eficiência (98,87%), utilizando uma pequena massa (25mg) 

em pH próximo. Conclui-se que carvões ativados provenientes de resíduos agroindústrias podem 

ser considerados bons materiais adsorventes.  
 

Palavras-chave: Adsorvente; Fonte de carbono e Proteína;  

 

INTRODUÇÃO  

 

A ɓ-lactoglobulina (ɓ-lg) é o principal componente proteico do soro de leite bovino, 

representando cerca de 10% da proteína total do leite, ou 50% das proteínas do soro. É uma proteína 

globular constituída de 162 resíduos aminoácidos com uma massa molar de 18,4 kDa (YADA, 

2004). ɓ-lg, apresenta uma estrutura particular do tipo lipocalina, que forma uma espécie de cálice 

de caráter hidrofóbico conferindo as propriedades funcionais de grande aplicação na indústria de 

alimentos, para a formação de espuma, geleificação, capacidade de emulsão e ligação do aroma e do 

sabor. Esta proteína apresenta seu ponto isoelétrico em pH 5,2, e sofre desnaturação em 

temperaturas superiores a 65ÁC e pH, em torno de 9,6 (ANDRADE, 2015). A ɓ-lg pode ser 

separada do meio utilizando as técnicas de adsorção, que constitui um processo de separação 
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seletiva de um ou mais constituintes contidos em uma fase fluida (líquida/gasosa) sobre superfícies 

sólidas (PEREIRA et al., 2014). 

Os processos adsortivos, de transferência de massa podem ser afetados pelo tipo de 

adsorvente utilizado, e as condições presentes durante o processo de adsorção, como: velocidade da 

agitação, temperatura, polaridade do solvente, relação sólido ï líquido, tamanho das partículas do 

sólido, concentração inicial do adsorbato, pH da solução, outras espécies competitivas e impurezas 

na superfície do adsorvente (HAGHSERESHT et al., 2002). 

O carvão ativado, é um material rico em carbono, sendo o principal adsorvente utilizado nas 

industrias devido a sua elevada área superficial e estrutura altamente porosa, utilizados na remoção 

de várias biomoléculas (YANG e QIU, 2011). 

Para a sua síntese, são utilizados materiais precursores provenientes de resíduos 

agroindustriais, por serem proveniente de fontes renováveis com alto teor de carbono e baixo teor 

de compostos inorgânicos (PRAHAS et al., 2008). Estes resíduos, vem sendo considerados insumos 

importantes para a preparação de carvões ativados, pois além de apresentarem em sua composição 

um elevado teor de matérias voláteis, característica essa que permite a obtenção de um adsorvente 

com uma estrutura altamente porosa, são matérias primas de baixo custo e renováveis. Esses 

materiais carbonáceos têm grande versatilidade industrial associados a um baixo custo de produção, 

sendo assim uma opção importante e mais vantajosa para uma extensa gama de aplicações, quando 

comparado com outros materiais adsorventes (DJILANI et al., 2015). Estudos vem sendo feitos para 

a reutilização de resíduos agroindústrias, e utiliza-los como fonte para a produção destes materiais, 

reduzindo assim seus custos de produção (PEREIRA et al., 2014). 

Uma vez escolhido o precursor de carbono, a produção do carvão ativado envolve, 

basicamente, a ativação e a carbonização, para o desenvolvimento dos poros internos. A ativação 

consiste em alguma forma de ataque físico ou químico. A ativação física, o precursor é tratado 

termicamente em atmosfera suavemente reativa, como vapor de água ou gás carbônico, enquanto na 

ativação química consiste na impregnação do precursor com agentes químicos, como: ácido 

fosfórico (H3PO4), cloreto de zinco (ZnCl2), hidróxidos de metais alcalinos (hidróxido de potássio, 

KOH, e hidróxido de sódio, NaOH) e/ou ácido sulfúrico (H2SO4), seguida pela carbonização em 

temperaturas da que variam de 500-800°C (BRITO et al., 2017).  

Diante disto, este trabalho tem como objetivo a utilização de carvão ativado, produzindo de 

resíduos agroindustriais (sabugo de milho), no estudo do processo de adsorção da proteína ß-

lactoglobulina, presente no soro do leite.  

 

MATERIAL E MÉTODOS  

 

Os resíduos do sabugo de milho foram lavados e secos em estufa a 105ºC. Posteriormente os 

mesmos foram triturados em moinho de facas para obtenção do material particulado e peneirados 

em uma peneira de 20mesh. O farelo obtido foi utilizado na síntese dos carvões. O resíduo foi 

impregnado com ácido fosfórico (85%) na razão mássica de impregnação 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 carvões obtidos foram lavados 

com água até a neutralidade da água de lavagem. Em seguida foram secos em estufa a 105°C por 

24h e peneirados em uma peneira de 40mesh.  

 O carvão obtido foi caracterizado em relação ao ponto de carga zero. Para a determinação do 

ponto de carga zero 50mg da amostra de carvão ativado foram misturadas com 50mL de solução de 

NaCl 0,10 mol.L
-1

 em diferentes valores de pH (1-11) e deixados sobre agitação constante (em 
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agitador orbital) durante 24h. O pH de cada solução foi ajustado com solução de HCl ou NaOH 

0,50 mol.L
-1

 

Os testes de adsorção foram feitos utilizando uma massa fixa de carvão (50mg) em tubos de 

centrifuga contendo 5mL da solução de proteína, na concentração de 500mg.L
-1

, fazendo o ajuste 

do pH das soluções, utilizando solução tampão fosfato de potássio (20mM), paro os pH´s 3; 5 e 7. 

Os tubos foram mantidos sob agitação constante (20 rpm) à temperatura ambiente por 4h, em 

seguida foram centrifugados sendo o sobrenadante filtrado. A quantificação da beta-lactoglobulina 

foi realizada por leitura direta em espectrofotômetro no comprimento de onda de 280nm. 

 Para avaliar a influência da massa de adsorvente na eficiência de adsorção, diferentes massas 

de carvão (25mg; 50mg e 75mg) foram adicionadas em tubos contendo 5mL da solução de proteína 

(beta-lactoglobulina) com o pH escolhido no teste anterior, todas as análises adsortivas foram feitas 

em triplicata. 

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

O carvão apresentou ponto de carga zero (pHpcz) em pH 4,7. No pHpcz considera-se que as 

cargas da superfície do material apresentam-se neutras. Em soluções com pH abaixo do ponto de 

carga zero a superfície do carvão ativado é protonada, favorecendo a adsorção de compostos com 

carga negativa, e consequentemente é desprotonada em pH superior, favorecendo o comportamento 

oposto (VIEIRA et al., 2010). 

Segundo Yuso, Rubio e Izquierdo (2014) o ponto de carga zero do carvão está diretamente 

relacionado com o tipo de agente ativante, temperatura de carbonização e a atmosfera presente 

durante este processo, sem a utilização de atmosferas inertes, ocorre uma redução do PCZ, devido a 

menor formação de grupos oxigenado durante o processo de carbonização, em relação aos agentes 

ativantes utilizados, Yuso, Rubio e Izquierdo (2014), ainda constata que agentes ativantes ácidos 

geram carvões ativados com baixo pH de ponto de carga zero, devido a formação de grupos ácidos 

na superfície do material. 

Os resultados obtidos para os testes adsortivos da beta-lactoglobulina, em soluções com 

diferentes valores de pH, com massa fixa, são apresentados na tabela 1. 

 

Tabela 1 - Capacidade adsortiva (Q) e eficiência adsortiva da ɓ-lg em diferentes pHôs. 

pH Q (mg.g
-1

) Eficiência (%) 

3,0 27,0136 27,76% 

5,0 92,4808 94,78% 

7,0 15,9985 16,13% 

 

Através do estudo do efeito do pH na adsorção em carvão ativado foi possível observar que 

em pH 5,0 obteve-se os melhores valores para capacidade adsortiva (92,45mg/g) e eficiência 

(94,78%), indicando que este pH é o melhor entre os demais avaliados para a realização do teste de 

massa, seguinte. O pH da solução, juntamente com o ponto de carga zero do adsorvente são fatores 

de extrema importância no processo de adsorção de compostos orgânicos, pois permitem prever a 

carga superficial destes. Como o melhor pH (5,0) foi proximo do pH do ponto de carga zero (4,7), 

acredita-se que a adsorção ocorra exatamente pela atração de grupos aniônicos da proteína em 

relação à carga superficial positiva do material sólido. 
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O pH da solução (5,0) encontra-se pr·ximo ao ponto isoel®trico da prote²na ɓ-lactoglobulina 

(5,2), onde as proteínas apresentam em sua cadeia polipeptídica aminoácidos distintos com caráter 

ácido, neutros ou básicos, apresentando assim cargas próximas à da superfície do carvão ativado, 

dessa forma, pode-se dizer que o processo adsortivo tem as interações hidrofobicos como as 

principais responsáveis deste processo (ANDRADE, 2015). 

Os resultados obtidos para estudo de massa na influência do processo adsortivo estão 

apresentados na Tabela 2. 

 

Tabela 2 - Capacidade adsortiva (q) e eficiência de adsorção da ɓ-lg, com variação da massa do 

adsorvente. 

Massa (g) q (mg.g
-1

) Eficiência (%) 

0,025 98,3660 98,87% 

0,050 50,3262 98,64% 

0,0750 31,8320 97,28% 

 

Verificou-se que com o aumento da massa do adsorvente, ocorreu uma redução acentuada da 

capacidade adsortiva (q), e uma redução de menor intensidade da eficiência. Isto aponta que uma 

menor quantidade de carvão deve ser utilizada no processo de adsorção para que ocorra uma extração 

satisfatória. 

 

CONCLUSÃO 

 

A partir dos testes adsortivos, pode-se afirmar que o sabugo de milho pode ser considerado 

um ótimo material precursor, para a síntese de adsorventes (carvão ativado) de baixo custo e com 

altas eficiências adsortiva, utilizando uma pequena massa (25mg), como ideial para a adsorção da 

beta-lactoglobulina, com uma alta capacidade adsortiva e eficiência do processo. 
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RESUMO: O soro de leite (SL), um coproduto da indústria de laticínios, foi avaliado como meio 

alternativo para a produção de biomassa celular de Kluyveromyces lactis. Após o cultivo da 

levedura em batelada a 35 ºC e 150 rpm, por 23 h, foi determinada a atividade de ɓ-galactosidase 

(ɓ-gal) a partir das células permeabilizadas e a composição proteica da biomassa íntegra. A 

atividade específica de ɓ-gal determinada foi igual a 27.363,5 U g
-1

,
 
enquanto

 
a biomassa 

apresentou um teor de proteína igual a 5,73% (p/p). Estes resultados confirmaram a possibilidade de 

utilização do SL como meio alternativo e das células de K. lactis cultivadas nesse meio como fonte 

de ɓ-galactosidase. Além disso, é possível a utilização da biomassa remanescente do processo de 

recuperação da enzima como single cell protein. 

 

Palavras-chave: Biomassa íntegra. Composição centesimal. Single Cell Protein.  

 
INTRODUÇÃO  

  

De acordo com dados do Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA), o 

Brasil ocupa o sexto lugar no ranking de produção de leite mundial (USDA, 2016), sendo 

responsável pela produção de 35 bilhões de litros de leite no ano de 2016 (CARVALHO e 

CARNEIRO, 2016). Grande parte desse leite é utilizada para produção de diferentes produtos 

lácteos e estima-se que as indústrias desse setor produzam aproximadamente 4 bilhões de litros de 

soro de leite (SL) como coproduto (CARVALHO e CARNEIRO, 2016).  

A levedura Kluyveromyces lactis é um dos micro-organismos capazes de utilizar a lactose 

residual presente no SL como fonte de carbono e energia, uma vez que possui as enzimas lactose 

permease e ɓ-galactosidase, necessárias para o metabolismo da lactose (RUBIO-TEIXEIRA, 2006). 

A partir das células de K. lactis cultivadas em SL pode-se extrair e purificar a ɓ-galactosidase, uma 

enzima de interesse industrial que, além de ser utilizada na obtenção de leite hidrolisado, é estudada 

para processos de conversão de lactose em diferentes produtos de interesse comercial, como por 

exemplo, os prebióitcos galacto-oligossacarídeos (RICHARDS,1997). Além disso, a própria 

biomassa celular de K. lactis, como single cell protein, pode ser utilizada como alternativa para 

fontes proteicas convencionais (RAVINDRA, 2000).  

Por possuir o status de GRAS (Generally Recognized as Safe) segundo o FDA (Food and 

Drug Administration), é possível a utilização 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 produção de biomassa de K. lactis e a atividade de ɓ-galactosidase das células, utilizando, como 

meio alternativo, o soro de leite. 
  

MATERIAL E MÉTODOS  

 

 A levedura Kluyveromyces lactis (CBS 2359) foi repicada semanalmente em ágar YPD (10 

g L
-1

 de extrato de levedura, 20 g L
-1

 de peptona, 20 g L
-1

 de dextrose e 20 g L
-1

 de ágar) e incubada 

à temperatura ambiente por 48-72 horas para a realização dos experimentos.  

 Para a obtenção do soro, o pH de 400 mL de leite desnatado UHT (Figura 1A), a 15-18 °C e 

sob agitação, foi modificado para aproximadamente 4,7 utilizando uma solução de HCl (33% v/v). 

O leite foi, então, (i) deixado em repouso (30 minutos) à temperatura ambiente, (ii ) aquecido em 

forno micro-ondas até temperatura de fervura e (iii ) novamente deixado em repouso por 30 minutos 

em caixa térmica (Figura 1B). Após esse período, 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 separação do precipitado 

(Figura 1D). 

 
Figura 1 - Preparo do soro de leite: A - Leite UHT desnatado a 15-18 ºC, 

B - Precipitado após acidificação (pH 4,7) e aquecimento do leite, C - 

Soro de leite após esterilização e D - Soro de leite após esterilização e 

centrifugação estéril. 

 

 Para preparação do inóculo, uma alçada de células novas (48-72 h de incubação) de K. 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 por 14-18 h. Após esse período o SL foi 

centrifugado assepticamente a 2000 rpm por 5 minutos e o sobrenadante foi descartado. O pellet foi 

então lavado duas vezes, assepticamente, com água estéril e ressuspendido em 6 mL de água estéril. 

A padronização do inóculo inicial foi realizada aferindo a densidade óptica (DO) da suspensão 

anterior a 600 nm (DO600nm) e inoculando 0,036-0,18 g L
-1

 de biomassa seca de K. lactis em SL (1 

DO600nm = 0,60 g L
-1

 de biomassa seca).  

 As células de K. lactis inoculadas em 25 mL de SL (quadruplicata) foram incubadas a 35 °C 

por 24 h.  Alíquotas de 1 mL foram retiradas em diferentes intervalos de tempo para determinação 

da DO600nm e, posteriormente, foram centrifugadas (2500 rpm, 3 min). Os pellets resultantes foram 

congelados imediatamente em tubos Eppendorfs a -20 ºC.  

 A atividade de ɓ-galactosidase para as células de K. lactis após 24 h de cultivo (triplicata) 

foi determinada de acordo com a metodologia de Gietz et al. (1977), com modificações. Os pellets 

de 1 mL das amostras coletadas foram ressuspendidos em 1,0 mL de tampão fosfato de potássio 0,1 
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M (pH 7,2) contendo 0,1 mM de MgSO4. Foi utilizado apenas clorofórmio como agente 

permeabilizante e 8 minutos para a reação realizada à temperatura ambiente. O pellet residual, após 

o término da reação, foi removido por centrifugação (2000 rpm, 2 min) e a absorvância a 420 nm 

aferida em  espectrofot¹metro. Uma unidade de ɓ-gal (U) foi definida como a quantidade de enzima 

que catalisa a formação de 1 µmol de o-nitrofenol (o-NP) por minuto. A concentração de o-NP 

liberada foi determinada utilizando o coeficiente de extinção molar de 4,53 L mol
-1

cm
-1 

para esse 

composto. A atividade espec²fica de ɓ-gal foi calculada dividindo a quantidade de Unidade de 

enzima (U) pela quantidade em grama de biomassa em 500 µL. A composição centesimal do soro 

de leite e a composição proteica da biomassa microbiana íntegra (sem rompimento celular) foram 

determinadas segundo as metodologias descritas pelo Laboratório Nacional Agropecuário - 

LANAGRO/RS (BRASIL, 2003). Para determinação do teor de proteína foi utilizado fator de 

conversão da relação nitrogênio/proteína igual a 6,38, enquanto a acidez foi determinada em ácido 

lático.  

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

A composição do soro de leite (SL), obtido segundo a metodologia de preparo descrita, foi 

determinada e é apresentada na Tabela 1. Para o cultivo da levedura Kluyveromyces lactis em SL, a 

curva de crescimento correspondente é apresentada na Figura 2. Nela foram detectadas as três fases 

características do crescimento dos micro-organismos (lag, Exponencial e estacionária). Estudos 

ainda não publicados determinaram que, para esse cultivo, a velocidade específica de crescimento 

(ɛ), a produtividade volumétrica de biomassa (QX) e o rendimento de biomassa (YX/S) foram iguais 

a 0,58 ± 0,08 h
-1

, 0,34 ± 0,0 g L
-1

h
-1 

(23 h de cultivo) e 0,16 ± 0,01 g g
-1 

(23 h de cultivo), 

respectivamente. 

 

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

Componentes Soro de Leite 

Proteína (%, 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 acúmulo máximo de 

biomassa seca de aproximadamente 11,2 g L
-1

. Semelhantemente, Moeini et al. (2004) observaram 

acúmulo de biomassa de K. lactis variando entre 11,09 e 11,79 g L
-1

 em SL. Já Hun et al. (2013), 

em meio sintético com lactose e outras suplementações, simulando a composição do SL, 

observaram acúmulo de 6,32 g L
-1

 de biomassa de K. lactis, um valor menor que o observados no 

presente trabalho. 

 Para as células de K. lactis acumuladas após 23 h de cultivo foi determinada a atividade 

de ɓ-galactosidase (ɓ-gal) após permeabilização com clorofórmio (dados não apresentados). A 

permeabilização permitiu a liberação de 1,68 µmol o-NP min
-1 

na mistura de reação como resultado 

da atividade de ɓ-gal, o que corresponde a 1,68 Unidades (U) da enzima. Para um grama de 

biomassa seca de K. lactis foram detectadas 27363,5 U de ɓ-gal, ou seja, uma atividade específica 

igual a 27.363,5 U g
-1

. 

 Para a possível utilização da biomassa de K. lactis para a produção de single cell protein, foi 
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determinada a composição proteica da biomassa íntegra (CPBI) acumulada após 23 h de cultivo 

(dados não apresentados). A CPBI de K. lactis cultivada em SL (5,73%, p/p) foi aproximadamente 

9 vezes maior que a composição proteica do SL utilizado, apresentada na Tabela 1 (0,65%, p/p). 

Assim, a utilização do SL permitiu a obtenção de um produto com maior valor proteico e pode-se 

concluir que a produção de biomassa pode agregar valor à utilização desse coproduto.  
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Figura 2 - Curva de crescimento para o cultivo de 

K. lactis em soro de leite: A - Fase de 

crescimento lag, B - Exponencial e C - 

Estacionária. 
  

CONCLUSÃO 

 

O soro de leite mostrou-se uma boa alternativa para produção de biomassa de 

Kluyveromyces lactis. A biomassa íntegra de K. lactis apresentou teor de proteína maior que o 

encontrado no soro de leite desproteinizado, associado também a uma alta atividade de ɓ-

galactosidase. Estes resultados estimulam novos estudos para, concomitantemente, utilizar a 

biomassa para extra­«o da enzima ɓ-galactosidase e a biomassa remanescente como single cell 

protein. Posteriormente será necessário definir a composição de aminoácidos das proteínas, de 

ácidos graxos dos lipídios e de minerais, bem como realizar os testes biológicos necessários para 

avaliar o aproveitamento nutricional das proteínas da biomassa de K. lactis.  
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RESUMO: Os frutos de Spondias purpurea L., conhecidos popularmente como seriguela, possuem 

importantes propriedades nutricionais e constituem fonte de compostos bioativos, que trazem 

diversos benefícios à saúde. A pesquisa de novos agentes antioxidantes e antimicrobianos de origem 

vegetal vem sendo explorada com maior atenção devido à imensa quantidade de compostos 

biologicamente ativos oriundos do metabolismo primário e secundário de plantas, estando 

inteiramente relacionadas ao surgimento de microrganismos resistentes as drogas já conhecidas. 

Diante disso, este estudo teve como objetivo avaliar o potencial antioxidante e antibiótico das folhas 

de Spondias purpurea L. A partir das folhas obtidas, preparou-se os extratos, utilizando metanol 

como solvente. Com os extratos, analisou-se a composição fenólica total, a capacidade antioxidante 

pelo método DPPH e foi determinada a Concentração Inibitória Mínima (CIM) por microdiluição 

em caldo do extrato em oito diluições seriadas frente cinco bactérias patogênicas. Os resultados 

revelaram elevado potencial das folhas de Spondias purpurea L.como fontes promissoras de 

antioxidantes naturais e atividade de característica bacteriostática com os menores valores de CIM 

de 2,50 mg/ml. Este resultado mostrou que as substâncias obtidas do extrato metanólico de S. 

purpurea foram suficientes para inibir o crescimento dos microrganismos testados, revelando ser 

uma planta com potencial atividade biológica, farmacológica e biotecnológica. 

 

Palavras-chave: Seriguela. Compostos fenólicos. Atividade antioxidante.  Concentração Inibitória 

Mínima. 

 

INTRODUÇÃO  
 

O emprego das plantas medicinais em atividades terapêuticas é uma prática milenar e 

atualmente vem sendo explorada com maior atenção devido à variedade de mecanismos de ação que 

estas plantas podem apresentar inteiramente ligadas ao potencial desenvolvimento de novas 

farmacoterapias, oferecendo muitas possibilidades de exploração econômica, sobretudo em países 

com ampla biodiversidade que com o desenvolvimento de pesquisas podem ter a oportunidade de 

investigar suas propriedades fitoquímicas. Assim, a partir do conhecimento dos produtos do 
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metabolismo secundário destas plantas é possível extrair substâncias que podem desempenhar 

diversas atividades biológicas, uma delas a ação antibiótica (RAMOS, 2013).  

A família Anacardiaceae é constituída por 70 gêneros com aproximadamente 875 espécies, 

e subdivide-se basicamente em Anacardieae, Spondiadeae, Rhoeae, Semecarpeae, e Dobineeae 

(WANNAN, 2006). A Spondiadeae possui cerca de 14 espécies (DUVALL, 2006), dentre 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 países da América do Sul, entre eles o 

Brasil. A serigueleira pertence ao gênero Spondias, e seu fruto, a seriguela - Spondias purpurea L., 

também por diversos nomes populares, dentre eles ceriguela, ameixa-da-espanha, jocote, ciruela 

mexicana e ciriguela (SAMPAIO, BORA e HOLSCUH, 2008). Sendo conhecida também pela 

presença de fenóis e ácidos fenólicos e utilizada na medicina popular para diversos fins. 

A acentuada resistência bacteriana gera uma necessidade de desenvolver novos fármacos e a 

pesquisa com plantas medicinais, como fontes de se substâncias bioativas vêem sendo um 

indicativo para descoberta de eficientes agentes terapêuticos. Além das propriedades biológicas, os 

antioxidantes naturais são compostos de interesse em indústrias de alimentos e cosméticos por 

serem possíveis substitutos aos antioxidantes sintéticos (FINCO et al., 2012).  

Neste contexto, este estudo teve como objetivo avaliar o potencial antibiótico frente a 

bactérias patogênicas e o potencial antioxidante do extrato bruto metanólico das folhas de Spondias 

purpurea L. 

 

MATERIAL E MÉTODOS  

 

 O experimento foi conduzido no Laboratório de Produtos Naturais e Biotecnologia 

(LPNBio), da Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia, campus Juvino Oliveira, Itapetinga-BA. 

As folhas de Spondias purpúrea L. foram trituradas e secas á 50°C durante 48 horas. O extrato foi 

preparado por imersão em metanol na proporção 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 ambiente, obtendo-se assim, o extrato bruto 

metanólico. Todo o processo foi realizado em três extrações sucessivas com um rendimento de 

extrato bruto de aproximadamente 8g cada. 

 A análise da atividade antioxidante foi feita pelos métodos DPPH e determinação de 

compostos fenólicos. A capacidade de sequestrar o radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazil foi realizada 

segundo método descrito por Rufino et al. (2007). Foram preparadas cinco diluições (2, 4, 6, 8 e 10 

µg.mL
-1

) do extrato. Alíquotas de 0,1 mL de cada diluição foram adicionadas a 3,9 mL da solução 

de DPPH em metanol (0,06 mM), após agitação em vórtex, os tubos foram deixados em repouso ao 

abrigo da luz. Ao final de 30 minutos, a absorbância foi medida a 515 nm. 

 Os compostos fenólicos totais foram determinados seguindo a metodologia descrita por 

WETTASINGHE e SHAHIDI (1999), utilizando o reagente de Folin-Ciocauteau (RFC). Em vails 

âmbar foram adicionados 0,250 mL da solução do extrato bruto na concentração de 2mg.mL
-1 

junto 

a 0,250 mL do RFC e 0,500 mL de solução saturada de bicarbonato de sódio (NaHCO3). O volume 

foi completado para 5 mL com água destilada e submetido a agitação. Após 25 minutos em repouso, 

as amostras foram lidas em espectrofotômetro no comprimento de onda de 773 nm. Para o controle 

foi seguida a mesma proporção, apenas substituindo o extrato pelo solvente utilizado para a diluição 

da amostra. Para obtenção da curva de calibração, foi utilizada uma solução estoque de ácido gálico 

na concentração de 1,0 mg/mL, diluindo-se até chegar a concentração de 0,0025 mg/mL. 
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 Os microrganismos utilizados na técnica de Concentração Inibitória Mínima (CIM) foram 

cepas bacterianas padronizadas de Enterococcusfaecalis (ATCC 31299), Staphylococcus aureus 

(ATCC 43300), Pseudomonasaeruginosa (ATCC 27853), Enterobactercloacae (INCOS006) e 

Proteusvulgaris (CBAM 0169); obtidas da Coleção de Bactérias da Amazônia (CBAM) 

pertencentes à Fundação Oswaldo Cruz (FIOCRUZ). 

 Para determinar a atividade antibacteriana (in vitro) do extrato foi realizada a técnica de 

Concentração Inibitória Mínima (CIM) por microdiluição em caldo Mueller Hinton Broth, segundo 

o manual do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). 

 As bactérias foram previamente cultivadas em meio Agar Mueller Hinton em sua 

temperatura ótima para crescimento (37°C), por 18-24 horas.  

 O extrato bruto metanólico utilizado no teste de CIM foi diluído em Dimetilsulfóxido 

(DMSO) e água na proporção de (20:80), deixando em uma concentração de 10mg/mL. O extrato 

foi esterilizado por filtração em filtros de membrana PES de 0.22 µm da marca Kasvi (Curitiba, 

Brasil) e usado em oito diluições seriadas (5; 2,5; 1,25; 0,62; 0,3; 0,15; 0,07 e 0,03mg/mL).  

 Nos micropoços foram distribuídos 90 ɛL de caldo com o extrato diluído nas diferentes 

concentrações para a adição dos microrganismos diluídos em solução salina 0,9 de acordo a 

concentração padrão 0,5 da escala Mc Farland (aproximadamente 1,0 x 10
8
 UFC/mL).  Todos os 

procedimentos foram realizados em triplicata. Controles foram feitos para verificação da qualidade 

do meio de cultura, do extrato e dos microrganismos utilizados no teste.  

 As placas foram incubadas a 37°C/24 horas. Após o período de incubação, foi adicionado o 

corante Rezasurina na concentração de 0,01%, como indicador de crescimento microbiano. Após 

24h, todas as cepas foram re-cultivadas para verificar se à atividade bacteriostática/bactericida. Os 

testes foram feitos em triplicata. 

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

A capacidade antioxidante do extrato das folhas de Spondias purpurea L. foi avaliada por 

meio de dois métodos diferentes: compostos fenólicos e sequestro de radicais livres do DPPH. Os 

resultados encontrados na análise da atividade antioxidante estão apresentados na Tabela 1. 

Tabela 1 - Atividade antioxidante do extrato das folhas de Spondias purpurea L. 

Compostos fenólicos (mg Eq. Ac gálico/g ext)* DPPH (IC50)**  

208,4 81,83 

*Extrato em concentração de 2mg.mL
-1

. **Concentração Inibitória (µg.mL
-1

 ). 

 

O IC50 é definido como a concentração de substrato que consegue inibir 50% da atividade do 

radical livre DPPH (BRAND-WILLIS et al., 1995). Pode-se averiguar que os extratos metanólicos 

das folhas de seriguela foram eficientes em sequestrar o radical livre DPPH, apresentando valores 

de IC50 de 81,83 µg.mL
-1

. Quanto maior o consumo de DPPH pela amostra, maior é sua atividade 

antioxidante. Sendo assim, quanto menor a absorvância, maior o consumo de DPPH.  

A concentração de compostos fenólicos é expressa em medida equivalente a quantidade de 

ácido gálico, utilizado como padrão na análise para a quantificação. Compostos fenólicos têm como 

uma das suas atividades a inativação de radicais livres, por meio de cessão de átomos de hidrogênio, 

estabilizando essas moléculas instáveis, o que faz desses compostos alvo de interesse clínico pela 

associação da sua atividade à redução de doenças (GIADA e FILHO, 209). A quantificação de 



 

 

25 

 

compostos fenólicos totais é uma estimativa do conteúdo de todos os compostos pertencentes às 

subclasses de compostos fenólicos presentes em uma amostra. Os conteúdos de fenólicos totais das 

folhas de Spondias purpurea L.apresentados na tabela 1 demonstram que estas são ricas em 

compostos fenólicos, apresentando elevada capacidade antioxidante. 

A atividade antibiótica do extrato bruto metanólico da S. purpurea e a determinação da 

atividade bactericida/bacteriostática foram avaliadas sem alterações nos controles, atestando a 

qualidade do meio de cultura e que o diluente não 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 Concentração Inibitória Mínima (CIM) do extrato de S. purpurea frente às 

bactérias patogênicas. 

Microrganismos CIM  

E. faecalis (ATCC 31299) 2,50 mg/ml 

S .aureus (ATCC 43300) 2,50 mg/ml 

P. aeruginosa (ATCC 27853) 2,50 mg/ml 

E. cloacae (INCOS 006) 5,00 mg/ml 

P. vulgaris (CBAM 0169) 5,00 mg/ml 

 

A capacidade bacteriostática dos extratos foi observada ao inocular o material dos poços 

com inibição de crescimento dos microrganismos e constatar crescimento após 24 horas de 

incubação, o que caracteriza efeito bacteriostático dos extratos e não bactericida. O extrato 

apresentou atividade de característica bacteriostática, ou seja, apenas inibiu o crescimento dos 

microrganismos nas concentrações acima. Com seus melhores resultados frente à E. faecalis, S . 

aureus e P. aeruginosa com valores de CIM de 2,50 mg/ml. No entanto, os valores de inibição não 

foram significativos comparando com as demais concentrações testadas. Considerando que os 

resultados apresentaram pouca variação no seu potencial de inibição frente aos microrganismos 

teste, é possível que as substâncias oriundas do metabolismo secundário da planta que puderam ser 

extraídas pelo solvente possuíssem uma mesma estratégia bioquímica de inibição do crescimento 

das cepas testadas. 

Estudos da composição dos metabólicos secundários de S. purpúrea identificaram dentre 

outros compostos, polifenóis como o ácido gálico e flavonóis. Alguns desses compostos possuem a 

capacidade de inativar enzimas de transporte e complexar-se com polissacarídeos. Os mecanismos 

de ação de extratos de espécies do gênero Spondias como S. purpureae Spondias mombin 

possivelmente agem utilizando como mecanismo de inibição, ações relacionadas ao sítio ativo ou a 

modificação enzimática (ENGELS et al., 2012).   

Outros trabalhos foram desenvolvidos explorando uma potencial aplicação dos compostos 

bioativos de S. purpurea, relacionando com atividades antinociceptiva, anti-inflamatória, 

antioxidante, antiulcerogêncico, citotóxico, antidiarreica e gastoprotetora (RAMOS, 2013). Estes 

estudos são importantes devido à necessidade de se comprovar tais propriedades, uma vez que a 

espécie é utilizada na medicina popular, podendo reforçar sua utilização e fornecer dados 

futuramente para o seu uso como fitoterápico.  
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CONCLUSÃO 

   

  Os resultados obtidos demonstram o elevado potencial das folhas de Spondias purpurea 

L.como fontes promissoras de antioxidantes naturais. O extrato bruto metanólico da folha de S. 

purpurea demonstrou-se bacteriostático contra todos os microrganismos testados. Revelando ser 

uma planta que contem uma ampla gama de produtos metabólicos a serem explorados com 

potencial uso no campo biotecnológico. 
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RESUMO: Os resíduos agroindustriais tornaram-se uma fonte importante para a produção de 

novos materiais, de produtos químicos e de energia, tais como, para a produção de enzimas na 

forma de substratos. O desenvolvimento e implementação de processos sustentáveis capazes de 

converter biomassa em vários produtos com valor agregado é uma necessidade absoluta para 

aproveitar resíduos agroindustriais e gerar menor impacto ambiental. Foram analisadas as 

composições centesimais de resíduos agrícolas de frutas típicas do norte de Minas Gerais. Os 

resíduos foram analisados quanto ao seu teor de umidade, cinzas, lipídeos, proteínas, fibras e 

carboidratos. Dentre os materiais analisados, os resíduos de seriguela se apresentaram com maior 

teor de carboidratos, se mostrando o mais eficiente para sua utilização em fermentação, tendo em 

vista que os carboidratos são fontes importantes de carbono para as fermentações. Para tanto, o os 

resíduos agrícolas podem ser considerador uma fonte potencial para a produção de fitase para 

utilização em processos industriais e biotecnológicos. 

  
Palavras-chave: Biotecnologia. Fermentação. Enzima. Subprodutos agroindustriais. 

 

INTRODUÇÃO  

 

O Brasil, por ser um país de grande atividade agrícola, é um dos que mais produzem 

subprodutos agroindustriais. A tendência atual é de aproveitar estes materiais, obtendo produtos 

com alto valor agregado, como as enzimas (MENEZES;SILVA;DURRANT, 2009, MARTINS et 

al., 2002). 

A produção industrial de enzimas é geralmente limitada pelos custos dos substratos 

utilizados para o cultivo dos micro-organismos. Estima-se que por volta de 30 a 40% do custo 

envolvido na produção de enzimas esteja relacionado ao meio de cultura utilizado para o 

crescimento do micro-organismo. Assim, o uso de substratos alternativos é de grande importância 

para a redução dos custos de produção (JOO; CHANG, 2005).  

Recentemente, vários subprodutos têm sido utilizados como substratos para microrganismos 

em processos fermentativos, visando a produção de enzimas. Por sua ampla disponibilidade e por 

representar uma fonte alternativa de baixo valor comercial, o aproveitamento destes materiais pode 

contribuir para a redução do custo operacional da produção enzimática, além de minimizar 

possíveis impactos ambientais decorrentes do seu descarte inadequado (LEITE et al., 2007). Além 

de proporcionar acréscimo na digestibilidade do fósforo, as fitases produzem um benefício 

ambiental, pois reduzem a taxa de fósforo eliminada nos excrementos dos animais, trazendo 

benefícios, aos produtores e ao meio ambiente. 
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As fermentações em estado sólido (FES) tem diversas vantagens, em geral associadas aos 

baixos custos e a alta produtividade, em relação a fermentação em meio líquido 

(AIDDO;HENDRY;WOOD , 1982). A técnica de FES caracteriza-se pelo crescimento microbiano 

sobre um material orgânico sólido que funciona como substrato e/ou suporte. Esse tipo de 

fermentação apresenta inúmeras vantagens em relação a fermentação em meio líquido, 

especialmente na produção de enzimas fúngicas extracelulares (BATAGLINO et al., 1991). 

Nos últimos anos tem-se observado um aumento na utilização de preparados enzimáticos na 

criação de animais de granja destinados ao consumo humano visando uma maior produtividade e 

competitividade no mercado (SILVA, 2002). 

Atualmente há também uma preocupação crescente das indústrias em relação a poluição 

ambiental, as quais estão buscando a cada dia, melhores maneiras de reduzir os custos de produção 

sem interferir na qualidade do produto e sem prejudicar o meio ambiente. A poluição ambiental 

tornou-se um problema e uma ameaça mundial (SILVA, 2002). 

Esse trabalho teve como objetivo realizar a caracterização de diferentes resíduos 

agroindustriais para utilização como substrato de fermentações semissólida para produção de 

fitases, utilizando diferentes fungos produtores de fitase.  

 

MATERIAL E MÉTODOS  

 

Material  

 

Foram utilizados subprodutos agrícolas que são comumente descartados pela Cooperativa 

Grande Sertões, para produção de polpa de frutas.  Os resíduos utilizados foram: 1) sementes de 

maracujá, 2) resíduos de coquinho e 3) resíduos de seriguela. Esse material foi doado pela 

cooperativa Grande Sertões localizada em Montes Claros - MG. 

 

Métodos 

 

Composição centesimal 

 

As determinações de umidade, cinzas, lipídeos e proteínas dos resíduos agrícolas, foram 

realizadas segundo as normas analíticas do Instituto Adolfo Lutz (Adolfo Lutz, 2005).  Analisou-se 

os teores de fibra por detergente ácido (FDA) e fibra por detergente neutro (FDN), segundo o 

método proposto por Van Soest(1967). O teor total de carboidratos foi obtido por diferença dos 

demais componentes analisados.  

 

¶ Determinação do teor de umidade: Foi realizada por método termogravimétrico (100-105ºC); 

¶ Determinação do teor de cinzas: foi realizada por método termogravimétrico (500- 550ºC) de 

incineração dupla; 

¶ Determinação do teor de lipídeos: foi realizada pelo método de Soxhlet (extração de solvente 

a quente); 

¶ Determinação do teor de proteínas: foi realizada pelo método de Kjeldahl. O fator de 

correção utilizado foi 6,25; 

¶ Determinação do teor de fibras: foi realizada pelo método de fibras solúveis em detergente 

ácido e fibras solúveis em detergente neutro. 
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¶ Determinação do teor de carboidratos: foi realizada pela somatória dos valores dos 

componentes descritos acima (exceto fibras) e subtraído de 100. 

Os valores em base seca foram obtidos  por meio da conversão das medias dos valores em 

base úmida utilizando a equação 1. 

 
5ᴂ

Ὗ

ρππὟ
ρzππ 

(1) 

 

Onde: Uô= umidade em base seca 

U = Umidade em  base úmida 

 

RESULTADOS E DISCUSSÕES 

 

Os dados referentes à composição centesimal das sementes de maracujá, resíduos de 

coquinho e resíduos de seriguela analisada neste trabalho estão apresentados na Tabela 1. 

Dentre os materiais analisados, o maracujá foi o que apresentou maior carga proteica, se 

diferenciando estatisticamente dos demais nesse aspecto; em seguida temos a seriguela, e o menor 

conteúdo de proteínas foi encontrado no resíduo de coquinho. Em relação à carga de carboidratos, a 

seriguela foi superior, seguida pelo coquinho, e por fim o maracujá. 

Os carboidratos são fontes importantes de carbono para as fermentações, bem como as 

proteínas.  

Devem ser considerados os nutrientes responsáveis pelo crescimiento celular. Fontes de 

carbono são muito importantes no cultivo de microrganismos. O modo de aplicação e seleção de 

fontes de carbono é um dos fatores críticos dos processos fermentativos, pois muitos compostos, 

especialmente açúcares, podem causar intensa repressão catabólica da síntese de várias enzimas, 

além da redução na velocidade de crescimento de determinados microrganismos (LILLY, 1979). 

Importante salientar que o teor de umidade dos resíduos também é de grande importância 

para o processo fermentativo, pois, assim como observado por Santos(2008), a atividade de água e o 

teor de umidade estão diretamente relacionados com a quantidade de água disponível para o 

desenvolvimento do microrganismo. Entre os resíduos agrícolas, o coquinho foi o que apresentou 

maior teor de umidade, em seguida temos o maracujá, e o menor conteúdo de umidade foi 

encontrado no resíduo de seriguela. 

Ainda é escassa a produção de trabalhos acerca da caracterização dos residuos agrícolas 

estudados nesse trabalho, por isso a necessidade de se ralizar estudos sobre a composição desses 

materiais para viabilizar sua futura utilização como substrato em fermentação semissolida. 
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Tabela 1 ï Caracterização centesimal dos resíduos agrícolas. 

Legenda: Médias seguidas pela mesma letra nas linhas, não diferem estatisticamente entre si pelo 

teste de Tukey a 5 % de probabilidade. 

 

CONCLUSÃO 

 

Conforme os resultados do trabalho realizado, conclui-se que o os resíduos agrícolas aqui 

analisados possuem um grande potencial para serem utilizados como substratos para a produção de 

fitase para utilização em processos industriais e biotecnológicos, além possibilitar um importante 

alternativa para a reciclagem desses subprodutos provenientes das atividades agrícolas, 

contribuindo assim para resolver os problemas ambientais decorrentes do acúmulo destes resíduos 

na natureza e o reaproveitamento de um material antes considerado descartável. 
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c -
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Lipídeos (g/100g) 12,06 ±0,21
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c 2,01

Proteínas (g/100g) 0,63 ± 0,03
a 0,71 0,98 ± 0,03

c 1,05

Carboidratos 

totais (g/100g)
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Ácido (g/100g)
56,87 ± 2,71
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RESUMO: Para a utiliza­«o da enzima ɓ-galactosidase de Aspergillus oryzae em processos de 

bioconversão 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 Superfície de Resposta. Segundo o modelo polinomial ajustado, maiores valores de 

atividade enzimática (287.594ï310.672 U g
-1

) foram preditos para temperaturas entre 50ï60 °C e 

pH 4,5. Após validação experimental desse resultado, avaliou-se a estabilidade da enzima em 

diferentes temperaturas (tampão fosfato pH 4,5). Foi observada uma perda total da atividade 

enzimática a 60 ºC e uma atividade residual de aproximadamente 30% após 3 horas de incubação a 

55°C. Já a 50 °C, a atividade residual foi de aproximadamente 64 e 44% após 9 e 24 h de 

incubação, respectivamente. Na incuba­«o a temperaturas de armazenamento (Ò 30 ÜC) foi 

observada uma atividade residual de 65% após 216 horas de incubação, sendo as mesmas indicadas 

para processos de conversão de lactose de longa duração e/ou com reutilização da enzima. Para 

maximizar a bioconversão de lactose em galacto-oligossacarídeos utilizando ɓ-galactosidase de A. 

oryzae sob as condições avaliadas nesse trabalho, sugere-se a utilização de 50 ºC e pH 4,5.  

 

Palavras-chave: Galacto-oligossacarídeos. Aspergillus oryzae. Delineamento Composto Central 

Completo. Metodologia de Superfície de Resposta.  

 

INTRODUÇÃO  

 

 A enzima ɓ-galactosidase (ɓ-gal), além de ser utilizada na produção de leite hidrolisado, é 

estudada na produção de vários compostos de interesse industrial, tais como esteviolbiosídeo (JUN-

MING et al., 2016), hidroquinona galactosídeo (KIM   et   al.,   2010) e galacto-oligossacarídeos 

(GOSs) (PADILLA et al., 2015). Os GOSs são prebióticos que estimulam a multiplicação de 

bactérias do ácido láctico e bifidobactéria no intestino (ENGEL et al., 2008), trazendo vários 

benefícios para os seres humanos, como a redução do nível de colesterol, prevenção de câncer de 

cólon e proteção contra infecções, aumenta absorção de cálcio, dentre outros (SAKO et al, 1999; 

TUOHY et al. 2005).  

 A produção de GOSs a partir de lactose ocorre quando a reação de transgalactosilação 

predomina sobre a reação de hidrólise (KIM et al., 2004). A transgalactosilação geralmente é 

favorecida por alta concentração de lactose e elevada temperatura (GAUR et al., 2006). Assim, 

considerando a utiliza­«o de ɓ-gal de Aspergillus oryzae para processos de bioconversão de lactose 

foram determinados os melhores valores de temperatura e pH para a atividade dessa enzima em 
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solução aquosa, bem como sua estabilidade térmica em solução aquosa sob diferentes temperaturas 

e pH 4,5 para sua utilização em processos de bioconversão, com ou sem reutilização da enzima.  

  

MATERIAL E MÉTODOS  
  

 A enzima ɓ-gal de Aspergillus oryzae (Enzeco
®
 Fungal Lactase) foi gentilmente cedida pela 

empresa Enzyme Development Corporation, EDC (New York, EUA).  

 Para determinar os melhores valores de temperatura e pH (variáveis independentes) para a 

m§xima atividade de ɓ-gal (variável dependente) foi realizado um Delineamento Composto Central 

Completo (DCCC) com três repetições no ponto central e três replicatas para todos os tratamentos, 

totalizando 32 tratamentos, em 3 blocos. Os valores de pH e temperatura foram selecionados com 

base nas informações do fabricante da enzima e são apresentados na Tabela 1.  

 A depend°ncia da atividade de ɓ-galactosidase em relação a essas variáveis foi descrita por 

um modelo polinomial de segunda ordem, o qual foi submetido à análise de variância (ANOVA). 

Foi determinada a significância do modelo, a falta de ajuste do modelo e os coeficientes do 

polinômio ao nível de 5% (p < 0,05) pelo teste de Fischer (teste F), bem como o coeficiente de 

determinação (R
2
). Os modelos foram apresentados utilizando as variáveis codificadas após a 

eliminação dos termos não significativos.  

 O software ñDesign Expertò (trial version 7.0.0, Stat-Ease, Minneapolis, MN) foi utilizado 

para: i) a análise da regressão (ANOVA), ii) a obtenção dos gráficos utilizando a Metodologia de 

Superfície de Resposta (MSR) e iii) a otimização numérica. Os valores preditos na etapa de 

otimização foram validados experimentalmente.  

 Al®m disso, foi determinada a estabilidade da enzima ɓ-gal nas temperaturas definidas na 

otimização numérica (50, 55 e 60 °C) e em três condições de armazenamento diferentes (24-30 °C, 

2-4 °C e -10 °C), utilizando solução aquosa (tampão fosfato de sódio 0,1 M com 0,1 mM de 

MgSO4, pH 4,5), com experimentos realizados em quintuplicatas.  

 A atividade de ɓ-gal foi determinada segundo o método descrito por Gietz et al. (1997) com 

modificações, utilizando 600 µL da enzima no tampão fosfato de sódio citado anteriormente e não 

adicionado à mistura reacional os reagentes clorofórmio e dodecil sulfato de sódio (SDS). O pH do 

tampão foi ajustado com HCl (16% v/v) ou NaOH:H2O (1:1) para obtenção dos diferentes valores 

avaliados. Após definição dos melhores valores de temperatura e pH, a atividade enzimática passou 

a ser determinada a 55 °C e pH 4,5, com incubação por 10-15 minutos dos reagentes/enzima e 2 

minutos de reação. Uma unidade de ɓ-gal (U) foi definida como a quantidade de enzima que 

catalisa a formação de 1 µmol de o-nitrofenol (o-NP) por minuto. A concentração de o-NP liberada 

foi determinada utilizado o coeficiente de extinção molar de 4,53 L mol
-1

 cm
-1 

para esse composto. 

A atividade específica de ɓ-gal foi determinada dividindo as U calculadas pela quantidade (em 

grama) de enzima liofilizada em 600 µL da solução enzimática em tampão.  

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 Os resultados m®dios para a atividade espec²fica de ɓ-gal medida segundo os tratamentos do 

Delineamento Composto Central Completo (DCCC) são apresentados na Tabela 1. A atividade 

enzimática específica variou de 5.233,9 U g
-1 

a 311.451,2 U g
-1

, sendo os maiores valores 

observados a 60 °C e pH 4,5. Já os menores valores foram obtidos para 40 °C e pH 5,75. 
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Tabela 1 - Resultados da atividade de ɓ-gal segundo os tratamentos do DCCC  

  Variáveis Independentes  Resposta 

Tratamentos  Codificadas  Reais  ɓ-gal (U g
-1

) 

  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 5,75  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 5,75  8.881,0 

10  0 0   50 5,75  9.181,0 

11  0 0  50 5,75  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°ncia da temperatura e do pH sobre a atividade de ɓ-gal (U g
-1

). 

De acordo com a ANOVA (Tabela 2), o modelo e a falta de ajuste foram significativos (p < 0,05). 

Apesar da falta de ajuste do modelo, o alto valor de R
2 
demonstrou que o modelo descreveu 99,20 

% das variações dos tratamentos experimentais da Tabela 1. Assim, o modelo apresentado a seguir 

(Eq. 1) foi selecionado para descrever a resposta avaliada, sendo mantidos apenas os coeficientes 

significativos pelo teste F (p < 0,05) (dados não mostrados): 

 

 

onde x1 e x2 representam a temperatura e o pH em termos dos valores codificados, e  Y representa a 

atividade espec²fica de ɓ-gal (U g
-1

). Segundo esse modelo, a contribuição linear de x1 e a 

quadrática de x2 para a resposta foram positivas, enquanto as demais contribuições foram negativas, 

sendo observada contribuição significativa da interação entre as variáveis para a resposta. 

 A partir do modelo ajustado foi realizada uma otimização numérica para maximizar a 

atividade de ɓ-gal (dados não apresentados). Maiores valores da atividade enzimática (287.594ï

310.672 U g
-1

) foram preditos para temperaturas variando entre 50,5 a 60 °C e pH igual a 4,5. Foi 

realizada, então, a validação experimental dessa previsão observando-se uma variação < 5% entre 

os valores experimentais e preditos (dados não apresentados), o que demonstra boa capacidade 

preditiva do modelo matemático. 

 Utilizando tamp«o fosfato pH 4,5, foi avaliada a estabilidade t®rmica de ɓ-gal a 50, 55 e 60 

°C (Figura 1A), ou seja, dentro da faixa de atividade enzimática ótima definida anteriormente. Após 

3 h de incubação a 60 °C, a enzima perdeu totalmente sua atividade, enquanto a 55 °C reduções de 

80 e > 95% foram observadas após 9 e 24 h de incubação, respectivamente. Assim, estas duas 

temperaturas mostraram-se adequadas para processos rápidos de bioconversão de lactose, mas que 

não considerem a reutilização da enzima. Já a 50 °C, a ɓ-gal manteve 64% e 44% de atividade 

residual após 9 h e 24 h de incubação, respectivamente, sendo então possível a reutilização parcial 

ὣ ρτȢσπτȟωφρτȢφστȟυπ ὼ ρȟςτς   ρπ ὼ ςυȢσχωȟως ὼὼ ρτȢωφςȟχυὼ
ρȟτχρ   ρπ ὼ 

Eq. (1) 
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da enzima para processos com término após 9ï24 h.  Na produção de GOSs, quanto maior o tempo 

de incubação, mais estes prebióticos são hidrolisados em glicose e galactose, ou seja, o rendimento 

da reação varia com o tempo de reação (BOON et al, 2000). 

 

Tabela 2 - Resultados da análise de variância (ANOVA) para a regressão obtida com os dados do 

DCCC 

Fonte SQ GL QM F-valor p-valor 

Bloco  9,349  10
7
 2 4,67  10

7
   

Modelo 4,586  10
11

 5 9,17  10
10

 619,07 < 0,0001 

Resíduo 3,700  10
9
 25 1,482 10

8
   

Falta de ajuste 7,700  10
9
 19 1,482  10

8
 266,26 < 0,0001 

Erro puro 4,388  10
6
 6 7,314  10

5
   

Total 4,624  10
11

 32    

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

  

 Avaliando-se três outras temperaturas (-10, 2-4 ºC e 24-30 ºC) observou-se uma queda de 

aproximadamente 35% na atividade enzimática após 216 h de incubação (Figura 1B). Ou seja, estas 

temperaturas mostraram-se ideais para processos lentos de bioconversão de lactose com 

possibilidade de reutilização da enzima ɓ-gal. Entretanto, como mencionado anteriormente, a 

bioconversão de lactose em GOSs é favorecida por altas temperaturas e menor tempo de reação. 

Com base nesses resultados foi possível concluir também que, para a enzima reconstituída, 

temperaturas Ò 30 ÜC podem ser utilizadas para o armazenamento estável das soluções em tampão 

fosfato + magnésio, pH 4,5.  
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Figura 1 ï Estabilidade t®rmica da enzima ɓ-gal: A) 50 (ƴ), 55 (Ǐ) e 60 ÜC () e B) 24-

30 (ƴ), 2-4 ÜC (Ǐ) e -10 ºC ( ).    
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CONCLUSÃO 

 

 A enzima ɓ-gal de Aspergillus oryzae apresentou maior atividade em temperaturas entre 

50,5 e 60 ÁC e pH igual a 4,5. Temperaturas Ò50 ÁC no pH 4,5 podem ser utilizadas para processos 

rápidos de bioconversão de lactose. Por outro lado, a atividade enzimática manteve-se estável em 

temperaturas Ò 30ÜC no pH 4,5, o que indica que tais condi­»es s«o boas alternativas para processos 

de bioconversão de lactose de longa duração e/ou com reutilização da enzima. Para a produção de 

galacto-oligossacarídeos a condição indicada é 50 °C e pH 4,5, com possível reutilização parcial da 

enzima. 
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RESUMO: As enzimas aceleram a reação e não são consumidas durante o processo atuando em 

pequenas concentrações e assim trazendo benefícios para biotecnologia industrial. O estudo da 

cinética da enzima sacarase extraída a partir de fermentos biológicos pode auxiliar na obtenção de 

produtos de panificação com uma qualidade superior.  Objetivou-se a partir do presente trabalho 

efetuar o estudo cinético da atividade da enzima sacarase extraída de fermentos biológicos (secos e 

frescos) utilizados em padarias da cidade de Divinópolis, MG. Realizou-se a determinação da 

diluição ideal da enzima, concentração do substrato bem como suas atividades de ótimos pH e 

temperatura. O experimento foi instalado segundo um delineamento inteiramente casualizado com 3 

repetições em que esquema fatorial com amostras de fermento biológico comercial. Com as 

amostras coletadas foi possível observar que o fermento biológico seco teve um melhor 

desempenho da enzima em relação ao fresco. A sacarase do fermento seco apresentou uma curva de 

melhor atividade na faixa pH 4,0-4,5 na diluição de 300 vezes. O melhor tempo apresentado pela 

enzima foi o de 15 minutos e a temperatura ótima da enzima sacarase 37°C, pois apresentou maior 

atividade de absorbância em ambos fermentos sendo o fermento biológico seco com maior 

atividade da enzima. 

 

Palavras-chave: Saccharomyces cerevisiae. Fermento Seco. Leveduras. Biotecnologia. 

 

INTRODUÇÃO  

 

As reações químicas conduzidas pelos organismos vivos são, na sua grande maioria, 

catalisadas enzimaticamente, tornando a velocidade das mesmas compatíveis com as exigências 

metabólicas. A enzima sacarase ou invertase catalisa a hidrólise da sacarose (açúcar não redutor) 

em glicose e frutose (dois açúcares redutores, capazes de reduzir os íons férrico ou cúprico, presente 

no reagente de Fehling). Assim a levedura Saccharomyces cerevisiae, por intermédio da sacarase, 

hidrolisa a sacarose resultando numa mistura equimolecular de glicose e frutose, açúcares esses que 

são absorvidos pela célula. A membrana plasmática é impermeável à sacarose e a levedura acaba 

excretando a sacarase sendo, pois, uma exoenzima, para a hidrólise ocorrer fora da célula de 

levedura (ATIYEH e DUVNJAK, 2003). A atividade enzimática ou velocidade de reação 

enzimática é formada como sendo a quantidade de produto formado em micromol durante um 

tempo de um minuto de reação. Como esse tempo é muito pequeno para qualquer manuseio dos 

tubos no laboratório, normalmente trabalha-se com tempos maiores (arbitrários) e, por meio de 

cálculos, expressa-se a velocidade de reação por minuto (SANTOS et al., 2005). A sacarase existe 

no fermento biológico, sendo possível obter um extrato não purificado desta enzima destruindo as 

células por autólise e removendo os detritos celulares por centrifugação, após a qual a sacarase 

ficará no líquido sobrenadante. A utilização de reações catalisadas por enzimas isoladas ou micro-

organismos têm se tornado mais popular devido à alta estereosseletividade que estas apresentam. A 

levedura Saccharomyces cerevisiae, presente no fermento de pão é fornecedora de um dos 
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biocatalisadores mais comuns, a sacarase, devido principalmente à fácil disponibilidade; o baixo 

custo; não requer instrumentos especiais; o manuseio dispensa a ajuda de um microbiologista ou 

técnicas da microbiologia; fácil manipulação; não é patogênico; eficiente em relação a catalisadores 

convencionais e poder trabalhar à temperatura ambiente (RIBEIRO e HORII, 1999; CORRÊA et 

al., 2003). As enzimas aceleram a reação e não são consumidas durante o processo e atuam em 

pequenas concentrações não alterando as reações, trazendo benefícios para empresa e o lucro 

futuro. Tendo em vista às informações apresentadas, o estudo da cinética da enzima sacarase 

extraídas dos fermentos biológicos pode auxiliar na obtenção de produtos de panificação com uma 

qualidade superior.  Objetivou-se a partir do presente trabalho efetuar o estudo cinético da atividade 

da enzima sacarase extraída de fermentos biológicos utilizados em padarias da cidade de 

Divinópolis, MG.  

 

MATER IAL E MÉTODOS  

 

Aquisição das amostras  

As amostras foram adquiridas na cidade de Divinópolis, MG, na qual o fermento utilizado 

foi o de uma marca comercial disponível no mercado varejista, em junho de 2011, devido ao seu 

amplo uso em processos industriais e caseiros de panificação. Foram obtidas amostras de fermento 

biológico fresco e seco do mesmo fabricante. 

 

Preparo da enzima 

 Para a determinação da atividade in vitro da sacarase, realizou-se a lise das células do 

fermento permitindo ao substrato ter acesso à enzima. Utilizou-se fermento biológico em solução de 

bicarbonato de sódio (NaHCO3) 0,1 M na proporção de 1 g de fermento para 3 mL de solução de 

bicarbonato de sódio. O rompimento das membranas celulares ocorreu pela incubação de 40 g de 

fermento com 120 mL de bicarbonato de sódio 0,1 M, durante 24 horas a uma temperatura de 40 

ºC; devido ao fato das membranas celulares serem sensíveis ao pH da solução de bicarbonato de 

sódio, o qual foi 9,0. A seguir realizou-se a centrifugação a 3000 rotações por minuto (rpm) durante 

15 minutos à temperatura ambiente, com o objetivo de precipitar restos celulares que não 

interessavam ao estudo. O precipitado foi descartado após a centrifugação, sendo o volume de 

sobrenadante 98 mL armazenado em freezer (-20 ºC) para posteriores análises experimentais. 

 

Solução tampão 

 Geralmente, uma solução tampão consiste de uma mistura de ácido fraco de Brönsted e sua 

base conjugada, logo, os reagentes utilizados foram: ácido fosfórico 0,1 M (H3PO4) e hidróxido de 

sódio 2N (NaOH). A determinação da solução tampão baseou-se na escolha de um pH sendo 

definido em 7,6. 

 

Reagente DNS (ácido 3,5-dinitrosalicílico) 

 O DNS foi utilizado no ensaio para interromper a reação e na coloração de açúcares 

redutores, permitindo leitura no espectrofotômetro. O reagente foi preparado, procedendo-se de 

acordo com a metodologia de Noelting e Bernfeld (1948) onde 0,5 g de ácido 3,5-dinitrosalicílico 

(umedecidas com algumas gotas de água destilada), 10 mL de NaOH 2 N foi utilizado para 

completa dissolução, completando-se para aproximadamente 25 mL de água destilada. Após 

dissolução completa, acrescentou-se 15 g de sal de Seignette (tartarato de sódio e potássio) 



 

 

39 

 

(KNaC4H4O6.4H2O) PM = 282,22 e completou-se o volume final da solução para 50 mL de água 

destilada. 

 

Substrato (sacarose) 

A solução de sacarose foi preparada a concentração de 0,12 M (C12H22O11) PM = 342,0, 

pesando-se 0,41 g e diluindo-se a 10 mL de solução tampão fosfato (pH 7,6) sendo armazenada em 

baixa temperatura (4º C - geladeira). 

 

Determinação da diluição ideal da enzima 

Determinou-se a diluição ideal da sacarase a partir do critério de avaliação da melhor 

diluição sendo observadas com os dados da absorbância verificada após os testes. O ensaio 

experimental foi conduzido segundo a metodologia de Noelting e Bernfeld (1948), com 

modificações. Onde 0,1 mL de enzima diluída (sacarase) foi acrescida de 0,1 mL de substrato 

(sacarose 0,12 M em tampão fosfato pH 7,6). Depois levou-se em banho-maria a 37°C por 20 

minutos, acrescentando-se 0,2 mL de DNS para interromper a reação levando a enzima em banho 

de água em ebulição por 5 minutos. Resfriou-se em água corrente, depois adicionou-se 1,6 mL de 

água destilada, obtendo-se o volume final de 2 mL para leitura.  

 

Determinação do pH ótimo  

Considerando as enzimas como proteínas, com uma conformação (estrutura tridimensional) 

formada por uma grande quantidade de interações entre os aminoácidos, a alteração do pH ([H
+
]) 

irá afetar o caráter iônico de seus grupos ionizáveis. O rompimento dessas interações acarretará em 

alterações da conformação das enzimas. Como a função das enzimas está estritamente dependente 

da sua conformação, alterações no pH afetarão a sua atividade. 

 

Preparo dos tampões citrato-fosfato 

A maioria dos organismos controla de modo eficiente o pH em cada compartimento celular, 

célula ou tecido, utilizando para isso sistemas tampão. Este controle fornece às enzimas de cada 

compartimento as condições ótimas de funcionamento. Em laboratório, quando se estuda a 

atividade de uma enzima, tem-se que ter o cuidado de incluir o sistema tampão no meio de ensaio, 

de modo a estabilizar o pH e impedir que ele se altere como consequência da reação em estudo ou 

de outras que possam ocorrer no sistema em análise. 

 

Determinação do tempo e da temperatura na reação 

Para avaliar o efeito do tempo e da temperatura na reação, foram testados quatro períodos (5, 

10, 15 e 20 minutos) e três temperaturas, sendo que quatro tubos reagiram em temperatura 37°C 

(obtido em banho-maria) e quatro tubos reagiram em temperatura de 30°C (obtido em banho-maria) 

e quatro tubos reagiram em temperatura de 21°C (temperatura ambiente). Para avaliar a qualidade 

do substrato foi feito um branco-substrato e para o mesmo objetivo fez-se o branco-enzima durante 

os quatro tempos em temperatura ambiente.  

 

Concentração do substrato 

Uma concentração fixa de enzima e um aumento de substrato resultam, de início, em uma 

rápida elevação da velocidade de reação. Entretanto, à medida que a concentração do substrato 

aumenta, a velocidade da reação decresce, até que com uma grande concentração de substrato 
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nenhuma mudança na velocidade de reação será observada, isto ocorre devido à saturação da 

enzima pelo substrato (SANTOS et al., 2005).  

 

Análise estatística 

O experimento foi instalado segundo um delineamento inteiramente casualizado com 3 

repetições em que esquema fatorial com amostras de fermento biológico. As análises estatísticas 

foram realizadas utilizando do software Sisvar® versão 5.3 de acordo com Ferreira (2011). Para 

verificar a diferença entre os tratamentos e o teste de Scott-knott (valor-p<0,05) para comparação de 

médias e regressão.  

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Tempo e temperatura da enzima 

Nota-se pelo gráfico que o melhor tempo para a atividade da enzima sacarase foi o de 15 

minutos, tanto no fermento 1 (fermento fresco) quanto no fermento 2 (fermento seco), pois neste 

tempo eles atingem o seu ponto máximo.  

 

                                 

 
Figura 1 - Gráficos da atividade enzimática 

em relação as diferentes temperaturas (ºC) 

testadas a partir do fermento fresco e seco. 
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Em todas as temperaturas 21, 30 e 37°C apresentaram o ponto máximo de atividade em 15 

minutos. A atividade enzimática do fermento fresco a 21°C começa a ter uma relevância entre os 

tempos de 10 à 15 minutos. O mesmo acontece com a temperatura de 30°C e 37°C, tendo uma 

melhor absorbância na temperatura de 37°C. Sendo a de 37°C que apresenta uma curva de maior 

atividade da enzima tanto no fermento 1 (fermento fresco) quanto na amostra do fermento 2 

(fermento seco). O mesmo acontece com o fermento biológico seco tem-se uma melhora na 

absorbância no tempo de 10 à 15 minutos na temperatura de 21, 30 e 37°C. Sendo que a atividade 

enzimática do fermento 2 (seco) melhor que a atividade enzimática do fermento 1 (fresco). Pois 

apresenta maior atividade de absorbância em relação ao fermento 1 (fresco). À medida que o tempo 

aumenta a atividade da enzima vai perdendo o seu efeito. 

                                                                         

pH ideal da enzima sacarase 

 Nota-se que na amostra 2 (seco) foi mais eficiente que a amostra do fermento 1 (fresco).  

 

 
Figura 2 - Gráficos da atividade enzimática em 

relação as diferentes faixas de pH testadas com o 

fermento 1 (fresco) quanto 2 (seco). 

 

Sendo que apresenta uma curva de atividade maior da enzima. Além disso observa-se que o 

pH 4 foi melhor para ambas as amostras. Tendo a amostra 2 (fermento biológico seco) apresentado 

maior atividade da enzima tanto no pH 4,0 como no 4,5. À medida que aumenta o pH a atividade da 

enzima sacarase vai perdendo o seu efeito. Nos resultados da tabela 1 observa-se os valores médios 

transformados para diferentes temperaturas em relação a amostra e ao tempo.  

Nota-se que a maior atividade da sacarase foi observada na amostra 1, na temperatura de 37º 

C e nos tempos de 10ô, 15ô e 20ô sendo que no tempo n«o pode ser observada diferen­a estat²stica 

entre estes e sim destes com o 5ô. Segundo Vitolo (2004), a enzima sacarase ® est§vel a temperatura 
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experimentos dentro dos padrões aceitável.  
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Tabela 1 - Valores médios transformados para a absorbância no desdobramento de Amostra X 

Temperatura X Tempo, obtido para duas amostras de fermento biológico seco e fresco adquirido no 

mercado varejista de Divinópolis, MG. 

Fermento 

comercial 

Temperatura 

(ºC) 

Tempo (minutos) 

5ô 10ô 15ô 20ô 

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 minúscula na coluna e maiúscula na linha não diferem 

entre si pelo teste de Scott-knott a um nível nominal de significância de 5%. 

 

CONCLUSÃO 

 

Com as amostras coletadas foi possível observar que o fermento biológico seco teve um 

melhor desempenho da enzima em relação ao fermento biológico fresco. A sacarase do fermento 

biológico seco apresentou uma curva de melhor atividade tanto no pH 4,0 como no pH 4,5 na 

diluição 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 ótima da enzima sacarase 37°C, pois 

apresentou maior atividade de absorbância em ambos fermentos sendo o fermento biológico seco 

com maior atividade da enzima. 
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RESUMO: Sistemas aquosos bifásicos (SAB) são conhecidos há mais de 100 anos. Desde a década 

de 1950 ficou evidente a grande potencialidade de aplicação desses sistemas à partição/purificação 

de materiais biológicos, desde proteínas até células. Os SABs apresentam-se como uma alternativa 

ambientalmente segura para análises com um grande número de diferentes solventes e agentes de 

extração, por serem constituídos em sua maioria por água e outros componentes não tóxicos nem 

inflamáveis. O artigo tem como objetivo observar o comportamento do sistema formado 

basicamente pelo sal sulfato de sódio e o polietilenoglicol 6000 g/mol nas temperaturas 20ºC, 30ºC, 

40ºC e 50ºC. As curvas binodais para estes sistemas foram obtidas mediante a técnica 

turbidimétrica, segundo metodologia de Albertsson (1960), nas temperaturas de estudo. O efeito da 

temperatura na curva binodal foi analisado tendo sido observado um aumento da área bifásica, ou 

seja, o aumento da temperatura leva à diminuição da quantidade de sal necessária para a formação 

de fase do diagrama de equilíbrio. Também pode ser dito que o aumento da temperatura contribui 

para a formação do sistema aquoso bifásico, pois a separação de fases é um processo endotérmico. 

O sistema estudado mostrou-se como uma alternativa para separar partículas e macromoléculas 

biológicas sensíveis à desnaturação em outros solventes.  

 

Palavras-chave: Binodais. Equilíbrio líquido-líquido. Sistemas aquosos bifásicos. 

 

INTRODUÇÃO  

 

A separação de componentes de uma mistura líquida por meio do contato direto dessa 

solução com um solvente no qual um dos compostos é preferencialmente solúvel é denominada 

extração líquido-líquido. A extração líquido-líquido convencional, usando uma solução aquosa e 

solventes orgânicos, não é adequada para separar biomoléculas, como proteínas, pois a estabilidade 

destas é baixa em solventes orgânicos. Uma alternativa adequada aos processos tradicionais em 

biosseparações é a partição em Sistemas Aquosos Bifásicos (SABs), a qual vem é utilizada com 

sucesso no isolamento de proteínas e de outros materiais de origem biológica (SOUZA JÚNIOR et 

al. 2013). 
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Sistemas aquosos bifásicos são formados como resultado da incompatibilidade mútua de dois 

polímeros ou de um polímero e um sal, em equilíbrio termodinâmico. A principal vantagem destes 

sistemas é o fato de que a maior parte de ambas as fases ser constituída por água (HAN et al., 

2012;). Constituem uma boa escolha em extrações líquido-líquido e são conhecidos como sistemas 

de separa­«o ñverdesò, pois são capazes de substituir compostos orgânicos convencionais e por seus 

componentes serem atóxicos, biodegradáveis e baratos (SILVA et al., 2006). Tem adquirido 

importância e crescente sucesso para a concentração, isolamento e separação de proteínas. A técnica 

se separação é aconselhável para purificação de proteínas em larga escala, pois permite a separação 

seletiva, boa biocompatibilidade, a possibilidade de aplicação em grande escala e boa relação custo-

benefício (BARBOSA et al.,2016).  

Os sistemas compostos por polímero e sal têm sido reconhecidos como um método de 

separação econômico e eficaz e que oferecem muitas vantagens, tais como o tempo curto de 

processo, baixo consumo de energia e fácil aumento de escala (PEI et al., 2009). O polietilenoglicol 

é um dos constituintes mais úteis em SABs, uma vez que apresenta baixo custo, além de ser um 

reagente não tóxico e não-inflamável (OLIVEIRA et al., 2008). O sulfato de sódio é biodegradável 

e não tóxico e pode ser descartado em instalações de tratamento biológico de águas residuais, além 

disso SABs formados por sulfato são adequados para extração de proteínas (ZAFARANI-

MOATTAR, SADEGHI E HAMIDI , 2004). A principal aplicação é em processos de separação de 

compostos biológicos, pois apresentam um ambiente ameno para biomoléculas e baixa tensão 

interfacial, que não desnaturam esses compostos. Vários parâmetros afetam a distribuição de 

analitos, como o tipo e tamanho da cadeia polimérica, pH, tipo de sal, composição e temperatura. 

Assim, o estudo de novos SABs pode aumentar o conhecimento das aplicações dessa técnica (DE 

LEMOS et al., 2011). 

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi observar o comportamento do sistema 

formado basicamente por sulfato de sódio e polietileno-glicol 6000 g/mol nas temperaturas (20, 30, 

40 e 50)°C e analisar a viabilidade técnica do uso desses sistemas aquosos bifásicos. 

 

MATERIAL E MÉTODOS  

 

O experimento foi realizado no Laboratório de Engenharia de Processos (LEP) da 

Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia (UESB), campus de Itapetinga, na Bahia. O 

polietilenoglicol 6000 g·mol
ī1

 foi obtido da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA), o sulfato de 

sódio foi obtido da Nuclear (Diadema, Brasil). Água destilada foi usada para preparar todas as 

soluções aquosas. O polímero e os sais foram usados sem purificação adicional. Os diagramas de 

equilíbrio dos sistemas aquosos bifásicos contendo PEG (6000 g/mol) + sal (sulfato de sódio) + 

água foram obtidos nas temperaturas de (20, 30, 40 e 50ºC). 

As curvas binodais foram determinadas pelo método turbidimétrico, utilizando tubos de vidro 

de 30 mL. Para cada experimento, uma quantidade pré-definida (2 g) de solução estoque aquosa de 

sal (25 % em massa) foi pesada (balança analítica Shimatzu AY220, Japão; precisão de ± 1·10
ī7

 kg) 

em tubos plásticos de centrífuga de 50 mL, que foi imerso em banho termostático (Tecnal, TE-184, 

Brazil; precisão de ± 0.1 K) na temperatura desejada. Posteriormente, a solução salina foi titulada, 

sob agitação, com solução aquosa de PEG 6000 g·mol
ī1

 (50 % em massa) até que a turvação fosse 

visualmente detectada. Depois disso, a mistura foi mantida por 3 min sob temperatura controlada, e 

então, as massas finais dos sistemas foram determinadas. Pela diferença entre esse valor e a 

quantidade pré-determinada (2 g) da solução de sal, a massa da solução polimérica adicionada 

durante a titulação foi calculada, e dessa forma, a composição do ponto da binodal foi determinada. 



 

 

45 

 

Os outros pontos das binodais foram obtidos pela adição de pequenas quantidades de água destilada 

até que o sistema se tornasse límpido e então, os sistemas foram levados ao banho termostático sob 

temperatura controlada por 3 min. Se o sistema continuasse límpido, gotas da solução estoque de 

PEG 6000 g·mol
ī1

 eram adicionadas para proceder novamente ao método turbidimétrico. 

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

O conhecimento dos dados de equilíbrio e propriedades físico-químicas dos sistemas 

aquosos bifásicos é necessário para o projeto de processos de extração e para o desenvolvimento de 

modelos termodinâmicos de transferência de massa aplicáveis na extração líquido-líquido 

(CARVALHO, 2004). Para isso, são efetuados os diagramas de fases para os componentes, nos 

quais as composições dos constituintes para a separação das fases são determinadas. Os dados de 

equil²brio de fases dos SABôs podem ser representados em diagramas de equil²brio, em uma 

temperatura e pressão fixas. Os diagramas de equilíbrio, ou diagramas de fase, representam 

graficamente a composição dos constituintes do sistema, presentes em certas concentrações, na qual 

ocorre a separação de fases. A Figura 1 apresenta o diagrama de fases com polietileno-glicol 

6000g/mol, sulfato de sódio e água, em diferentes temperaturas. A curva que divide a região em 

duas fases é chamada de curva binodal ou curva de equilíbrio. A região acima da curva binodal é 

chamada de bifásica e a abaixo, monofásica. 

 

 
FIGURA 1 ï PEG 6000g/mol + sulfato de sódio + água. 

Analisando o comportamento do sistema formado por PEG 6000 + sulfato de sódio + água, 

em diferentes temperaturas (20, 30, 40 e 50ºC), notou-se que houve deslocamento das binodais. O 

aumento da temperatura leva à diminuição da quantidade de sal necessária para a formação de fase 
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e consequente aumento da região bifásica do diagrama de equilíbrio. Assim, deve-se analisar a 

influência da temperatura quanto à entropia. Quando a energia na forma de calor é fornecida ao 

sistema e sua temperatura aumenta, a energia interna aumenta, elevando a energia cinética média 

das moléculas. Deste modo, as moléculas estão mais livres para se movimentarem na solução, 

aumentando também a sua entropia configuracional. Ao mesmo tempo, a entropia conformacional 

do polímero aumenta, pois o aumento da temperatura provoca o enovelamento da cadeia do 

polietilenoglicol. Isto ocorre devido à transição das ligações carbono-carbono da forma TRANS 

(caracterizada pela conformação linear da macromolécula em decorrência das suas interações com 

as moléculas de água) para a forma CIS (enovelada) diminuindo o número de sítios ativos 

disponíveis para as interações com os íons do sal. Desta forma, a quantidade de sal necessária à 

saturação energética da cadeia do polímero e, consequentemente,à formação do sistema aquoso 

bifásico diminui, deslocando a curva binodal para regiões mais próximas aos eixos do diagrama de 

equilíbrio. 

Este comportamento corrobora com o encontrado por Souza Júnior et al. (2013), Diniz et al. 

(2012), Barbosa et al. (2016) e Silva et al. (2006).  

 

CONCLUSÃO 

 

 O efeito da temperatura no comportamento de um sistema de duas fases, contendo sulfato de 

sódio PEG 6000 e água foi analisado. Os dados de equilíbrio líquido-líquido para este sistema 

foram obtidos em (20, 30, 40 e 50) ° C. Observou que o aumento de temperatura causou um 

aumento no bifásico. O sistema estudado mostrou-se como uma alternativa para separar partículas e 

macromoléculas biológicas sensíveis à desnaturação em outros solventes.  
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RESUMO: Sistemas Aquosos Bif§sicos (SABôs) ® uma t®cnica para a parti­«o de biomoléculas 

que está ganhando cada vez mais aceitação nos últimos anos. Este trabalho visa disponibilizar 

novos dados de equilíbrio para sistemas aquosos bifásicos formados por polietileno (PEG) com 

massa molar de 1500g/mol, fosfato de sódio e água, nas temperaturas de 25 e 35°C. Para tanto foi 

determinado diagrama de fase para cada temperatura com três linhas de amarração cada, pelo 

método turbidímetro e posteriormente foi determinado as composições das fases nas linhas de 

amarração pela de metodologia proposta por Merchuk et al. (1998). Os dados de equilíbrio 

mostram-se satisfatório, tornando a utilização desse sistema uma importante ferramenta na partição 

e/ou concentração de biocompostos. 

 

Palavras-chave: Equilíbrio. Temperatura. Composição. 

 

INTRODUÇÃO  

 

A formação dos sistemas aquosos bifásicos (SABs) é conhecida desde o final do século 

XIX. Em 1896, Beijerinck descobriu que soluções aquosas de gelatina e ágar ou gelatina e amido 

solúvel, misturadas em uma dada faixa de temperatura e concentração, formavam misturas turvas 

que separavam espontaneamente em duas fases líquidas límpidas após permanecerem em repouso. 

A fase superior era enriquecida com gelatina e a fase inferior em ágar (ou amido), e com alta 

concentração de água presente nas duas fases (SILVA E LOH, 2006). 

Os sistemas aquosos bifásicos (SABs) são constituídos majoritariamente por água, sendo os 

seus demais componentes formadores (polímeros e sais inorgânicos), normalmente, não tóxicos ou 

inflamáveis, tornando-o um método de extração e purificação menos agressivo e ambientalmente 

mais seguro que a extração liquido-liquido tradicional (ELT), onde são usados solventes orgânicos 

que, em sua maioria, são tóxicos, cancerígenos e/ou inflamáveis (SILVA et al. 2006).  

Os SABs têm adquirido importância e crescente sucesso para a concentração, isolamento e 

separação de proteínas. A técnica se separação em SAB é aconselhável para purificação de 

mailto:isabela_sobrinho.engenharia.a@hotmail.com
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proteínas em larga escala, pois permite a separação seletiva, boa biocompatibilidade, a possibilidade 

de aplicação em grande escala e boa relação custo-benefício (BARBOSA et al., 2016).  

Informações sobre diagramas de fase para este tipo de sistema é essencial para o 

desenvolvimento, simulação e otimização desse processo de separação (CUNHA E MARTÍN, 

2009). Da mesma maneira, o conhecimento preciso sobre curvas binodais e linhas de amarração em 

diferentes temperaturas é fundamental para estabelecer as condições de operação para a otimização 

da técnica (ALBERTSON, 1986). 

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi observar o comportamento do sistema 

formado basicamente por fosfato de sódio e polietilenoglicol 1500 g/mol nas temperaturas (25 e 

35)°C e analisar a viabilidade técnica do uso desses sistemas aquosos bifásicos. 

 

MATERIAL E MÉTODOS  

 

O presente trabalho foi desenvolvido no laboratório de Engenharia de Processos (LEP) da 

Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia (UESB), campus Itapetinga, Bahia. Foram preparadas 

soluções estoques de PEG 50% (m/m) e de fosfato de sódio 30% (m/m). Os diagramas de equilíbrio 

dos sistemas aquosos bifásicos contendo polietileno glicol (1500 g mol-1) + fosfato de sódio + 

água, foram obtidos nas temperaturas de 25 e 35ºC. A curva binodal para estes sistemas foram 

obtidas mediante a técnica turbidimétrica, segundo metodologia de Albertsson (1986), nas 

temperaturas de estudo. As linhas de amarração foram obtidas através dos pontos globais pré-

determinados. Foram utilizados 3 pontos globais acima da curva binodal onde está localizado a 

região bifásica, obtendo assim a concentração de peg, sal e água no ponto determinado. A tabela 1 

mostra os pontos escolhidos. 

  

Tabela 1 ï Pontos globais e suas respectivas composições no sistema formado por Polietinoglicol, 

Fosfato de Sódio e água nas temperaturas de 25ºC e 35ºC 

TEMPERATURA 25°C 35°C 

PONTO GLOBAL 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 sódio foram pesadas em balança analítica até que 

se alcançasse uma massa final de 40 g. Os tubos foram inicialmente agitados vigorosamente, para 

que todos os reagentes se misturassem. Em seguida, foram centrifugados a 2500 rpm por 20 

minutos e deixados em repouso, em banho termostático nas temperaturas de estudo, por 12h, para 

que o equilíbrio fosse atingido. Depois de ser alcançado o equilíbrio, as fases foram coletadas, 

utilizando-se seringas com agulhas longas, pesadas e armazenadas para determinação das 

concentrações de peg, sal e água. Com o peso das massas de cada fase foi possível determinar a 

concentração de cada componente da mistura a partir de metodologia proposta por merchuck et al. 

(1998). 

As determinações dos componentes das linhas de amarração foram obtidas pelo programa 

solver através da aplicação do sistema de quatro equações (equações 1-4) e quatro incógnitas. 
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(1) 

(2) 

(3) 

(4) 

 

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 respectivamente. f(X) é ajustada da binodal, e pode ser 

obtido a partir da seguinte equação:  

 (5)                                                           

 

                                                                 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

As composições de equilíbrio para os sistemas estudados contendo PEG 1500 e Fosfato de 

Sódio e água, em diferentes temperaturas estão apresentados nas Tabelas 2, em que os dados 

referentes aos componentes das fases estão expressos em termos de massa. Três linhas de 

amarração foram determinadas para os sistemas estudados. Os dados de equilíbrio de composição 

de fase para as diferentes temperaturas estudadas estão representados nas Figuras 1. 

 

Tabela 2 ï Concentrações dos compostos de Polietilenoglicol, Fosfato de Sódio e água, 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 0,0116 0,0000 0,3115 0,4498 0,0086 0,0000 0,2686 

 

Para a maioria dos sistemas, a concentração de PEG na fase inferior é muito baixa, e em 

alguns casos, o PEG é quase que totalmente excluído dessa fase, enquanto que o comportamento 

contrário é observado na fase superior. 
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Figura 1 ï Binodais e linhas de amarração nas temperaturas 25°C e 35°C 

 

A influência da temperatura é bastante complexa devido ao seu efeito na composição das 

fases em equilíbrio, assim como a alteração da estrutura da biomolécula e desnaturação. O aumento 

da temperatura favoreceu o aumento da concentração de PEG na fase superior do sistema e 

consequentemente ocorre uma redução da concentração do polímero na fase inferior. 

Comportamento similar já foi reportado em vários trabalhos, como por exemplo, Diniz et al. (2012), 

Sampaio (2011), Carvalho et al. (2007),Sé & Aznar (2002), Zafarani-Moattar & Sadeghi (2001). 

 

CONCLUSÃO 

 

 Pelos diagramas obtidos, é possível observar que o aumento da temperatura favoreceu a 

formação dos sistemas, sendo assim o sistema formado PEG 1500 + fosfato de sódio + água, nas 

temperaturas de 25 e 35ºC é uma alternativa para separar partículas e macromoléculas biológicas 

sensíveis à desnaturação em outros solventes, como por exemplo células animais ou vegetais, 

microrganismos, enzimas, proteínas entre outros. 
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RESUMO: As amilases são um grupo de hidrolases que catalisam as ligações Ŭ-glicosídicas em 

amido e estão entre as enzimas de maior importância para a biotecnologia, encontrando demanda 

industrial e variedade de aplicações crescentes na indústria farmacêutica, alimentícia, cosmética, na 

indústria de papel e detergente. O objetivo desse trabalho foi realizar testes iniciais de produção de 

amilase por fungo filamentoso, através de fermentação submersa com agitação e estática. A maior 

atividade enzimática (0,47UA) foi observada no tempo de 72h e a menor (0,34UA), em 48h. Não 

foi verificada a produção de amilase a partir da fermentação submersa estática em nenhum tempo 

de fermentação.  

 

Palavras-chave: Enzima. Amilase. Fungo Filamentoso. 

 

INTRODUÇÃO  

 

As amilases são um grupo de hidrolases que catalisam as ligações Ŭ-glicosídicas em amido e 

classificam-se em Ŭ-amilase, ɓ-amilase e amiloglucosidase. A Ŭ-amilase quebra ligações Ŭ (1,4) dos 

polissacarídeos que possuem três ou mais unidades de D-glucose em união Ŭ-1,4. A ɓ-amilase 

hidrolisa as ligações glicosídicas Ŭ-1,4 de polissacarídeos a partir da extremidade não-redutora 

sobre a penúltima ligação óxido, separando duas unidades de glicose na forma de ɓ-maltose, por 

uma inversão. Por fim, a amiloglucosidase, é uma enzima extracelular que rompe as ligações Ŭ-1,4 

e Ŭ-1,6 do amido a partir da extremidade não redutora até glucose (SANTANA et al., 2012; 

SELVAN et al., 2016).  

As amilases estão entre as enzimas de maior importância para a biotecnologia, encontrando 

demanda industrial e variedade de aplicações crescentes na indústria farmacêutica, alimentícia, 

cosmética, na indústria de papel e detergente, correspondendo a 25% do total mundial do mercado 

de enzimas (SOUZA et al., 2010; TALLAPRAGADA et al., 2017). Na indústria alimentícia, em 

especial, as amilases são empregadas na produção de pães, melhorando a cor e a maciez do produto 

final e na produção 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). Atualmente, grande parte das amilases 

disponíveis comercialmente, são de origem microbiana e têm substituído a hidrólise química na 

indústria processadora de amido (SOUZA et al., 2010). A grande vantagem de se empregar micro-

organismos para produção de amilase se deve à facilidade de manipulação para a obtenção dessas 

enzimas (SOUZA et al., 2010; SALEEM & EBRAHIM, 2014).  

O objetivo desse trabalho foi realizar testes iniciais de produção de amilase por fungo 

filamentoso do gêrero Chaetomium sp., através de fermentação submersa com agitação e estática. 

 

MATERIAL E MÉTODOS  
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Micro -organismos 

Os micro-organismos testados pertenciam à Coleção de Cultura de Fungos Filamentosos 

Endofíticos do Laboratório de Produtos Naturais e Biotecnologia (LPNBio) da Universidade 

Estadual do Sudoeste da Bahia. 

 

Seleção primária 

Placas de Petri contendo ágar amido (extrato de levedura 10g/L, peptona de caseína 20g/L, 

amido solúvel 10g/L, ágar 20g/L, pH 6,5) foram inoculadas com 6 cepas diferentes de fungos 

filamentosos e incubadas a 30
o
C, por 5 dias. Após o período de incubação, as placas foram 

reveladas com lugol e os halos de hidrólise foram medidos. A cepa com maior média de halo de 

hidrólise foi selecionada para a etapa de seleção secundária. 

 

Seleção secundária 

Foi preparada uma suspensão de esporos 1,6 x 10
8 

esporos/mL, em solução de Tween 80 

0,02%. A contagem de esporos foi realizada em câmara de Neubauer. Foram realizados dois tipos 

de fermentação submersa (FS): fermentação submersa com agitação (FSA) e fermentação submersa 

estática (FSE). Todas as fermentações foram conduzidas em Erlenmeyers de 250mL contendo 50ml 

do meio amido ((NH4)2SO4 5g/L, Na2HPO4x12H2O 3,8g/L, KH2PO4 3,5g/L, MgSO4x7H2O 0,5g/L, 

extrato de levedura 10g/L, amido solúvel 20g/L, pH 5) e em cada frasco foram inoculados 10mL de 

suspensão de esporos. Os frascos foram incubados a 30
o
C, em diferentes tempos de fermentação 

(24h, 48h, 72h, 96h, 120h, 144h), sob agitação a 150rpm, para a FSA, e sem agitação, para a FSE. 

Após o periodo de fermentação, os conteúdos dos frascos foram submetidos à filtração para 

separação da biomassa do caldo fermentado, denominado extrato enzimático. 

 

Determinação da atividade enzimática  

A reação baseou-se na atividade sacarificante das amilases. A amilase foi quantificada 

através da adição de 0,5mL de uma solução contendo 1,6% de amido solúvel em tampão acetato 2N  

pH 4,3 e 0,5mL do extrato enzimático em tubos de ensaio, que foram incubados por 15 minutos a 

60
o
C. Os açúcares redutores produzidos nessa reação foram quantificados pela técnica do ácido 

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 padrão de glicose (MILLER, 1959). Uma unidade de atividade enzimática 

corresponde à quantidade de enzima capaz de liberar 0,1ɛg (micromol) de açúcar redutor em um 

minuto.  
 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

Através da seleção primária em ágar amido (figura 1), foi possível detectar a formação de 

halos de hidrólise, sendo selecionada a cepa de fungo filamentoso do gênero Chaetomium sp., que 

foi submetida ao processo fermentativo.  Saleem & Ibrahim (2014) selecionaram duas cepas como 

potenciais produtoras de amilase, dentre as 46 inciais, através da seleção primária também realizada 

em ágar amido. Esses mesmos autores verificaram a formação de halo de hidrólise com uma espécie 

pertencente ao gênero Chaetomium sp. (Chaetomium globosum). Entretanto essa espécie não foi 

selecionada pelos autores, uma vez que não apresentou o maior halo de hidrólise nas condições do 

teste. 
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Figura 1 - Cepa selecionada 

pela revelação do halo de 

hidrólise em ágar amido  

 

A variação da atividade enzimática em função do tempo de fermentação está demonstrada 

na Figura 2.  

 

Figura 2 ï Gráfico de atividade amilásica em função do 

tempo de fermentação 

 

A maior atividade enzimática (0,47UA) foi observada no tempo de 72 horas e a menor 

(0,34UA), em 48 horas. Foi observado um incremento na atividade enzimática até o terceiro dia de 

fermentação, e após esse tempo ocorreu a diminuição da atividade. Esse comportamento 

normalmente é esperado e a redução na atividade enzimática após 72 horas de fermentação pode ser 

explicada devido ao esgotamento de nutrientes ou por acúmulo de produtos inibidores da síntese 

enzimática. Geralmente as enzimas apresentam mecanismo de controle que são estimulados ou 

inibidos por produtos do meio (SANTANA et al., 2012). Biazus et al. (2006) e Santana et al. (2012) 

observaram que a produção de amilase a princípio é lenta, acelerando posteriormente até alcançar 

seu valor máximo, apresentando a melhor atividade enzimática também no terceiro dia de 

fermentação, seguido pela redução da atividade. Gupta et al. (2008) e Saleem & Ibrahim (2014) 

verificaram uma maior produção de amilase com 120 e 144 horas de fermentação submersa, 
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empregando o fungo filamentoso Aspergillus niger, respectivamente.  

Esses resultados demonstram a capacidade de produção de amilase por fungos do gênero 

Chaetomium sp. que possuem poucas referências relacionadas à essa capacidade na literatura 

pesquisada. Dessa forma, tornam-se necessários mais estudos com vistas a aumentar a produção 

dessa enzima. 

 Não foi verificada a produção de amilase a partir da FSE em nenhum tempo de 

fermentação, apesar de ter havido crescimento do fungo filamentoso sob a superfície do meio, 

indicando que o tempo de fermentação nessa condição deve ser maior para que a quantidade de 

amilase produzida pelo micro-organismos em questão possa ser quantificada. 

 

CONCLUSÃO 

 

Foi possível verificar a capacidade do gênero Chaetomium sp. de produzir amilase por 

fermentação submersa com agitação. Entretanto, essa mesma cepa não foi capaz de produzir a 

mesma enzima por fermentação submersa estática, indicando a necessidade de prolongar o tempo 

de fermentação nessa condição.  
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RESUMO: Típica de clima temperado, a amora-preta (Rubus spp.) é atrativa por possuir elevado 

valor nutritivo, e principalmente por conter compostos de natureza fenólica, dos quais se destaca a 

antocianina, que assim como outros corantes naturais, é muito instável, limitando sua aplicação na 

indústria. Neste contexto, o uso de sistemas aquosos bifásicos (SABs) surge como alternativa à 

técnicas tradicionais de extração, por ser possível a adequação das condições de trabalho, não 

interferindo na estabilidade do corante. O objetivo deste trabalho é extrair antocianinas presentes 

em amora utilizando sistemas aquosos bifásicos. Os sistemas utilizados eram compostos por 

polietilenoglicol 8000g/mol, fosfato de potássio pH2 e água. Após obtenção dos dados de equilíbrio 

a 25°C e 35°C, foram determinados parâmetros importantes na aplicação de SABs, são eles: 

comprimento da linha de amarração, coeficiente de partição e eficiência de extração.  Valores 

obtidos para o coeficiente de partição foram acima de um, indicando que o corante se concentrou na 

fase superior, rica em polímero.  A eficiência de extração mostra que sistema aquoso é viável, 

obtendo-se valores acima de 70%. 

  

Palavras-chave: Amora-preta. Antocianina. Extração. 

 

INTRODUÇÃO  
 

A amora-preta (Rubus spp.) é uma planta rústica, possui elevado teor nutritivo, 85% de água, 

10% de carboidratos e elevado conteúdo 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 fenólica, dentre os quais estão os pigmentos naturais, 

antocianinas e carotenoides, relacionados ao poder antioxidante, podendo também ser utilizado na 

indústria alimentícia na substituição de corantes artificiais (RICE-EVANS et al., 1996). 

As antocianinas são compostos solúveis em água, responsáveis pelas cores fortes e atrativas 

de plantas, como vermelho, laranja azul e violeta. Quimicamente, são glicosídeos de antocianidinas, 

cujo núcleo básico é o catium flavilium, sendo sua estrutura química adequada para ação 

antioxidante, já que é capaz de doar elétrons ou átomos de hidrogênio para os radicais livres (RICE-

EVANS et al., 1996). Frequentemente as antocianinas apresentam-se associadas a açúcares, ligados 

aos grupos hidroxila. Quando se apresentam de forma isolada, são chamadas de antocianidinas ou 
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angliconas, pertencentes a três corantes básicos: pelargonidinas, cianidia e delfinidina. Das 

estruturas identificadas na amora-preta cerca de 80% são cianidina-3-glicose (SERRAINO et al., 

2003).   

Assim como outros corantes naturais, são muito instáveis. Dentre os fatores que influenciam 

na sua estabilidade estão a temperatura, pH, presença de luz e de íons metálicos.  Com a tendência 

do mercado de aditivos em restringir o uso de corantes artificiais, é viável estudos de técnicas que 

possam extrai-los, sem que ocorra alteração em sua estrutura (SERRAINO et al., 2003). Uma 

técnica promissora para a obtenção de corantes alimentícios é a extração por sistemas aquosos 

bifásicos (SABs). 

A partição em SAB vem sendo usada como alternativa ao método o tradicional de extração 

líquido-líquido por este geralmente, empregar solventes orgânicos que são extremamente tóxicos, 

cancerígenos e inflamáveis (DA SILVA e LOH, 2000). Pode ser usado na extração/purificação 

de biopartículas  (vírus, ácidos nucléicos e proteínas), compostos orgânicos, inorgânicos e íons 

partindo de matérias-primas grosseiras. Quando comparada a outros processos, apresentam alta 

eficiência e custos relativamente baixos (ALBERTSSON, 1996).  

Um sistema bifásico pode ser formado a partir da combinação de dois polímeros 

hidrossolúveis, com estruturas quimicamente diferentes, ou pela mistura de um polímero e um sal 

(orgânico ou inorgânico), uma vez estabelecida as condições termodinâmicas específicas 

(temperatura, pressão e composição dos constituintes)  (EITEMAN,1991). Os SABs são geralmente 

definidos em porcentagem massa/massa, %(m/m), sendo que uma das fases há maior concentração 

do polímero, e na outra de sal. Em ambas, prevalece a água,  que compõe cerca de 70 a 90% das 

fases, proporcionando um ambiente ameno para compostos biologicamente ativos, mantendo a 

estabilidade molecular (COIMBRA, 1995; SILVA et al, 2006). 

Baseado nisso, objetivou-se com esse trabalho avaliar viabilidade do uso de sistemas 

aquosos bifásicos na extração de antocianinas da amora-preta. 

  

MATERIAL E MÉTODOS  

 

Os experimentos forma conduzidos no Laboratório de Engenharia de Processos da 

Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia-Campus Juvino Oliveira.  

Obtenção dos dados de equilíbrio SABs: Os SABs utilizados na partição do corante eram 

formados por polímero polietilenoglicol 8000g/mol, sal fosfato de potássio pH2 e água, nas 

temperaturas de 25°C e 35°C. Primeiramente foram feitas as curvas binodais, que separam a região 

bifásica da monofásica, pelo método turbimétrico proposto por Albertsson, 1996. Após a construção 

das binodais, foram escolhidos os pontos globais para montagem dos sistemas, de forma estivessem 

acima da curva, onde se encontra a região bifásica. A concentração dos componentes na fase superior e 

inferior foram estimadas segundo metodologia proposta por Merchuk  et al., 1998. O comprimento 

da linha de amarração (CLA) foi calculado segundo equação abaixo:  

                 

       (1) 

em que CPS e CPI são as concentrações de polímeros na fase superior e inferior, respectivamente, 

enquanto Css e Csi são as concentrações do sal na fase superior e inferior, respectivamente.  

Obtenção do extrato antociânico: A amostra de amora foi primeiramente macerada em água na 

proporção 1:2 e centrifugada (4000xG) por 15 minutos. O sobrenadante obtido armazenado.  



 

 

59 

 

Partição do extrato antociânico: Após o equilíbrio de fases dos sistemas peg-fosfato de potássio 

pH 2, as fases inferior e superior foram separadas e armazenadas. Os sistemas para partição foram 

preparados em tubos de centrifuga de 15 ml, com 2,0 ml da fase superior e inferior do SABs, e 100 

‘ὰ do 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 degradação do corante, e as fases separadas novamente. As diluições 

foram feitas em tampão cloreto de potássio 25 mM pH1 e as leituras de cada fase foram feitas em 

 ɚ520nm. O coeficiente de partição (K) e a eficiência de extração (E) também foram calculados 

segundo a equação 2 e 3, respectivamente. 

          +
П
         (2) 

            

          Ὁ
 z П z П

                               (3) 

 Onde ATMfs e ATMfi são a concentração de antocianinas manoméricas (mg/l) na fase 

superior e inferior, respectivamente; mfs e mfi são as massas da fase superior e inferior, 

respectivamente.  ATM é dado por 

   ὃὝὓ
ᶻ ᶻ ᶻ

ᶻ
         (4) 

Sendo A, MM, FD, ‐ e Ὠ a absorbância a  ɚ520nm, massa molar da cianidina-3-glicósido 

(449,2 MM), fator de diluição, percurso óptico e coeficiente de absortividade molar da cianidina 

(26900 L*mol
-1

*cm
-1

) respectivamente. 

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

A influência da temperatura sobre a partição de corantes naturais é bastante complexa por 

provocar mudanças na composição das fases em equilíbrio, assim como na estrutura da molécula. 

Alterações na composição das fases influenciam diretamente no comprimento da linha de 

amarração, parâmetro termodinâmico de grande importância nos estudos de partição em SABs por 

influenciar fortemente a distribuição dos componentes do sistema.  

Quanto maior o comprimento da linha de amarração, maior a diferença entre as composições 

das fases, favorecendo as interações intermoleculares específicas entre os componentes das fases e o 

corante (MAGESTE et al, 2009). O aumento do CLA aumenta o teor do polímero e do fosfato no 

sistema, o que reduz o conteúdo de água no mesmo tornando-o mais hidrofóbico.  

Os dados obtidos para partição do corante antocianina da amora encontram-se na Tabela 1. 

Segundo Wu et al. (2011) as antocianinas particionam para a fase rica em polímero (fase superior) 

porque possuem afinidade com compostos polares, portanto, a maior concentração do 

polietilenoglicol na fase superior faz com que ocorra uma maior transferência de antocianinas para a 

mesma, como pode ser visto na Tabela1. A concentração do corante na fase superior faz com que os 

valores do coeficiente de partição sejam maiores que um. A variável K mostra a distribuição da 

antocianina nas fases aquosas.  
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Tabela 1 ï Coeficientes de partição e eficiência de extração da antocianina e CLA de sistemas 

aquosos formados por polietilenoglicol 8000 g/mol e fosfato de potássio.  

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 transferência do corante para a fase superior 

torna o SAB aplicável a remoção de açúcares extraídos juntamente com antocianinas. A fase 

inferior, formada por água e sal, é mais hidrofílica e acomoda preferencialmente as moléculas de 

açúcar.  Com relação à eficiência de extração, valores acima de 70% refletem o alto potencial de 

extração, sendo que a 35ºC se mostrou mais eficiente do que a 25ºC.  

 

CONCLUSÃO 

 

O uso de sistemas aquosos bifásicos são adequados para extração de antocianinas presentes 

na amora-preta, uma vez que os valores de eficiência de extração foram elevados. Embora sensível 

a alteração de temperatura, a eficiência a 35°C foi maior em relação à 25°C. Observou-se também 

que em todos os sistemas a antocianina se concentrou na fase superior, rica em polímero.  
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RESUMO: Este trabalho teve como objetivo sintetizar carvão ativado (CA) a partir de um resíduo 

agroindustrial (casca do cupuaçu), sendo este, ativado quimicamente com ácido fosfórico, e em 

seguida, caracterizado fisicamente, por meio determinação da área superficial e volume médio dos 

poros, e quimicamente, pela determinação do pH do ponto de carga zero. Realizou-se também um 

estudo do efeito do pH na atividade inicial da solução de lipase, da capacidade adsortiva do carvão 

ativado e da atividade hidrolítica da enzima imobilizada. O adsorvente apresentou uma elevada área 

superficial, com um diâmetro médio de poros de 3,68nm podendo ser classificado como carvão 

mesoporoso e ponto de carga zero em pH 4,8. Na avaliação da influência do pH do meio observou-

se uma maior capacidade adsortiva do carvão em pH 4,0 e atividade hidrolítica da enzima 

imobilizada em pH 5,0, demostrando que o efeito hidrofóbico é que governa o processo de 

adsorção.    

 

Palavras-chave: Ativação química. Biocatalisadores. Resíduo agroindustrial. 

 

INTRODUÇÃO  

 

A produção de compostos químicos de alto interesse biotecnológico requer, na maioria das 

vezes, o uso de enzimas como catalisadores. Durante os últimos 20 anos, foi evidenciado um grande 

crescimento na aplicação industrial destes biocatalisadores, que pode ser justificado pelo fato de 

possuírem alta eficiência catalítica, alta especificidade pelo substrato, biodegradabilidade e alta 

atividade em condições suaves de temperatura e pressão. A maior fatia do mercado industrial de 

enzimas é ocupada pelas hidrolíticas e, dentro destas, as lipases têm grande destaque. Porém, as 

lipases são enzimas com alto custo, sendo este um aspecto crítico, pois restringe a sua utilização 

(VOLPATO, 2009). 

Uma das alternativas empregadas para solucionar essa desvantagem é a utilização da enzima 

em sua forma imobilizada. A imobilização pode ser feita utilizando diferentes suportes tanto 

orgânicos quanto inorgânicos, e por diferentes métodos, como por exemplo, a adsorção física, 

encapsulação, ligação covalente ou por reticulação, sendo o primeiro o mais empregado 

industrialmente por ter baixo custo (KHARRATA et al., 2011). 

As características desejáveis a um suporte catalítico é que ele possua uma grande área 

superficial, boa estabilidade química, mecânica e térmica, seja hidrofóbico e insolúvel, como, por 

exemplo, o carvão ativado, que é um suporte hidrofóbico com ampla área superficial e com 

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 carvão ativado. Nos últimos anos houve um interesse crescente na produção 

desses adsorventes de baixo custo utilizando precursores renováveis e mais baratos como 

subprodutos agrícolas, por exemplo, a casca do cupuaçu. Além disso, a conversão desse resíduo em 

carvão ativado é uma alternativa promissora para minimizar problemas ambientais e reduzir os 

custos de preparo (BRITO et al., 2017). 

Diante do exposto, este trabalho teve como objetivo sintetizar carvão ativado utilizando 

como precursor de carbono a casca do cupuaçu, caracterizá-los e aplicá-los como suporte para 

imobilização da lipase por meio do método de adsorção. 

 

MATERIAL E MÉTODOS  

 

No processo de síntese do carvão ativado utilizou-se a casca do cupuaçu como precursor de 

carbono. A casca foi coletada em uma indústria de polpa de frutas, situada na cidade de Itororó ï 

Ba, sendo posteriormente secas naturalmente, trituradas em moinho de facas e peneiradas em uma 

peneira de 40 mesh. O farelo obtido foi impregnado com ácido fosfórico na razão de impregnação 

de 1:1 (massa de ativante/ massa de precursor) e seco em estufa a 105 °C por 48 h. A carbonização 

do material foi realizada em forno mufla, sob fluxo de nitrogênio (50 mL.min
-1

) com taxa de 

aquecimento de 5°C.min
-1

, até a temperatura final de 450 °C, mantida constante por 60 min. Em 

seguida, a amostra obtida foi lavada com água quente até pH 7,0 e seca em estufa a 105 °C por 24 

h. O carvão foi peneirado em uma peneira de 40 mesh.  

Para melhor conhecimento da estrutura do carvão produzido, foi realizada a análise de 

microscopia eletrônica de varredura (MEV). Para isso, o carvão foi fixado em suporte apropriado 

(stub) e diretamente metalizado com uma fina camada de ouro. Após a metalização, a amostra foi 

levada para análise em um microscópio eletrônico de varredura (Zeiss, Modelo DSM940). As 

isotermas de adsorção e dessorção dos carvões 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 de pré-tratamento, que consistiu no 

aquecimento a 120ºC. Logo após, as amostras foram submetidas a uma evacuação a 30°C por 30 

min, seguida de um aquecimento, com taxa de aquecimento de 10°C.min
-1

, até 200°C, 

permanecendo nesta temperatura por 300 min. Posteriormente foram obtidas isotermas de adsorção 

e dessorção de nitrogênio a 77 K, que auxiliaram na obtenção da área superficial específica do 

carvão ativado, distribuição de poros e o volume dos microporos. A determinação do ponto de carga 

zero (pHpcz) das amostras foi feita segundo a metodologia de Regalbuto e Robles (2004), também 

denominada ñexperimento dos 11 pontosò. 

A lipase comercial de pâncreas de porco (Lipase from porcine pâncreas type II da Sigma, 

40% de proteína e atividade específica de 100-500 U.mg
-1

), foi utilizada para realização dos testes 

de imobilização. Com o intuito de avaliar a influência do pH do meio reacional no processo de 

imobilização de lipase no carvão ativado, realizou-se a imobilização partindo-se de uma solução 

com 4000 mg.L
-1

. Alíquotas de 5 mL da solução de lipase, em cada pH avaliado (3,0, 4,0, 5,0, 6,0, 

7,0 e 8,0) foram adicionados em tubos contendo aproximadamente 0,1 g do carvão. Os tubos foram 

mantidos sob agitação constante (20 rpm) em um agitador orbital à temperatura de 30°C. Uma vez 

atingido o tempo de contato de 90 min (determinados através de testes preliminares), os tubos foram 

retirados e em seguida centrifugados. O sobrenadante obtido na centrifugação foi filtrado e mediu-

se a concentração de proteína pelo método de Bradford. O experimento foi realizado em triplicata. 

A partir da diferença entre a quantidade inicial e final de proteínas, determinou-se a capacidade 
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adsortiva do carvão. A atividade hidrolitica das enzimas solúveis e imobilizadas foi determinada 

pelo método de hidrólise da emulsão de azeite de oliva conforme metodologia adaptada de Soares et 

al (1999). 

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Na Figura 1 é apresentada a micrografia eletrônica de varredura do carvão ativado. Observa-

se que o carvão apresenta uma superfície irregular e rugosa, proveniente da ativação química com o 

ácido fosfórico. Esta estrutura de poros é o que fornece à superfície de carvões ativados condições 

para adsorção ocorrer, uma vez que material adsorvente pode interagir com muitas superfícies 

simultaneamente (SCHMIDT, 2011).  

 

 
Figura 1 ï Micrografia eletrônica de varredura do carvão ativado obtido por meio da casca do 

cupuaçu e ativado com H3PO4 

 

Na Tabela 1 estão apresentadas as propriedades texturais do carvão ativado. Como é 

possível observar o adsorvente apresentou uma elevada área superficial e uma estrutura constituída 

por microporos e mesoporos. A estrutura porosa do carvão ativado é formada durante o processo de 

carbonização e ativação, que promove o aumento o volume e diâmetro dos poros e 

consequentemente o aumento da área superficial (Schmidt 2011). Esses materiais são constituídos 

por poros a partir de menos de um nanômetro a vários milhares de nanômetros, e estes poros são 

divididos em três grupos: os microporos, com dimensão menor que 2nm, os mesoporos (ou poros de 

transição), com dimensão entre 2nm e 50nm e os macroporos, com a dimensão maior que 50nm. O 

adsorvente sintetizado pode ser classificado como mesoporoso, uma vez que possuiu diâmetro 

médio de poros de 3,68 nm. 

 

Tabela 1 - Propriedades texturais do carvão ativado. 

Amostra Sg(m
2
/g) Dp (nm)

a
 Vmeso (cm

3
/g) VMicro  (cm

3
/g) 

CA 913 3,68 0,3184 0,150 

 

Uma caracterização importante para materiais adsorventes é o ponto de carga zero (pHpcz), 

que indica o valor de pH no qual um sólido apresenta carga eletricamente nula em sua superfície, ou 
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seja, o número de cargas positivas é igual ao número de cargas negativas. Quando o pH da solução 

é menor do que o pHpcz do material sólido a superfície deste ficará carregada positivamente, 

enquanto que se o pH da solução for maior do que o pHpcz do material sólido a superfície deste 

ficará carregada negativamente. Segundo SILVA et al., (2010), este parâmetro é importante porque 

permite prever a carga na superfície do adsorvente em função do pH e, desta forma, avaliar porque 

dependendo do pH da solução a adsorção ocorre de maneira mais eficiente do que em outro. Dessa 

forma, o ponto de carga zero para o carvão ativado obtido a partir da casca do cupuaçu foi 

equivalente a pH 4,8. 

Os resultados obtidos para os testes adsortivos da lipase no carvão ativado, em soluções com 

diferentes valores de pH são apresentados na Tabela 2. Observa-se uma maior capacidade adsortiva 

do carvão e atividade hidrolítica da enzima imobilizada em pH 4,0 e pH 5,0, respectivamente. O pH 

é um dos mais importantes parâmetros da atividade enzimática, pois a concentração de hidrogênio 

no meio pode afetar a estrutura quaternária da enzima e o grau de ionização de substratos, produtos 

e de resíduos que fazem parte do sítio ativo (BRITO, 2017). 

Sabe-se que a lipase ácida possui ponto isoelétrico (pI) entre 4,0 e 5,0, (MAYORDOMO et 

al., 2000) sendo assim, abaixo destes valores de pH a proteína apresenta cargas positivas e acima 

cargas negativas. Observou-se então que a adsorção foi mais eficiente em valores de pH próximo ao 

ponto isoelétrico da enzima, demostrando que o efeito hidrofóbico é que governa o processo de 

adsorção. 

 

Tabela 2 - Estudo do efeito do pH na atividade inicial da solução de lipase (U), capacidade 

adsortiva do carvão ativado (q) e atividade hidrolítica da enzima imobilizada (U/g). Condições 

concentração inicial de proteína de 4000 mg.L
-1

 e tempo de contato 90 min. 

pH  Atividade inicial da 

solução (U) 

q 

(mg.g
-1

) 

Atividade da 

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 

 

CONCLUSÃO 
 

Foi possível concluir que a casca do cupuaçu é um bom precursor para obtenção de carvão 

ativado, assim como, o carvão possui potencial para ser utilizado como suporte para imobilização 

da lipase, mostrando assim eficiência como biocatalisador, tendo em vista que as enzimas 

imobilizadas mostraram boa atividade enzimática. 
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RESUMO: O iogurte é o produto da fermentação láctica promovida por bactérias lácticas que 

degradam a lactose e produzem ácido láctico, coagulando as proteínas do leite. Apesar de o iogurte 

apresentar baixos teores de lactose ainda assim poderá desencadear reações em pessoas com 

intolerância ao dissacarídeo. Existe a disponibilidade de iogurtes sem lactose no mercado, 

entretanto não há estudos conclusivos sobre a velocidade de fermentação do leite deslactosado para 

a elaboração dos mesmos. Deste modo o presente artigo tem como objetivo avaliar a influência do 

teor de lactose em leites UHT quando submetido à fermentação láctica por: Lactobacillus 

delbrueckii subsp. Bulgaricus e Streptococcus thermophilus. O experimento foi desenvolvido com 

três tratamentos: leite desnatado, leite zero lactose e uma mistura 1:1 de leite desnatado + leite zero 

lactose, sendo avaliados o pH e acidez titulável nos tempos 0, 1, 3 e 5 (horas). Os dados obtidos 

foram submetidos à Análise de variância (ANOVA), com 5% de significância, em esquema fatorial 

3x4, com auxílio do Software R. Os resultados mostram que o leite desnatado + leite zero lactose 

apresentou maior produção de ácido láctico e menor pH, em 5 horas de fermentação, seguido do 

leite desnatado e por fim o leite zero lactose. 

 

Palavras-chave: Iogurte. Intolerância a lactose. Leite fermentado. Tempo de fermentação. 

 

INTRODUÇÃO  

 

O iogurte é o produto obtido a partir da fermentação láctica, elaborado com leite e 

adicionado de cultura mista de Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus e Streptococcus 

thermophilus (PENNA, A. L. B.; OLIVEIRA, M.; BARUFFALDI, R., 1997). É um alimento que 

possui alto valor nutritivo sendo considerado equilibrado e adequado à dieta. Durante a 

fermentação, a proteína, a gordura e a lactose do leite sofrem hidrólise parcial pela enzima lactase 

(ɓ-D-galactosidase ou ɓ-D-galactosidasegalactohidrolase), tornando o produto facilmente digerível 

e considerado agente regulador das funções digestivas (RODAS et al., 2001; TEIXEIRA et al., 

2000). 

A deficiência de enzima lactase leva à má-digestão de lactose e consequente intolerância, 

conforme a lactose não digerida passa pelo colón é fermentada por bactérias, havendo produção de 

ácidos orgânicos de cadeia curta e gases, ocasionando cólicas, dor e diarréia (TÉO, C.R.P.A.; 2002). 
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Em pessoas com intolerância, a lactose não consegue ser hidrolisada em glicose e galactose, 

não é absorvida no intestino delgado e direciona-se para o colón. Quando no colón, ela é convertida 

em ácidos graxos, gás carbônico e gás hidrogênio pelas bactérias da flora microbiana intestinal 

(MATTAR, 2010). Deste modo, pessoas com dificuldade na digestão de alimentos que contêm 

lactose necessitam de uma readaptação alimentar, buscando consumir produtos que possuam baixo 

teor do dissacarídeo (RAMALHO, M. E. O.; GANECO, A. G., 2011). 

Os principais métodos de produção de alimentos livre de lactose, dentre eles: o método 

catalítico, o método enzimático (lactase na forma livre e imobilizada) e o método de separação 

cromatográfico estão descritos na literatura (RAMALHO, M. E. O.; GANECO, A. G., 2011). 

Este trabalho justifica-se em resultados encontrados por Longo (2006), que revelam um 

maior tempo de fermentação para produção de iogurte, por Lactobacillus delbrueckii subsp. 

bulgaricus e Streptococcus thermophilus, a partir do leite hidrolisado (sem lactose) comparado ao 

leite com concentrações normais de lactose. Por outro lado, Balduino (1999) apresenta que a cultura 

mista de Lactobacillus curvatus, Lactobacillus plantarum, Pediococcus acidilactici e Enterococcus 

faecium produzem uma maior concentração de ácido láctico quando submetidas a uma proporção 

mínima de 0,5%(m/v) de lactose para 4,5% (m/v) de glicose em meio MRS. Sendo assim, faz-se 

necessário avaliar o tempo de fermentação láctica para produção de iogurtes, à partir de outras 

concentrações de lactose no leite. 

Deste modo, o presente artigo teve o objetivo de avaliar o tempo de fermentação do leite 

UHT (Leite Desnatado, Leite Zero Lactose Desnatado e uma mistura 1:1 de Leite Zero Lactose 

Desnatado e Leite Desnatado) pela cultura mista Lactobacillus delbrueckii subsp.bulgaricus e 

Streptococcus thermophilus, com base nos valores de pH e acidez titulável para cada tipo de leite.  

 

MATERIAL E MÉTODOS  

 

O experimento foi conduzido no Laboratório de Produtos Lácteos do Instituto de Ciências 

Agrárias da Universidade Federal de Minas Gerais, em Montes Claros. Foram utilizados três 

tratamentos: Leite Zero Lactose Desnatado (teor de lactose inferior à 0,1%), Leite Desnatado (teor 

de lactose de 4,5% à 4,8%), e uma mistura 1:1 de Leite Zero Lactose Desnatado e Leite Desnatado, 

com três repetições com leituras em duplicata, submetidos à fermentação lática pela cultura mista L. 

bulgaricus e S. thermophilus. 

Primeiramente o leite UHT com diferentes teores de lactose foi aquecido à 42°C. Utilizou-se 

10 mL de iogurte comercial (Natural Nestlé) e Cultura liofilizada (Fermento YR03 Iogurte, 

Fermentação Rápida - Rica Nata), como inóculos. Para o tratamento Leite Desnatado utilizou-se 

três diferentes marcas de leite UHT desnatado (A, B, C); para o tratamento Leite Zero Lactose 

Desnatado, três marcas de leite UHT sem lactose (D, E, F), e para o tratamento Leite Desnatado + 

Leite Zero Lactose Desnatado utilizou-se como tratamento as misturas 1:1 de Leite Desnatado e 

Leite Zero Lactose Desnatado (AD, BE, CF). Os tratamentos foram mantidos em BOD para 

fermentação à 42°C, até um pH de 4,5.  

Ao longo da fermentação foi feita a leitura de pH e Acidez titulável. O pH foi aferido em 

potenciômetro e a acidez titulável foi realizada de acordo a metodologia proposta por Federation 

Internationale de Laiterie (1991) e Merck (1993), com modificações. A cada tempo de fermentação 

um volume de 10 mL de cada amostra foi adicionado à 10 mL de água destilada, homogeneizado e 

adicionado de 3 gotas de solução alcoólica de fenolftaleína (C20H14O4) a 1% (m/v), titulados por 

solução de hidróxido de sódio (NaOH) 0,1 N. 
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O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, Para a avaliação de 

pH e acidez titulável foram feitas leituras em duplicata ao longo dos tempos 0, 1, 3 e 5 (horas) após 

o início da fermentação. As médias obtidas foram submetidas a Análise de variância em esquema 

fatorial 3x4 (três tipos de leites e quatro tempos), à um nível de significância de 5%, com o auxílio 

do Software R. Quando ocorreu efeito significativo das interações, procedeu-se com desdobramento 

das mesmas, obtendo-se os modelos polinomiais de regressão para cada tratamento. 

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Com base na Tabela 1 pode-se observar as equações das curvas construídas para cada 

tratamento, com base nos valores de pH e % de ácido láctico (pÒ0,05). 

 

Tabela 1 - Equações que descrevem o comportamento das curvas para pH e acidez. 

 Análise Tratamento Equação R² p-valor 

 

LD y= - 0,0775x² -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 

% ácido láctico LZL y = 0,0483x² - 0,1136x + 0,2083          0,9998 > 0,0001 

  LD + LZL y = 0,0299x² + 0,0066x + 0,0903 0,9723 > 0,0001 

Fonte: Próprio autor. 

 

A Tabela 1 expressa as equações das curvas de pH e % de ácido láctico, apresentadas nas 

figuras  1 e 2 respectivamente.  

Longo (2006) avaliou a fermentação lática para produção de iogurte e constatou que leite 

com baixo teor de lactose (devido à hidrólise enzimática) apresenta um aumento de 15% do tempo 

de fermentação comparado ao leite com lactose. 

Balduino (1999), por sua vez testou os efeitos de temperaturas e diferentes concentrações de 

glicose e lactose (0,5%; 2,5%; 4,5% m/v) sobre a fermentação lática em meio MRS (Man-Rogosa-

Sharpe) pela cultura mista constituída de Lactobacillus curvatus, Lactobacillus plantarum, 

Pediococcus acidilactici e Enterococcus faecium com o intuito de determinar as melhores 

condições para a produção de ácido lático. Os resultados indicaram que o meio suplementado de 

glicose 4,5% (m/v) e lactose 0,5% (m/v) à 46ºC foram as condições mais adequadas para obtenção 

de ácido lático em maior concentração (3,55%). 

Por meio da Figura 1 e 2, pode-se constatar que após 5 horas de fermentação o tratamento 

LZL apresentou um maior pH e menor % de ácido láctico produzido. Resultados em conformidade 

com os obtidos por Longo (2006) que constatou que leites com baixo teor de lactose apresentam um 

aumento de 15% no tempo de fermentação comparados ao leite com teores normais do dissacarídeo.  

Para o tratamento LD+LZL, é possível observar nas Figuras 1 e 2, um melhor desempenho 

da bactéria láctica promovendo um aumento da % de ácido láctico produzido e consequente redução 

do pH. Tais resultados apresentam semelhança com os obtidos por Balduino (1999) que constatou 

uma melhor produção de ácido láctico em meios com pequena quantidade de Lactose (0,5% m/v) 

adicionada à glicose (4,5% m/v).  
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Figura 1 - Comportamento do pH para cada tratamento, a cada tempo de 

fermentação. Fonte: Próprio autor 

 

 
Figura 2 - Comportamento da % ácido láctico para os tratamentos, a cada 

tempo de fermentação. Fonte: Próprio autor 

 

Para o pH (Figura 1) as curvas LD e LZL apresentaram modelo quadrático (Tabela 1), já a 

curva LD+LZL apresentou comportamento linear, o que pode ser justificado pelo tempo de 

fermentação avaliado, que não foi suficiente para a curva estabilizar-se, apresentado um 

comportamento constante de pH, uma vez que toda a lactose seria convertida em ácido láctico. 

Os valores observados nas Figuras 1 e 2 indicam que o tratamento Leite Desnatado + Leite 

Zero Lactose apresentaram uma maior rapidez para atingir maior % de ácido láctico e menor pH 

comparado aos demais tratamentos. Deste modo fazem-se necessárias pesquisas da melhor 
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concentração para produção do ácido láctico e o quanto tal concentração poderá influenciar no 

tempo de fermentação. 

  

CONCLUSÃO 

 

Conclui-se que a fermentação láctica ocorre em um menor tempo quando a cultura mista 

composta por L. Bulgaricus e S. thermophilus é inoculada em Leite Desnatado + Leite Zero Lactose 

(proporção 1:1), seguido de leite Desnatado. O Leite Zero Lactose quando submetido à fermentação 

láctica por uma cultura mista apresentou um aumento no tempo de fermentação para produção de 

iogurtes. O presente experimento é de caráter fundamental e científico, de modo que específicos 

devem ser conduzidos para que seja determinada a concentração inicial de lactose, ou galactose que 

permita a elaboração de iogurte no menor tempo. 
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RESUMO: Apesar de ser um adsorvente bastante eficiente, o alto custo do carvão ativado muitas 

vezes restringe seu uso. Nesse sentido, existe um crescente interesse na busca de materiais 

alternativos de baixo custo que possam ser utilizados em sua produção, dentre eles destacam-se os 

resíduos agroindustriais. Este trabalho teve como objetivo produzir carvão ativado utilizando como 

precursor de carbono o sabugo de milho e determinar a influência da variação do pH e da massa na 

eficiência de adsorção do corante dianix azul royal CC. O carvão foi preparado pelo método de 

ativação química, utilizando ácido fosfórico (85%) como agente de ativação. O adsorvente obtido 

foi caracterizado em relação ao teor de cinzas e ao ponto de carga zero. No estudo de pH verificou-

se que o melhor desempenho do processo de adsorção foi verificado em pH 7,0, e que a massa ideal 

para conduzir os estudos de adsorção do corante foi de 0,100 g, com eficiência de 71,63%. O carvão 

possui alta eficiência na adsorção do corante tornando o seu uso como material adsorvente uma 

alternativa promissora para purificação dos efluentes. 

 

Palavras-chave: Ativação química. Resíduos agroindustriais. Corantes têxteis. 

 

INTRODUÇÃO  
 

O carvão ativado (CA) é um material carbonáceo, caracterizado por possuir uma área 

superficial interna e alta porosidade, elevada estabilidade química e são ativados com a finalidade 

de aumentar a porosidade interna (SAHU; ACHARYA; MEIKAP, 2010). Devido a estas 

características o carvão ativado tem sido amplamente utilizado como adsorvente, em catálise ou 

como suporte catalítico e em processos de purificação e separação. A capacidade adsortiva do 

carvão ativado está associada principalmente com a distribuição do tamanho dos poros, área 

superficial e volume dos poros (SCHIMMEL, 2008). 

Os precursores utilizados na produção do CA são materiais que possuem alto teor de 

carbono e baixo teor de compostos inorgânicos, características presentes em vários resíduos 
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agrícolas (PRAHAS et al., 2008). Nos últimos tempos devido a demanda energética, os resíduos 

agrícolas têm sido bastante utilizados. Também são considerados insumos importantes para a 

preparação de carvões ativados, por apresentarem em sua composição um elevado teor de matérias 

voláteis, característica essa que permite a obtenção de um adsorvente com uma estrutura altamente 

porosa, e por serem matérias primas de baixo custo e renováveis (OKMAN et al., 2014).  

O milho é cultivado como insumo para produção de uma centena de produtos e tem evoluído 

como cultura comercial apresentando, nas últimas décadas, taxas de crescimento da produção de 

3,0% ao ano e da área cultivada de 0,4% ao ano. Os resíduos gerados do processamento do milho 

são de alto teor de lignina, que exerce influência direta no desenvolvimento da porosidade dos 

carvões produzidos (NABAISA et al., 2013), apresentando-se dessa forma como um resíduo 

promissor para a síntese do CA.   

Este trabalho tem como objetivo a sintetize de carvão ativado a partir do sabugo de milho e 

sua utilização na remoção de corante industrial, o Azul Dianix Royal CC.  

 

MATERIAL E MÉTODOS  

 

Os resíduos do sabugo de milho foram lavados e secos em estufa a 105ºC. Posteriormente os 

mesmos foram triturados em moinho de facas para obtenção do material particulado e peneirados 

em uma peneira de 20mesh. O farelo obtido foi utilizado na síntese dos carvões. O farelo foi 

impregnado com ácido fosfórico (85%) na razão mássica de impregnação 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 500°C, por 1h. Os carvões obtidos foram lavados com água até a 

neutralidade da água de lavagem. Em seguida foram secos em estufa a 105°C por 24h e peneirados 

em uma peneira de 40mesh.  

Após estas etapas, calculou-se o rendimento do processo de síntese do carvão, a partir do 

resíduo em estudo, através da Equação 1. 

Ὑ  ρππ                                                                                          (1) 

Em que: Rc é o rendimento de carvão (%), mc é a massa do carvão obtido (g) e mp é a massa do 

farelo do precursor (g). 

 O carvão foi caracterizado, em relação ao seu teor de cinzas, seguindo a metodologia 

proposta por ZENEBON; PASCUET; TIGLEA (2008). Para determinação do ponto de carga zero, 

50mg da amostra de carvão ativado foram misturados com 50ml de solução de NaCl 0,10mol.L
-1

 

em diferentes pH (1-11) e deixados sobre agitação constante (em agitador orbital) durante 24h. 

Sendo que o pH de cada solução foi ajustado com solução de HCl ou NaOH 0,50mol.L
-1

 

Os testes de eficiência adsortiva foram feitos utilizando uma massa fixa de carvão (50mg) em 

tubos de centrifuga contendo 5mL da solução do corante, nas concentrações de 500mg.L
-1

, 

300mg.L
-1

 e 100mg.L
-1

. Simultaneamente ao teste de eficiência, foi feito o ajuste do pH das 

soluções, utilizando solução tampão fosfato de potássio (20mM) monobásico e bibásico, para os 

valores de pH 3;5 e 7. Os tubos foram mantidos sob agitação constante (20 rpm) à temperatura 

ambiente por 24h em agitador orbital, em seguida foram centrifugados sendo o sobrenadante 

filtrado. A quantificação do corante foi realizada por leitura direta em espectrofotômetro no 

comprimento de onda de 624nm. 

Para avaliar a influência da massa de adsorvente na eficiência de adsorção, diferentes massas 

de carvão (25mg; 50mg;75mg e 100mg) foram adicionadas em tubos contendo 5mL da solução do 
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corante (Dianix Azul Royal CC) com concentração inicial e pH escolhido nos testes anteriores, as 

análises foram feitas em triplicata. 

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Os resultados demonstraram que o processo de síntese favoreceu a obtenção de um adsorvente 

com elevado rendimento (41%) e um baixo teor de cinzas (7%). Resultados esses satisfatórios, uma 

vez que o rendimento revela a viabilidade da produção do carvão ativado a partir de um dado 

precursor, e está diretamente relacionado com a composição do material lignocelulósico e o 

processo de síntese empregado. Em termos qualitativos o baixo teor de cinzas é normalmente 

recomendado para carvões ativados, uma vez que grandes quantidades de cinzas tendem a ser 

prejudicial ao processo de adsorção por modificarem a interação entre a superfície do carvão e a 

espécie adsorvida, adsorvendo preferencialmente água, devido ao seu caráter hidrofílico 

(BAUTISTA-TOLEDO et al., 2005).          

 O resultado obtido no ensaio do pHpcz do carvão foi calculado fazendo-se uma média 

aritmética entre os pontos que se apresentaram constantes para o pH final, e estão apresentados na 

Figura 1.  

 

Figura 1. Gráfico do ponto de carga zero do carvão ativado obtido do sabugo de milho 

 

O carvão apresentou ponto de carga zero (pHpcz) em pH 4,7, pH no qual superfície do carvão 

não apresenta carga. O baixo pHpcz está relacionado com a formação de grupos ácidos na sua 

superfície, devido ao agente de ativação, ácido fosfórico. Em soluções com pH abaixo do ponto de 

carga zero a superfície do carvão ativado é protonada, sendo ideal para adsorção de compostos com 

carga negativa, e consequentemente é desprotonada em pH acima, favorecendo o comportamento 

oposto (VIEIRA et al., 2010). A determinação pHpcz é importante visto que o pH do sistema afeta o 

processo de adsorção pela dissociação de grupos funcionais sobre os sítios ativos na superfície do 

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 carvão ativado, em soluções com diferentes valores de pH são apresentados na Tabela 

1. Verifica-se que o aumento do pH da solução promoveu um aumento na capacidade adsortiva e 

eficiência de remoção do corante, sendo que a capacidade máxima de adsorção foi obtida em pH 7. 

O percentual de remoção mais baixo em meio ácido pode estar associado com a protonação do 

corante e à presença de excesso de íons H
+
 competindo com os cátions do corante pelos sítios 

ativos. Os resultados sugerem que a adsorção do corante sobre o CA não se dá apenas por interação 

eletrostática, mas possivelmente também por interações de van der Waals. 

 

Tabela 1. Capacidade adsortiva (q) e eficiência de adsorção do corante azul royal após 24 h de 

tempo de contato com o carvão ativado a temperatura ambiente com a variação do pH da solução. 

pH q (mg.g
-1

) 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 influência do processo adsortivo estão 

apresentados na Tabela 2. Observa-se se que a massa de carvão influenciou na adsorção do corante 

azul royal, uma vez que o aumento da massa promoveu uma maior eficiência de remoção. Esse 

comportamento pode ser atribuído ao aumento dos sítios ativos do carvão disponíveis para se 

ligaram à molécula de corante promovendo assim uma maior remoção do mesmo. 

 

Tabela 2. Capacidade adsortiva (q) e eficiência de adsorção (efic) do corante azul Royal no carvão 

ativado, após 6 h de teste a temperatura ambiente com variação da massa do adsorvente. 

Massa (g) q (mg.g
-1

) 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 

 

CONCLUSÃO 

 

  O carvão ativado obtido a partir do sabugo de milho possui alta eficiência na adsorção do 

corante dianix azul royal CC. Sua capacidade adsortiva é influenciada pelo ponto de carga zero e 

pH da solução, bem como a quantidade de massa no sistema, podendo ser utilizado como matriz 

adsorvente na remoção de compostos orgânicos de meios aquosos. 
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RESUMO: Fitase é uma enzima que catalisa a liberação do fosfato de fitato, o qual é a principal 

forma de fósforo predominantemente ocorrendo em grãos cereais, legumes e sementes oleaginosas. 

A digestão e o aproveitamento do alimento podem ser aumentados pela adição de fitase microbiana, 

que hidrolisa o fitato para mio-inositol e ácido ortofosfórico, necessário ao processo metabólico de 

biossíntese celular. A fitase pode ser produzida industrialmente por processos biotecnológicos, 

sendo a síntese de fitase efetuada pela membrana celular de microrganismos a forma mais 

promissora de produção da enzima. Dessa forma, este trabalho objetivou realizar a produção da 

enzima fitase em laboratório e avaliar o resíduo agrícola com maior produção de fitases para as 

linhagens fúngicas de Aspergillus awamori e Penicillium roqueforti por fermentação no estado 

sólido. Observou-se produção de fitase pelas duas linhagens fúngicas em estudo, porém a produção 

de fitase por Penicillium roqueforti não diferiu significativamente para nenhum dos resíduos em 

estudo e por Aspergillus awamori, o único resíduo que diferiu significativamente foi o de Siriguela. 

Concluiu-se assim que as espécies fúngicas podem ser utilizadas como fontes para produção de 

fitase e os resíduos de frutas também se apresentam como alternativa de meio fermentativo para 

produção da enzima.  

Palavras-chave: Maracujá. Siriguela. Umbu. Atividade fitásica.  

 

 INTRODUÇÃO  

 

Ácido fítico ou fitato (mio-inositol 1,2,3,4,5,6-hexafosfato de inositol fosfato) é a principal 

forma de armazenamento de fosfato e de inositol em plantas, o qual constitui 3-5% do peso seco das 

sementes de grãos de cereais e legumes (ZHANG, 2010). Fitase (mio-inositol-

hexaquifosfatofosfohidrolase) é uma enzima que catalisa a liberação do fosfato de fitato (mio-

inositolhexaquifosfato), o qual é a principal forma de fósforo predominantemente ocorrendo em 

grãos cereais, legumes e sementes oleaginosas (PANDEY, A., 2001).  

Os animais monogástricos, como as aves e suínos, não produzem esta enzima, ou não a 

produzem em quantidades suficientes para transformar este fitato em fósforo inorgânico (SILVA et 

al., 2005).  Sendo assim a digestão e o aproveitamento do alimento podem ser aumentados pela 

adição de fitase microbiana, que hidrolisa o fitato para mio-inositol e ácido ortofosfórico, necessário 

ao processo metabólico de biossíntese celular. Desta forma, parte do fósforo, antes não disponível, 

passa a ser aproveitado pelo organismo, tornando possível reduzir em até 30% o fósforo 

suplementado na alimentação (KUMAR et al., 2010). 

A fitase pode ser produzida industrialmente por processos biotecnológicos, sendo a síntese 

de fitase efetuada pela membrana celular de microrganismos a forma mais promissora de produção 
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da enzima.  Apesar da habilidade de produção das bactérias e leveduras, os fungos são mais 

utilizados (PANDEY et al. 2001). 

A preocupação com a utilização de resíduos da agroindústria é crescente, pois estes, quando 

indevidamente descartados ou utilizados, tornam-se fontes adicionais de poluição ambiental 

(SAIDELLES et al., 2012).A fermentação em estado sólido (FES) é considerada uma alternativa 

econômica para produção da enzima e apresenta ainda a possibilidade de utilizar resíduos 

agroindustriais como substrato (GREINER et al., 2009). 

Dessa forma, este trabalho objetivou realizar a produção da enzima fitase em laboratório e 

avaliar o resíduo agrícola com maior produção de fitases para as linhagens fúngicas de Aspergillus 

awamori e Penicillium roqueforti por fermentação no estado sólido. 

 

MATERIAIS E MÉTODOS  

 

O trabalho foi desenvolvido no Laboratório de Biotecnologia do Instituto de Ciências 

Agrárias da Universidade Federal de Minas Gerais.  

 

Microrganismos 

Utilizou-se as espécies fúngicas Aspergillus awamori e Penicillium roqueforti mantidos em meio 

Agar BDA. Para o preparo do inóculo, o fungo foi cultivado utilizando o mesmo meio de cultura, 

sendo incubado em estufa BOD durante sete dias a 28°C. 

 

Preparo do inóculo 

O inóculo fúngico foi realizado na forma de disco micelial para avaliar a produção da enzima fitase 

por meio da fermentação sólida.  Das placas cultivadas com os fungos foram cortados discos 

miceliais de 1,0 cm de diâmetro, os quais foram retirados e macerados em 1,0 mL de solução salina 

0,9% cada um.  

 

Fermentação 

Para a realização dos ensaios de produção de fitase foram realizadas fermentações sólidas a 70% de 

umidade em erlenmeyers de 500 mL utilizando resíduos de siriguela, umbu e maracujá. O meio de 

cultivo composto de 25 g do resíduo da fruta e de uma solução de uréia a 3% como fonte de 

nitrogênio, foi previamente umidificado com 8 mL de água destilada, e esterilizado a 121°C por 15 

min. Em seguida, adicionou-se 1 mL do inóculo no meio de cultivo sólido e incubou-se os frascos a 

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

 

Extração das enzimas 

A extração das enzimas foi realizada com adição de 100 mL de água destilada, com posterior 

agitação a 150 rpm por 30 minutos. O extrato cru foi filtrado e o permeado foi utilizado para os 

ensaios de atividade enzimática de fitase. 

 

Análise da atividade enzimática  

A atividade enzimática de fitase foi determinada de acordo com o método de FISKE e 

SUBBAROW (1925), medindo o fosfato inorgânico liberado. Todas as análises de atividade 

enzimática foram realizadas em duplicata, considerando como sendo uma unidade enzimática, a 

quantidade de enzima necess§ria para libera­«o de 1 ɛmol de fosfato inorg©nico por min., sob as 

condições de ensaio. 
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¶ Em um tubo de ensaio de 20 mL adicionou-se 400 ɛL do substrato fitato de s·dio 3,0 mM, 

em tampão acetato de sódio, em pH 4,0 e 100 ɛL de extrato enzim§tico. 

¶ A reação foi conduzida em banho-maria a 45 °C durante 30 min;  

¶ Adicionou-se 500 ɛL da solu­«o de §cido tricloroac®tico 5% (para parar a rea­«o);  

¶ Foram adicionados aos tubos de rea­«o, 500 ɛL do reativo colorim®trico, que consiste de 

uma solução de ácido sulfúrico, molibidato de amônio e sulfato ferroso. 

¶ Adicionou-se água destilada até completar um volume de 4mL ;  

¶ As leituras de absorbância foram realizadas em espectrofotômetro a 700 nm; 

¶ Os valores obtidos foram correlacionados com uma curva padrão confeccionada com 

KH2PO4. 

 

Análise estatística  

Os dados foram submetidos à análise de variância (ANOVA) e as médias comparadas pelo 

teste de Tukey à 5% de probabilidade, com auxílio do programa SISVAR.  

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO  

 

Os resultados das atividades enzimáticas para fitases (U mL
-
¹) de ambos os microrganismos 

em cada resíduo de fruta estão apresentados na Tabela 1. De acordo com os resultados a produção 

de fitase pela espécie fúngica Penicillium roqueforti não diferiu significativamente para nenhum 

dos resíduos em estudo. Em contrapartida verificou-se diferenças na produção de fitase por 

Aspergillus awamori, sendo que o único resíduo que diferiu significativamente foi o de Siriguela, 

apresentando a maior média de atividade fitásica de 0,152 U mL
-
¹.  

Tabela 1 ï Atividade de fitase em U mL
-1

 utilizando diferentes resíduos de frutas como meio de 

cultivo por 48 horas de fermentação.  

Fungo Resíduo de fruta 

Maracujá Siriguela Umbu 

Aspergillus awamori 0,027
aA 

0,152
bA 

0,106
abA 

Penicillium roqueforti 0,021
aA 

0,044
aB 

0,021
aA 

Legenda: Médias seguidas por letras diferentes, minúsculas nas linhas e maiúsculas nas colunas, 

diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.  

Observa-se também que houve diferença significativa na produção de fitase entre as espécies 

fúngicas de Aspergillus awamori e Penicillium roqueforti  para o resíduo de Siriguela, sendo 

verificada maior produção pelo Aspergillus awamori.  

De acordo com Awad et al. (2014) o gênero Aspergillus é um dos principais gêneros 

produtores de fitases, sendo o principal representante a espécie Aspergillus niger. Nascimento 

(2011) obteve pela realização de fermentação submersa com o fungo Aspergillus Níger, atividade 

fitásica de 6,02 U mL
-
¹, valor esse superior ao obtido nesse trabalho, porém utilizando-se um tempo 

de fermentação superior de 72 horas.  



 

 

80 

 

Valores semelhantes aos de atividade fitásica obtidos nesse trabalho foram encontrados por 

Pires (2016) que obteve atividade fitásica superior a 0,10 U mL
-1 

na produção de fitase com o fungo 

Acremonium zeae utilizando farelo de milho após 120 h de fermentação. E por Monteiro (2011) que 

obteve em estudo de produção de fitase de Rhizopus stolonifer em fermentação em meio líquido, 

valores de atividade enzimática de fitase de 0,03 U mL
-1 

e 0,07 U mL
-1

, com tempos de 36 e 48 

horas respectivamente.  

 

CONCLUSÃO  

 

As atividades enzimáticas obtidas pelas fermentações utilizando as espécies fúngicas 

Aspergillus awamori e Penicillium roqueforti indicam a possibilidade de utilização desses como 

fontes para produção de fitase. Os resíduos de frutas também se apresentam como alternativa de 

meio fermentativo para produção da enzima, ocasionando em redução dos custos de produção, uma 

vez que estes substratos apresentam menores custos e também em uma alternativa de destinação 

desses resíduos, que seriam descartados. Trabalhos futuros devem ser feitos aumentando-se o tempo 

de fermentação e modificando a composição do meio de fermentação no intuito de elevar a 

produtividade.  
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RESUMO: O fitato é a principal forma de armazenamento de fósforo em plantas e cereais usados 

na formulação de rações e limita a eficiência de utilização do fósforo e outros nutrientes nesses 

alimentos. A adição de fitases em ração animal tem sido usada para minimizar os efeitos 

antinutricionais do fitato além de diminuir os impactos ambientais e a adição de fósforo na ração. O 

objetivo dessa pesquisa foi avaliar a produção da fitase por fermentação em estado sólido pelo 

Aspergillus awamori em diferentes tempos, utilizando resíduos de frutas como substrato de 

fermentação. A cepa utilizada foi Aspergillus awamori, e os substratos utilizados para a 

fermentação foram resíduos de coquinho azedo e maracujá. As análises da atividade da fitase foram 

realizadas nos tempos de 24, 36 e 48 h. Foi possível observar que o A. awamori foi capaz de 

produzir a fitase nos dois resíduos de frutas utilizados como substratos de fermentação, e tempo de 

fermentação não influenciou significativamente na produção de fitase. Dessa forma, conclui-se que 

o A. awamori é capaz de produzir fitase utilizando os resíduos de coquinho azedo e maracujá e que 

a variação de tempo de fermentação avaliada não influenciou na produção de fitase.  

 

Palavras-chave: Atividade de fitase. Coquinho azedo. Maracujá. Fungo. 

 

INTRODUÇÃO  

 

O fitato ou ácido fítico é a maior forma de estocagem de fósforo na maioria das plantas, 

grãos de cereais e sementes oleaginosas. Porém, o ácido fítico não é uma fonte de fósforo para 

humanos e animais monogástricos, agindo como fator antinutricional, devido a sua capacidade de 

formar complexos com cátions bivalentes. Assim, além da necessidade de suplementação das rações 

animais com fósforo, são geradas grandes quantidades de poluição ambiental pelo excesso de 

minerais excretado no meio ambiente (PANDEY et al., 2001). 

Dentre as formas de aumentar o aproveitamento do ácido fítico está o uso da enzima fitase 

que permite melhor aproveitamento da dieta oferecida por animais monogástricos, aumentando a 

biodisponibilidade do fósforo pela hidrólise do ácido fítico, o que diminui a necessidade de 

suplementação com fontes inorgânicas de fósforo (SATO, JORGE e GUIMARÃES, 2016). 

As fitases podem ser obtidas por processos biotecnológicos a partir de fontes de origem 

animal e vegetal. No entanto, as fitases de origem microbiana representam a forma mais promissora 

de produção destas enzimas, as quais têm sido utilizadas em rações animais. Apesar da capacidade 

de produção de bactérias e leveduras, os fungos são mais utilizados devido às suas fitases 

apresentarem maior estabilidade térmica, maior estabilidade em faixas mais amplas de pH, elevada 
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especificidade catalítica e maior resistência à proteólise, quando comparadas com as fitases de 

plantas (KIM et al., 2006), 

A produção de fitases fúngicas se mostra mais vantajosa pela facilidade de extração da 

enzima do ponto de vista industrial. Os fungos podem ser cultivados utilizando diferentes métodos 

de cultivo, como a fermentação em meio líquido, em estado sólido e fermentação submersa. 

(SALMON, et al., 2012).  

A fermentação em estado sólido é considerada uma alternativa econômica para produção da 

enzima e apresenta ainda outras vantagens, tais como a possibilidade de utilizar resíduos 

agroindustriais como substrato e o menor risco de contaminação microbiológica (GREINER, 

SILVA e COURI, 2009).  

Diante disso, o objetivo dessa pesquisa foi avaliar a produção de fitase por fermentação em 

estado sólido pelo Aspergillus awamori em diferentes tempos, utilizando resíduos de frutas como 

substrato da fermentação. 

 

MATERIAL E MÉTODOS  

 

Essa pesquisa foi desenvolvida no Laboratório de Biotecnologia do Instituto de Ciências 

Agrárias da Universidade Federal de Minas Gerais.  

 

Microrganismo  

A cepa utilizada nesse estudo foi Aspergillus awamori. Para o preparo do inóculo, o fungo foi 

cultivado utilizando o mesmo meio de cultura BDA (Ágar Batata Dextrose), sendo incubado em 

estufa BOD durante sete dias a 28 °C. 

 

Preparo do inóculo 

O inóculo fúngico foi realizado na forma de disco micelial para avaliar a produção da enzima fitase 

por meio da fermentação sólida.  Das placas cultivadas com os fungos foram cortados discos 

miceliais de 1,0 cm de diâmetro, os quais foram retirados e macerados em 1,0 mL de solução salina 

0,9% cada um.  

 

Fermentação  

Para a realização dos ensaios de produção de fitase foram realizadas fermentações em meio sólido a 

70% de umidade em erlenmeyers de 500 mL utilizando resíduos de maracujá e coquinho azedo. O 

meio de cultivo composto de 25 g do resíduo da fruta e de uma solução de uréia a 3% como fonte 

de nitrogênio, foi previamente umidificado com 8 mL de água destilada, e esterilizado a 121°C por 

15 min. Em seguida, adicionou-se 1 mL do inóculo no meio de cultivo sólido e incubou-se os 

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

 

Extração das enzimas 

A extração das enzimas foi realizada com adição de 100 mL de água destilada, nos tempos de 24, 

36 e 48 h, com posterior agitação em shaker a 150 rpm por 30 min. O conteúdo de cada frasco foi 

filtrado e o permeado obtido foi utilizado para posterior dosagem da atividade enzimática de fitase. 

 

Análise da atividade enzimática  

A atividade enzimática foi determinada, medindo ïse o fosfato inorgânico liberado (FISKE e 

SUBBAROW, 1925), utilizando-se 400 ɛL do substrato fitato de s·dio 3,0 mM, em tamp«o acetato 
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de s·dio, em pH 4,0 e 100 ɛL de extrato enzim§tico. A rea­«o foi conduzida em banho-maria a 45 

°C durante 30 min., sendo paralisada pela adi­«o de 500 ɛL da solu­«o de §cido tricloroac®tico 5%. 

Foram adicionados aos tubos de rea­«o, 500 ɛL do reativo colorim®trico, que consiste de uma 

solução de ácido sulfúrico, molibidato de amônio e sulfato ferroso. As leituras de absorbância foram 

realizadas em espectrofotômetro em 700 nm  e os valores obtidos foram correlacionados com uma 

curva padrão confeccionada com KH2PO4. Todas as análises de atividade enzimática foram 

realizadas em duplicata, considerando como sendo uma unidade enzimática, a quantidade de enzima 

necess§ria para libera­«o de 1 ɛmol de fosfato inorg©nico por min., sob as condi­»es de ensaio. 

 

Análise estatística  

Os dados foram submetidos à análise de variância (ANOVA) e as médias foram comparadas pelo 

teste de Tukey à 5% de probabilidade, com auxílio do programa SISVAR.  

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 Os resultados obtidos para a atividade fitásica estão apresentados na Tabela 1. Foi possível 

observar que a espécie fúngica Aspergillus awamori foi capaz de produzir a fitase nos dois resíduos 

de frutas utilizados como substratos para fermentação. A seleção de substratos adequados para a 

produção de enzimas é um fator fundamental, uma vez que eles têm o papel de fornecer energia e 

nutrientes para o crescimento do microrganismo e podem induzir ou reprimir a produção de 

metabólitos (PANDEY et al., 2001).  

Verifica-se que não houve diferença significativa (P>0,05) na produção de fitase nos tempos 

de 24, 36, e 48 h (Tabela 1). Percebe-se ainda, que também não houve diferença (P>0,05) da 

atividade da enzima nos resíduos de coquinho azedo e maracujá, utilizados como meio de 

fermentação. 

 

Tabela 1 - Atividade de fitase em U/g utilizando resíduos de frutas como meio de cultivo de 

fermentação em diferentes tempos. 

Resíduo Tempo 

24 h 36 h 48 h 

Coquinho azedo 0,031 
Aa

 0,039 
Aa

 0,035 
Aa

 

Maracujá 0,084 
Aa 

0,033 
Aa

 0,027 
Aa

 

Legenda: Médias seguidas pela mesma letra, maiúsculas nas linhas e minúsculas nas colunas, não 

diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade  

 

Fungos do gênero Aspergillus são um dos principais produtores de fitases, sendo que o 

principal representante é o Aspergillus niger (AWAD et al., 2014).  Em um estudo realizado por 

Cunha, Monteiro e Mendes (2015), encontram atividade fitásica de 0,89 U/mL após 216 h de 

cultivo em meio líquido utilizado isolado de Aspergillus niger, sendo que este mesmo fungo não 

apresentou atividade significativa na fermentação em estado sólido. No entanto, esses mesmos 

autores, constataram que o isolado de Xylaria sp. apresentou atividade enzimática de 2,88 U/g após 

264 h de fermentação em estado sólido, utilizando o farelo de trigo como substrato. 

Monteiro et al. (2012) avaliaram a produção de fitase por Rhizopus stolonifer em 

fermentação em meio líquido, sendo que a máxima atividade enzimática encontrada foi de 0,14 

U/mL após 24 h de fermentação. As fermentações utilizando-se resíduos de coquinho azedo e 

maracujá obtiveram valores abaixo do observado por Monteiro et al. 
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Nascimento (2011) observou melhor produção de fitase por fermentação submersa com 

Aspergillus niger var. phoenicis URM 4924 após 84 horas de incubação.  
 

CONCLUSÃO 

 

Foi possível observar que houve produção de fitase pelo Aspergillus awamori utilizando os 

resíduos de coquinho e maracujá como substratos para a fermentação, dessa forma, esses resíduos 

podem ser utilizados como substrato de fermentação para a produção dessa enzima.  

Percebe-se também que a variação de tempo de fermentação avaliada não influenciou na 

produção de fitase, entretanto, é necessária a realização de novos estudos utilizando um tempo 

maior de fermentação e variando a composição do meio de fermentação para conduzir um aumento 

da produtividade do da enzima pelo A. awamori.  
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RESUMO: A cor é um dos mais importantes atributos de qualidade de um alimento, influencia na 

aceitação do produto e, muitas vezes, determina o poder de compra. Em produtos naturais, a 

maioria das substâncias responsáveis pela coloração pertence à classe dos flavonóides. As 

antocianinas fazem parte desta classe e compõem grande parte dos pigmentos hidrossolúveis. Os 

frutos do jamelão se caracterizam por serem uma rica fonte de antocianinas, além de apresentar alta 

capacidade antioxidante. Este trabalho teve como objetivos quantificar os flavonóides antociânicos 

pelos métodos de pH único e diferencial e capacidade antioxidante do extrato hidroetanólico da 

polpa liofilizada do jamelão pelos métodos do DPPH (2,2-difenil-1-picrilidrazil) e FRAP (ferric reducing 

antioxidant power). Dentre os resultados obtidos foi encontrado o teor de antocianinas totais de 

35,63±4,35 e 47,18±7,32 mg cianidina.100g
-1

 para o método do pH único e diferencial, 

respectivamente. A capacidade antioxidante do extrato pelo ensaio DPPH obteve valor de EC50 

igual a 151,15±17,67 µg.ml
-1

 e pelo ensaio FRAP o valor de 5,64±0,05 mg Fe
2+

.g
-1

. O extrato 

obtido com solvente hidroetanólico da polpa liofilizada de jamelão, demonstrou-se como uma boa 

fonte de antocianina e este extrato apresenta capacidade antioxidante nas duas metodologias 

testadas (ensaios DPPH e FRAP).  

 

Palavras-chave: Syzygium cumini. pH único. pH diferencial. DPPH. FRAP. 

 

INTRODUÇÃO  

  

A aplicação de pigmentos naturais e a sua correlação com a capacidade antioxidante em 

alimentos é objeto de interesse tanto para a indústria como para os consumidores. O uso desses 

pigmentos em produtos alimentícios é um fator essencial para a funcionalidade, bem como para a 

agregação de valor à imagem final do produto (SILVA et al., 2004). 

A cor é um dos mais importantes atributos de qualidade de um alimento, influencia na 

aceitação do produto e, muitas vezes, determina o poder de compra. Em produtos naturais, a 

maioria das substâncias responsáveis pela coloração pertence à classe dos flavonóides. Os 

pigmentos ocorrem geralmente na forma de antocianinas, que são derivadas das antocianidinas 

(STRINGHETA, 1991).  

A indústria de alimentos tem utilizado largamente as antocianinas como corantes 

alimentícios, devido ao amplo espectro de cores, bem como sua grande capacidade colorante graças 

aos seus grupos cromóforos, compostos por 8 ligações duplas conjugadas (WALLACE e GUSTI, 

2011). 
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Devido à complexidade das reações químicas que afetam a estabilidade das antocianinas 

durante o processamento de alimentos, como por exemplo, na elaboração de sucos concentrados, 

doces e geleias, torna-se difícil isolar um único fator que explique as mudanças que ocorrem com a 

cor e as propriedades funcionais destes pigmentos (GORINSTEIN et al., 2001).  

Tendo em vista as propriedades funcionais das antocianinas, diversas pesquisas são focadas 

na determinação do conteúdo de antocianinas e sua correlação com a capacidade antioxidante, 

buscando, assim, ampliar a aplicação destes pigmentos naturais na indústria de alimentos e 

cosméticos (SRIVASTAVA et al, 2006). 

O objetivo deste trabalho foi o de quantificar os flavonóides antociânicos e capacidade 

antioxidante da polpa liofilizada do jamelão, com objetivos específicos de extrair antocianinas com 

solução hidroetanólica, pH 2; quantificar as antocianinas totais pelos métodos de pH único e 

diferencial; determinar a capacidade antioxidante pelos métodos do DPPH (2,2-difenil-1-

picrilidrazil) e FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power). 

 

MATERIAL E MÉTODOS  

 

Os frutos do jamelão foram coletados em pomares domésticos na Cidade de Itapetinga, 

Bahia, no período de safra 2015. Os frutos foram lavados e sanitizados por imersão em água clorada 

com 100 mg.L
-1

 de cloro residual livre, durante 15 minutos. Os pericarpos foram pesados, 

embalados em embalagens de polietileno e armazenadas em ultrafreezer à -80 ± 2ºC e submetidos à 

liofilização. 

O extrato hidroetanólico foi obtido segundo o método proposto por Silva et al (2010), com 

adaptações. Alíquotas de 10 g da polpa liofilizada de jamelão foram imersas em 40 mL da solução 

extratora hidroetanólica (70% de álcool etílico P.A. e 30% de água deionizada), tendo o pH ajustado 

para a faixa de 2,0. Os sistemas foram submetidos à agitação em banho ultrassônico por 30 min, à 

temperatura de 30 °C e ao abrigo da luz. Ao término da extração, o sobrenadante foi coletado e 

filtrado, enquanto que o resíduo remanescente foi submetido a uma nova extração. O extrato 

hidroetanólico foi concentrado até a eliminação do solvente, em concentrador rotacional, sob vácuo 

à 38°C. 

A quantificação de antocianinas totais foi realizada a partir dos métodos de pH único e 

diferencial proposto por Fuleki e Francis (1968). pH único, uma alíquota de 1 mL dos extratos 

concentrados foram transferidos para balões volumétricos de 10 mL, tendo o volume completado 

com solução tampão de pH 2,0 (álcool etílico P.A. acidificado até pH 2,0 com HCl 1,5N). Foram 

constatados os valores das absorbâncias para cada um dos extratos diluídos no comprimento de 

onda de 535 nm, em espectrofotômetro, Marca Shimadzu, modelo UV-1800.  A análise de 

antocianinas pelo método de pH diferencial consistiu em efetuar leitura espectrofotométrica do 

extrato em tampão pH 1,0 e pH 4,5, baseando-se na sensibilidade destes compostos ao pH. 

Elevando-se o pH para 4,5 estabelece-se condição em que as antocianinas praticamente não 

apresentam coloração, apresentando menor absorção de energia. Por outro lado, abaixando-se o pH 

para em torno de 1,0, os pigmentos exibem coloração intensa. A diferença de absorbância 

observada espectrofotometricamente possibilita, por diferença direta, estimar a fração real de 

antocianina presente. Foram utilizados cálculos que permitiram expressar os resultados como o 

conteúdo em mg de cianidinas por 100g da fração do extrato analisado. 

A capacidade antioxidante do extrato hidroetanólico da polpa liofilizada de jamelão foi 

avaliada pelos métodos de sequestro dos radicais livres DPPH (BRAND-WILLIAMS, CUVELIER 

e BERSERT, 1995) e pelo método do ensaio FRAP (BENZIE e STRAIN, 1996). Para ambos os 
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ensaios, foram preparadas diluições dos extratos concentrados (4 a 8 mg.mL
-1

) e a elaboração de 

curvas analíticas seguindo os protocolos dos ensaios, sendo utilizadas para a expressão dos 

resultados. 

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Os resultados para a quantificação de antocianinas totais do extrato hidroetanólico da polpa 

liofilizada do jamelão foram 35,63±4,35 e 47,18±7,32 mg .100g
-1 

para o pH único e diferencial, 

respectivamente. Os resultados estão expressos como mg de cianidinas totais por 100g de 

pericarpos de jamelão. 

O extrato hidroetanólico da polpa liofilizada do jamelão apresentou teor de antocianina 

inferior ao teor encontrado por Kuskoski et al. (2006) para o extrato hidroetanólico de jamelão 

(111,2±4,1 mg .100g
-1

) pelo método do pH diferencial. Rufino et al. (2010) encontrou valor 

superior ao deste estudo (93,3 mg.100g
-1

)
 
de antocianinas totais em jamelão como matéria fresca. 

Em um recente estudo realizado por Mussi et al. (2015) foi encontrada para amostras secas de 

jamelão valores de teores de antocianinas entre 18-26 mg.100g
-1

. Resultados próximos aos 

encontrados neste estudo.  

Os resultados para a capacidade antioxidante dos extratos hidroetanólicos e aquosos de 

pericarpos de mangostão liofilizados avaliada por meio dos ensaios de sequestro dos radicais livres 

DPPH e pelo ensaio FRAP foram 151,15±17,67 mg.mL
-1

 e 
 
5,64±0,05 mg.g

-1
, respectivamente. O 

resultado do DPPH é expresso em EC50 e o do ensaio FRAP em Fe
2+

. 

Ao investigar os compostos fitoquímicos bioativos presentes em jamelão, Benherlal (2010) 

obteve EC50 para o extrato metanólico da polpa desse fruto de 172 ± 3,7 ɛg.mL
ï1

, valor superior ao 

encontrado neste estudo no extrato hidroetanólico da polpa liofilizada do jamelão. 

Pereira et al. (2012) observaram valores de EC50, atingidos pelo extrato etanólico das 

sementes de S. Cumini (l.) Skeels frente ao DPPH, de 118,66 ɛg.mL
-1

 e 73,46 ɛg.ml
-1

, 

respectivamente. Constata-se que os valores de EC50 dos estudos acima, relacionados à semente, 

foram menores do que o valor de EC50 do extrato hidroetanólico da polpa liofilizada de jamelão. 

Quanto menor o valor de EC50 maior a capacidade antioxidante. 

Segundo Rufino et al. (2010) o jamelão apresenta em sua matéria fresca e seca valores de 

9,87 mg Fe
2+

.g
-1

 e 34,7 mg Fe
2+

.g
-1

, respectivamente. Valores estes superiores ao encontrado para a 

polpa liofilizada de jamelão. Chaudhary e Mukhopadhyay (2013) encontraram na película do 

mangostão capacidade antioxidante de 4.34±0.26 Fe
2+

g
-1

 em sua amostra com maior conteúdo de 

antocianinas. Este valor se aproximou à capacidade antioxidante encontrada para a polpa liofilizada 

neste trabalho. 

 

CONCLUSÃO 

 

Com o presente estudo pode-se inferir que o extrato obtido com solvente hidroetanólico da 

polpa liofilizada de jamelão, segundo os resultados dos métodos pH único e diferencial, constitui 

uma boa fonte de antocianina e este extrato apresenta capacidade antioxidante nas duas 

metodologias testadas (ensaios DPPH e FRAP). 
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RESUMO: O presente trabalho teve como objetivo verificar a aceitação sensorial de licores de 

frutos tropicais, originalmente elaborado a partir de abacaxi, maracujá e goiaba comercializados na 

região de Salinas-MG. Como forma de avaliação sensorial, os licores foram submetidos a teste de 

aceitação e intenção de compra com a participação de 60 julgadores maiores de 18 anos. Para o 

teste aceitação foi utilizada uma escala hedônica de nove pontos variando de 1-gostei extremamente 

a 9-desgostei extremamente. Para o teste de intenção de compra foi realizada como forma de 

avaliação uma escala de cinco pontos, variando de 5-certamente compraria o produto a 1-

claramente não compraria o produto. Os resultados sensoriais dos licores foram submetidos à 

análise de variância (ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de Tukey com significância de 

5% de probabilidade e Dunnett. De acordo os resultados, os produtos apresentaram padronização e 

boa aceitação, dentre eles o Licor de Goiaba. 

 

Palavras-chave: Licor. Frutos. Sensorial. Aceitação. 

 

Aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da FUNORTE: nº 63290216.9.0000.5141 

 

INTRODUÇÃO  

  

O setor de licores está desfrutando de um crescimento sólido e contínuo, tanto em mercados 

estabelecidos como em emergentes. Existe uma gama de variedades de frutos dos quais se elaboram 

a bebida, ainda desconhecidos pelo mercado formal. É possível a obtenção da bebida por alimentos 

diversos tais como mel, romã, por exemplo, e dentre estes, a goiaba, abacaxi e maracujá (SEBRAE, 

2014).  

Dentre os diversos tipos de frutas utilizadas na fabricação de licor tem-se a goiaba, que 

segundo Gongatti et al. (1996) é um dos frutos de maior importância nas regiões subtropicais e 

tropicais devido ao seu valor nutritivo, consumo in natura, grande aplicação industrial e por se 

desenvolver em condições adversas de climas (PORTAL SÃO FRANCISCO, 2009).  

O abacaxi é uma planta de clima tropical apreciado em todo mundo devido as suas 

qualidades sensoriais e por ser fonte de cálcio, vitaminas A, B e C (CUNHA, 1999). O maracujá 

tem coloração e formato variado. O gênero Passiflora é conhecido popularmente em diferentes 

países por suas propriedades medicinais e funcionais (COSTA & TUPINAMBÁ, 2005). A goiaba, 

por sua vez é um alimento de grande valor nutritivo, possui quantidades razoáveis de sais minerais, 

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

De acordo com Robinet (1891), os licores são misturas de água, álcool, açúcar e princípios 

aromáticos extraídos de plantas, raízes, cascas sementes ou frutos. Segundo a legislação brasileira, 

licor é a bebida com graduação alcoólica de 15 a 54% em volume, a 20 graus Celsius, e um 

percentual de açúcar superior a 30 gramas por litro, elaborado com álcool etílico potável ou 














































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































