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RESUMO

RUBIO, F. T. V. Estudo da Biossorcédo de Antocianinas da Casca de Jabuticaba
(Myrciaria caulifora) em Residuo de Industria de Cerveja. 2014. 56 f. Trabalho de
Concluséo de Curso (Engenharia de Alimentos), Universidade Tecnologica Federal
do Parana. Campo Mouréo, 2014.

A biossorcao é uma acumulagéo passiva e puramente fisico-quimica de um soluto em
uma interface e pode ser realizada por material biolégico vivo ou morto. O processo
surge como uma alternativa para o reaproveitamento de dois residuos industriais que
sao despejados em abundancia: as leveduras esgotadas da producédo cervejeira e as
cascas de jabuticaba, descarte majoritario da producéo de geleias e licores. O objetivo
deste trabalho foi estudar o processo de biossorcédo do composto antioxidante por um
material biolégico, buscando a producdo de um concentrado proteico, a partir de
leveduras, com caracteristicas antioxidantes. A extracdo das antocianinas da casca
de jabuticaba foi otimizada através de um planejamento experimental do tipo Box-
Behnken, testando trés variaveis: porcentagem de alcool etilico, razao soluto/solvente
e velocidade de agitagdo. A quantificacdo das antocianinas totais foi realizada pelo
método de pH diferencial. As amostras destinadas ao experimento de biossor¢cao
foram preparadas com 0,05 g de levedura seca e 12,5 mL de extrato puro; agitadas
em velocidade de 150 rpm, a 25 °C e em protecdo da luz; retiradas em tempos
regulares e centrifugadas a 5000 rpm. A quantidade de antocianinas biossorvidas foi
determinada por balanco de massa e a cinética de biossorcdo foi modelada por
equacdes de pseudo-primeira e pseudo-segunda ordem. O experimento das
isotermas de biossorcéo foi realizado numa proporgcédo de 50 mg de levedura seca
para 12,5 mL de extrato, em agitacdo a 140 rpm, 25 °C e 120 minutos. A otimiza¢ao
da extracdo obteve resultados significativos, com coeficiente de determinacdo maior
gue 0,98, e sugeriu-se as seguintes condi¢cdes 6timas: razdo de soluto/solvente de 20
mL, concentracdo de etanol de 50% e velocidade de agitacdo de 110 rpm. O modelo
de pseudo-segunda ordem foi o que melhor descreveu a sorcdo do processo,
apresentando coeficiente de determinagédo também maior que 0,98. Pelo experimento
das isotermas, concluiu-se que a biossorcao das antocianinas da casca de jabuticaba
em leveduras € um processo favoravel, de natureza quimica, ocorre em monocamada
e a superficie do sdlido é uniforme e constituida de sitios idénticos e independentes
entre si. A biomassa de leveduras enriguecida com 0 grupo antocianinico € uma
alternativa interessante e promissora tanto para a industria alimenticia e farmacéutica
guanto para o reaproveitamento de residuos industriais.

Palavras-chave: biossorgcéo, antocianinas, leveduras, jabuticaba



ABSTRACT

RUBIO, F. T. V. Study of Biosorption of Anthocyanins from Jabuticaba (Myrciaria
caulifora) Shell in Brewing Industry Waste. 2014. 56 f. Trabalho de Concluséao de
Curso (Engenharia de Alimentos), Universidade Tecnoldgica Federal do Parana.
Campo Mouréo, 2014.

The biosorption is a purely passive and physicochemical accumulation of a solute in
an interface and it can be performed by living or dead biological material. The process
is an alternative to the reuse of two industrial waste discharged in abundance: the
exhausted yeast of beer production and jabuticaba shells, majority disposal of the
production of jams and liqueurs. The objective of this work was to study the biosorption
process of anthocyanins in a biological material, trying to produce a protein
concentrate, from yeast, with antioxidant properties. The extraction of anthocyanins of
jabuticaba peel was optimized through an experimental design of the Box-Behnken
type, testing three variables: percentage of ethanol, solute/solvent ratio and stirring
speed. The quantification of anthocyanins was carried out by the pH differential
method. Sampling for the biosorption experiment were prepared with 0.05 g of dry
yeast and 12.5 ml of pure extract; stirred at a speed of 150 rpm at 25 ° C and in
protection from light; the samples were removed at regular intervals and were
centrifuged at 5000 rpm. The adsorbed quantity of anthocyanins was determined by
mass balance, and the biosorption kinetics was modeled by pseudo-first order and
pseudo-second order equations. The experiment of biosorption isotherms was carried
out in a proportion of 50 mg to 12.5 ml dry yeast extract, stirring at 140 rpm, 25 ° C and
120 minutes. The optimization of the extraction obtained significant results, with a
coefficient of determination higher than 0.98, and it was suggested the following
conditions: ratio of solute/solvent of 20 ml, ethanol concentration of 50% and agitation
speed of 110 rpm. The model of pseudo-second order was the best model to describe
the sorption process, with a coefficient of determination also greater than 0.98.
Through the isotherms experiments, it was concluded that the biosorption of the
anthocyanins from the jabuticaba peels in yeast is a favorable process, chemical, and
occur in monolayer and the solid surface is uniform and composed of identical and
independent sites. The biomass of yeast enriched with anthocyanins is an interesting
and promising alternative for the food and pharmaceutical industries and for the reuse
of industrial waste.

Keywords: biosorption, anthocyanins, yeast, jabuticaba
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1. INTRODUCAO

O Brasil, no contexto mundial, esta entre os quatro maiores produtores de
cerveja, contando com uma produgcdo anual de, aproximadamente, 10 bilhdes de
litros, segundo o SINDICERV (Sindicato Nacional da Industria da Cerveja).
Inevitavelmente, a industria cervejeira também produz uma grande quantidade de
residuos ao final de seu processo (SANTOS, RIBEIRO, 2005). O principal rejeito,
representando 85% dos subprodutos, é o bagaco de malte; o segundo € a levedura
(REINOLD, 1997).

Além de retratarem perdas econémicas no processo produtivo (BROCHIER,
2007), os residuos podem gerar impactos ambientais, uma vez que apresentam alta
carga de material organico. Por isso, quando ndo sdo destinados adequadamente,
poluem aguas e contaminam solos afetando diretamente ao meio ambiente e a saude
humana (BROCHIER, CARVALHO, 2009; LORA, 2000).

A busca por novas tecnologias, a reducéo nas perdas e o reaproveitamento
destes rejeitos industriais surge como uma solugéo para os problemas econémicos e
ambientais causados pelos mesmos, de maneira a tornar sua disposi¢ao final menos
impactante (MARQUES, 1995; VALLE, 2002). Pesquisas foram, entdo, impulsionadas
com o objetivo de descobrir os potenciais nutricionais dos subprodutos cervejeiros de
forma a incorpora-los na suplementagdo humana ou animal (COSTA, 2004; PINTO et
al., 2013; SOUZA, 2010).

Segundo Araujo et al. (2009), alguns autores tém estudado a utilizacdo de
levedura como um complemento em potencial, ndo s6 devido ao seu alto teor de
proteinas, mas também por se tratar de uma fonte natural de vitaminas do complexo
B. As leveduras possuem um contetdo de proteina bruta em torno de 30 a 70%, sao
ricas em minerais, em macro e microelementos, especialmente selénio e fibra
dietética, e aminoacidos essenciais (YAMADA et al., 2003).

O excedente de levedura descartada na fermentacao alcodlica esta sendo
empregado na alimentagdo humana, tanto de forma integral (célula ativa ou inativa),
guanto em apenas alguns de seus componentes, como, por exemplo, polissacarideos
da parede celular e nucleotideos (COSTA, 2004; HISANO et al., 2007).
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Toda matéria organica de origem vegetal, animal ou microbiana pode ser
classificada como biomassa. Esta pode ser produzida na natureza, sem intervencgao
humana; cultivada com o proposito de se obter um produto comercializavel; ou gerada
como subproduto de atividades antropogénicas (NOGUEIRA, NASCIMENTO, 2007).
Assim que pesquisadores perceberam o potencial de biomassas como material
biossorvente, surgiu a biorremediacdo por microrganismos, a qual consiste na
modificacdo ou decomposicéo de poluentes alvos (BENTO et al., 2003; WAIHUNG et
al., 1999). Leveduras, fungos e bactérias sdo materiais biolégicos utilizados na
retencdo, remocao ou recuperacdo de metais pesados ou qualquer outro composto,
de solucdo aquosa, num processo denominado biossor¢cdo (VEGLIO, BEOLCHINI,
1997; VOLESKY, 2001).

A biossorcéo pode ser realizada por biomassa viva ou morta de forma rapida
e reversivel (GOMES et al.,, 1998) através da adsor¢cdo, ou seja, se trata da
acumulacdo passiva e puramente fisico-quimica de um soluto em uma interface,
independente dos mecanismos metabdlicos do microrganismo (GADD, 1990; RARAZ,
1995).

A possibilidade de, através do processo, agregar valor a um produto que ja
vem sido comercializado, ao inserir na biomassa uma substéncia antioxidante, a
antocianina, extraida das cascas de jabuticaba, torna os estudos de biossorcéo
atrativos.

Nativa da Mata Atlantica e pertencente a familia Myrtaceae (FAVARO, 2008),
a jabuticaba apresenta teores elevados de vitamina C (GIACOMETTI, LLERAS, 1994),
taninos e possui alta aplicabilidade alimenticia, seja na producdo de doces ou de
bebidas e vinagre. Em consequéncia da alta produtividade e baixa vida util da fruta,
grande parte da producéao € perdida. Além disso, na fabricacdo de seus produtos, ha
um descarte majoritario das cascas e sementes. Porém, principalmente na casca, a
jabuticaba apresenta altos teores de antocianinas, com um valor médio de 314 mg/
100g de fruta (CAVALCANTI, 2013; TERCI, 2004), que acabam sendo dispensados
se nao houver a opcdo de um aproveitamento.

Compostos antioxidantes, como as antocianinas, sao empregados em
alimentos com a finalidade de inibir ou retardar a acao do oxigénio atmosférico, que é
o principal agente responsavel pela deterioracdo de materiais organicos, inclusive das
proteinas (OLIVEIRA et al., 1999; RAMALHO, JORGE, 2006). No organismo humano,

as antocianinas protegem células e tecidos de agressfes causadas pelos radicais
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livres e espécies reativas do oxigénio, o qual pode ser produzido durante o
metabolismo normal do oxigénio ou induzido por danos exdgenos (VOLP, 2008).
Além das propriedades antioxidantes, as antocianinas também podem
prevenir doencas cardiovasculares, reduzindo os teores elevados de colesterol e
triacilgliceréis, e evitam doencgas degenerativas (RIBEIRO et al., 2004). Assim, o
objetivo deste trabalho foi estudar o processo de biossor¢do das antocianinas das
cascas de jabuticaba por um material biolégico, buscando a producdo de um

concentrado proteico, a partir de leveduras, com caracteristicas antioxidantes.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Jabuticaba (Myrciaria cauliflora)

A jabuticaba (Figura 1), fruta nativa do Brasil e presente em grande faixa do
pais, do Para ao Rio Grande do Sul (PEREIRA, 2003), é reconhecida por sua forma
arredondada. Foi chamada pelos tupis de “iapoti’kaba” ou “fruta em botao” (MELETTI,
2000; GEOCZE, 2007). Tem casca fina, lisa, muito fragil, de cor roxo-escura, polpa
esbranquicada e adocicada e pode possuir diametro de 1,6 a 2,2 cm (WHALEN et al.,

1997; MELETTI, 2000).

Figura 1. Foto llustrativa da Jabuticaba (Casca, Polpa e Sementes)

Os frutos da jabuticabeira, além de serem consumidos in natura, podem ser
aproveitados para diversas finalidades, tais como a producdo de vinagre, licores,
geleias, chas medicinais e sucos (MAGALHAES et al., 1996; DONADIO, 2000;
PEREIRA, 2003). A jabuticaba in natura, depois de colhida, deve ser imediatamente
consumida ou processada, pois dispde de uma curta vida util: comeca a ser
fermentada praticamente no mesmo dia da sua extracao (LOPES, 2005) e, apos dois
dias, apresenta altera¢gfes significativas em sua aparéncia e sabor, devido a perda
intensa de &gua, fermentagdo da polpa e deterioracdo (BARROS et al., 1996;
MAGALHAES et al., 1996).

Os problemas de conservagcdo do fruto pos colheita, associados as altas

producbes (cerca de 454 kg de jabuticaba por arvore), geram elevadas perdas na
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época da safra. O aproveitamento destas fracdes desperdicadas ndo sé traz
beneficios ecoldgicos e socioecondbmicos como também insere nas industrias
alimenticias ou farmacéuticas uma fonte alternativa para novos produtos
(CAVALCANTI, 2013).

2.2. Antocianinas

Os compostos fendlicos sao substancias que possuem anel aroméatico em
sua estrutura quimica e tém estrutura variavel, conferindo a eles caracteristicas
multifuncionais. O grupo dos fendlicos é composto por moléculas simples e moléculas
com alto grau de polimerizacdo, as quais podem estar ligadas nos vegetais em sua
forma livre ou associadas a acucares e proteinas. Dentre os fendis distintos presentes
na natureza, destacam-se os flavonoides, acidos fendlicos e taninos (ANGELO,
JORGE, 2007). A sintese dessas substancias ocorre durante o desenvolvimento
normal de plantas, em resposta a diferentes situacdes, tais como stress e radiacdes
ultravioleta (HAMINIUK et al., 2012).

As antocianinas se encaixam na familia dos flavonoides, agentes
antioxidantes bastante presentes na dieta humana, como, por exemplo, em frutas,
vegetais, flores, caules e raizes de plantas. (TAPIERO et al., 2002; MARTINEZ-
FLOREZ et al., 2002).

Em 1835, Marquat utilizou, pela primeira vez, o termo antocianina como
designacgao para pigmentos azuis encontrados em flores. A palavra “Antho”, do grego,
significa flor e “Kiano”, azul (JACKMAN et al.,, 1987). O espectro de cor desse
composto natural varia do vermelho ao azul, podendo apresentar-se como a mistura
de ambas as cores, numa tonalidade purpura (VOLP et al., 2008). Como exemplo, as
cascas de jabuticaba possuem intensa coloracdo arroxeada devido a presenca de
antocianinas, dentre elas a cianidina-3-glicosideo (ARTS, HOLLMAN, 2005; SILVA et
al., 2010; EINBOND et al., 2004). Os pigmentos localizam-se, majoritariamente, em
células préoximas a superficie de forma a atuarem como filtro de radiacdes ultravioleta
(TEIXEIRA et al., 2008).

O cétion 2-fenilbenzopirilium (Figura 2), também denominado de cation
flavilium, é a estrutura basica das antocianinas. Estas apresentam-se, na maior parte
das vezes, associadas a agucares, ligados geralmente na posicao 3 (Figura 3), o que
auxilia na estabilizagcdo da molécula. A hidrolise destes agucares é facilmente obtida
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pelo aquecimento em meio acido e este processo tem como produtos componentes
glicidicos e as agliconas, as quais se da o nome de antocianidinas (SILVA, 2011;
KONCZAK, ZHANG, 2004; CASTANEDA-OVANDO et al., 2009).

Cation Benzopirilium

Cation 2-fenilbenzopirilium (fTavilium)
Figura 2. Estrutura Basica das Antocianinas
Fonte: Silva (2011)

Antocianidinas R R; R
Ciamdina OH OH H
Delfimdina OH OH OH
Pelargonidina H OH H
Petunidina Ohde OH OH
Malvidina OMe OMe OMe
Peonidina Ohe OH H

Figura 3. Estrutura Geral das Antocianidinas mais Comuns
Fonte: Silva (2011)

As antocianinas séo frequentemente relacionadas com beneficios a salde
(HAMINIUK et al., 2012). Tém a atividade antioxidante como sua propriedade mais
importante, uma vez que atuam na prevencdo de doencas cardiovasculares,
neuroldgicas, cancer e diabetes (KONCZAK, ZHANG, 2004). O composto antocianico
evita a peroxidacao de lipideos, a agregacéo de plaquetas, reduz teores elevados de

colesterol e triacilglicerdis. As antocianinas podem, também, ser usadas como anti-
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inflamatorios (RIBEIRO et al., 2004). Além das propriedades quimicas desejaveis, as
suas propriedades funcionais agregam valor a imagem final do produto, atendendo as
necessidades de um publico que exige, cada vez mais, consumir alimentos livres de
produtos quimicos sintéticos (FALCAO et al, 2007).

2.2.1. Extracao de Antocianinas

O método de extracdo das antocianinas é definido principalmente pelo
propoésito da aplicacdo e pela natureza das mesmas. Em escala industrial, se
considera, também, fatores como o custo, a praticidade e agilidade em processos
(EMBRAPA, 2012; GARCIA-VIGUERA et al., 1998).

Em relacdo as condicdes de extracdo, as antocianinas sao instaveis a
alteracdes bruscas de temperatura. Sendo assim, ndo é aconselhdvel a extracdo em
temperaturas acima de 60 °C, pois, acima disso, ocorre degradacdo térmica do
composto e, consequentemente, ha reducéo da sua estabilidade e da concentracdo
das antocianinas no extrato. Além da temperatura, a exposicao a luz, as variagées de
pH, tipo de solvente e presenca de substancias que possam reagir também podem
culminar em diminuicdo da estabilidade (EMBRAPA, 2012).

Devido a presenca dos grupos substituintes, como as hidroxilas, carboxilas,
metoxilas e também das glicosilas ligadas aos seus anéis aromaticos, as antocianinas
sao classificadas como moléculas polares. Por isso, sdo mais facilmente extraidas
com solventes polares (XAVIER, 2004).

Lopes et al. (2000) elucida que os métodos convencionais de extracdo de
pigmentos geralmente empregam &cido cloridrico diluido em metanol. Entretanto, o
HCI é corrosivo e 0 metanol apresenta alta toxicidade para o ser humano. Por isso,
sdo preferiveis outros métodos mais simples de extracdo. O uso do etanol, por
exemplo, é mais vantajoso se comparado com o metanol acidificado, pelo menor custo
e por sua nao-toxicidade. Este solvente € recomendado, principalmente, quando o
composto tem propositos alimenticios (LAPORNIK et al., 2005; FULEKI, FRANCIS,
1968). Relata-se extracdo eficiente de antocianinas até mesmo com agua pura (JING,
GIUSTI, 2007).
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2.2.2. Quantificagdo de Antocianinas

Segundo Favaro (2008), ha diversos métodos existentes para a quantificacao
de antocianinas, dentre os quais destacam-se aqueles que envolvem: polarografia,
colorimetria, espectrofotometria UV-VIS, cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) e espectrometria de massas. A quantidade de antocianinas presentes em
extratos é determinada principalmente pela espectrofotometria UV-VIS.

Os métodos espectrofotométricos baseiam-se, fundamentalmente, nas
transformacdes estruturais que as antocianinas sofrem em funcao das mudancas de
pH a que sdo submetidas O método oficial internacional para a quantificacdo de
antocianinas € baseado no método do pH diferencial (LEE et al., 2005).

O método do pH diferencial permite resultados precisos e uma medi¢éo rapida
das antocianinas totais. Estas apresentam coloracdo predominante e maior
absorbéancia em pH 1,0 e coloragdo menos intensa e menor absorbancia em pH 4,5,
como pode ser verificado na Figura 4. A mudanca de coloracdo a que as antocianinas
estdo sujeitas ocorre devido a formacdo da estrutura hemicetalica incolor em pH
proximo a 5, segundo as rea¢c6es mostradas na Figura 5 (GIUSTI, WROLSTAD, 2001).
Em pH 1, as antocianinas estdo na forma do ion flavilium, com forte coloragéo
vermelha, e, em pH 4,5, na forma de carbinol, incolor WROLSTAD, 1993).

204
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Figura 4. Caracteristicas Espectrais de Antocianinas de Rabanete Purificadas em pH 1,0 e
pH 4,5
Fonte: GIUSTI, WROLSTAD (2001)
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AH+: cition flavilinm (vermelho) Psewdo-base carbinol (incolor)

pH 1
H pH 5-6

Base guincidal (azal) Chalcona (incolor)
pH 2-4

Figura 5. Transformacdes estruturais das antocianinas com as mudancas de pH
Adaptado: Constant (2003)

A medicdo de absorbancia de extratos brutos é possivel porque as
antocianinas possuem absorcao tipica numa faixa de 490 a 550 nm, diferente de
outros materiais fendlicos, cuja faixa de absorcdo se encontra abaixo de 360 nm
(GIUSTI, WROLSTAD, 2001).

2.3. Leveduras

Leveduras sao seres eucariontes, predominantemente unicelulares e
pertencentes ao reino Fungi. Esse tipo de microrganismo € utilizado na producédo de
cerveja e € responsavel pela conversdo de agucares em etanol, gas carbénico e
compostos aromaticos, sob condicbes anaerObicas. Apds o0 processamento da
cerveja, as leveduras precipitam, sao filtradas e removidas (CARVALHO et al., 2006;
VENTURINI, 2005; CARVALHO et al., 2007).
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A crescente producao de cerveja gera excedentes de levedura. A cada cem
litros da bebida, sdo descartados 2,8 litros de biomassa (SHOTIPRUK et al., 2005;
MARTINS, 2008). A maior parte dos residuos de leveduras é utilizada como
suplemento alimentar e uma grande quantidade é considerada lixo industrial (CHAE
et al., 2001; SHOTIPRUK et al., 2005).

As leveduras apresentam um teor de proteina bruta de 30 a 70% e de 20 a
30% de carboidratos, sendo, na maioria, polissacarideos localizados na parede celular
e, em menor proporcao, carboidratos de reserva energética (glicogénio e trealose)
(CARVALHO, 2001). Sao fonte, também, de lipideos, RNA, vitaminas, principalmente
do complexo B, e minerais, além de serem uma fonte barata de nitrogénio (YAMADA
et al., 2003; CHAE et al., 2001).

As leveduras recebem pouca atencdo e sua disposicdo acarreta em
problemas ambientais. No entanto, pode ser utilizada em diversos processos
biotecnolégicos, processos fermentativos para a producédo de compostos com valor
agregado ou simplesmente como matéria-prima para a extracdo de compostos
(FERREIRA et al.,, 2010), de forma a reaproveitar um residuo industrial e suas

caracteristicas.

2.4. Adsorcao ou Biossorcéao

O termo biossorcdo pode ser definido como um processo em que se utiliza
biomassa vegetal ou microbiana para reter, remover ou recuperar metais pesados ou
outros compostos em solugbes aquosas. Trata-se de uma adsorcdo com base
biolégica. Neste processo, 0s microrganismos sequestram o metal ou composto por
meio de ligacbes de superficie, diferente da absor¢cdo, que engloba nao s6 reacdes
de superficie, como precipitagdes, e formacdo de complexos intra e extracelulares
(VOLESKY, 2001).

A biossorcdo é um processo rapido, passivo, reversivel, independente de
energia metabodlica e pode ser realizado por matéria organica viva ou morta. Depende
de parametros como pH, tipo do metal a ser removido, concentracdo do ion,
concentracéo de biomassa, volume de solugao e temperatura (GADD, 1993; GOMES
et al., 1998, KAPOOR, VIRARAGHAVAN, 1995).

Dentre os materiais biossorventes, estdo o0os microrganismos (bactérias,

microalgas, fungos, leveduras) e vegetais macroscopicos (algas, gramineas, plantas
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aquéticas). Partes ou tecidos especificos de vegetais (casca, bagaco, sementes)
também apresentam a capacidade de acumulacgéo por adsorcdo (COSTA et al., 2011).

Segundo Borba et al. (2012), os mecanismos de transferéncia de massa
presentes no processo de adsorcao sdo os seguintes: 1) difusdo do soluto do seio da
fase fluida para a superficie do adsorvente; 2) adsor¢cao do soluto na superficie do
adsorvente; 3) difusdo do soluto nos poros do adsorvente.

A adsorcao pode ser de natureza quimica ou fisica. Na adsorcdo quimica, a
energia de ligacéo envolvida € da mesma ordem de grandeza das ligacées quimicas
de formacdo das substancias. Por isso, a quimiossorcdo é, na maioria das vezes,
irreversivel. Ja na adsorcdo fisica, sdo envolvidas forcas de Van der Waals (repulsédo
e dispersao) e interacdes eletrostaticas compreendendo as intera¢des de polarizacao
e dipolo (RUTHVEN, 1984; YOUSSEF et al., 2004)

Os estudos de biossorcao tém sido realizados principalmente com o intuito de
remover ou reter metais pesados ou poluentes de soluc¢des aquosas (SEKHAR et al.,
1998; VOLESKY, HOLAN, 1995; MACIEL et al.,, 2013). Quanto a adsorcdo de
antocianinas, existem estudos apenas utilizando adsorventes sintéticos (SCORDINO
etal., 2004; LIU et al., 2007; CHANG et al., 2012; KOHNO et al., 2014). N&o hé relatos
sobre a utilizacao de leveduras para essa finalidade.

2.4.1. Cinética de Biossorcao

Os modelos cinéticos tém como finalidade relacionar a concentracdo do
adsorvato (material a ser adsorvido) com o tempo de agitacdo. Essa concentracao,
em solucédo, decresce com o tempo, até atingir um valor constante, ou seja, até que
seja alcancado o equilibrio dindmico entre a quantidade do adsorvato com a
quantidade que estd sendo dessorvida. O tempo necessario para alcancar este
estagio € chamado tempo de equilibrio e a quantidade do material adsorvido retido
neste tempo reflete a capacidade de adsorcdo no equilibrio em condi¢des
estabelecidas (DABROWSKI, 2001).
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2.4.2. Isotermas de Biossorgéo

As isotermas sdo uma relacdo de termodinamica de equilibrio entre as fases
fluida e solida do sistema. Elas mostram a capacidade de adsor¢céo de um adsorvente,
Dessa forma, o processo de adsor¢ao pode ser avaliado quantitativamente por meio
das isotermas (SCHNEIDER, 2006).

Quando uma massa de material biossorvente € agitada com um volume de
solucdo com concentracdo conhecida de soluto, em uma determinada temperatura,
essa amostra terd o seu equilibrio atingido apds um periodo de tempo. Nesta situacéo,
o0 soluto terd uma distribuicdo definida entre as fases sélida e liquida. Ao realizar esse
procedimento para solucbes com concentracdes crescentes de soluto, é possivel
construir isotermas de adsorcdo, as quais relacionam a capacidade de sorcdo do
sélido com a concentracao residual do soluto a uma dada temperatura (SCHNEIDER,
1995).

Alguns dos modelos mais aplicados para isotermas sdo as Isotermas de
Langmuir, Freundlich, Temkin e Dubinin-Radushkevich. A isoterma de Langmuir € o
modelo de isoterma de adsor¢cdo mais simples e utilizado. A teoria de Langmuir
considera que as moléculas sdo adsorvidas e aderem a superficie do adsorvente em
sitios definidos e localizados (SCHNEIDER, 2006). Cada sitio pode acomodar uma, e
somente uma, entidade adsorvida, satisfazendo a regra da monocamada. A energia
da entidade adsorvida € a mesma em todos os sitios da superficie e ndo depende da
presenca ou auséncia de outras entidades adsorvidas nos sitios vizinhos
(FERNANDES, 2005).

Segundo SCHNEIDER (2006), a isoterma de Freundlich corresponde a uma
distribuicdo exponencial de calores de adsor¢cdo e ndo prevé a saturacdo do
adsorvente. Este modelo admite uma distribuicdo logaritmica de sitios ativos, que
constitui um tratamento valido quando ndo existe interacdo apreciavel entre as
moléculas de adsorvato.

As isotermas de Temkin propdem um modelo que considera os efeitos das
interacOes indiretas entre as moléculas de adsorvato. Este modelo segue o principio
de que o processo de adsorcao é caracterizado por uma distribuicdo uniforme da
energia de ligagédo, até um méaximo e o calor de adsor¢cédo de todas as moléculas da
camada diminui linearmente com o grau de cobertura, devido as interacfes
adsorvente-adsorvato (TEMKIN, PYZHEV, 1940).
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J4 a isoterma de Dubinin-Radushkevich, é aplicada para distinguir se o
processo de adsor¢do é de natureza fisica ou quimica. Neste modelo, a vizinhanca da
superficie do sélido é caracterizada por uma série de equipotenciais superficiais, ou
seja, todos o0s pontos apresentam o mesmo potencial de sorcdo (DUBININ,
RADUSHKEVICH, 1947).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Estudar a biossorcdo de antocianinas extraidas de cascas da jabuticaba em

leveduras que se tornam inviabilizadas na producédo de cerveja.

3.2. Objetivos Especificos

- Avaliar a concentragcéo de antocianinas totais da casca de jabuticaba;

- Otimizar a extracdo de antocianinas das cascas de jabuticaba;

- Determinar a quantidade de antocianinas biossorvidas pelas leveduras;

- Adequar os modelos cinéticos para descrever a sor¢do do processo;

- Ajustar modelos de isotermas aos dados experimentais para avaliar o

processo de biossorcao.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Amostras de jabuticaba

As jabuticabas foram obtidas na CEAGESP (Companhia de Entrepostos e
Armazéns Gerais do Estado de Sao Paulo), localizada na cidade de Sao Paulo, SP,
da safra de janeiro de 2014. As frutas foram selecionadas, imersas em solucéo de
agua e hipoclorito de sodio a 1% e lavadas com agua corrente em abundancia. Foi
realizada, entdo, a separagcdo manual de casca e polpa. A polpa de jabuticaba foi
armazenada em ultrafreezer a — 40 °C e as cascas foram submetidas a secagem em

estufa a 40 °C, até massa constante, e posterior moagem em moinho de facas.

4.2. Extragcao de antocianinas

A extracdo das antocianinas foi otimizada segundo um planejamento
experimental do tipo Box-Behnken, cujas trés variaveis foram: porcentagem de alcool
etilico, razdo soluto/solvente e a velocidade de agitacdo (rpm) a que as amostras
foram submetidas. Os trés niveis de variacdo do delineamento estdo apresentados na
Tabela 1, e, na Tabela 2, estdo expressas em valores ndo codificados as variaveis

para cada uma das quinze amostras que foram preparadas.

Tabela 1. Dominio Experimental do Delineamento Box-Behnken

Niveis
Variaveis -1 0 +1
Concentracao de Etanol (%) 30 40 50
Razao soluto/solvente (g.mL™?) 1:20 1:30 1:40
Velocidade de Agitacdo (rpm) 100 110 120

O tempo de extracao foi fixo em quatro horas. Passado este tempo, as amostras
foram submetidas a centrifugacéo a 5000 rpm por 10 minutos, de forma que a parte sélida
fosse separada da parte liquida. O sobrenadante era o extrato que foi utilizado para

analises posteriores.
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Tabela 2. Variacdes nao codificadas das amostras preparadas

Amostras Concentracao de Razao Velocidade de
Etanol (%) Soluto/Solvente Agitacao (rpm)
(g.mL™)

1 30 (1:20) 110
2 50 (1:20) 110
3 30 (1:40) 110
4 50 (1:40) 110
5 30 (1:30) 100
6 50 (1:30) 100
7 30 (1:30) 120
8 50 (1:30) 120
9 40 (1:20) 100
10 40 (1:40) 100
11 40 (1:20) 120
12 40 (1:40) 120
13 40 (1:30) 110
14 40 (1:30) 110
15 40 (1:30) 110

4.3. Quantificagdo das antocianinas totais

A quantificacdo de antocianinas foi feita segundo o método de pH diferencial,
proposto por Giusti e Wrolstad (2001). Tal método se baseia na medicao
espectrofotométrica (em 520 nm e 700 nm) das absorbancias das amostras de extrato
puro de antocianinas em duas faixas de pH, 1 e 4,5, através das solucdes de cloreto
de potassio (KCI) a 0,025 mol.L! e de acetato de s6dio (CHsCOONa) a 0,4 mol.L1,
respectivamente. Os célculos dos teores de antocianinas totais (g.mL* e g/ 100g)
foram feitos através da Equacéo 1 e da Equacéo 2, propostas por Giusti e Wrolstad
(2001).

A = (As20 — A700)pH 1,0 = (As20 — A7oo)pH 4,5 (1)

_AxMxDFxlOOO
N AXe

(2)
Onde: As20 = Absorbancia medida em 520 nm e A7oo = Absorbancia medida em 700
nm; MA é a concentracdo do pigmento de antocianina monomérica (mg.L?); M é a
massa molar das antocianinas (g.mol?); DF é o fator de diluicdo da amostra; € é o

coeficiente de extincdo molar (L*molt) e A é o comprimento do caminho éptico da
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cubeta (1 cm). Segundo Giusti e Wrolstad (2001), quando n&o se tem conhecimento
do tipo de antocianina majoritario na amostra, calcula-se o teor de pigmento como

cianidina-3-glicosideo, que possui valores de M = 449,2 g.mol* e € = 26900 L*mol™.
4.4. Preparo do material biossorvente e do experimento de biossorcao

As leveduras foram obtidas na Cervejaria Araucaria, situada na cidade de
Maringa (PR), no més de julho de 2014. O material orgéanico foi lavado com &gua
destilada para que fossem retirados residuos de cerveja. As leveduras foram, entéo,
armazenadas em ultrafreezer, a — 80° C, por 24 horas para serem congeladas e,
posteriormente, submetidas a liofilizacdo por 48 horas. Terminada a liofilizacdo, o
material foi armazenado em embalagens fechadas a vacuo.

As oito amostras destinadas ao experimento de biossor¢éo foram preparadas
na proporc¢ao de 0,05 g de levedura seca para cada 12,5 mL de extrato puro (extraido
na faixa otimizada). As condicbes experimentais definidas conforme Maciel et al.
(2013), foram: agitacédo em velocidade de 150 rpm, a 25 °C e em protecéo da luz. As
amostras foram agitadas por periodos de 4 horas, 2 horas, 1 hora, 30 minutos, 15
minutos, 10 minutos, 5 minutos e 1 minuto, respectivamente, e foram retiradas juntas.
Cada amostra retirada seguia para a centrifugacdo a 5000 rpm por 10 minutos, de
forma a separar a solucdo aquosa da parte sélida.

O extrato, apés centrifugacéo, foi utilizado para quantificar as concentracdes
finais de antocianinas, através da metodologia do pH diferencial (GIUSTI,
WROLSTAD, 2001).

4.5. Determinacao da quantidade de antocianinas biossorvidas

A quantidade de antocianinas biossorvidas pela biomassa de leveduras (mg.g-
! de biomassa seca) foi obtida por balanco de massa, através da Equacgéo 3 a seguir,

segundo Maciel et al., (2013).

CO_ Cf

L. 3

q:
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Onde: g = capacidade de sorcédo (mg.gt); Co = concentracdo inicial de antocianina no
extrato, antes da biossorcédo (mg.L?); Ct = concentracdo final de antocianina no extrato

(mg.L1); V = volume da fase aquosa (L); M = quantidade de biomassa (g).

4.6. Cinética de Biossorcédo e Adequacédo do modelo cinético

Duas equacdes, de pseudo-primeira e pseudo-segunda ordem,
respectivamente, foram utilizadas para modelar a cinética de biossorcdo das
antocianinas, segundo Maciel et al., (2013).

K, 1

— = + — 4
q (get) ¢qe )
t _ 1 + t (5)
q kyq¢ q.

Onde: g = capacidade de sorcdo (mg.g™) no tempo t; g, = capacidade de sorc¢éo (mg.g?)
no equilibrio; e K;e K, sdo as constantes de velocidade das Equacbes 4 e 5,
respectivamente.

Entretanto, para comparar a adequacdo dos modelos cinéticos, a fim de
descrever a sor¢ao do processo, foi calculado o desvio padréo normalizado, Aq (%), a
partir da Equacéo 6 (MACIEL et al., 2013). Quanto menor o seu valor, melhor o ajuste

para os dados.

Z[(Qexp - QCal)/Qexp]z
n—1

Aq(%) = 100. J (6)

Onde: q.xp € q.q representam o valor experimental e o calculado de g, respectivamente,

e n € o numero de dados.
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4.7. Isotermas de Biossorcgéao

Para realizar o experimento de biossorcao, primeiramente, foi feita a extracao,
em condi¢des Otimas, das antocianinas da casca de jabuticaba. As antocianinas foram
quantificadas pelo método do pH diferencial. Uma vez encontrada a concentracdo de
antocianinas, diluiu-se cinco vezes o extrato, diminuindo a concentracéo de dez em dez.
Como nos experimentos a concentragao inicial de antocianinas foi de 77,7 mg.L ™, diluiu-
se esse extrato com etanol 50% obtendo-se as seguintes concentracodes: 67,7,57,7, 47,7,
37,7 e 27,7 mg.LL. Entédo, em seis erlenmeyers, foram misturados os seis extratos, nas
diferentes concentracdes, com 50 mg de levedura seca. As amostras foram agitadas a
25 °C, a 140 rpm e por 120 minutos (tempo de equilibrio obtido a partir da cinética de
adsorcao). Foram utilizados os modelos de Langmuir, Freundlich, Temkin e Dubinin-
Radushkevich (Tabela 3) para descrever e avaliar o comportamento do processo de
adsor¢do das antocianinas em material biologico.

Tabela 3. Modelos de Isotermas

Isoterma Equacéao
Langmuir C. 1 C (7)
—_— = + —
de QoKL qo
i 1
Freundlich Ing, = In Ky + ;ln c, (8)
Temkin g =BInA+BInC, )
Dubinin-Radushkevich Ing, =Inq, — Be? (10)

Fonte: MACIEL et al. (2013)

Onde: g, = capacidade méaxima de sorcédo em equilibrio (mg.g?); €. = concentracédo de
equilibrio na solucédo (mg.L); q, = capacidade de cobertura maxima em monocamada
(mg.gl); K, = constante da isoterma de Langmuir (L.mg™); A = constante da isoterma de
ligacéo de equilibrio (L.g%); B = constante da isoterma de Temkin (J.mol); K = constante
da isoterma de Freundlich (L.gl); n = intensidade de adsorcdo; g, = capacidade de
saturacdo tedrica (mg.gl); B = constante da isoterma de Dubinin-Radushkevich [mol?.

(KJ?)1]; € = potencial de Polanyi.
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A constante adimensional “R.”, do modelo de Langmuir, também chamada de
fator de separagdo ou parametro de equilibrio, péde ser calculada através da Equacéo
11, retirada de Langmuir (1918).

1
R =——
T4 K€

(11)
Na qual C, (mg.L!) expressa concentracdo inicial adsorvida em solucdo aquosa; K,
(L.mg?) é a constante de Langmuir.

No modelo da isoterma de Temkin, o parametro B foi determinado utilizando-se
a Equacéo 12 (FARAH et al., 2007).

Onde T é a temperatura absoluta (K); R se trata da constante universal dos gases (8,314
J.mol1.K1); e b é o coeficiente angular obtido através grafico da isoterma de Temkin.

Para o calculo do Potencial de Polanyi, do modelo de Dubinin-Radushkevich, foi
utilizada a Equacéo 13 (ABDELWAHAB, AMIN, 2013).

e =RT In (1 + Cl) (13)

e

Onde R é a constante universal dos gases (8,314 J.mol1.K'1); T é a temperatura absoluta
(K); e C, é a concentracéo de equilibrio na solugdo (mg.L™).

A energia livre de adsorcéo (E) foi calculada utilizando a Equacgéo 14 (HAMAYUN
etal., 2014).

E=—x (14)

Onde p € a constante da isoterma de Dubinin-Radushkevich [mol?. (KJ?)].
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1. Otimizacéo da extracdo de antocianinas

A eficiéncia de extracdo das antocianinas depende de diversos fatores, tais
como a concentracao do solvente empregado na extracdo, a temperatura de extracao,
polaridade do solvente, a exposi¢cdo a luz, tempo de extracdo, variacdes de pH
(EMBRAPA, 2012) e, por isso, se torna necessario encontrar uma faixa em que a
extracdo do composto seja Otima, ou seja, tenha os melhores resultados, dadas
determinadas condi¢cBes. Através do planejamento experimental, torna-se possivel
avaliar simultaneamente o efeito de variaveis que influenciam nas respostas, por meio
de um namero reduzido de ensaios experimentais, descartando técnicas de tentativa
e erro.

Seguindo o delineamento experimental proposto para a otimizacdo da
extragcdo de antocianinas, a concentracdo de antocianinas em mg de cianidina-3-
glicosideo por litro de extrato e a concentracdo de antocianinas em mg de cianidina-

3-glicosideo em 100 g de casca de jabuticaba estéo apresentadas na Tabela 4.

Tabela 4. Concentragdes de Antocianinas em mg.L* e mg/100 g, obtidas na otimizacédo da extragao
de antocianinas

Amostra Concentracao de Antocianinas Concentracao de
(mg.L?) Antocianinas (mg/100 g)
1 65,46 130,92
2 86,95 173,89
3 19,15 76,59
4 48,09 192,37
5 32,95 98,86
6 55,99 167,99
7 32,17 96,52
8 63,79 191,37
9 61,23 122,46
10 45,09 180,35
11 35,73 71,47
12 34,84 139,38
13 44,86 134,59
14 41,75 125,24

15 46,20 138,60
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O ensaio 4, cujas condi¢des de extragao foram: 40 mL de etanol 50% para 1
g de casca de jabuticaba e velocidade de agitacdo de 110 rpm, obteve a concentracao
mais alta, de 192,37 mg/100 g. Ao extrair antocianinas de 1 g de casca da fruta com
20 mL de etanol 40%, em agitacao de 120 rpm, obteve-se a menor concentracao, de
71,47 mg/100 g. Em estudos realizados por Silva (2011), quantificou-se o teor de
antocianinas totais de um extrato preparado a partir de 10 g da casca de jabuticaba e
uma solucdo extratora de dioxido de enxofre. O teor do composto nos diferentes
ensaios da autora variou de 111,01 a 239,27 mg/100 g de casca de jabuticaba. Moura
et. al. (2009) determinaram o valor de 432,08 mg/100 g em 1 kg de casca de jabuticaba
fresca macerado em 2,5 L de etanol 70% acidificado com HCl a pH 2. Nestas mesmas
condicBes, Kukoski (2006), observou valores médios que variavam de 111,2 mg/100
g a 420,09 mg/100 g.

A gquantidade e composicdo de antocianinas presentes em frutas diferem
dependendo de sua espécie, cultivo, maturidade, condi¢des climaticas (VALDUGA,
2008) e das condicdes de extracdo. Por isso, a comparacao de teores de antocianinas
dentre diferentes culturas de uma mesma fruta ou dentre culturas sob iguais condicdes
de cultivo, crescimento e fertilizacdo pode resultar em variacbes de quantidade
(FAVARO, 2008).

Através do delineamento Box-Behnken, foram obtidos os efeitos estimados, a
tabela de ANOVA (analise de variancia) e as superficies de resposta para a otimizacéo
da extracdo de antocianinas.

Na Tabela 5, sdo apresentados os efeitos lineares (L) e quadraticos (Q) de
cada variavel e suas respectivas significancias. Os valores do coeficiente de
determinacao, coeficiente de determinacdo ajustado e do erro médio quadratico
foram, respectivamente, 0,99683, 0,98521 e 4,22686. O efeito primario mais
importante foi a razao de soluto/solvente (linear). O sinal negativo indica que ha uma
diminuicdo média de 31,23 mg.L* na concentracdo de antocianinas quando a razdo
de soluto e solvente é aumentada de um nivel inferior para um nivel superior. Com
isso, infere-se que o nivel mais baixo, de 1/20 (g.mL"), é o mais adequado para a

extracdo dos compostos antioxidantes.
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Tabela 5. Efeitos Estimados e Probabilidades

Fator Efeito p

(1) Etanol (L) 26,27 0,000370

(1) Etanol (Q) -6,32 0,009679

(2) Razéo Soluto/Solvente (L) -31,23 0,000258
(2) Razéo Soluto/Solvente (Q) -4,32 0,027355
(3) Velocidade de Agitacéo (L) -3,62 0,099304
(3) Velocidade de Agitacao (Q) 4,37 0,026598
1L por 2L 3,73 0,167324

1Q por 2L 17,03 0,001336

1L por 3L 4,29 0,128422

1Q por 3L -10,69 0,005202

2L por 3L 7,62 0,034061

Observa-se que as probabilidades da variavel 1 (L) em interagcdo com as
variaveis 2 (L) e 3 (L) ndo foram significativas. Essas interacdes ndo foram removidas
porque esta operacdo alteraria 0 modelo de forma indesejada, diminuindo o
coeficiente de determinacdo ajustado e aumentando o erro médio quadratico. E
possivel observar, também, que o efeito da velocidade de agitacdo (L) ndo é
significativo, uma vez que p > 0,05, entretanto, sua interacdo com 1 (Q) e 2 (L) é
significativa. Portanto, respeitando a hierarquia, o efeito inferior, 3 (L), ndo foi
removido. Assim, a combinacéo das trés variaveis escolhidas foi significativa para a

extracdo das antocianinas da jabuticaba.

Tabela 6. Tabela de ANOVA dos dados da otimizacdo da extragdo de antocianinas
Fator SQ GL MQ F p
(1) Etanol L+Q 1528,12 2 764,06 180,76 0,000747
(2) Razao Soluto/Solvente L+Q  1824,08 2 912,04 215,77 0,000574
(3) Velocidade de Agitacdo L+Q 93,91 2 46,96 11,11 0,041033
1*2 594,14 2 297,07 70,28 0,003021
2
1
3

1*3 246,81 123,40 29,20 0,010803
2*3 58,15 58,15 13,76 0,034061
Erro 12,68 4,23

Total SQ 4001,16 14

Na Tabela 6, observa-se que as variaveis apresentadas foram todas
significativas a nivel de 5%. No gréafico de pareto apresentado na Figura 6, observa-
se gue os efeitos mais importantes sdo todos que se encontram a direita da reta dos
5%. Quanto mais a direita, mais significativo é o efeito. A razdo soluto/solvente

apresenta-se como o efeito mais importante, seguido da concentracao de etanol. A
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velocidade de agitacéo (L), a interacdo entre 1 (L) e 2 (L) e 1 (L) e 3 (L), ndo

apresentaram significancia a nivel de 5%, como j& discutido anteriormente.

Pareto Chart of Standardized Effects; Vanable: Antocianinas
3 3level factors, 1 Blocks, 15 Runs; MS Residual=4 226857
DV Antocianinas

(2)Razdo Soluto/Solvente(L) |
(1)[] EtanoliL) |

10by3L |

[IEtanokQ)f~ 1-59001
Vel Agitacio(Q) | 1 4.079573

Razéio Soluto/Solvente(Q) | 403622

2084722

p=,05
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Figura 6. Diagrama de Pareto da Otimizac¢do da Extrag&o de Antocianinas das Cascas de Jabuticaba

Posteriormente a obtengdo de um modelo matematico significativo, foi
possivel determinar uma faixa 6tima de extracdo de antocianinas. A partir da Figura
7, observa-se que a cor vermelha fica mais intensa quando o nivel da concentracéo
de etanol é superior e o nivel da razao de soluto/solvente € inferior, com a velocidade
de agitacao fixada no nivel 0. A cor mais acentuada indica a faixa onde as variaveis

fornecem uma extracao 6tima.



35

Concentragdo de Etanol (%)
UC:-
=]

Il =100
Il <100
I =80
[ 1<60
1.2 ' | ' I <40

12 10 08 06 04 02 00 02 04 06 08 10 12pgm. o

Razédo Soluto/Solvente (g/mL)

1,0

Figura 7. Superficie de Contorno da Extracao de Antocianinas

De acordo com a andlise de superficie de resposta, as condi¢des sugeridas
para a extragdo de antocianinas séo: razdo de soluto/solvente de 20 mL, que
corresponde ao nivel inferior; concentracdo de etanol de 50%, correspondente ao
nivel superior; e velocidade de agitacdo de 110 rpm, nivel intermediario. O extrato

obtido nestas condic¢des de extracao foi utilizado nos ensaios cinéticos de biossor¢éo.

5.2. Biossorc¢do de Antocianinas pela Biomassa de Levedura

As leveduras representam uma boa fonte de material adsorvente devido a
presenca de algumas macromoléculas especificas em sua parede celular, tais como
as manoproteinas e beta-glucanas, que permitem a adsorcdo de biomoléculas
(YIANNIKOURIS et al., 2003; AKSU, 2005). Além disso, o microrganismo oferece alta
eficacia de adsorcéo e baixo custo, por ser proveniente do descarte industrial (AKSU,
2005).

Para a maioria dos sistemas de adsorvente-adsorbato, as cinéticas de
adsorcao sao, frequentemente, descritas por modelos de pseudo-primeira ordem
(LAGERGREN, 1998) e de pseudo-segunda ordem (HO et al., 1996).
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Através da andlise dos resultados apresentados na Tabela 7, infere-se que o
modelo de pseudo-segunda ordem descreveu melhor a sor¢cdo do processo,
fornecendo um alto valor de coeficiente de determinacédo (R?): 0,9828, mediante a
0,0963 obtido pelo modelo de pseudo-primeira ordem. Ademais, os valores da
capacidade de sorcao no equilibrio (ge) experimental e do modelo sdo mais proximos
guando descritos pelo modelo de pseudo-segunda ordem, com diferenca de 0,0755.

Tabela 7. Pardmetros dos modelos de pseudo-primeira e pseudo-segunda ordem

Modelo geexp (mg.g?) qge(mg.g?) K(g.mgilmin?) R?
Pseudo-Primeira 6,2899 5,0531 0,45 0,0963
Ordem
Pseudo-Segunda 6,2899 6,3654 76,29 0,9828
Ordem

Em relacdo a concentracdo antes do experimento, 26,56 % das antocianinas
foram biossorvidas pela levedura. A Figura 8 e a Figura 9 representam,
respectivamente, o grafico de 1/q em funcédo de 1/t do modelo de pseudo-primeira
ordem e o gréfico de t/q em funcéo de t do modelo de pseudo-segunda ordem. Ambos
fornecem uma relacdo linear através da qual as capacidades de sorcao (ge) € as

constantes de velocidade (K) foram determinadas.
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Figura 8. Grafico do modelo de pseudo-primeira ordem ajustado ao processo
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Figura 9. Grafico do modelo de pseudo-segunda ordem ajustado ao processo

O desvio padrédo normalizado, Aq (%), foi calculado para ambos os modelos e
obteve-se os seguintes valores: 6,95 para o modelo de pseudo-primeira ordem e 0,424
para 0 modelo de pseudo-segunda ordem, confirmando, novamente, que o segundo
modelo é o que melhor representa os dados do processo de sor¢ao, por ter menor desvio

padrao normalizado.

5.3. Isotermas de Biossorcgao

As isotermas de adsorcdo sao essenciais para a otimizacao da utilizacéo de
adsorventes, pois, em geral, descrevem como adsorvatos interagem com adsorventes
(ANIRUDHAN, RACHAKRISHNAN, 2008). Através da utilizacdo de modelos,
consegue-se estimar a quantidade de biossorvente que sera necesséria para captar
uma determinada concentracao de soluto a partir da solucdo (MACIEL et al., 2013).

Na Tabela 8, estdo apresentados os parametros e o coeficiente de
determinacdo (R?) obtidos através dos modelos de Langmuir, Freundlich, Temkin e
Dubinin-Radushkevich, os quais foram ajustados com o intuito de verificar as
interacbes entre as antocianinas extraidas das cascas de jabuticaba e a levedura

esgotada do processamento da cerveja.
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Tabela 8. Pardmetros das Isotermas de Langmuir, Freundlich, Temkin e Dubinin-Radushkevich para
a Biossorcéo de Antocianinas das Cascas de Jabuticaba em Leveduras

Modelos de Constantes
Isotermas
Langmuir go(mg.g?) Ki(L.mg™?) R?
9,174 0,066 0,985
Temkin A(L.g?h B (J.mol?)
1,360 6026,791 0,941
Freundlich Kr(L.g™Y) n 1/n
2,617 4,032 0,248 0,961
D-R gs(mg.g?) E (KJ.mol?) B
20,768 15,076 0,002 0,956

Onde: q, = capacidade de cobertura maxima em monocamada (mg.g?'); K, = constante da isoterma de
Langmuir (L.mg?); A = constante da isoterma de ligacéo de equilibrio (L.g%); B = constante da isoterma de
Temkin (J.mol); K = constante da isoterma de Freundlich (L.g%); n = intensidade de adsorcéo; g, =
capacidade de saturacgao tedrica (mg.g?); E = energia livre (KJ.mol1) 8 = constante da isoterma de Dubinin-
Radushkevich [mol2. (KJ?)1];

De acordo com a Tabela 8, o0 modelo que expressou maior coeficiente de
determinacéo (R?) foi o modelo de Langmuir, sendo, portanto, o melhor ajuste para os
dados experimentais de biossorcdo das antocianinas da casca de jabuticaba em
leveduras. Através da relacd@o linear entre Ce/ge € Ce, foi possivel obter o grafico
apresentado na Figura 10 e as constantes (o (capacidade de cobertura maxima em
monocamada (mg.g?)) e KL (constante da isoterma de Langmuir (L.mg™?)), as quais sdo
obtidas, respectivamente, a partir do coeficiente angular e coeficiente linear do gréafico Ce
versus Ce/Qe.
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Figura 10. Gréafico do Modelo da Isoterma de Langmuir

A isoterma de Langmuir, originalmente desenvolvida para descrever a
adsorcao de solido em fase gasosa sobre carvao ativado, € utilizada tradicionalmente
para quantificar e contrastar o desempenho de diferentes biossorventes (LANGMUIR,
1916). Como o ajuste por este modelo teve o melhor coeficiente de determinacéo,
assume-se que a adsorcdo ocorre em uma unica camada molecular (monocamada),
admitindo que a superficie do solido é uniforme e constituida de sitios idénticos e
independentes entre si, de forma que a capacidade de adsorcdo de um sitio ndo
depende da proximidade de outros sitios ja ocupados (SCHNEIDER, 1995).

Segundo Mohan et al. (2002), a constante de separacdo (RL) expressa
informacd@es relevantes acerca da isoterma de adsorcao, uma vez que seu valor indica
se o tipo de isoterma é irreversivel (RL = 0), favoravel (0 < RL< 1), linear (RL=1) ou
desfavoravel (RL > 1). O valor obtido da constante foi de 0,178, sugerindo que a
biossorcdo de antocianinas pelas leveduras ocorre de maneira favoravel.

O segundo maior coeficiente de determinacao foi obtido através da Isoterma
de Freundlich, apresentando R? = 0,961. Tal modelo considera que a adsor¢&o ocorre
em multicamadas e descreve a adsor¢cdo em superficies altamente heterogéneas
(FREUNDLICH, 1906). O gréafico do modelo de Freundlich, In Ce versus In ge, esta
representado através da Figura 11. As constantes Kr e n foram encontradas apés
plotar o grafico, utilizando-se do coeficiente linear e do coeficiente angular,
respectivamente. Kr (constante de Freundlich) indica a capacidade de biossorc¢do do
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biossorvente e a constante n, o estado de afinidade do biossorvente com o sorbato
(GOHARI et al., 2013).
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Figura 11. Grafico do Modelo da Isoterma de Freundlich

Quando o valor de n se encontra dentro da faixa de 0 < n < 10, a adsorcao é
um processo favoravel e, se 1/n se encontra na faixa de 0 < 1/n < 1, a superficie é, de
fato, heterogénea (JAMPANI et al., 2014; YOUSEF et al., 2011). No caso, n € igual a
4,032 e 1/n é igual a 0,248. Com isto, conclui-se que, para este modelo, a adsorcéo
de antocianinas pelas leveduras foi favoravel e que a superficie biossorvente se
demonstrou heterogénea.

Segundo Kumar et al. (2010), as isotermas de Temkin indicam que o calor de
adsorcdo das moléculas diminui linearmente com a cobertura da superficie do
adsorvente devido as interacdes existentes. O gréfico representado pela Figura 12
expressa a relacdo linear entre In Ce € ge, a partir da qual foi possivel calcular as
constantes A (constante isotérmica de ligacdo de equilibrio (L.g?)) e B (constante
isotérmica de Temkin (J.molt)). O modelo de Temkin, dentre todos, exibiu o menor

coeficiente de determinacéo, R? = 0,941.
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Figura 12. Grafico do Modelo da Isoterma de Temkin

Segundo Maciel et al. (2013), o modelo de isoterma de Dubinin-Radushkevich
€ aplicado com o intuito principal de avaliar o tipo de interacdo entre o sorbato e
biossorvente. A representacdo do gréafico €2 versus In ge pode ser observada na Figura
13. A partir do coeficiente angular e linear do grafico, respectivamente, foram

determinadas as constantes 3 e Qs.
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Figura 13. Gréafico do modelo da Isoterma de Dubinin-Radushkevich

A forma de avaliar se a adsorgdo tem natureza quimica ou fisica € através da
constante E (KJ mol?) do modelo. Se os valores de E forem menores que 8 KJ mol?,
predominam-se as forgas fisicas, baseadas em interag6es de Van der Waals, rapidas

e reversiveis. Porém, quando os valores se situam entre 8 e 16 KJ mol?, afirma-se
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que predominam as forcas quimicas, as quais ocorrem pela transferéncia de elétrons
entre o sélido e a molécula adsorvida (RAFATULLAH et al., 2009; DABROWSKI,
2001). Como a constante E obtida foi de 15,076 KJ mol?, conclui-se que o processo
de adsorcdo € regido por um mecanismo quimico, cujas for¢cas de interacdo s&o

superiores quando comparadas as forcas fisicas.
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6. CONCLUSOES

A concentracdo de antocianinas obtida por meio dos experimentos realizados
foi préxima as concentragcfes obtidas por outros pesquisadores. Através de métodos
estatisticos, analise de efeitos estimados, analise de variancia e de superficie de
resposta, foi possivel encontrar uma faixa Otima de extracdo do composto
antioxidante, possibilitando sua extracdo maxima nas condi¢cdes determinadas. A
cinética de biossorcdo foi melhor descrita pelo modelo de pseudo-segunda ordem e
apresentou resultados significativos, com coeficiente de determinacao maior que 0,98.
Através das isotermas de biossorcédo de Langmuir e D-R, inferiu-se que a biossor¢cao
das antocianinas da casca de jabuticaba em leveduras € um processo favoravel, de
natureza quimica, ocorre em monocamada e a superficie do solido é uniforme e
constituida de sitios idénticos e independentes entre si.

Sendo assim, conclui-se que a biomassa de leveduras enriquecida com o grupo

antocianinico é uma alternativa interessante e promissora tanto para a industria

alimenticia e farmacéutica quanto para o reaproveitamento de despejos industriais.
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