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RESUMO

UTILIZACAO DE SEMENTES DE FAVELEIRA (Cnidoscolus phyllacanthus) EM
PROCESSOS ENZIMATICOS COM FUNGO Rhizopus sp.

A biotecnologia estd ganhando cada vez mais importdncia nas industrias e
instituicbes de pesquisas, justificado pela diversidade de aplicagbes e beneficios que
essa area pode trazer para a sociedade. Dessa forma, esse trabalho tem como
principal objetivo a obtencéo, caracterizacdo e aplicacdo de produtos e processos
biotecnolégicos de grande potencial para o mercado industrial. Nesse sentido, foi
feita a coleta de sementes de faveleira e posteriormente realizado o processo de
extracdo do Oleo, onde foram determinadas suas propriedades para aplicacdo em
reacoes de hidrolise catalisada por lipases. O extrato enzimatico, usado como
catalisador, foi obtido por meio do processo fermentativo em substrato liquido
peptonado com fungo Rhizopus sp. e posteriormente foi feita a caracterizacdo por
técnicas quimicas, espectroscopicas e cromatograficas para deteccdo de lipases.
Em seguida foram realizados testes de atividade enzimatica com 6leo de faveleira e
Oleo de oliva, apresentado resultados cataliticos satisfatérios. Em uma segunda
etapa, o0s residuos provenientes da extragdo do Oleo de faveleira foram
reaproveitados e aplicados como substrato sélido para o desenvolvimento do fungo
Rhizopus sp., obtendo-se um novo extrato lipolitico que foi testado em Oleos
vegetais para avaliar seu potencial catalitico, apresentando alta atividade hidrolitica
em Oleos de faveleira e babacu, demonstrando assim o grande potencial para
utilizacao de residuos sélidos de sementes vegetais como substrato para obtencéo

de lipases.

Palavras-chave: Faveleira, Rhizopus, Lipase, Processos Fermentativos



ABSTRACT

USE OF FAVELEIRA SEEDS (Cnidoscolus phyllacanthus) IN ENZYMATIC
PROCESSES WITH FUNGUS Rhizopus sp.

Biotechnology is gaining more importance in research institutions, justified by the
diversity of applications and benefits that this area can bring to society. Thus, the
main objective of this work is to obtain, characterize and apply biotechnological
products and processes of great potential for the industrial market. In this sense, the
faveleira seeds were collected and the oil extraction process was carried out, where
their properties were determined for application in hydrolysis reactions catalysed by
lipases. The enzymatic extract, used as a catalyst, was obtained by means of the
fermentative process in liquid substrate peptone with fungus Rhizopus sp. and
characterization was carried out by chemical, spectroscopic and chromatographic
techniques to detect lipases. Then, enzymatic activity tests were carried out with
faveleira oil and olive oil, with satisfactory catalytic results. In a second step, the
residues from the extraction of faveleira oil were reused and applied as a solid
substrate for the development of the fungus Rhizopus sp., obtaining a new lipolytic
extract that was tested in vegetable oils to evaluate its catalytic potential, presenting
High hydrolytic activity in faveleira and babassu oil, thus demonstrating the great
potential for the use of solid residues of vegetable seeds as a substrate for obtaining

lipases.

Keywords: Faveleira, Rhizopus, Lipase, Fermentation Processes
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APRESENTAGAO

A Biotecnologia é uma area interdisciplinar, focada no desenvolvimento de
produtos e processos utilizando agentes bioldgicos, e que tem ganhado cada vez
mais espaco nas estratégias econdmicas de diversos paises. Dessa forma, essa
importante area do conhecimento busca agregar diversos segmentos da ciéncia
para fortalecer setores industriais importantes, utilizando de forma sustentavel a
biodiversidade disponivel.

O Programa de PoOs-Graduacdo em Biotecnologia, da Rede Nordeste de
Biotecnologia (RENORBIO), objetiva estimular a formagé&o de profissionais, com foco
no nordeste brasileiro, para suprir demandas académicas e do setor empresarial,
integrando o desenvolvimento cientifico e tecnoldgico das instituicbes envolvidas,
além de proporcionar avangos socioeconémicos na regiao.

Dentro dessa perspectiva, esse trabalho conseguiu estabelecer parcerias
importantes com membros de diversas areas do conhecimento (quimicos, biélogos,
veterinarios, agrbnomos, nutricionistas, engenheiros, dentre outros) de renomadas
instituicbes de pesquisas, proporcionando assim, o pleno desenvolvimento de um
trabalho voltado para o campo biotecnologico.

Os agentes biologicos utilizados nesse trabalho foram os fungos do género
Rhizopus e a espécie vegetal Cnidoscolus phyllacanthus, popularmente conhecida
como faveleira. Os fungos sdo microrganismos de grande relevancia biotecnolégica,
sendo empregados constantemente em pesquisas para o desenvolvimento de novos
produtos e ou processos. Ja a faveleira € uma oleaginosa abundante na regido
nordeste do Brasil, mas que carece de pesquisas que demonstre seu potencial para
aplicacoes industriais, 0 que gerou o interesse deste autor para o desenvolvimento
de trabalhos utilizando essa espécie vegetal.

Portanto, este trabalho académico esta estruturado em 3 capitulos, sendo o
capitulo | constituido por uma revisdo de literatura geral, abrangendo aspectos
referentes as enzimas fungicas, processos fermentativos e sobre a espécie
Cnidoscolus phyllacanthus. O capitulo Il, referente a um artigo que envolve um

processo fermentativo em substrato liquido para obtencdo de um extrato enzimético,
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aplicavel na determinacdo da atividade hidrolitica em 6leo de faveleira. O capitulo Il
representa um pedido de patente que aborda a utilizacdo de residuos de sementes
de faveleira como substrato para obtencdo de extrato enzimatico fungico, aplicavel

como catalisador em reacdes de hidrolise de 6leos vegetais.

Havoldo Luls Sousa Neves.
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CAPITULO |

REVISAO DA LITERATURA
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1. ENZIMAS: LIPASES

As enzimas sdo proteinas essenciais aos organismos Vvivos, pois possibilitam
a realizacdo de diversos processos reacionais que permitem a manutencao da vida.
Esses catalisadores biologicos promovem a aceleracdo e a consequente conversao
de inimeras substancias em produtos que sdo necessarios para 0 metabolismo
celular (CAMPESTRINI; SILVA; APPELT, 2005; FERREIRA, 2015).

Atualmente as enzimas tém sido bastante aplicadas no meio industrial, pois
apresentam ampla versatilidade em reacfes quimicas, ou seja, atuam em uma
extensa faixa de temperatura, pH e necessitam de condicbes brandas para o
processo reacional ocorrer, como baixas pressdes (HASAN; SHAH; HAMEED, 2006;
MENDES et al., 2011; SILVA, 2012; LIMA et al., 2014).

A Enzimologia classifica esses catalisadores de acordo com suas
propriedades reacionais. Dessa forma, as lipases sdo um grupo de enzimas
denominadas de triacilglicerol-acil-hidrolases que aceleram a hidrélise de
triacilglicerdis na ligacdo éster-carboxilica proporcionando a formacéo de glicerol e
acidos graxos livres (Figura 1) (SINGH; MUKHOPADHYAY, 2012; ALI; REN;
HUANG, 2014; MOHAMMADI et al., 2015).

Figura 1. Reacdo de Hidrélise Catalisada por Lipase (MENDES et al., 2005)
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Esses catalisadores, dependendo da ambientacdo do meio reacional, também
podem ser utilizados em reacdes de esterificacdo, interesterificacdo e
transesterificacdo (AN; ZHAO; YE, 2015; KHASANOV; DAVRANOV; RAKHIMOV,
2015; RAMOS et al., 2015).

As lipases podem ser encontradas naturalmente em plantas, animais e
microrganismos, no entanto, a obtencdo de lipases vegetais e animais para
aplicacao industrial € bastante limitada, devido ao seu alto custo e necessidade de
um grande volume de material para extracdo do biocatalisador (LOPEZ et al., 2010;
OZYILMAZ; GEZER, 2010; SIQUEIRA, 2012). Em contrapartida, as lipases
provenientes de microrganismos podem ser mais facilmente manipulaveis,
possibilitando o desenvolvimento de pesquisas e consequentemente facilitando suas
aplicacdes na industria (CONTI; RODRIGUES; MORAN, 2001; PANDEY, 2003;
TREICHEL et al., 2010; GRIEBELER et al., 2011; MOHAMMADI et al., 2015; UNLU
et al., 2015).

As lipases microbianas sdo obtidas principalmente de fungos e bactérias e
apresentam excelentes propriedades bioquimicas, podendo atuar em variados
substratos e ambientacdes diferentes, pois apresentam boa estabilidade em
diversos solventes organicos, atuando em uma ampla faixa de condi¢des reacionais
sem perder seu efeito catalitico (NAGARAJAN, 2012; REINEHR et al., 2014; SETH
et al., 2014; SHARMA; KANWAR, 2014).

Os microrganismos geralmente excretam as lipases pela membrana externa
para o meio de cultura, facilitando a sua deteccdo e consequentemente sua
aplicacdo (CARVALHO et al.,, 2003; MESSIAS et al., 2011; COLLA; REINEHR,;
COSTA, 2012). Muitos microrganismos produzem lipases extracelulares, podendo-
se destacar os fungos filamentosos pertencentes aos géneros Aspergillus, Fusarium,
Geotrichum, Mucor, Penicillium, Rhizomucor, Thermomyces (TREICHEL et al., 2010;
MESSIAS et al., 2011; SILVA, 2012).

As lipases fungicas geralmente ndo sdo nocivas a saude humana e por isso
sao classificadas como GRAS (Generally Regarded as Safe), o que facilita o
desenvolvimento de pesquisas académicas e suas aplicacbes nos mais diversos
setores da industria (SHUKLA; GUPTA, 2007; MESSIAS et al., 2011; REINEHR et

al., 2014). Dessa forma, esses biocatalisadores tem ganhado bastante espaco na
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fabricacdo de detergentes, medicamentos, alimentos, téxteis, cosméticos,
biocombustiveis, biossensores e também no tratamento de efluentes (HOUDE;
KADEMI; LEBLANC, 2004; MESSIAS et al.,, 2011; COLLA; REINEHR; COSTA,
2012).

2. PROCESSOS FERMENTATIVOS PARA OBTENCAO DE LIPASES

O processo de producéo de lipases por microrganismos € realizado por duas
vias principais: a fermentacdo em substrato liquido e a fermentacdo em substrato
sélido (MESSIAS et al., 2011; RAMOS et al., 2011; SILVA, 2012; REINEHR et al.,
2014).

A fermentacdo em substrato liquido (Figura 2) é caraterizada pela aplicacéo
dos microrganismos em solu¢des liquidas contendo os nutrientes necessarios para o
seu desenvolvimento e consequentemente para a producao de lipases (MESSIAS et
al., 2011; SILVA, 2012). E o procedimento mais empregado, pois ha uma maior
facilidade de acompanhamento dos parametros de controle durante o processo
fermentativo, como a quantidade de nutrientes presentes na solucao, temperatura,
pH e outras modificagcbes quimicas que podem ocorrer durante a fermentacdo
(MESSIAS et al., 2011; COLLA; REINEHR; COSTA, 2012; SILVA, 2012).

Figura 2. Processo Fermentativo em Substrato Liquido: (A) Inicio do Processo
Fermentativo (B) Término do Processo Fermentativo. Fonte: Autoria Prépria.
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O processo fermentativo em substrato solido (Figura 3) é caracterizado pela
auséncia ou baixa concentracdo de agua ou outro liquido no meio fermentativo
(DANTAS; AQUINO, 2010; MESSIAS et al., 2011). Esse procedimento € complexo
devido a baixa homogeneidade do meio de cultura e pela dificuldade de
monitoramento dos parametros fermentativos, como mudancas de pH e producéo de
massa micelial (RAMOS et al., 2011).

Figura 3. Processo Fermentativo em Substrato Solido: (A) Inicio do Processo
Fermentativo (B) Término do Processo Fermentativo. Fonte: Autoria Prépria.
\ T

O processo fermentativo em substrato solido apresenta uma grande
vantagem em relagcéo aos substratos liquidos, que é a possibilidade de utilizacéo de
massas fermentativas de baixo custo, podendo ser materiais provenientes de
residuos agroindustriais como farelos de alimentos de origem vegetal e animal
(SUN; XU, 2008; DANTAS; AQUINO, 2010; MESSIAS et al., 2011).

O Ndcleo de Estudos, Pesquisas e Processamento de Alimentos (NUEPPA)
em parceria com o Laboratério de Biodiesel e Materiais, ambos da Universidade
Federal do Piaui (UFPI), estdo desenvolvendo pesquisas para elaboracdo de
patentes que facilitem o processo de obtencéo de lipases por meio do processo
fermentativo em substrato sdlido, utilizando residuos de sementes de espécies
vegetais locais e espécies de fungos isoladas do solo e de alimentos.
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3. FUNGO RHIZOPUS

O fungo do género Rhizopus € um sapréobio encontrado geralmente no solo e
alimentos em decomposi¢cdo, como frutas e paes. Apresenta forma de filamentos
ramificados, chamados de hifas que se desenvolvem formando redes complexas

algodonosas de cor marrom (RIBES; SAMS; BAKER, 2000; SANTANA, 2012;
MOTA, 2013).

Figura 4. Imagem do Fungo Rhizopus sp Visto ao Microscépio Optico (SANTANA,
2012)

Atualmente tem-se buscado desenvolver pesquisas que possibilitem novas
aplicacdes para o fungo Rhizopus, pois 0 mesmo apresenta grande potencial para
ser aplicado em processos fermentativos para obtencao de alimentos e geracao de
metabdlitos extracelulares importantes como as lipases (LOPEZ et al., 2010; KE et
al., 2015).

4. DETERMINACAO DA ATIVIDADE LIPOLITICA

A identificacdo de lipase e a determinacdo da atividade lipasica de extratos
enzimaticos é realizada pela quantificacdo dos acidos graxos liberados durante a
hidrélise, proporcionada pelo biocatalisador, ou pelo desaparecimento dos
substratos utilizados durante o processo reacional (MESSIAS et al., 2011).
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Dentre os diversos meios que identificam o desaparecimento de substratos
pode-se citar a nefelometria, turbidimetria, tensiometria interfacial, microscopia de
forca atbmica e espectroscopia na regido do infravermelho. No entanto, o meio mais
utilizado consiste na identificacdo dos produtos formados por meio da titulacdo
acido-base (MESSIAS et al., 2011).

A determinagdo da atividade lipolitica de extratos enzimaticos por titulacio
acido-base consiste na realizacdo de uma reacdo contendo a enzima e o
triacilglicerol em meio aquoso, em que o0s reagentes mais utilizados sao os 6leos de
oliva e soja (CORADI et al., 2013). O meio reacional € mantido a uma determinada
temperatura e o pH é controlado durante o tempo de hidrélise e em seguida é
realizada a quantificacdo dos acidos liberados (ALMEIDA; TORNISIELO;
CARMONA, 2013). Os extratos enzimaticos podem apresentar atividades diferentes
em substratos diversos, devido a variedade de acidos graxos dos triacilglicerdis de
cada 6leo (CORADI et al., 2013). Dessa forma é importante estudar as atividades
enzimaticas de lipases em outros substratos, dentre os quais pode-se destacar o

6leo de faveleira.

5. OLEOS VEGETAIS

Os Oleos vegetais sdo constituidos predominantemente por moléculas de
triacilglicerdis e pequenas concentragcbes de monoacilglicerois e diacilglicerais,
portanto, sdo insoliveis em agua e apresentam alta solubilidade em solventes
organicos apolares (SOARES, 2013; MANHAES, 2014; RODRIGUES, 2014). Esses
triacilglicerdis sdo formados pelas ligacGes ésteres entre trés acidos graxos a uma
molécula de glicerol, e suas propriedades fisico-quimicas s&o determinadas
principalmente por esses acidos constituintes (JORGE, 2009; CARVALHO, 2011;
SILVA, 2013).
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Figura 5. (A) Triacilglicerol Simples; (B) Triacilglicerol Misto (C) Diacilglicerol (D)
Monoacilglicerol. Fonte: Autoria Propria.
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Triacilgliceréis simples sao aqueles que apresentam em sua estrutura os trés
acidos graxos formadores da molécula iguais, enquanto que 0s mistos sdo aqueles
gue apresentam dois ou mais acidos graxos diferentes (BRUM, 2010; SILVA, 2013).
A grande maioria dos Oleos vegetais € formada por triacilglicerdis mistos,
apresentando acidos de cadeia longa, insaturada ou saturada (BRUM, 2010).

A determinagdo das propriedades fisicas e quimicas de um 6leo vegetal é
importante para deliberar sobre sua aplicagdo em algum processo industrial (LIMA et
al., 2007; BROCK et al., 2008; MANHAES, 2014). Dessa forma, técnicas quimicas,
como a Espectroscopia na Regido do Infravermelho, Ressonéncia Magnética
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Nuclear e Andlises Termogravimétricas determinam diversas caracteristicas do 6leo
vegetal, possibilitando principalmente verificar o grau de pureza do O6leo e
consequentemente avaliar o seu processamento durante o beneficiamento (LOPES;
FASCIO, 2004; ARAUJO; MOURA; CHAVES, 2010).

Propriedades como viscosidade, densidade, indice de iodo e peroxido estdo
fortemente ligadas com a presenca de insaturagdes dos acidos constituintes do 6leo.
Os acidos graxos insaturados da molécula de triacilglicerol proporcionam ao Oleo
uma menor viscosidade e densidade, geralmente possibilitando melhores
propriedades de escoamento e facilitando a sua aplicagcdo em alguns processos
como na obtencdo de biodiesel. No entanto, acidos insaturados s&o mais
susceptiveis a oxidacao, proporcionando elevados indices de iodo e de peroxidos,
Ou seja, a presenca de acidos graxos saturados também € importante para garantir
ao Oleo vegetal maior estabilidade a oxidacdo (REDA; CARNEIRO, 2007,
CARVALHO, 2011).

O indice de saponificacdo corresponde ao niumero de miligramas de hidroxido
de potassio requerido para saponificar um grama do 6leo vegetal e quanto maior o
indice menor o tamanho dos acidos formadores da molécula de triacilglicerol,
consequentemente melhor a qualidade do Gleo vegetal para fins alimenticios. Ja o
indice de acidez revela a quantidade de alcali em miligramas requerida para
neutralizar os acidos graxos livres presentes em um grama de 6leo e é um indicador
de sementes de baixa qualidade, de manuseio e armazenamento improprios ou de
um processamento insatisfatorio (AMARAL, 2007; SOUZA, 2007; CARVALHO,
2011).

Os Oleos vegetais sdo substratos naturais de lipases, portanto, podem ser
utilizados em processos de identificacdo desses biocatalisadores por meio da
hidrélise de suas moléculas de triacilglicerdis e também em reacdes de
transesterificacdo para obtencdo de biodiesel. Portanto, € importante a
caracterizacdo de novas fontes oleaginosas para ampliar o leque de aplicacdes
desses biocatalisadores e consequentemente contribuir para o desenvolvimento de

novos produtos e processos.
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6. MATERIA PRIMA DE OLEOS VEGETAIS

O Brasil, devido a sua grande extensdo territorial e excelentes condi¢cdes
climaticas, € um dos poucos paises com amplo potencial para explorar diversas
matérias primas de oOleos vegetais (FROEHNER; LEITHOLD; LIMA, 2007; NERES,
2011). A principal fonte de 6leo vegetal no Brasil € a soja, seguida de algodao,
palma e girassol. Apesar dessa grande variabilidade brasileira, € muito importante a
busca de novas fontes alternativas para fins de utilizagdo na alimentagdo e na
composicao de outros produtos industriais, pois a demanda vem crescendo cada vez
mais no mercado interno e externo (CONCEICAO et al., 2005; BROCK et al., 2008;
SOARES, 2013; MANHAES, 2014).

Figura 6. Representacdo Regional dos Potenciais Produtores de Oleos Vegetais
(NERES, 2011)
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A regido Nordeste apresenta uma grande producdo de sementes de soja,
mamona, palma e algodao, no entanto, espécies nativas como o0 babacgu estdo
ganhando cada vez mais espaco em processos de beneficiamento, devido as suas
qualidades nutricionais e potencialidades para aplicacbes em diversos produtos
como cosméticos, medicamentos e producdo de energia (BALDEZ et al., 2006; LIMA
et al., 2007; CALAND et al., 2009; NERES, 2011; SILVA et al., 2012).

No Piaui e Maranhdo ha diversos estudos, em importantes instituicdes de
pesquisas, que visam explorar toda a cadeia produtiva do babacu, e isso tem
proporcionando desenvolvimento socioeconOmico para regides que cultivam essa
espécie vegetal (BALDEZ et al., 2006; CALAND et al., 2009; NERES, 2011; SILVA
et al.,, 2012; LUCENA et al., 2014; MOURA et al., 2015). No entanto, tém-se poucos
registros de pesquisas que visem o desenvolvimento da cadeia produtiva da
faveleira, que é uma espécie abundante na regido do sertdo nordestino e que
poderia gerar renda para aquela que é considerada umas das mais carentes regiées

do Brasil.

7. FAVELEIRA

A faveleira, de nome cientifico Cnidoscolus phyllacantus é uma espécie
vegetal pertencente a familia Euphorbiaceae, encontrada principalmente no sertéo
seco da regido nordeste do Brasil. E bastante resistente as condicdes climaticas
adversas, apresentando um rapido crescimento, portanto, com potencial para
utilizacdo em processos de reflorestamento de areas degradadas (PEREIRA et al.,
2012; OLIVEIRA et al., 2014).

A arvore de faveleira apresenta tamanho variavel de 3 a 5 metros, com galhos
irregulares, com uma copa longa e arredondada. Suas raizes séo tuberculadas e
apresenta tronco curto com diametro de até 35 cm. Apresenta folhas longas e
grossas com flores alvas e hermafroditas. O fruto € formado por uma céapsula tricoca
esquizocarpica e sementes duras com superficies lisas (CAVALCANTI, 2011;
OLIVEIRA et al., 2014).
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Figura 7. (A) Arvore de Faveleira; (B) Faveleiras Distribuidas em Area Rural de
Paulistana-Pl; (C) Sementes de Faveleira; (D) Sementes Trituradas para Pesquisa.
Fonte: Autoria Propria.

A regido de Paulistana-Piaui apresenta uma grande concentracdo de arvores
de faveleira distribuidas em todo o seu territério e com caracteristicas morfol6gicas
semelhantes. A sua utilizacdo ainda € muito restrita e artesanal, sendo empregada
principalmente na alimentacdo animal e para extracdo do 6leo de forma rudimentar
para ser aplicado na alimentagcdo humana.

O potencial biotecnoldgico da faveleira da regido piauiense € muito grande,
sendo importante o desenvolvimento de pesquisas que explorem essa espécie
vegetal e proporcionem o desenvolvimento de pequenos agricultores que poderdo
trabalhar com mais uma fonte alternativa e adaptavel ao clima daquela regiéo.
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CAPITULO I

CARACTERIZACAO DO OLEO DAS SEMENTES DE FAVELEIRA
(Cnidoscolus phyllacanthus) PARA DETERMINACAO DA
ATIVIDADE ENZIMATICA DO EXTRATO DO FUNGO Rhizopus sp.
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RESUMO

A busca por novas matérias primas e o desenvolvimento de tecnologias para
utilizacdo em processos de obtencdo de biomassa e bioenergia tem tido um grande
crescimento no mundo cientifico-tecnolégico. Portanto, este trabalho tem como meta
principal, caracterizar o 6leo e os residuos provenientes das sementes de faveleira
(Cnidoscolus phyllacanthus), além de obter um extrato enzimético a partir do fungo
Rhizopus sp. (IOC 2291) em meio peptonado e avaliar sua atividade em
triacilglicerdis do oOleo extraido. As sementes de faveleira apresentaram um alto teor
de Oleo (33,73%), 0 que caracteriza essa espécie vegetal como uma tipica
oleaginosa, possibilitando sua exploracdo para utilizacdo como biomassa em
diversos setores industriais, pois o0 6leo, apds processo de degomagem com H3POy,
resultou em excelentes propriedades fisico-quimicas. O 6leo também foi
caracterizado por Espectroscopia na Regido do Infravermelho, Ressonancia
Magnética Nuclear de Hidrogénio, Termogravimetria e Calorimetria. O fungo
Rhizopus sp. foi utilizado em processo fermentativo em substrato liquido peptonado
e verificada sua atividade de crescimento e liberacdo de metabdlitos por meio de
medidas de pH e formacdo de massa micelial. O extrato filtrado apds o processo
fermentativo foi liofilizado e caracterizado por Infravermelho e Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia para identificacdo da lipase. A morfologia do composto foi
determinada por meio de Difracdo de Raios X e Microscopia Eletronica de
Varredura. O poder catalitico do extrato foi testado em Oleo de faveleira,
apresentando atividade de 277,49 U.g™", maior que o valor encontrado para

substratos convencionais como o 6leo de oliva (220,41 U.g™).

Palavras-chave: Faveleira, Lipase, Rhizopus sp.

38



ABSTRACT

The search for new raw materials and the development of technologies for use in
obtaining biomass and bioenergy processes has had great growth in the scientific-
technological world. Therefore, this work has as a main goal to characterize oil and
waste from faveleira seeds (Cnidoscolus phyllacanthus), in addition to obtaining an
enzymatic extract from fungus Rhizopus sp. (I0OC 2291) in peptonated means and
evaluate its activity in triacylglycerols of the extracted oil. The faveleira seeds showed
a high oil content (33,73%), which characterizes this plant species as a typical
oleaginous, enabling their exploitation for use as biomass in many industrial sectors,
because the oil after degumming process with H3PO, displayed excellent physic-
chemical properties. The oil was also characterized by Spectroscopy Infrared, Proton
Nuclear Magnetic Resonance, Thermogravimetry and Calorimetry. The fungus
Rhizopus sp. was used in fermentative process in liquid substrate peptonated and its
growth activity and release of metabolites was checked through pH measurements
and mycelial mass formation. The extract filtered after fermentation was lyophilized
and characterized by Espectroscopy Infrared and High Performance Liquid
Chromatography for the lipase identification. The morphology of the compound was
determined by X-ray Diffraction and Scanning Electron Microscopy. The catalytic
power of extract was tested in faveleira oil, presenting activity 277,49 U.g™ greater
than the value found for conventional substrates such as olive oil (220,41 U.g™).

Keywords: Faveleira, Lipase, Rhizopus sp.
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1. INTRODUCAO

O desenvolvimento de novas tecnologias e a busca de matérias primas para
usar como biomassa tem se tornado, nos ultimos anos, um dos grandes desafios
das industrias e instituicbes de pesquisas (BASSEGODA; CESARINI; DIAZ, 2012;
MONTIEL et al., 2014; SU et al., 2014). Portanto, a obtencdo e caracterizacao de
lipases e de seus substratos reacionais (triacilglicerdis), para avaliacdo da atividade
catalitica, tem sido muito vasta e de grande importancia para o mundo cientifico-
tecnolégico (HUANG et al., 2015; JAIN; MISHRA, 2015; UNLU et al., 2015).

As lipases ou triacilglicerol acil-hidrolases sédo uma classe de enzimas
capazes de hidrolisar 6leos e gorduras de cadeias longas, proporcionando a
formacdo de acidos graxos livres e glicerol, podendo haver também a formacédo de
diacilglicerois e monoacilglicerois (SINGH; MUKHOPADHYAY, 2012; ALIl; REN;
HUANG, 2014; MOHAMMADI et al., 2015). Essas enzimas séo capazes ainda de
catalisar reacdes de esterificacdo, transesterificacdo, interesterificacdo e
lactonizacdo em meios restritos de agua e com ambientacdo adequada de seus
reagentes e solventes, além do controle de outros parametros reacionais
importantes como temperatura e pressao (AN; ZHAO; YE, 2015; KHASANOV;
DAVRANOV; RAKHIMOV, 2015; RAMOS et al., 2015).

As lipases séo frequentemente utilizadas na industria de detergentes, um dos
setores de maior aplicacdo dessas enzimas, pois 0 poder de limpeza desses
produtos € aumentado pela adicdo desses catalisadores (YAN; ZHANG; CHEN,
2013; SU et al., 2014). A industria alimenticia também ganha com uso das lipases,
sendo utilizadas principalmente no setor de derivados do leite, panificacdo e bebidas
(LOPEZ et al., 2010). Além disso, tem-se observado muitas pesquisas na busca de
utilizacao das lipases no tratamento de efluentes e na producdo de energia a partir
das reacdes de transesterificacdo para obtencao de biodiesel (JAEGER; EGGERT,
2002; SILVA et al., 2009; ARUMUGAM; PONNUSAMI, 2014).

As lipases podem ser obtidas por fonte de origem vegetal, animal ou
microbiana (LOPEZ et al., 2010). A preferéncia para utilizacdo no meio industrial
incide sobre as lipases de origem microbiana, pois sédo geralmente mais Uteis que as

de origem vegetal ou animal. Isso pode ser justificado pela grande variedade de
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microrganismos que as produzem, pela possibilidade de manipulacdo genética e
pelo rapido crescimento dos microrganismos em meios de baixo custo
(MOHAMMADI et al., 2015; UNLU et al., 2015).

Os fungos do género Rhizopus sao bastante utilizados em processos
biotecnoldgicos para producéo de substancias importantes, como o acido fumarico e
lactico (LOPEZ et al., 2010; KE et al., 2015). No entanto, atualmente ha uma grande
busca para o desenvolvimento de processos fermentativos que possibilitem a
obtencao de extratos enzimaticos a partir desse fungo.

A determinacéo da atividade lipolitica de extratos enzimaticos é realizada em
meio contendo a enzima e o triacilglicerol, e os substratos mais estudados e
difundidos nos meios de pesquisa sdo o0 6leo de oliva e o 6leo de soja (CORADI et
al., 2013). O meio reacional é mantido a uma determinada temperatura e o pH é
controlado durante o tempo de hidrélise e posteriormente € feita a quantificacdo dos
acidos liberados (ALMEIDA; TORNISIELO; CARMONA, 2013). Os extratos
enzimaticos podem apresentar atividades diferentes em substratos diversos, devido
a especificidade das lipases presentes e a variedade de acidos dos triacilglicerdéis de
cada 6leo (CORADI et al., 2013). Dessa forma é importante estudar as atividades
enzimaticas de lipases em outros substratos, dentre 0os quais pode-se destacar o
Oleo de faveleira

A faveleira, de nome cientifico Cnidoscolus phyllacantus € uma oleaginosa
encontrada no Nordeste do Brasil, distribuida principalmente na area do sertdo
nordestino, com destaque para regido de Paulistana-Piaui, que apresenta
concentracdo abundante dessa espécie vegetal (PEREIRA et al., 2012). A utilizacao
da faveleira ainda é muito restrita, no entanto, essa espécie vegetal tem grande
potencial biotecnolégico, podendo ser importante em diversos setores da industria,
como biomassa para obtencdo de energia e também como substrato para
determinacao de atividade enzimatica utilizando lipases (OLIVEIRA et al., 2014).

Portanto, este estudo tem como objetivo extrair o 6leo de faveleira a partir de
sementes coletadas na regido do sertdo brasileiro, em Paulistana-Piaui, determinar
sua composicao quimica, propriedades fisico-quimicas e aplicar no processo de
determinacao de atividade enzimatica de extrato enzimatico, obtido do processo de

fermentacdo em substrato liqguido com fungo Rhizopus sp.
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2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1. COMPOSICAO CENTESIMAL DAS SEMENTES DE FAVELEIRA

As sementes de faveleira foram coletadas em uma é&rea rural de Paulistana-
Piaui, regido do sertdo nordestino do Brasil. Os gréos posteriormente foram lavados
e secos em estufa por 60 °C durante 24 h. Em seguida as sementes foram trituradas
e realizada a determinacdo da composi¢cdo centesimal (teor de umidade, cinzas,
lipideos e proteinas) de acordo com os métodos descritos na Association of Official
Analytical Chemists: 31.1.02 (AOAC), 31.1.04 (AOAC), 31.4.02 (AOAC), 31.1.08

(AOAC). O teor de carboidratos totais foram calculados por diferenca de 100%.

2.2. COMPOSICAO QUIMICA DO OLEO DE FAVELEIRA E DETERMINACAO DAS
PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS

O dleo de faveleira extraido foi purificado pelo processo de degomagem com
H3PO, e determinada a constituicdo quimica pelo processo de transesterificacao e
posterior analise em cromatdografo gasoso, segundo metodologia da Unido
Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IJUPAC), com algumas modificacdes
(ARAUJO et al., 2014). O equipamento utilizado foi o cromatégrafo a gas modelo
GC17A, com detector de massas (CG-EM) QP5000, Shimadzu, coluna: SP 2560,
SUPELCO. Também foram determinados para o 6leo de faveleira os valores de
viscosidade a 40 °C e densidade a 25 °C. Os indices de acidez, peréxido,
saponificacdo e iodo foram determinados pelas normas analiticas da American Oil
Chemical Society (AOCS): Cd 3D-63, Cd 8-53, Cd 8B-90 e Tg 1-64.
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2.3. ANALISE DE INFRAVERMELHO, RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR
DE HIDROGENIO E ANALISES TERMICAS DO OLEO DE FAVELEIRA

A anadlise de espectroscopia vibracional na regido do infravermelho foi
realizada em espectrometro Spectrum 100 (Perkin Elmer) com transformada de
Fourier com a amostra de 6leo em particulas de KBr, fazendo 32 varreduras entre
4000-400 cm™,

A andlise de RMN *H foi realizada em um espectrdometro Varian Inova de 400
MHz, tendo como solvente o CDCl3; que serviu de padrédo interno.

Na analise termogravimétrica utilizou-se equipamento TG-DTG, SHIMADZU,
modelo DTG-60 na raz&o de aquecimento de 10 °C min™ e corrida até 500 °C.

A analise de Calorimetria foi realizada em equipamento DSC Shimadzu,

modelo DSC-60 com raz&do de aquecimento de 10 °C min™ e corrida até 500 °C.

2.4. OBTENCAO DO EXTRATO ENZIMATICO UTILIZANDO FUNGOS RHIZOPUS
sp. POR MEIO DO PROCESSO FERMENTATIVO EM SUBSTRATO LIiQUIDO

As cepas do microorganismo Rhizopus sp.(IOC 2291) foram fornecidas pelo
Instituto Osvaldo Cruz e mantidas sob refrigeracdo em tubos de ensaio contendo 5
mL de agar batata dextrose. Para realizacdo do processo fermentativo em substrato
liquido foi realizado o processo de extracdo dos esporos adicionando 2 mL de agua
autoclavada no tubo de ensaio e agitacdo em vortex, posteriormente colocou-se 2
mL da solu¢do em 100 mL do meio peptonado. O meio peptonado foi preparado com
25 g de peptona bacteriologica, 0,25 de NaNO3.7H,0O, 0,6g de KH,PO,, 0,259 de
MgS0,.7H,0, diluido em agua até 500 mL e autoclavado. Posteriormente a mistura
constituida por esporos e meio peptonado foi colocada em mesa agitadora com 125
rom durante 3 dias e temperatura de 30 °C para que ocorresse 0 pProcesso
fermentativo e a consequente producdo de lipases extracelulares. O material
fermentado foi filtrado e liofilizado para o processo de caracterizagao. Foi verificada
a variacdo do pH do meio durante o processo fermentativo e também determinada a
guantidade de massa micelial formada.
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2.5. CARACTERIZACAO DO EXTRATO ENZIMATICO POR INFRAVERMELHO,
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA, DIFRACAO DE RAIOS X E
MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

Os espectros de infravermelhos foram obtidos em espectrémetro Spectrum
100 (Perkin Elmer) com transformada de Fourier com a amostra de extrato
enzimatico diluida em particulas de KBr na razdo de 1% em massa, fazendo 32
varreduras entre 4000-400 cm™,

A cromatografia Liquida foi realizada utilizando equipamento Agilent, modelo
1260, com detector de arranjo de diodos. A separacdo ocorreu utilizando a coluna
Superdex®200. A fase moével utilizada foi o tampé&o Tris/HCl a 0,05 mol.L™ pH 7,2. A
corrida cromatografica foi de modo isocratico, durante 55 min a um fluxo de 0,5 mL
min. O volume de injecdo da amostra foi 50 pL. A coluna utilizada foi mantida
durante toda corrida a uma temperatura de 25 °C. Por fim, a deteccéo foi realizada
A= 280 nm.

Os difratogramas de raios X foram obtidos em um difratbmetro da marca
Rigaku-Rotaflex com anodo rotatorio, utilizando-se radiagdo monocromatica CuKa
(A= 1,54056 A) e monocromador de grafite. Utilizou-se uma voltagem de aceleragéo
do tubo de emissdo de cobre de 40 kV e corrente de filamento de 150mA, onde
utilizou-se uma variagcdo de 20 de 5 a 75°.

A microscopia eletrénica de varredura foi realizada em microscépio Shimadzu,
modelo SSX-550 Superscan. Para analise, as amostras foram fraturadas em
nitrogénio liquido para assim evitar sua deformacgéo plastica. As amostras foram
propagadas em uma fita de carbono e recobertas com uma fina camada de ouro

("sputtering” - Metalizador Shimadzu-IC-50, utilizando uma corrente de 4 mA).

2.6. DETERMINACAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA

A determinacdo de atividade enzimatica do extrato liofilizado foi realizada
através da mistura de 100 mg de extrato liofilizado, 1g de 6leo de faveleira e 4 mL de
tampéo fosfato de sédio 50 mM pH 6, mantendo-se sob agitacdo constante e a
temperatura de 25 °C durante 60 min. Posteriormente a reacao foi paralisada pela
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adicdo de 15 mL de acetona:etanol (1:1 v/v) e a atividade foi medida pela titulacao
dos 4cidos graxos liberados com solugédo de KOH 50 mM até pH 11. Em seguida um
branco contendo o0 mesmo meio reacional sem extrato enzimatico foi titulado para a
determinacdo da quantidade pré-existente de acidos graxos livres no substrato
empregado. Uma unidade de atividade enzimética é definida como a quantidade de
enzima que libera 1 ymol de acido graxo por minuto nas condigbes do ensaio. A
atividade enzimatica utilizando o 6leo de oliva como substrato foi determinada nas

mesmas condicdes.
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3. RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1. COMPOSICAO CENTESIMAL DAS SEMENTES DE FAVELEIRA

De acordo com a Tabela 3.1, o teor de 6leo das sementes de faveleira
provenientes do sertdo piauiense é de 33,73%, 0 que caracteriza a espécie como
oleaginosa, ou seja, uma espécie vegetal com alto teor de dleo. Dessa forma, isso
podera proporcionar diversas aplicagcdes, como em processos de obtencdo de
produtos de limpeza, cosméticos, tintas, vernizes, medicamentos, plasticos e
lubrificantes, diminuindo assim, a dependéncia de outras fontes oleaginosas e
possibilitando o desenvolvimento de regides que cultivam a faveleira (LIMA et al.,
2007; OLIVEIRA et al., 2014). Além do alto teor de dleo, as sementes de faveleira
apresentaram um relevante teor de proteinas e carboidratos, o que pode possibilitar
sua utilizacdo na dieta humana, desde que seja comprovada a auséncia de
substancias toxicas ou alergénicas. Além disso, a torta de faveleira, que é o residuo
proveniente do processo de extracdo do 6leo das sementes, pode ser uma excelente
fonte de substrato para microrganismos, como o fungo Rhizopus sp., para obtencéo
de extratos enzimaticos a partir da fermentacdo em substrato solido, devido ao seu
alto teor de proteinas (22,14%) e carboidratos (35,58%).

Tabela 3.1. Composicédo Centesimal das Sementes de Faveleira

Componente Centesimal Concentragao (%)
Umidade 4,72+ 0,01
Lipidio 33,73 0,27
Proteina (N x 6,25) 22,14 +0,17
Cinza 3,81+0,03
Carboidrato 35,58

3.2. COMPOSICAO QUIMICA DO OLEO DE FAVELEIRA

O cromatograma obtido do Oleo de faveleira (Figura 3.1), apds 0 processo de
transesterificacdo com hidréxido de potassio apresentou 19,83% de acido palmitico
(pico 1), 41,71% de &acido linoleico (pico 2), 22,94% de &cido oleico (pico 3) e
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ABUNDANCIA

15,50% de &cido esteérico (pico 4). Pode-se observar uma predominancia de acidos
insaturados correspondendo a 64,65% (picos 2 e 3), 0 que pode ser importante para
industria de diversos setores, pois a presenca de acidos insaturados representa
excelentes propriedades fisico-quimicas e biologicas, e na dieta humana a presenca
de Acidos insaturados provenientes de Oleos vegetais proporcionam beneficios na
regulagem de diversos processos fisiolégicos do corpo humano.

As enzimas podem ser classificadas em lipases e esterases e uma diferenca
importante entre as duas esta no tipo de moléculas que as mesmas podem catalisar.
Enquanto as esterases hidrolisam triacilgliceréis com acidos de cadeia carbonica
curta, menor que 10 atomos de carbono, as lipases se caracterizam por hidrolisar
moléculas de triacilglicerdis de acido de cadeia maior que 10 atomos de carbono
(CHEN; DANIEL; COOLBEAR, 2003; BAUR et al., 2015; CAO et al., 2015; CHEN et
al., 2015). Portanto, observando a constituicdo do 6leo de faveleira (formado por
acidos acimas de 10 atomos de carbono) pode-se inferir que o seu triacilglicerol
pode ser utilizado em processos de hidrolise utilizando lipases e consequentemente

em outros processos reacionais gue envolvem esses biocatalisadores.

Figura 3.1. Cromatograma do Oleo de Faveleira

8
7x10 2

6x10° <

5x10° <

4x10° <

3x10° <

2x10° <

1x10° = J

T ¥ T v 1
14 16 18

TEMPO (min)

47



3.3. PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS DO OLEO DE FAVELEIRA

A qualidade de dleos vegetais e consequentemente a sua aplicacdo como
biomassa em processos industriais esta totalmente ligada as suas propriedades
fisico-quimicas, que sdo condicionadas pela sua composi¢cao quimica.

Nas industrias de alimentos, as propriedades fluidodinAmicas, como
viscosidade e densidade, sdo fundamentais e determinantes para sua aceitacdo no
mercado consumidor, assim como Sao importantes para a execucao de projetos de
equipamentos e de processos de manejamento do 6leo (LIMA et al., 2007). Portanto,
de acordo com a Tabela 3.2, os valores de viscosidade (30,07 + 0,012 mm?.s™) e
densidade (0,9092 + 0,0003 g.cm™) para o 6leo de faveleira estdo dentro da faixa de
valores encontrados para outros Oleos utilizados no mercado, como os 0leos de
soja, milho e algodéo (BROCK et al., 2008).

A Agéncia de Vigilancia Sanitaria, 6rgdo regulador da qualidade de Oleos
vegetais consumidos no Brasil, determina que o limite maximo para os indices de
acidez e peréxido sejam de 4,0 mg.g* e 12,0 mEg.Kg' (MUNIZ et al., 2015),
respectivamente, portanto os valores encontrados para o 6leo de faveleira estédo
dentro dos parametros estabelecidos pelo érgao.

O indice de iodo é representado pela quantidade de iodo que reage com 100
gramas de 6leo e determina o grau de insaturacfes presentes nos 0Oleos vegetais
(MUNIZ et al., 2015), ou seja, quanto maior o numero de ligagBes duplas ou triplas
nos constituintes do triacilglicerol de um 6leo, maior o indice de iodo. J& o indice de
saponificacdo € definido como o niumero de miligramas de hidroxido de potassio
(KOH) necessérios para saponificar os acidos graxos (MUNIZ et al., 2015) e indica o
tamanho da massa molecular dos acidos formadores do triacilglicerol, ou seja,
quanto maior o indice de saponificacdo menor € a massa molecular dos acidos
formadores do éster (LIMA et al., 2007; ARAUJO; MOURA; CHAVES, 2010).
Portanto, o 6leo de faveleira apresentou indice de iodo e de saponificagcdo muito
proximos de outros oOleos vegetais (GOMES et al.,, 2003; KOBORI; JORGE, 2005;
SHIMAMOTO; FAVARO; TUBINO, 2015).
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Dessa forma, os resultados para as propriedades fisico-quimicas do 6leo de
faveleira estdo dentro dos limites estabelecidos pela agéncia reguladora brasileira e
ou proximos dos valores constatados para outros 6leos vegetais, possibilitando
assim sua insercdo no mercado de consumo e o0 consequente desenvolvimento de

regibes que cultivam essa espécie oleaginosa.

Tabela 3.2. Propriedades Fisico-Quimicas do Oleo de Faveleira

Propriedades Fisico-Quimicas Oleo de Faveleira
Viscosidade a 40 °C (mm®.s™) 30,07 + 0,012
Densidade a 25 °C (g.cm™) 0,9092 + 0,0003
indice de Acidez (mg.g™?) 0,48 + 0,002
indice de Peréxido (mEqg.Kg™) 1,94 +0,125
indice de lodo (g.100g™) 114,18 + 0,421
indice de Saponificacdo (mg.g™) 199,16 £ 0362

3.4. CARACTERIZACAO POR INFRAVERMELHO, RESSONANCIA MAGNETICA
NUCLEAR DE HIDROGENIO E ANALISE TERMICA DO OLEO DE FAVELEIRA

O controle de qualidade de Oleos vegetais, como a pureza, 0 processo de
refinamento, o teor de agua podem ser determinados por diversas técnicas
quimicas, dentre elas destacam-se as analises por infravermelho e a ressonéancia
magnética nuclear (LOPES; FASCIO, 2004).

No espectro de infravermelho do 6leo de faveleira (Figura 3.2) podem-se
destacar os picos caracteristicos de triacilgliceréis. Em 1745 cm™ ha um pico que se
refere & carbonila do ésteres (ARAUJO; MOURA; CHAVES, 2010). Em 1237 cm?,
1163 cm™ e 1101 cm™ os picos referentes as ligagdes C-O. Em 3009 cm™, observa-
se também, em menor intensidade, os estiramentos das ligacdes duplas presentes
nas insaturacées dos Acidos oléicos e linoleicos. Enquanto que em 2924 cm™ e 2854
cm™, com maior intensidade, observa-se os estiramentos das ligacées simples dos
carbonos presentes em grande maioria em todos 0s acidos que constituem o Oleo de

faveleira. N&o ha presenca significativa de 4gua, pela falta de uma banda larga em
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aproximadamente 3400 cm™ e também ndo foi constata a presenca de outros
estiramentos que caracterizem a presenc¢a de contaminantes no 6leo, confirmando a

eficacia do processo de degomagem do 6leo com acido fosfoérico.

Figura 3.2. Espectro de Infravermelho do Oleo de Faveleira
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O espectro de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (Figura 3.3)
apresenta picos bem definidos e caracteristicos de triacilgliceréis. Pode-se destacar
a presenca de sinais consistentes 4 0,88 dos hidrogénios metilénicos terminais da
cadeia hidrocarbénica; um sinal largo em 6 1,25 referente aos hidrogénios da cadeia
metilénica; um multipleto em & 1,61 dos grupos metilénicos B-carbonilicos; um
multipleto em & 2,03 dos hidrogénios metilénicos alilicos; dois tripletos em 52,30 e
2,76 dos grupos metilénicos a-carbonilicos e bis-alilicos, respectivamente; dois
sinais em 6 4,16 e 4,28 dos hidrogénios oximetilénicos do residuo de glicerol; um

multipleto entre 6 5,33 referente aos hidrogénios olefinicos da cadeia e oximetinico
do glicerol (ARAUJO et al., 2014).
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Figura 3.3. Espectro de RMN *H do Oleo de Faveleira
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A estabilidade térmica e oxidativa do 6leo € um fator determinante para
processos de conservacao e também para utilizacdo do mesmo em diversos setores
industriais. Essa estabilidade pode ser verifica por meio das analises térmicas como
a termogravimetria (TG) e calorimetria (DSC).

A curva de TG (Figura 3.4) mostra um Unico pico de perda de massa em 416
°C que corresponde ao processo de decomposi¢do dos triacilglicerois do Gleo de
faveleira (ARAUJO et al., 2014; MUNIZ et al., 2015). Isso demostra que o 6leo de
faveleira tem uma alta estabilidade térmica, maior que 6leos de outras espécies
oleaginosas bastantes utilizadas em setores industriais como soja, algodéo, babacu
dentre outros (SANTOS et al., 2002; SOUZA et al., 2007). Também pode-se
observar que ndo ha outra perda de massa ou formacéo de residuo significativo,

apenas 1,2%, o que indica que o processo de degomagem com H3PO, foi eficaz

para retirada de gomas e residuos presentes.
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Massa (%)

Essa alta estabilidade térmica verificada pela perda de massa pode ser
corroborada pelo perfil calorimétrico (Figura 5.5), em que se observa uma transicdo

exotérmica em 416 °C referentes a combustéo dos triacilgliceréis presentes no 6leo.

Figura 3.4. Perfil Termogravimétrico do Oleo de Faveleira
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Figura 3.5. Perfil Calorimétrico do Oleo de Faveleira
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Dessa forma, levando em consideragdo todas as propriedades estudadas
para o 6leo de sementes de faveleira coletadas na regido do semi-arido brasileiro,
pode-se considerar que o0 potencial biotecnolégico do mesmo € muito vasto,
podendo ser aplicado em diversos setores da cadeia produtiva e gerar renda para as
comunidades que produzem essa espécie oleaginosa, pois atualmente € pouco
explorada. Portanto, uma das aplicagfes estudadas nesse trabalho para esse 6leo
vegetal foi no processo de hidrolise utilizando extrato enzimatico provenientes do
fungo Rhizopus. Em trabalhos futuros poderdo ser utilizados os residuos do
processo de extragdo do Oleo de faveleira em fermenta¢cdes com microrganismos

para obtencdo de compostos enzimaticos.

3.5. CARACTERIZACAO DO EXTRATO ENZIMATICO DO FUNGO Rhizopus sp.

Para avaliacdo das mudancas quimicas e consequentemente da atividade do
microrganismo durante o processo fermentativo no substrato liquido peptonado com
o fungo Rhizopus sp., foi realizada a determinagdo de pH a cada 24 h, pois o
metabolismo do fungo, ao crescer, consome e libera diversas substancias, dentre
elas as lipases, que proporcionam alteracdes quimicas no sistema (DAR et al., 2015;
MULDER et al., 2015). Diversos trabalhos de obtencdo de lipases em substratos
liguidos tem demostrado um aumento de pH durante o processo fermentativo (TAN
et al.,, 2004; BROZZOLI et al.,, 2009; ALI; RAFI; HAQ, 2010; KIM et al., 2011;
ALMEIDA; TORNISIELO; CARMONA, 2013; LIMA et al.,, 2014; RAMESH et al.,
2014). Portanto, pode-se observar pela Figura 3.6 que durante os 3 dias de
fermentacdo do meio peptonado com o fungo Rhizopus sp., houve um significativo
aumento do pH, indicando uma grande atividade do microrganismo no meio e a
possivel formacao de lipases.

Outro fator para determinacdo da atividade do microrganismo em
determinados meios de fermentacdo consiste na formagcdo de massa micelial do
microrganismo utilizado (PAPAGIANNI, 2014), dessa forma, houve uma formacgao
total de 2,1 g (Figura 5.7) de micélio por 100 mL do meio fermentativo utilizado, o
gue sugere que 0 meio continha nutrientes que proporcionaram 0 crescimento do

fungo e consequentemente a formacao de lipase.
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Figura 3.6. Variagédo de pH Durante o Processo Fermentativo com Fungo
Rhizophus sp.
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Figura 3.7. Producédo de Massa Micelial Durante o Processo Fermentativo
com Fungo Rhizophus sp.
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Apbs o processo fermentativo e a filtragdo para retirada da massa micelial e
de outros compostos indesejados maiores e obter apenas substancias que se
encontram dentro da faixa de tamanho encontrados para enzimas, o filtrado foi
liofilizado e caracterizado por infravermelho, cromatografia gasosa, difracdo de raios
X e microscopia eletronica de varredura.

As enzimas sdo constituidas de cadeias de polimeros formadas por
aminoacidos que estdo unidos entre si por ligacbes peptidicas. As forcas
intermoleculares e intramoleculares, como as ligacdes de hidrogénio e forcas de Van
Der Walls, determinam a conformacgéao e a estabilidade da estrutura molecular.

O espectro de infravermelho do extrato enzimético obtido € semelhante ao
espectro de uma lipase purificada (Figura 3.8), em que pode-se observar as bandas
tipicas de lipases que estdo associadas ao grupamento amino. Dessa forma, no
comprimento de onda situada entre 1600-1700 cm™ estdo exibidos as vibracdes dos
grupamentos amino primarios e secundarios e a regiao formada por uma banda
larga com ponto maxima em torno de 3420 cm™ corresponde a regido atribuida aos

aminoacidos terminais presentes na enzima (PAULA et al., 2008).

Figura 3.8. Espectro de Infravermelho do Extrato Enzimatico e de Lipase Padrao
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No cromatograma do extrato enzimatico, pode-se observar um pico largo
atribuido a lipase, identificado por meio de um padrdo inserido nas mesmas
condi¢cbGes de analise. Dessa forma pode-se ratificar a presenca de lipase no extrato
enzimatico obtido e, portanto, confirmar a atuacdo do microrganismo no processo

fermentativo para obtencéo desses catalisadores biologicos.

Figura 3.9. Cromatograma do Extrato Enzimatico e Lipase Padréo
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Para determinacdo do grau de cristalinidade e da morfologia do extrato
enzimatico foram realizadas analises de difracdo de raios X e microscopia eletronica
de varredura. Pode-se observar pela andlise de DRX (Figura 3.10) que se trata de
um material essencialmente amorfo, pois o grafico apresenta picos largos, dispersos
e poucos intensos, isso €é esperado para materiais organicos formados

essencialmente por enzimas (ARAUJO et al., 2010).
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Figura 3.10. Difratograma do Extrato Enziméatico
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Essa nao cristalinidade do material € confirmada pela microscopia eletrbnica
de varredura (Figura 5.11), pois as imagens demonstram um material ndo uniforme,
ou seja, particulas dispersas e com tamanhos diferentes (CALLIARI; MAGNANI;
GOMEZ, 2011) Essa caracteristica é importante, pois a auséncia de cristalinidade
apresenta uma relacéo direta com a obtencdo de uma matriz integra e mais eficiente
na protecdo de compostos bioativos, além de apresentarem uma maior solubilidade
do que os compostos cristalinos (CALLIARI; MAGNANI; GOMEZ, 2011).
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Figura 3.11. Microscopia Eletrénica de Varredura do Extrato Enzimatico

3.6. DETERMINACAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA

Um outro método para identificacdo de lipase em extratos provenientes de
microorganismos, e também quantificar a atividade enzimatica em determinado
substrato (triacilglicerol) se da por meio da titulacdo apés a reacdo de hidrolise pela
liberacdo do &cidos graxos (FENDRI et al., 2012; ALMEIDA; TORNISIELO;
CARMONA, 2013). Uma unidade de atividade enzimética € definida como a
quantidade de extrato enzimatico que libera 1 umol de acido graxo por minuto, nas

condicdes do ensaio, e pode ser quantificada através da equacéo 1:
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— * *
ua~ _(Va=Vb) * 1000 * Mo equacaon

t (min) *m

Extrato Enzimatico

Em que Va refere-se ao volume de KOH utilizado na titulacdo ap0s a reacao
de hidrolise; Vb é o volume para titulacdo do branco; Mnaon € a concentracdo molar
do hidroxido de potassio; t (min) € o tempo da reagd0 em MINUtOS € Mexirato enzimatico

refere-se & massa de extrato enzimatico utilizado em gramas.

O triacilglicerol bastante utilizado para determinacéo de atividade enziméatica é
proveniente do Oleo de oliva, no entanto, a busca de novas alternativas para
determinacdo de atividade enzimética é necesséaria e importante para divulgacéo
cientifica, pois abre maiores perspectivas para o desenvolvimento de enzimas e
substratos analiticos, portanto a atividade enzimatica com o 6leo de faveleira foi de
277,49 + 0,54 U.g*, enquanto que a atividade encontrada para o 6leo de oliva foi de
220,41 + 0,90 U.g?, indicando que o 6leo de faveleira pode ser uma alternativa
importante para utilizacdo em processos de determinacdo de atividade enzimética
de lipases provenientes de Rhizopus sp, além disso, todos os resultados deste
trabalho demostram que o 6leo de faveleira € uma excelente fonte alternativa ndo sé
para determinacdo de atividade enzimatica, como também para sua utilizacdo em
diversos setores da industria, devido as suas excelentes propriedades fisicas e

quimicas.

59



4. CONCLUSOES

As sementes de faveleira da regido do sertdo piauiense apresentaram um alto
teor de Oleo e excelentes propriedades fisico-quimicas, 0 que pode proporcionar sua
utilizacdo como biomassa em diversos setores da industria.

A torta de faveleira apresentou um grande teor de proteinas e carboidratos
sendo uma alternativa para os processos de fermentacdo em substrato sélido de
microrganismos.

O o6leo de faveleira € composto essencialmente por acidos de cadeia longa
(mais de 10 atomos de carbono), o que proporciona sua utilizacdo como substrato
em processos de determinacdo de atividade enziméatica e em outros processos
reacionais que envolvem lipases como catalisadores.

O processo de degomagem utilizado resultou em um o6leo de alta pureza,
confirmado pelas andlises de infravermelho e ressonancia magnética nuclear, além
de apresentar alta estabilidade térmica, confirmada pelas andlises termogravimétrica
e calorimétrica.

O processo fermentativo em substrato liquido peptonado com fungo Rhizopus
sp. resultou em significativas alteragcdes do pH e formagcdo de massa micelial,
determinando uma boa interagéo do fungo com o meio.

A lipase do extrato enzimatico liofilizado foi identificada por meio de
Espetroscopia na Regido do Infravermelho e Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia, e sua morfologia foi definida como amorfa, segundo principios
estabelecidos por Difracdo de Raios X e Microscopia Eletrbnica de Varredura.

A atividade enzimética do extrato obtido foi maior em 6leo de faveleira do que

em substrato convencionalmente utilizado como o 6leo de oliva.
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