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Resumo

O presente estudo esta dividido em cinco capitulos, o primeiro apresenta uma revisao
bibliografica sobre o uso de subprodutos agroindustriais vegetais como fonte de compostos
bioativos e aplicagdes industriais de lipases. Os capitulos seguintes descrevem o estudo de
matrizes vegetais para obtencao de lipases, bem como a aplicagdo das lipases mais promissoras
em reacdes de hidrdlise e sintese. As matrizes de laranja e manga foram as que apresentaram
maior potencial, pois além da elevada atividade lipolitica sdo abundantes e possuem processos
de produgao e processamento bem estabelecidos. Pela primeira vez, foi constatada a presenca
de lipases em trés subprodutos do processamento de suco de laranja denominadas casca, bagaco
e frit e em trés partes de manga denominadas casca, polpa e semente, as quais, apresentaram
atividade em ampla faixa de pH desde o neutro (6-7) ao alcalino, elevada termoestabilidade e
atividade em diferentes p-NP-ésteres, apresentando atividade de até¢ 77,7 U/g para o extrato
enzimatico bruto do subproduto denominado frit de laranja e de 170 U/g para o extrato bruto
de casca de manga. Todas as matrizes de laranja ¢ de manga foram capazes de catalisar as
reagoOes de hidrolise e esterificagdo, sendo observado taxa de 58,5% de esterificagdo de acido
oleico para uma lipase obtida de manga. Cinco matrizes foram capazes de catalisar reagdes de
alcoolise, sendo elas casca e polpa de manga em 6leo de milho, polpa e semente de manga em

oleo de soja e frit de laranja em oleo de soja.
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Abstract

This study is divided into five chapters, the first presents a literature review on the use of
agroindustrial byproducts plant as a source of bioactive compounds and industrial applications
of lipases. The following chapters describe the study of vegetable matrices for obtaining lipases,
as well as the most promising application of lipases for the hydrolysis and synthesis. The lipases
of orange and mango showed the greatest potential, because besides the high lipase activity are
abundant and have production processes and well established processing. For the first time, the
presence of lipase was determined in byproducts of processing of orange juice called peel, core
and frit and three parts of manga called peel, pulp and seed, which showed activity in a wide
pH range from neutral (6-7) to alkaline thermostability and activity at different p-NP- esters.
Having activity of up to 77.7 U/g for the raw byproduct enzyme extract called frit orange and
170 U/g for the raw enzyme extract from peel of mango. All arrays of orange and mango were
able to catalyze the reactions of hydrolysis and esterification, observed the rate of 58.5% on the
esterification of oleic acid by lipase obtained from mango. Five matrices were able to catalyze
the alcoholysis reactions, peel and pulp mango in corn oil, mango seed and pulp in soybean oil

and orange frit in soybean oil.
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Introducio

A Revolugdo industrial, a qual, ocorreu entre os séculos XVII e XVIII é considerada o
marco para a cultura contemporanea devido ao seu impacto nas relagdes do homem com o
trabalho e meio ambiente, sendo a area de producao de alimentos uma das que mais sofreram
transformagdes. As inovacdes tecnologicas oferecidas proporcionaram maior velocidade de
transformagdo das matérias primas adaptando antigas técnicas artesanais ao sistema industrial,
impulsionando os avangos nesse setor, pois, com aumento da producao industrial foi gerado
maior capital, o qual estimulou o éxodo rural. Com aumento da oferta de mao de obra urbana e
maior capital as industrias puderam crescer para, entre outros, suprir a demanda por alimentos
processados que cresceu proporcionalmente a expansdo da populagdo urbana. Devido a
concentra¢do da populacdo na area urbana e aumento da carga hordria de trabalho nas industrias
os alimentos passaram a ser transportados a distancias cada vez maiores € as pessoas passaram
a ter menos tempo para o preparo de refei¢cdes, fazendo com que os alimentos processados
aumentassem gradativamente sua durabilidade e praticidade (Koblitz, 2011; Hernandez, 2005).

Entretanto, o aumento da produgao de alimentos industrializados apresentou
crescimento exponencial trazendo como problema a expressiva gera¢do de residuos.
Mundialmente sdo produzidos, processados e consumidos bilhdes de toneladas de vegetais e
como consequéncia também sdo gerados bilhdes de toneladas de residuos. Atualmente, esse
problema tém se tornado atrativo, ja que os residuos vegetais podem ser utilizados como
matérias primas para inimeras finalidades, como na area de bioprospec¢do de moléculas ativas,
entre as quais se destacam as enzimas como as lipases (Woiciechowski et al., 2013).

As lipases, triacilglicerol acilhidrolases (E. C. 3.1.1.3), podem ser de origem vegetal,
animal ou microbiana, sendo que a primeira possui vantagens como simplicidade dos métodos
de obtencdo e disponibilidade de matérias primas. Essas enzimas estdo presentes em maior
abundancia em frutas, grdos e sementes, porém atualmente sdo pouco utilizadas em escala
comercial devido a auséncia de matrizes economicamente viaveis. Em condi¢des naturais
catalisam a reacdo de hidrolise, porém, em condigdes controladas podem catalisar outras
reacdes como a esterificagdo e transesterificacdo. Dependendo de suas caracteristicas
bioquimicas, cada lipase, possui maior afinidade pela catdlise de determinada reacdo, dessa
forma, o estudo do desempenho dessas em processos cataliticos diferenciados € essencial para
a indicagdo de suas possiveis aplicagdes (Lopes et al., 2011; Hasan et al., 2006).

A concentra¢do do mercado de enzimas em poucas grandes empresas auxilia a manter

o custo das enzimas comerciais elevado o que em muitos casos torna impraticavel a aplicagao

3
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da catélise em larga escala. Nesse contexto, o desenvolvimento de pesquisas para obtencao de
enzimas home-made pode transformar o mercado de biocatalisadores.

O presente trabalho objetivou a obtencdo de lipases a baixo custo com caracteristicas
bioquimicas adequadas a sua aplicagdo em processos industriais. Com o intuito de
contextualizar as pesquisas realizadas ao cenario atual de uso de residuos e enzimas,
produzimos a revisao bibliografica intitulada “Subprodutos agroindustriais vegetais como fonte
de biomoléculas”, a qual compdem o capitulo 1. O capitulo 2 descreve os pré-testes realizados
com 15 matrizes vegetais provenientes de laranja, manga, lima acida tahiti, uva, amendoim e
maracuja, entre as quais, as matrizes de laranja e manga foram as que apresentaram maior
potencial, pois além da elevada atividade lipolitica sdo abundantes e de baixo custo. Devido a
esse potencial essas matrizes foram caracterizadas e testadas, in vitro, na catalise das reagoes
de hidroélise, esterificagdo e transesterificagdo com o intuito de verificar a aplicabilidade das

matrizes de laranja e manga como fonte de lipases.
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CAPITULO 01: SUBPRODUTOS AGROINDUSTRIAIS VEGETAIS COMO FONTE DE
BIOMOLECULAS - REVISAO

Clarissa Hamaio Okino Delgado, Luciana Francisco Fleuri

Trabalho submetido na revista Journal of the Science of Food and Agriculture (fator de impacto

de 1.759 e qualis B1).

Resumo

Os residuos agroindustriais de origem vegetal s3o considerados um problema desde o inicio
dos processos industriais, entretanto vém se tornando atrativos como matérias primas para
inimeras finalidades, como na area de bioprospeccao de moléculas ativas, entre as quais se
destacam as enzimas como as lipases. Essa revisdo bibliografica procurou contextualizar esse
cenario reunindo defini¢des, informagdes e estudos relevantes sobre residuos e subprodutos
agroindustriais de laranja e manga, além do mercado internacional de enzimas e aplicacdes

industriais de enzimas lipoliticas.

Palavras chave: residuos agroindustriais, producdo enzimatica, biocombustiveis, transformacao

de 6leo, industria de alimentos

Abstract

The agro-industrial waste plant has been considered a problem since the beginning of
the industrial processes, however, currently has becoming attractive as a raw material for
numerous purposes such as in the area of bioprospecting of active molecules, among which
stand out the enzymes, such as lipases. This review aimed to contextualize this scenario, adding
definitions, information and relevant studies on waste and agro-industrial byproducts of orange

and mango, the international market and industrial applications of lipolytic enzymes.

Keywords: agro-industrial residues, enzymatic production, biofuel, transformation of oil, food

industry
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1. Revisao bibliografica

Residuos e subprodutos agroindustriais como fonte de biomoléculas

Mundialmente sdo produzidos, processados e consumidos bilhdes de toneladas de
vegetais, como consequéncia também sdao gerados bilhdes de toneladas de residuos. Nos
Estados Unidos cerca de 30% de todos os alimentos produzidos sdao descartados.
Proporcionalmente o Reino Unido e Japao sdo os paises que mais desperdigam seus alimentos
chegando a descartar 40% de sua producdo. O Brasil devido a expressiva produgdo agricola ¢
também grande gerador de residuos, sendo que a somatéria da produgdo anual de 2009 das
culturas de cana de agucar, soja, milho, laranja, arroz ¢ mandioca foi de aproximadamente 870
milhdes de toneladas de alimentos e cerca de 670 milhdes de toneladas de residuos (EPA, 2013;
Woiciechowski et al., 2013; Kosseva, 2009).

Os termos da Unido Européia (91/156/CEE)(1) Diretriz 91/156/CEE de 18 de marco de
1991, definem residuo como qualquer substancia ou objeto de que o respectivo detentor se
desfaz ou tem a inteng@o ou obrigacdo de se desfazer, considerando residuo tudo o que nao ¢ o
produto final (principal) do processo. Dessa forma, mesmo quando determinado processo gera
dois produtos o principal ¢ considerado o produto e o outro residuo. Assim os termos
subproduto, coproduto e byproduct foram empregados para denominar os produtos secundarios
do processo (Conselho Comunidade Européia — EU, 1991).

Porém, de todo o residuo gerado durante processos agroindustriais, apenas pequena
parcela € aproveitada como subprodutos, sendo que a grande maioria ¢ considerada sem
aplicagdo vidvel e ¢ descartada diretamente no meio ambiente ou responsavel por grandes
gastos com descarte apropriado. Existem exemplos bem sucedidos do uso de subprodutos como
biomassa para a producdo de energia ou como alimentagdo animal, o que constitui boa
alternativa para o grande volume de residuos gerados. Geralmente, para esses fins a industria
geradora do residuo minimiza seus custos, visto que os criadores de animais e empresas de
energia arcam com os custos de transporte e em alguns casos, ainda pagam valores pequenos
por tonelada de residuo. Entretanto, esses residuos podem conter substincias valiosas como
pigmentos, acUcares, acidos organicos, aromas € compostos bioativos como antioxidantes,
enzimas, ativos antimicrobianos e fibras e, por isso, poderiam ser aplicados em bioprocessos

gerando produtos de maior valor agregado (Martinez et al., 2012).
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Bioprocesso pode ser definido como processo de transformacao de determinada matéria-
prima envolvendo células vivas, como em processos fermentativos utilizando micro-
organismos ou parte dessa célula como as enzimas (Woiciechowski et al., 2013).

Enzimas sdo, geralmente, proteinas que catalisam rea¢des nos seres vivos de forma
ordenada e sequencial no metabolismo celular. Estdo entre as biomoléculas mais importantes
em processos biotecnolédgicos devido a elevada especificidade e poder catalitico, apresentando
inimeras vantagens, como a acao em condi¢oes brandas de temperatura, pH e pressao, elevada
velocidade de reagdo e compatibilidade com diferentes substratos sintéticos (Barros et al.,
2010).

A Enzyme Commission of the International Union of Biochemistry and Molecular
Biology (IUBMB — Unido Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular) divide as enzimas
em seis principais grupos, oxidorredutases (1), transferases (2), hidrolases (3), liases (4),
isomerases (5) e ligases (6) nas quais estdo inclusas subclasses de acordo com o tipo de reagdo
catalisada. Nesse sistema cada enzima recebe seu nome recomendado, geralmente formado pelo
nome do substrato catalisado e sufixo ase. Cada enzima também recebe seu nome sistematico
constituido por 4 digitos, sendo que cada numero descreve a enzima de maneira
progressivamente mais detalhada. O primeiro nimero refere-se a classe, ou tipo de reagao geral
catalisada. O segundo especifica a sub-classe, o terceiro sub-subclasse e o quarto o substrato. E
importante ressaltar que o codigo se baseia na reacdo catalisada em condigdes naturais, ja que
a enzima que realiza a catdlise de determinada reacdo em seu meio de origem pode catalisar
outras reagoes sob condi¢des controladas (BRENDA, 2013, IUBMB, 2013; Devasena, 2010).

A cada dia sdo caracterizadas novas enzimas de acordo com as regras da Enzyme
Commission (E. C. number), sendo que até 2013 cerca de 6200 enzimas foram cadastradas em
sistemas de banco de dados como o0 BRENDA e [UBMB.

As enzimas podem ser obtidas de animais, plantas e micro-organimos. Nos animais,
geralmente, estdo concentradas, principalmente em glandulas e orgdos excretores como
pancreas. Para obtencao de enzimas pelo uso de micro-organismos sao utilizados os processos
fermentativos. Nos vegetais, as enzimas estdo presentes em maior concentragdo em frutos,
folhas, sementes e latex. Porém, o uso desses vegetais como fonte de enzimas pode ser
economicamente invidvel e controverso, devido ao alto custo desses materiais e ao uso para
finalidades nao alimenticias ser visto danoso a populagdo por diminuir a oferta de alimentos.
Assim o uso de subprodutos agricolas e agroindustriais constitui boa fonte de enzimas sem
prejuizos, ja que o produto principal (alimento) € produzido normalmente. O fator limitante ao

uso de subprodutos estd no proprio processamento, ja que altas temperaturas, condi¢des
7
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extremas de pH e adi¢do de quimicos, comuns em processos industriais, podem desnaturar as
enzimas. Nesse contexto o processamento de frutas para suco constitui boa fonte de
subprodutos, pois de maneira geral as partes descartadas, como cascas € sementes sao ricas em
enzimas e nao sofrem tratamentos que poderiam desestruturar essas biomoléculas (O Shea et
al., 2012; Devasena, 2010; Fleuri et al., 2013).

Ha muitos exemplos bem sucedidos do uso de vegetais como fonte de enzimas, como as
proteases denominadas papainas de frutos, folhas e latex de mamao (Carica papaya L.);
ascorbato oxidases de espécies do género Curcubita; peroxidase de raiz forte (Armoracia
rusticana L.); fosfoglicerol pivuvato carboxilase de folhas de milho (Zea mays L.) e fitase de
cereais como trigo (7riticum vulgare V.) (Molina et al., 2013; Devasena, 2010).

Atualmente ha diversas enzimas utilizadas industrialmente sendo as principais as
proteases, carbohidrases (incluindo amilase, lactase, celulase e glicose isomerase), lipases,
penicilina acilase, aminoacido acilase e ciclodextrina glicosil transferase aplicadas em
diferentes areas como alimentos, farmacéutica, diagnosticos, prevencdo de doengas, téxtil,
transformagdo, agricultura, pos-colheita, entre outras. O mercado mundial de enzimas
movimenta cerca de 5 bilhdes de dolares anualmente, com crescimento exponencial nos ultimos
anos; entretanto poucas empresas vém dominando esse mercado. As 10 maiores ¢ mais
renomadas empresas de enzimas do mundo (Novozymes, Genencor, A B enzymes, Eucotis
Genzyme, Berg+Schimidt, Amano, Biocon, Danisco, ADM, Biocatalyts e Stern Ingredients
Multinacional) sdo responsaveis por aproximadamente 80% do mercado, sendo que a empresa
Novozyme sozinha corresponde a cerca de 25% do total de enzimas comercializadas
(Novozymes, 2012; Devasena, 2010).

A concentra¢do do mercado de enzimas em poucas grandes empresas auxilia a manter
o custo das enzimas comerciais elevado o que em muitos casos torna impraticavel a aplicacdo
da catélise enzimatica em grande escala. Nesse contexto, o desenvolvimento de pesquisas para
obtengdo de enzimas home-made pode transformar o mercado de biocatalisadores ja que
apresentam elevada atividade, especificidade, caracteristicas bioquimicas diversas e que podem
ser obtidas por métodos simples e baratos de fontes abundantes e de baixo custo como os
residuos agroindustriais. O presente trabalho focou os estudos na busca por lipases em
subprodutos do processamento de laranja e manga devido a expressdo dessa enzima e das

culturas no Brasil.
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Produtos e subprodutos da laranja

Mundialmente sdo produzidas, aproximadamente, 55 milhdes de toneladas de laranja
doce, onde o Brasil se destaca como o maior produtor. Na safra de 2011 o pais produziu 19
milhdes de toneladas de laranja, sendo que o estado de Sdo Paulo foi responsavel por 76,1%
dessa producao (IBGE, 2012; Lanza, 2003).

A origem da laranja é controversa, entretanto, de maneira geral, considera-se que ocorreu
primeiramente no arquipélago malaio, localizado na China. Posteriormente espalhando-se pela
Europa na Idade Média e chegando ao Brasil na época do descobrimento, cujo cultivo foi
estimulado por ser considerada, no periodo, como antidoto ao escorbuto (doenca ocasionada
pela deficiéncia severa de vitamina C, comum na época das grandes navegacoes)
(ASSOCITRUS, 2013).

A maioria das espécies consideradas citros pertence ao género Citrus, composto por
apenas trés espécies: cidra (Citrus medica L.), tangerina (Citrus reticulata B.) e toranja (Citrus
sinensis L.), sendo os outros gendtipos derivados de hibridagdes entre estas espécies (Scora,
1975).

A espécie Citrus sinensis (L.) Osbeck ¢ a mais utilizada para a producdo de suco
concentrado no Brasil e nos Estados Unidos. No Brasil, dentre as diversas variedades
comerciais utilizadas a Péra possui maior relevancia. Condi¢des de campo incluindo fatores
climaticos, tratos culturais, variedade selecionada ¢ métodos de extra¢ao influenciam na
produtividade e composi¢ao, porém entre 45 a 60 % do peso total do fruto é convertido em suco
de laranja e o restante ¢ considerado subproduto (Donadio et al., 1995; Kimball, 1991).

Por muito tempo a laranja foi avaliada apenas por suas propriedades organolépticas,
entretanto, sua composi¢do bioquimica ¢ rica em metabolitos secundarios como proteinas,
aminas, poliaminas, hidratos de carbono complexos, 4cidos organicos, lipidios, fendis,
flavondides, terpenodides, compostos aromaticos, elementos minerais, hormdnios e vitaminas.
O uso da laranja como fonte dessas biomoléculas agrega valor a essa fruta que ¢ amplamente
utilizada para consumo in natura, processamento de suco e extracdo de oleo essencial
(Ladaniya, 2009).

Cerca de 40 % de toda laranja produzida no mundo ¢ transformada em suco concentrado,
juntos o Brasil e os EUA produzem 90% de todo o suco processado de laranja. Porém, héa grande
diferenca entre esses dois paises, os EUA preferem suco processado, consumindo quase todo o
suco produzido no pais. O consumidor brasileiro prefere consumir o fruto in natura e por isso

o suco processado € voltado a exportacao, sendo que cerca de 80% da laranja doce brasileira ¢
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convertida em suco concentrado congelado, cujo principal destino ¢ a Europa (IBGE, 2012;
Lanza, 2003).

A extrac¢ao de suco de laranja tem como finalidade separar o suco do restante do fruto.
Dependendo do equipamento utilizado os subprodutos sdo separados em diferentes fracdes.
Entre os equipamentos mais utilizados esta a extratora in /ine da empresa J. B. T. Food Tech,
que até 2008 pertencia a F. M. C. Food Tech e ¢ considerada referéncia em tecnologia de
equipamentos para processamento de alimentos. Esse equipamento separa os subprodutos em
trés fracdes denominadas casca, frit € bagaco, cujo funcionamento esta ilustrado na Figura 1.
Nesse equipamento a laranja é comprimida entre os copos, a polpa e suco ficam retidos no tubo
filtro, enquanto a casca e o frit sdo descartados separadamente na parte superior, entre 0 copo €
o cortador. A polpa e suco de dentro do tubo filtro sofrem pressao, conforme o movimento
ocasionado pela entrada de mais material, fazendo com que o suco e particulas da polpa passem
para dentro do coletor de suco. As particulas maiores sdo descartadas e encaminhadas a
producao de farelo de polpa citrica. Apds a extragdo, o suco ainda contém polpa e residuos de
bagaco que s3o removidos em equipamentos adicionais denominados finishers

(despolpadeiras), os quais separam a polpa do suco por filtracao (J. B. T. Food Tech, 2013).

10
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Figura 1. Sistema de extrac¢do de suco citrico da empresa J. B. T. Food Tech

A extracdo de suco de laranja ¢ mecanica, somente apds a etapa de extragdo sdo
realizadas etapas de padronizagdo, que podem incluir a adi¢do de compostos quimicos e
processos para a conservacdo como pasteurizagdo que utilizam temperaturas elevadas
(Lanidaya, 2009).

Anatomicamente, a laranja ¢ um fruto simples sincarpico, carnoso indeiscente do tipo
hesperideo. As partes sdo epicarpo, constituida pela parte colorida e mais externa do fruto;
mesocarpo, composta pela parte branca e localizada entre o epicarpo e endocarpo; e endocarpo,
composta pelos gomos, na qual estdo inseridas as sementes (Vidal e Vidal, 2006).

Comparando constituintes do fruto pela defini¢cdo da anatomia vegetal e a industrial, a
fracdo denominada casca € composta pelo epicarpo, o frit corresponde a parte mais externa do
epicarpo e o bagago pelo mesocarpo. A Figura 2 ilustra a relagdo entre as partes anatomicamente
denominadas e as denominag¢des usualmente utilizadas pela industria de processamento de suco
de laranja.

O bagaco ¢ composto pelo mesocarpo, também denominado albedo e constitui o
subproduto de maior volume produzido no processamento para suco de laranja, correspondendo
a 42 % do total do fruto. Possui flavanonas (responsaveis pelo sabor amargo), pectinas, fibras

celulodsicas e minerais como ferro € cromo (Queiroz € Menezes, 2005).

11
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O epicarpo possui elevada concentragdo de carotenoides responsaveis pela coloracao
alaranjada e limoneno que esta entre as substancias de maior concentrag¢ao nos 6leos essenciais
de citros. O 6leo essencial € o subproduto mais valioso do processamento de suco de laranja,
amplamente utilizado devido a sua esséncia, coloragdo, além de propriedades antimicrobianas
nas industrias de alimentos, firmacos e cosmética. Sua concentracgao ¢ cerca de 0,3 % da massa
total do fruto e é extraido por pressdo mecanica. As glandulas que armazenam o 6leo estdo
concentradas na parte mais externa do epicarpo (frit), por isso, para facilitar o processo de
extracdo de 6leo, durante o processo de extragao de suco, esta fracdo ¢ separada do restante da
casca (Lanza, 2003). O 6leo essencial de laranja é constituido por uma mistura de substancias,
entre elas os terpenos que sdo os compostos presentes em maior concentracio e referem-se a
hidrocarbonetos formados pela condensacao de unidades de isoprenos (C5) e compartilham sua
origem com 4cidos graxos e sdo classificados como lipideos nao saponificaveis (Nascimento,
2008).

Atualmente estudos utilizando esses subprodutos para a obten¢do de biomoléculas tém
crescido como os de Luengo et al. (2013) sobre a extragdo de polifendis da casca, Senevirathne
et al. (2009) sobre extracdo e concentracdo de flavonoides e de Bortoluzzi e Marangoni (2006)

para extracdo de fibras dietéticas obtidas durante a extragao de suco.
Produtos e subprodutos de manga

A manga é a segunda fruta tropical mais produzida no mundo, sendo a fndia o maior
produtor (correspondendo a cerca de 45% do total o que representa 15 milhdes de toneladas)
cultivando mais de 1.000 variedades. O Brasil ¢ o sétimo, representando 3% do total produzido
no mundo e o segundo maior exportador, responsavel pelo cultivo de cerca de 200 variedades.
A regido brasileira que mais produz manga € a nordeste, principalmente o Submédio do Vale
do Sao Francisco, no qual o cultivo utilizou cerca de 38.000 hectares no ano de 2011, desses
aproximadamente 70 % pertencem a Bahia (FAO, 2012; Embrapa, 2010).

A manga pertence a familia Anacardiaceae, género Mangifera que possui
aproximadamente 70 espécies, sendo a mais importante a Mangifera indica L., planta perene
de porte arboreo, de origem no sul e sudeste da Asia e atualmente ¢ mundialmente cultivada
apenas em locais de clima tropical. Comercialmente as mangas sdo divididas em dois grupos,
o de mangas vermelhas que quando maduras permanecem com a casca com coloragdo

avermelhada e incluem as variedades americanas como Haden, Tommy Atkins, Keitt, Kent e

Palmer; e mangas amarelas de variedades como Afonso e Totapuri que permanecem com casca

13
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amarela quando maduras. As variedades vermelhas dominam cerca de 90% do mercado
mundial de mangas in natura (IBRAF, 2013; Embrapa, 2010).

Atualmente, a Tommy Atkins ¢ a variedade mais produzida e comercializada, com
origem na Florida, EUA, possui fruto de tamanho médio para grande (460 g) com casca espessa
e formato oval; apresentando coloracdo do fruto laranja-amarela coberta com vermelho e
purpura intensa; a polpa é firme e suculenta e o teor de fibras ¢ médio. E resistente  antracnose
e aos danos mecanicos e possui maior periodo de conservacdo, representando 90 % das
exportacdes de manga do Brasil (Embrapa, 2004).

Por serem frutos climatéricos, a colheita pode ocorrer na maturidade fisiologica, quando
ainda ndo atingiram o ponto de consumo (estddio verde-maturo); sendo entdo armazenadas e a
maturagdo controlada com refrigeragao e atmosfera modificada (Yahia e Singh, 2009).

A composicdo quimica da manga varia com as condi¢des da cultura, variedade, estagio
de maturagdo e outros fatores, sendo constituida principalmente de agua, carboidratos, acidos
organicos, sais minerais, proteinas, vitaminas (principalmente acido ascorbico) e carotenoides
e outros pigmentos (Ma et al., 2011).

O mercado mundial de mangas ocorre o ano todo, porém entre os meses de abril a
setembro a oferta ¢ maior e entre outubro e dezembro ha forte queda, devido principalmente a
sazonalidade da produgéo e exportacio de paises como India, México, Paquistdo e Filipinas. O
Brasil, em especial a regido produtora do Vale do Sao Francisco, possui caracteristicas
climaticas e tecnologicas que possibilitam a producdo continua o que implica a exportagdo em
periodos em que outros paises ndo dispdem dos frutos. Entretanto, apesar dessa vantagem o
Brasil, assim como os outros paises, enfrenta desperdicios na época de pico de colheita e
escassez da fruta nos periodos de entressafra (Jawad, 2013; Embrapa, 2010).

Entre as solugdes para amenizar esse problema seria o processamento dos frutos
excedentes, gerando produtos como manga em calda, suco, néctar, polpa concentrada, manga
liofilizada, barra de manga e cereais, doces e geleias. Além dos produtos gerados had a
possibilidade de utilizacdo dos subprodutos, devido a grande quantidade de compostos
presentes nesses residuos (Litz, 2009).

Os frutos da mangueira sdo do tipo drupa carnosa. O fruto quando maduro € constituido
por pericarpo ou exocarpo, o qual € constituido pelo epicarpo (casca), mesocarpo (polpa) e
endocarpo (carogo). O epicarpo ¢ chamado comumente de casca. O mesocarpo corresponde a
polpa. O endocarpo, chamado de carogo, ¢ formado por uma camada lenhosa e uma membrana
papirdcea interna rica em fibras. O endocarpo envolve uma semente Unica, chamada de

améndoa, a qual, ¢ envolvida por dois tegumentos papiraceos, sendo o primeiro denominado
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testa, que € branca-prateada e ¢ bem aderida ao endocarpo, e o segundo denominado tegmén, o
qual, cobre a semente e apresenta coloracao parda (Manica et al., 2001). A relagdo entre as
partes anatomicas do fruta da manga e os nomes utilizados pela industria para definir as porgoes
separadas durante o processamento pode ser verificada na Figura 3.

A casca da manga corresponde a aproximadamente 25% do peso total do fruto seco, é
rica em compostos bioativos e enzimas como protease, peroxidase, polifenol oxidase,
carotenoides, vitaminas C ¢ E, fibras alimentares e carboidratos (Ajila et al., 2007). Devido aos
nutrientes presentes nos subprodutos do processamento de manga esses sdo utilizados como
alimentagdo animal, como no estudo de Vieira (2007) sobre adicdo de casca de manga a
alimentagdo de frango para corte; ¢ como meio de cultura para micro-organismos produtores
de muitos compostos, como no estudo de Jawad et al. (2013) sobre producdo de acido lactico
por fermentacdo de casca de manga.

O caroco de manga ¢ constituido por basicamente por duas partes, o tegumento ¢ a
améndoa. O tegumento ¢ a camada mais externa do caro¢o que envolve a améndoa e contém
grandes quantidades de celulose, hemicelulose e lignina. A améndoa ¢ a parte principal
constituida pelo embrido e albumen, apresentando amido, celulose, hemicelulose, lignina e
acidos graxos (acidos oleico, estedrico, palmitico e linoleico). As améndoas geralmente
representam 10 % do peso total do fruto, enquanto que o tegumento 6,11 % (Vieira, 2007).

A maturagdo do fruto € o resultado de mudancas coordenadas em varias vias metabolicas,
provocando alteragdes na parede das células, sintese de agucares, acidos organicos, pigmentos
e compostos volateis. (Giovannoni, 2004). Essas altera¢des sdo catalisadas por enzimas. O
estudo de Andrade et al. (2012) avaliou a variagdo do conteudo proteico de mangas durante a
maturacao e identificou a presenca de hidrolases em frutos de manga. O estudo de Moharram e
Moustafa (1981) identificou a presenca de lipideos em sementes de manga, correspondendo
entre 6 a 12 % do peso total, como os acidos graxos palmitato, estedrico, oleico, linoleico e

linolénico.

15
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Lipase

As lipases cujo o nome recomendado pela E. C. ¢ triacilglicerol acilidrolase possui o
nome de classificacao EC 3.1.1.3, no qual:
EC representa Enzyme Commission of the lUBMB;

e primeiro digito: 3, classe hidrolase;

e segundo digito: 1, subclasse esterase;

e terceiro digito: 1, sub-subclasse éster carboxilico hidrolase;

e quarto digito: 3, triacilglicerol lipase.

Pertencem ao grupo das serina hidrolases, possuem a fun¢do de mobilizar e hidrolisar
triglicerideos (TAGs) estocados liberando &cidos graxos que sdo encaminhados para a producao
de energia. Em seu meio natural a interface organica aquosa dessas enzimas catalisa a hidrolise
de ligagdes éster carboxilicas, entretanto, em meios com umidade reduzida outras reagdes sao
catalisadas como a esterificacao (reagao inversa a hidrolise) e a transesterificacao (Lopes et al.,
2011; Freire e Castilho, 2008; Pereira et al., 2003).

As lipases catalisam diferentes reacdes. A reagdo tipica catalisada pelas lipases em meio
aquoso ¢ a hidrolise de éster. Esta reagdo ocorre via hidrolise sequencial dos grupos acila no
glicerideo, de tal forma que, num dado momento, a mistura reacional contém ndo somente
triglicerideo, agua, glicerol e acidos graxos, como também diacilglicerdis e monoacilglicerois.
A reacdo de hidrdlise de lipideos consiste no rompimento da ligagdao éster do glicerideo
produzindo glicerol e acidos graxos, na presenca de agua. O tipo e a posi¢ado estereoespecifica
do residuo de 4cido graxo estdo relacionados com a elevada especificidade das lipases, o que
possibilita um grande numero de aplicacdes. Além de quebrar as ligagdes éster de
triacilglicerdis com o consumo de moléculas de dgua (hidrolise), as lipases sdo também capazes
de catalisar a reagdo reversa em condi¢des microaquosas, como por exemplo, a formacgao de
ligacdes éster, a partir de um alcool e acido carboxilico (sintese de éster). Estes dois processos
basicos podem ser combinados numa sequéncia légica para resultar em reagdes de
interesterificagdo (acidolise, alcoolise e transesterificacdo), dependendo dos reagentes
utilizados no inicio da reagdo. Outros compostos, além de agua e alcool, podem ser utilizados
como nucledfilos em reacgdes catalisadas por estas enzimas. Desta forma, as lipases podem
participar de reagdes como amindlises, tiotransesterificacdes e oximolises, em solventes

organicos (Oliveira e Rosa, 2006, Castro et al., 2004).
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A reacao de esterificacdo ¢, em sua esséncia, a reagdo inversa da hidrolise, ocorrendo
entre alcodis poli-hidricos e 4cidos graxos livres do glicerideo correspondente. A relagdo entre
as velocidades da reagdo direta (hidrolise) e da reacdo inversa (esterificagdo) ¢ normalmente
controlada pelo conteudo de agua do meio de reagdo (Carvalho et al., 2003).

A transesterificagcdo ¢ a troca de radicais acil entre compostos, quando ocorrem entre
um éster e um acido é denominada aciddlise, um éster € um alcool de alcoolise € um éster e
outro éster ¢ chamada de interesterificagdao. Nestas reagdes um acido graxo, um alcool ou outro
éster, reagem com o glicerideo, resultando no rearranjo dos grupos de 4acidos graxos produzindo
novo glicerideo com propriedades fisicas e quimicas diversas (Carvalho et al., 2003; Pereira et
al., 2003).

As lipases que sdo enzimas soliveis em 4agua atuam na interface agua-lipideo,
contrariando as equacdes de Michaelis-Menten para a cinética enzimatica que sdo validas
somente para reagOes catalisadas em fase homogénea. Geralmente o substrato lipidico ¢
utilizado na forma de emulsao em andlises da lipase e a medida que vao se formando os produtos
e degradando o substrato ocorre variacdo na composi¢do da interface agua/lipideo. Portanto, a
velocidade da reacgdo ¢ determinada pela area superficial da emulsao das particulas por unidade
de volume e ndo pela concentragdo de lipideos na emulsio (Gomes, 2006).

A atividade das lipases ¢ aumentada quando situadas na interface polar/apolar e
apresentam maior afinidade por acidos graxos de cadeia longa. A teoria bastante aceita para
este fenomeno diz que parte da superficie da enzima se encontra em melhor equilibrio
termodindmico quando inserida na interface polar/apolar e que esta conformacgdo coloca o sitio
ativo da enzima em posi¢do favoravel para a catalise (Sharma et al., 2001; Mohamed et al.,
2000; Borgstron e Brockman, 1984).

Descobriu-se mais recentemente, entretanto, que varias lipases ndo sdo passiveis de
ativacdo interfacial. Por isto, a caracterizacdo de lipases com base no conceito de ativagao
interfacial foi substituida pela definicdo de que as lipases sdo carboxilesterases capazes de
catalisar a hidrélise de acilglicerdis de cadeia longa (Verger, 1997).

Quanto a especificidade, as lipases podem ser divididas em trés grupos principais
(Villeneuve, 2003), a saber:

Substrato especificidade

O substrato natural ¢ glicerol ésteres. Estas enzimas sdo héabeis em catalisar ndo somente a
hidrolise de triacilglicer6is (TAGs), mas também di e monoacilglicerdis e fosfolipidios no caso
de fosfolipases. A especificidade ¢ definida pela habilidade da lipase para hidrolisar,

preferencialmente, um tipo de ésteres de glicerol.
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Regiosseletivas
Subdivididas em:
e Lipases ndo especificas: catalisam a hidrolise completa do triacilglicerol em acidos
graxos e glicerol, apresentando mono e diacilglicerol como intermediarios, atuando de
modo aleatdrio. Exemplos: lipases de Candida cylindracea, Propionibacterium acnes,
Staphylococcus sp. e Pseudomonas fluorescens.
e Lipases 1,3 especificas: na presenca dessas lipases, os triacilglicerois sdao hidrolisados
nas ligagdes dos C1 e C3 do glicerol produzindo 4cidos graxos, 2 monoacilglicerol e
1,2 ou 2,3 diacilglicerol, ambos quimicamente instaveis, ocorrendo migragdo do grupo
acil para produzir 1,3 diacilglicerol e 1 ou 3 monoacilglicerol. Exemplos: lipases de
Aspergillus niger, Mucor miechei e Rhizopus delemar.
e Acido graxo especifica ou tipo seletivas: as lipases podem ser especificas para um tipo
particular de dcido graxo ou para um grupo especifico de acidos graxos. Elas hidrolisam
ésteres de acidos graxos localizados em qualquer posi¢do do triacilglicerol.
Enantiosseletivas

Lipases com habilidade em discriminar enantibmeros em uma mistura racémica. A
enantioseletividade das lipases pode mudar com o substrato. Esta mudanca pode ser relacionada
a natureza quimica do éster. Podem ser obtidas de fontes microbianas, animais ou vegetais. Em
animais podem ser pancreaticas, hepaticas e gastricas, sendo obtidas de esofago de caprinos e
ovinos, abomaso de bezerro e pancreas de porco. Entre as leveduras o género Candida ¢ o mais
citado, sendo que entre suas espécies destaca-se a Candida antarctica, Candida rugosa e
Candida cylindracea. Entre os fungos destacam-se as linhagens Geotrichum candidum,
Rhizopus oryzae, Rhizopus chinensis € Mucor miehei. Entre as bactérias destacam-se a
Pseudomonas cepacia e a Photobacterium lipolyticum M37. Em vegetais podem ser
encontradas em sementes e frutos de diversas espécies como girassol (Heliantus annus L.),
canola (Brassica napus L.), pinhdo manso (Jatropas curcas L.), tremogo (Lupinus luteus L.),
coco (Cocos nucifera L.), aveia (Avena fatua L.), cevada (Hordeum vulgare L.), maracuja azedo
(Passiflora edulis F. Flavicarpa), limao siciliano (Citrus limon L.), entre outros (Molina, 2013;

Barros et al., 2010; Yang et al., 2009; Sharma et al. 2001; Bewley e Black, 1994; Garcia, 1992).
Aplicacio de lipases

Os componentes mais expressivos dos oleos e gorduras sdao os triglicerideos e suas

propriedades fisicas dependem da estrutura e distribui¢do dos acidos graxos presentes. A
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modificacdo dessas estruturas possibilita um nimero indeterminado de aplica¢des em diversas
areas como modificagdo de dleos, industria de detergentes, na industria de quimica fina, aromas,
panificacdo, agroquimicos, biorremediagdo, entre outros. O uso de enzimas lipoliticas nesse
cenario tem se mostrado boa op¢ao, pois além das vantagens como atividade em condigdes
brandas e menor geracdo de residuos, essas sdo especificas tornado possivel a realiza¢ao de
reagdes que ocorreriam de maneira ineficiente pelo uso de compostos quimicos. As estruturas
dos lipideos estdo diretamente ligadas as suas propriedades fisicas e organolépticas, assim,
diferentes estruturas podem ser modificadas com o intuito de atingir metas biotecnologicas. A
modificacdo da composi¢do de acidos graxos e esteroides, por exemplo, pode modificar o valor
nutricional de dleos e gorduras, assim como alteragcdes no tamanho e grau de insaturagdo das
cadeias de 4cidos graxos podem modificar o ponto de fusdo (Barros et al., 2010; Hasan et al.,
2006, Castro et al., 2004). Na Tabela 1 ha alguns exemplos de aplicagdes e a seguir estdo
descritos exemplos de aplicagdes de lipases ja utilizadas em escala industrial, bem como estudos

recentes de usos promissores.
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Tabela 1. Aplicagdo de lipases (adaptado de Devasena 2010)

Area de aplicagio

Reagdes e caracteristicas associadas

Detergentes

Auxilia na remog¢ao de manchas devido a hidrélise de

6leos e gorduras.

Industria téxtil

Remocgéo de 6leos e gorduras na produgéo de couro.

Tratamento de efluentes

Hidrolise de efluentes com contetdo lipidico.

Industria de papel e celulose

Aumento da extracdo de celulose e aumento da

brancura.
Alimentos Laticinios Sintese de aromas e sabores caracteristicos devido a
hidrolise e transesterificagdo de gorduras do leite.
Panificagao Promove resisténcia a massa aumentando o volume e
brancura do miolo de paes.
Dietéticos Alteragdo na composicdo nutricional pela

transesterificagdo de 6leos.

Processamento de ovos

Manutengdo das propriedades de formagdo de

espuma da clara do ovo pela hidrélise de lipideos.

Quimica fina Cosméticos Alteragdo de ponto de fusdo e propriedades fisicas
por esterificagdo de 6leos e manteigas.
Agrotoxicos Sintese de intermediarios quirais.

Sintese  de  poliésteres

biodegradaveis.

Materiais biodegradaveis.

Cuidados pessoais

Auxiliam na limpeza de lentes de contato, pele,

cabelo, entre outros.

Biocombustiveis | Biodiesel

Transesterificagdo de 6leos vegetais para producdo

de ésteres alcoolicos.

Industria Medicamentos Auxilio em problemas digestivos, sintese de

farmacéutica intermediarios de anti-inflamatérios (naproxeno,
ibuprofeno, cetoprofen, suprofen) e drogas quirais.

Diagnosticos Dosagem de triglicerideos no sangue (indicadores de

problemas no pancreas).
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Detergentes e industria téxtil

A industria de detergentes tem adicionado enzimas como proteases, amilases, celulases
e lipases, para aumentar a capacidade de remoc¢do de manchas. Cerca de 30 % do total das
lipases comercializadas sdao aplicadas na industria de detergentes. Devido a capacidade de
catalise da hidrdlise de lipideos as lipases sdo uma 6tima op¢ao no auxilio a remogao de 6leos
e gorduras, apresentando também, capacidade de suportar variacdes de pH e temperatura. Além
de manterem-se estaveis na presenca de surfactantes e outras enzimas, as lipases que mantém
atividade em meio alcalino e em temperaturas de aproximadamente 60°C sao as mais utilizadas
para essa finalidade (Saisubramanian, 2006).

Entre as aplica¢des mais antigas de enzimas esta seu uso na industria de couro, pois para
a limpeza de couros e peles € necessaria a remog¢ao de proteinas e gorduras localizadas entre as
fibras de coldgeno. O uso de lipases ja ¢ parte integrada do processamento de couro em
substitui¢dao ao uso de solventes e surfactantes que sdo menos eficazes e prejudiciais a0 meio

ambiente (Biotech, 2013).
Tratamento de efluentes e biorremediacio

Lipideos, dleos, gorduras e 4cidos graxos livres, juntamente com carboidratos sdo os
principais constituintes de aguas residuarias da industria de alimentos, principalmente nas areas
de oOleos comestiveis, sorvetes, laticinios, matadouros e restaurantes. Os lipideos causam
grandes danos ao meio ambiente como a formacao de filmes oleosos nas superficies aquaticas
impedindo a difusdo de oxigénio e, consequentemente, provocando mortandade da vida
aquatica. Os 6leos emulsificam-se também com matéria organica causando entupimentos e sob
condig¢des anaerobiodticas pode ocorrer metanizacao de 6leos o que contribui para o efeito estufa,
entre outros. Segundo Hocevar et al. (2012), cada litro de residuo lipidico ¢ capaz de
comprometer cerca de 1 milhdo de litros de 4gua. Estudos como de Kumar et al. (2012), Mita
et al. (2010) e Rigo et al. (2008) tém testado a aplicabilidade do uso de lipases na
biorremediacdo de residuos lipidicos e citam como vantagens, em relacdo aos métodos
convencionais, a especifidade, o que permite a conversao a subprodutos nio toxicos; maior
rendimento; possibilidade de uso em residuos com alto ou baixo teor de poluentes; operacao

em condi¢des brandas e consequente diminui¢do de gastos com energia.

22



AVA
AvAvAY  UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA PR

u nesp " 90LI0 DE MESQUITA FILHO” M

Campus de Botucatu B Oté n i Ca

Unesp - Botucatu

Papel e celulose

Durante a extragdo de papel e celulose sdo formados depdsitos de material resinoso e
pegajoso que causam danos aos equipamentos ¢ diminuem a qualidade dos produtos por
aderirem em rolos, cabos e nas folhas de papel, sendo que entre os principais componentes
desse material resinoso estdo os triglicerideos. A adigdo de lipases promove a hidrélise
liberando 4cidos graxos que podem ser incorporados as fibras celuldsicas com adigdo de sulfato
de aluminio ou outro fixador. Na industria de papel reciclado também ha formagao de
aglomerados de material pegajoso devido, por exemplo, a presenca de adesivos, revestimentos
e ligantes no material utilizado como matéria prima, o que pode ser solucionado pela adigdo de
enzimas lipoliticas que impedem a aglomera¢do desses materiais neutralizando seu efeito
negativo. As lipases também conduzem a significativas melhorias na resisténcia a tracao

resultando na reducdo do uso de produtos quimicos de alto valor (Novozyme, 2013).
Quimica fina

O campo de biopolimeros abrange produtos tais como os plésticos biodegradaveis, tintas
e papelao. Polimeros tipicos incluem amido, proteinas, polissacarideos (celulose, pectina,
xilana, e lignina) e plasticos biodegradaveis produzidos por micro-organismos. As enzimas sao
utilizadas para modificar estes polimeros na producdo de derivados adequados para
incorporagdo como copolimeros em polimeros sintéticos para tintas, plasticos e filmes. A
capacidade das lipases catalisarem a sintese de ésteres pela reagdo de transesterificacdo em
sistemas contendo solventes organicos, possibilita seu uso na sintese de poliésteres
biodegradaveis. Como, por exemplo, o 1-butil-oleato que ¢ produzido por esterificacdo direta
de butanol e do 4cido oleico, o qual ¢ utilizado para diminui¢do da viscosidade do biodiesel em
temperaturas baixas (Linko et al., 1998)

Na area de produtos para cuidados pessoais (personal care) as lipases sdo adicionadas
a iniimeros produtos para maximizar a acdo de limpeza, como em produtos para limpeza de
lentes de contato e shampoos pré-tratamentos quimicos. Compostos como isopropil miristato,
isopropil palmitato, ésteres de acidos e alcoois graxos e retindides sdo utilizados na fabrica¢dao
de cosméticos e podem ser produzidos através de bioprocessos utilizando lipases imobilizadas.
Apesar do processo enzimatico possuir maior custo, os produtos finais possuem qualidade
superior € necessitam de menos processos de refinamento (Novozyme, 2013).

Intermedidrios quirais podem ser sintetizados a partir da transformagdo de fibras
sintéticas por lipases com elevada quimio, regio e enantioseletividade. Esses compostos sao
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essenciais na eficacia de muitos medicamentos, agrotoxicos e compostos de quimica fina, como
na interesterifica¢ao do substrato acido (R,S)-2-cloropropidnico com formagao de acido (S)-2-
cloropropionico que ¢ intermediario do cloro-acido propionico constituinte de herbicidas, ou na
conversao de (R,S)-Naproxeno etil ester em (S)-naproxeno que ¢ ingrediente ativo de
medicamentos anti-inflamatorios, antirreumaticos e antitérmicos. As lipases também sao
utilizadas na remoc¢ao de componentes indesejados em misturas racémicas (Patel, 2003).

Lipases sao marcadores de drogas importantes € marcadores enzimaticos na area médica
e podem ser usadas como ferramentas de diagndstico, na determinacao do nivel de lipases no
sangue, auxiliando, por exemplo, no diagnodstico de doencas no pancreas. Lipases que atuam
em meios acidos sdo adicionadas em medicamentos para distirbios gastricos, dispepsias,

manifestagdes cutineas de alergias digestivas, inflamagdes cutineas, entre outros (Hasan et al.,

2006).
Alimentos

Na industria de alimentos, as lipases sdo amplamente utilizadas para modificagdo de
acidos graxos e ésteres com intuito de obter aromas e sabores especificos. Em lacteos para
enriquecimento de aromas em queijos, lipolise da gordura da manteiga, aceleragdo do processo
de amadurecimento e produgdo de sabores similares ao de queijo. Dependendo do acido graxo
liberado, sabores, coloragdes ou cheiros sao modificados, alterando caracteristicas
organolépticas, fisico-quimicas e nutricionais do produto final. Em queijos, acidos graxos de
cadeia curta (quatro a seis carbonos) liberam carboxiacidos sob a acdo de esterases e lipases
produzidas por Penicillium roqueforti liberando o aroma caracteristico do blue cheese. Para
produtos de confeitaria e panificagdo sdo utilizadas para produ¢do do aroma de creme e textura
de manteiga em biscoitos e balas e para controlar o escurecimento ndo enzimatico (Molina,
2013).

A farinha de trigo normal utilizada na fabricacdo de paes contém cerca de 1 % de lipidios
polares e nao polares. Alguns destes lipidios, especialmente os lipidios ndo polares, como
triglicerideos, sdo ligados ao gluten, o que dificulta a sua funcionalidade. A adicdo de lipases
modifica os triglicerideos, modificando deste modo, sua interacdo com gliten. Assim o gliten
adquire maior resisténcia, 0 que garante uma massa mais estavel ao excesso de fermentagao,
maior volume do pdo, melhor estrutura de miolo e devido & maior uniformidade o miolo se

torna mais branco (Biotech, 2013).
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Entre as lipases comerciais mais utilizadas na industria de queijo esta a lipase pré-
gastrica PGETT produzida pela empresa Amano Enzyme Inc. (Nagoya, Japan) que possui a
capacidade de catalisar a hidrélise de acidos graxos de cadeia curta responsaveis pelo aroma
caracteristico. O estudo de Mase et al. (2011) demonstram que € possivel substituir as enzimas

comerciais obtendo resultados semelhantes por lipases microbianas home-made.
Transformacio de dleos

Oleos com estrutura quimica semelhante possuem valores bem diferentes dependendo
de suas propriedades e dificuldade de obtencdo. O dleo de palma e a manteiga de cacau sdo
estruturalmente semelhantes, mas a manteiga de cacau possui alto valor devido as suas
propriedades como ponto de fusdo a 37 °C permanecendo s6lida em temperatura ambiente, o
que ndo ocorre com o 6leo de palma que possui ponto de fusdo de 23 °C e menor valor.
Entretanto, pela reacdo de interesterificacao o 6leo de palma pode ser transformado em um
produto com as mesmas caracteristicas da manteiga de cacau (Hasan et al., 2006). Pela hidrdlise
de 6leos marinhos podem ser obtidos compostos de alto valor agregado como a astaxantina
(corante de alimentos), 4cido 4-hidroxidecandico usado como precursor de aromas, o éster y-
decalactona (sabor de frutas), acidos dicarboxilicos para industrias de pré-polimeros e acidos
graxos poli-insaturados do tipo d6mega-3 e dmega-6 (Castro et al., 2004).

Os oleos essenciais sdo constituidos por inimeros compostos, dos quais 0s mais
abundantes estdo os terpenos. A derivacdo de terpenodides possibilita a sintese de materiais
complexos como os epdxidos que apresentam elevada reatividade devido as suas propriedades
fisico-quimicas, podendo formar inimeros compostos utilizados na produgao de farmacos. O
estudo de Moreira (2008) demonstrou a epoxida¢do quimio-enzimatica de terpenos, via lipases
e constitui alternativa interessante e viavel para a obtencdo de epoxidos com conversoes
satisfatorias e com regio e estereosseletividade.

O estudo de Ribeiro (2008) avaliou a aplicacdo de lipases na extragdo de carotenoides a
partir do 6leo de buriti, j& que carotenoides e triglicerideos possuem estruturas fisicas
semelhantes, assim a hidrolise dos triglicerideos modifica sua polaridade e solubilidade,

facilitando a extrag@o e concentragdo dos pigmentos.
Biodiesel

Atualmente, o esgotamento das fontes de petroleos t€m estimulado as pesquisas sobre

fontes alternativas de energia. O biodiesel esta entre essas alternativas, apresentando vantagens
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sobre o diesel de petréleo, como baixa toxicidade, proveniente de fontes renovaveis e boa
qualidade no processo de combustao. Embora o biodiesel forneca uma quantidade de energia,
cerca de 10% menor que o diesel de petroleo, seu desempenho no motor ¢ praticamente o
mesmo em relacao a poténcia e ao torque. Quimicamente ¢ constituido por uma mistura de
¢ésteres metilicos de 4cidos graxos de cadeia longa, obtidos de triglicerideos de 6leos vegetais,
gorduras animais ou até¢ mesmo de 6leos alimentares usados (Leng et al., 2010).

O biodiesel ¢ obtido pela transesterificacao dos triglicerideos com alcoois de cadeia curta,
com a liberagdo do glicerol o qual ¢ considerado subproduto desse processo. Dentre os alcoois
empregados na transesterificacdo de 6leos e gorduras, os mais utilizados sdo metanol e etanol.
O metanol é mais amplamente aplicado na produgdo de biodiesel em escala comercial e, por
ser mais reativo, implica em menor temperatura e tempo de reagdo. O etanol, além de ter
producao consolidada no Brasil, ¢ consideravelmente menos téxico, renovavel e produz
biodiesel com maior numero de cetano e lubricidade (Lobo et al., 2009).

A reacdo de transesterifica¢ao de 6leos ou gorduras ¢ realizada na presenca de catalisadores
acidos, basicos ou enzimaticos. A produgao de biodiesel via enzimatica ocorre pela acao de
lipases na catdlise da reagdo de alcodlise ou hidrolise seguida por esterificacdo. A via
enzimatica possui vantagens em relacdo ao processo quimico convencional como reagdo em
condig¢des brandas (baixa temperatura e pressao) o que significa redugcao com custos de energia,
possibilidade de separagdo do glicerol que ¢ o subproduto desse processo e reducao no volume

de residuos gerados (Fleuri et al., 2011).

2. Conclusao

Os subprodutos agroindustriais, como os provenientes do processamento de laranja e
manga, podem ser explorados como fontes abundantes e de baixo custo de inimeros
biocompostos. As lipases sdo enzimas versateis que ja sdo utilizadas em éreas de aplicagao
diversificadas e seu mercado poderia expandir caso sejam comercializadas enzimas eficazes a
baixo custo, ja que, atualmente o principal entrave para a expansao de seu uso € o custo elevado
desses biocatalisadores. Dessa forma, o uso de subprodutos agroindustriais pode ser a promissor

para a producdo de lipases a baixo custo.
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CAPITULO 02: DETERMINACAO DE LIPASES EM MATRIZES VEGETAIS E ESTUDO
DE ESTABILIDADE DE LIPASES

Clarissa Hamaio Okino Delgado, Luciana Francisco Fleuri

Trabalhos apresentados no formato de poster e publicados como anais do X Semindrio
Brasileiro de Tecnologia Enzimatica — ENZITEC em Blumenau — SC, o qual ocorreu no
periodo de 7 a 10 de outubro de 2012. Titulos originais: “Determinacao da atividade lipolitica
em matrizes vegetais” e “Avaliagdo da atividade de lipases em bagaco de laranja armazenado e

processado em diferentes condigdes”.

Resumo

Com o intuito de identificar possiveis fontes vegetais de lipases as matrizes vegetais maracuja
(casca, polpa e semente), manga (casca, semente e polpa), uva (casca e polpa), laranja (casca,
bagaco, frit e polpa), limdo tahiti (casca e bagaco) e amendoim (grdo com casca) foram
analisadas. Todas as matrizes testadas apresentaram atividade lipolitica. As matrizes
provenientes de laranja e manga foram consideradas as mais promissoras, devido a elevada
atividade e a relevancia da cultura no cenario brasileiro e mundial. Foram testados quatro
diferentes processos com o intuito de aumentar o periodo de conservagao das enzimas, entre os

quais, a liofilizagdo com armazenamento congelado foi considerado o melhor.

Abstract

Matrices of passion fruit (peel, pulp and seed), mango (peel, seed and pulp), grapefruit (peel
and pulp), orange (peel, core, pulp and frit), tahiti acid lime (peel and pulp) and peanuts (grain
with peel) were analyzed in order to identify possible sources of vegetal lipases. All matrices
tested showed lipase activity. Matrices from orange and mango were considered the most
promising due to the high activity and the importance of culture in the Brazilian and world. We
tested four different processes to increase the durability of enzymes and considered

lyophilization and frozen storage the best to maintain the activity of enzymes.
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Introduciao

As lipases atuam acelerando rea¢des de hidrolise de triglicerideos, diaglicerideos e
monoglicerideos, além de catalisar reagcdes reversas como esterificacdo, transesterificagao,
aminolise ¢ lactonizacdo. Essas transformacdes sdo necessarias em diversos setores, como
producdo de biodiesel, detergentes, alimentos, quimica fina e farmacos. As lipases podem ser
de origem vegetal, animal ou microbiana, sendo que a primeira possui vantagens como
simplicidade dos métodos para obtencao e abundancia de matérias primas (Barros et al., 2010).
Estdo presentes em maior abundancia em frutas, graos e sementes. Existem muitos estudos
sobre a presencga de lipases em vegetais, tais como o de Sagiroglu e Arabaci (2005) em sementes
de girassol (Heliantus annuus L.), Sana et al. (2004) em sementes de canola (Brassica napus
L.) germinada e Borek et al. (2006) em sementes de lapulo (Lupinus luteus L.), porém
atualmente as lipases vegetais sdo pouco utilizadas em escala comercial devido a auséncia de
matrizes economicamente viaveis.

O presente estudo buscou analisar diferentes partes de frutas amplamente cultivadas e
processadas no Brasil quanto as atividades de lipases, visando selecionar as matrizes que
apresentassem maior potencial, ou seja, com elevada atividade e que fossem abundantes e de
baixo custo, para que estudos mais aprofundados fossem realizados.

A elevada umidade e teor de nutrientes presentes nesses materiais os tornam suscetiveis a
decomposi¢cdo em temperatura ambiente. Assim sendo, foi analisada a estabilidade das lipases

de bagaco de laranja em diferentes condigdes de armazenamento e processamento.

Material e métodos
Material

Foram analisados 6 diferentes espécies vegetais, totalizando 14 matrizes. As espécies e

partes analisadas estdo listadas na Tabela 1.
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Tabela 2. Matrizes utilizadas nos pré-testes para detecgdo de atividade lipolitica

N°em figuras | Nome comum Nome cientifico Parte analisada
1 Maracuja-azedo-amarelo Passiflora edulis S. Casca

2 Maracuja-azedo-amarelo Passiflora edulis S. Polpa

3 Maracuja-azedo-amarelo Passiflora edulis S. Semente
4 Manga (Tommy Atkins) Mangifera indica L. Casca

5 Manga (Tommy Atkins) Mangifera indica L. Polpa

6 Manga (Tommy Atkins) Mangifera indica L. Semente
7 Uva (Italia-roxa) Vitis vinifera L. Casca

8 Uva (Italia-roxa) Vitis vinifera L. Polpa

9 Laranja (Péra) Citrus sinensis L. Osbeck Casca
10 Laranja (Péra) Citrus sinensis L. Osbeck Bagaco
11 Laranja (Péra) Citrus sinensis L. Osbeck Frit

12 Laranja (Péra) Citrus sinensis L. Polpa

13 Lima 4cida tahiti Citrus sp. Casca
14 Amendoim Arachis hypogaea L. Semente

Preparacio do extrato enzimatico para analise das matrizes vegetais

Cada matriz foi analisada separadamente. Apds o processamento, as matrizes foram
embaladas, armazenadas por até 2 dias a 5°C, trituradas mecanicamente até atingir
granulometria homogénea de 0,5 cm® e mantidas congeladas. As amostras tiveram sua atividade

de lipase analisadas pelo método descrito no item 2.4.
Preparacao do extrato enzimatico para analise de estabilidade do bagaco de laranja

Amostras de bagago de laranja foram submetidas aos tratamentos: 1 - trituracao
mecanica e armazenamento refrigerado; 2 - trituragdo mecanica e armazenamento congelado;
3 - trituragdo mecanica, liofizacdo por 24 h e armazenamento refrigerado e 4- trituracao
mecanica, liofizacdo por 24 h e armazenamento congelado. As amostras dos tratamentos 1 e 2
foram analisadas nos tempos 0, 11 e 21 dias e dos tratamentos 3 e 4 nos tempos 1, 12 e 20 dias.

As amostras tiveram sua atividade de lipase analisadas pelo método descrito no item 2.4.
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Atividade da enzima

As matrizes testadas ndo possuem referéncias sobre as condicdes ideais para a atividade
lipolitica. Assim, foram utilizadas condi¢cdes comumente observadas em estudos de outras
matrizes para a realizacao dos pré-testes. A atividade lipolitica das fragdes foi medida seguindo
o método descrito por Lopes et al. (2011). Foi utilizado 5 mL do substrato composto por azeite
de oliva extra virgem e solu¢do de goma arabica 7% (na propor¢do de 1:4, v/v), 3 mL de
solucao tampao fosfato (0,1 M, pH 7,0) e 1g do extrato enzimatico. O sistema reacional foi
incubado por 30 min a 40°C em banho termostatizado com agitagdao de 130 oscilagdes por
minuto. A reagdo foi paralisada pela adi¢do de solucdo acetona:etanol (1:1, v/v). Os acidos
graxos liberados pela hidrdlise dos lipideos do azeite foram titulados com solu¢do de NaOH
(0,05 M) utilizando fenolftaleina como indicador. Para a avalia¢ao da atividade, cada unidade
de atividade lipolitica foi definida como a quantidade de lipase necesséria para liberar 1pumol
de acido graxo por minuto nas condi¢des descritas anteriormente. Como as fracdes de laranja
sdo acidas, para cada amostra foi analisado um branco de amostra, composto por extrato
enzimatico desnaturado por elevada temperatura e pela adigdo da solugdo paralisadora antes do
banho termostatizado. O resultado de cada branco de amostra obtido na titulagdo foi descontado
da amostra correspondente. Foi analisado branco de reagentes (sem extrato enzimatico) como
garantia de que os resultados obtidos na titulacdo eram referentes a reacdo com os extratos

enzimaticos e ndo dos acidos presentes no substrato.

Resultados e discussao
Matrizes vegetais

Todas as matrizes estudadas apresentaram atividade de lipase. As atividades lipoliticas das
diferentes matrizes podem ser verificadas na Figura 1, sendo que as maiores atividades
detectadas foram na semente de manga (55,0 U/g), polpa de maracuja (28,9 U/g), polpa de
manga (27,2 U/g), grdo de amendoim com casca (24,1 U/g) e polpa de laranja (14,2 U/g). Nota-
se que entre as matrizes que constituem residuos vegetais a semente de manga (55,0 U/g) e
casca de laranja (11,9 U/g) se destacaram. Foi aplicado o teste de Tukey ao nivel de 5% de

probabilidade, no qual foi constatada diferenca significativa entre os tratamentos.
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Figura 3. Atividade de lipase das matrizes vegetais, sendo respectivamente 1, 2 e 3, casca,
polpa e semente de maracuja; 4, 5 e 6, casca, polpa e semente de manga; 7 e 8 casca e polpa
de uva; 9, 10, 11 e 12, casca, bagaco, frit e polpa de laranja; 13 casca de lima dcida e 14
semente de amendoim.

As matrizes bagaco, casca e frit de laranja, assim como, casca e semente de manga foram
selecionadas como as matrizes com maior potencial para obtencao de lipases. Como primeiro
fator de avaliagdo, consideramos primeiramente a presenca de elevada atividade lipolitica,
apesar de todas as matrizes testadas terem apresentado atividade. A casca de uva, semente de
maracujd e casca de maracuja apresentaram baixa atividade (abaixo de 4 U/g/min). Com o
intuito de obter enzimas a baixo custo selecionamos as matrizes com processos de producao e

processamento bem estabelecidos, dando énfase as matrizes que apresentaram elevada

atividade e que sdo consideradas subprodutos.

Outro fator considerado foi a abundancia das frutas selecionadas. No Brasil sdao produzidos
anualmente cerca de 19 milhdes toneladas de laranja e 1,5 milhdo de toneladas de manga, o que
¢ mais expressivo quando comparado com cerca de 700 mil toneladas de maracuja e 300 mil

toneladas de amendoim (IBGE, 2012; Embrapa, 2010; CONAB, 2012).
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Estabilidade de lipases de bagaco de laranja

As matrizes testadas sdo facilmente decompostas em temperatura ambiente, devido a
elevada concentracao de agua e nutrientes. Entre os subprodutos com alto teor de 4gua esta o
bagaco de laranja e por isso foi utilizado como material padrao para o estudo de estabilidade de
lipases. Em todos os tratamentos e periodos avaliados foi verificada atividade de lipases, porém
quando as amostras foram liofilizadas e armazenadas as amostras apresentaram maior atividade
da enzima. Além disso, as amostras nao liofilizadas apresentaram crescimento de fungos apos
20 dias o que poderia prejudicar o estudo das matrizes, ja que os fungos poderiam modificar a
composic¢ao de enzimas desses materiais. Os resultados desse estudo podem ser verificados na
Tabela 3, o tratamento 4 (trituragdo mecanica, liofilizacdo por 24 horas e armazenamento
congelado) foi o considerado o mais indicado, pois apresentou maior atividade em todos os
periodos avaliados. Foi aplicado o teste Tukey ao nivel de 5% de probabilidade, no qual foi

constatada diferenca significativa entre os tratamentos com resultados com letras diferentes.

Tabela 3. Estabilidade da atividade de lipase de bagac¢o de laranja

Tratamentos 0 dias 11 dias 21 dias

1 -trituragdo mecanica e

armazenamento refrigerado 6,3d 4,7 ef 8,0c

2 - trituragdo mecanica e

armazenamento congelado 5,9 de 44 f 6,4d

3 - trituragdo mecanica, liofizagdo por

24 h 8,6 bc 9,9a 8,4 bc

4 - trituragdo mecanica, liofizagdo por

24 h e armazenamento congelado 10,4 a 8,6 bc 9,3 ab
Conclusao

Consideramos que as matrizes bagaco, casca e frit de laranja, assim como, casca e
semente de manga possuem potencial como fonte de lipases, porém estudos sobre as
caracteristicas bioquimicas bem como de aplicabilidade sdo necessarios. Consideramos o
processo de liofilizacdo e armazenamento congelado o melhor tratamento para a estabilidade

das enzimas.
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CAPITULO 3: OBTENCAO DE LIPASES DE SUBPRODUTOS DO PROCESSAMENTO
DE SUCO DE LARANJA
Titulo original: Obtaining lipases from byproducts of orange juice processing

Clarissa Hamaio Okino Delgado, Luciana Francisco Fleuri

Trabalho apresentado no formato de poster no evento internacional 10 SLACA e submetido no
formato comunicagao curta na revista cientifica Food Chemistry, avaliagdio QUALIS Al e fator

de impacto de 4.072 em agosto de 2013.

RESUMO

Foi constatada a presenca de lipases em trés subprodutos do processamento de suco de laranja
denominadas casca, bagaco e frif. As enzimas lipoliticas encontradas apresentaram atividade
em ampla faixa de pH desde o neutro ao alcalino. No estudo de temperatura 6tima foram
verificados picos de atividade a 20°C, a 60°C e 70°C, o que indica a presenga de isoformas de
enzimas. Houve alteragcdo na atividade na presenca de sais, chegando a 122% na presenga de
MgCl; para extrato de bagaco e a 82,5% na presenca de HgClz no extrato de frit. Foi verificada
atividade lipolitica dos extratos enzimaticos em trés diferentes substratos sintéticos, os p-NP-
¢ésteres butirato, laurato e palmitato. Pela primeira vez atividade de enzimas lipoliticas foram
verificadas nesses residuos, apresentando atividade de até 77,7 U/g/min para o extrato

enzimatico bruto do subproduto denominado frit.
Palavras-chave: lipase, Citrus sinensis, pH 6timo, temperatura 6tima, influéncia de sais

ABSTRACT

The presence of lipases was observed in three byproducts of orange juice processing: peel, core
and frit. The enzymes lipolytic were characterized biochemically over a wide pH range from
neutral to alkaline. In the study of optimum temperature activity peaks at 20°C to 60°C and
70°C, indicating the presence of enzyme isoforms. The presence of salts influenced the activity
of lipases, reaching 122% in the presence of MgClx to extract of core and 82.5% in the presence
of HgCL in frit extract. The activities were monitored on different p-NP-esters (butyrate, laurate
and palmitate). For the first time, lipase activity was detected in these residues, reaching 77.7

lipase U/g/min for the crude extract from fractions called the frit.

Keywords: lipase, Citrus sinensis, optimum pH, optimum temperature, influence of salts
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Introduciao

Durante a produg¢ao de suco de laranja apenas cerca de 50% do peso do fruto € convertido
em suco, sendo o restante considerado subproduto. O equipamento utilizado no processamento
das laranjas desse estudo foi a extratora in line da empresa J. B. T. Food Tech, que até¢ 2008
pertencia a F. M. C. Food Tech, a qual separa os subprodutos em trés diferentes fracdes,
denominadas de frit, casca e bagago. Parte dos residuos gerados no processamento de laranja
para suco ¢ utilizada como fonte de nutrientes para o solo pela compostagem ou como alimento
para animais € um pequeno volume ¢ usado na extragao de 6leo essencial (Marti et al., 2010).
Entretanto, essas fragcdes sdo ricas em biomoléculas de alto valor como as lipases e poderiam
ser exploradas devido ao baixo custo desses residuos e alto custo das enzimas. Nesse contexto,
o uso de subprodutos do processamento de suco de laranja ¢ interessante ja que esses constituem
fonte abundante de baixo custo e ndo sao submetidas a tratamentos que poderiam desestruturar

as enzimas (como tratamentos térmicos ou quimicos).

Lipases, também denominadas triaciglicerol acilhidrolases, catalisam a hidrolise de
ligagdes ésteres carboxilicas em lipideos, que desempenham importante papel em reagdes de
sintese de substratos nao aquosos (esterificacao e alcoolise, por exemplo) e podem ser aplicadas
na produgdo de biodiesel, farmacos quirais, biossurfactantes, aromas, acidos graxos poli-

insaturados e outros compostos (Barros et al., 2010).

A especificidade, o pH e a temperatura 6timos e de estabilidade e especificidade sdo
parametros bioquimicos importantes a serem determinados para uma enzima, pois, permitem
vislumbrar de qual biocatalisador se trata, bem como destinar a melhor aplicagdo para este. O
estudo separado de cada fragdo de subprodutos possibilita a analise do potencial individual, o
que pensando em processos em larga escala de obtengao € interessante, ja que, utilizando apenas
a parte do fruto com maior atividade haveria maior rendimento em comparagdo com o uso do

fruto inteiro ou fragcdes misturadas o que poderia tornar o processo mais rentavel.

O presente estudo realizou a caracterizagao bioquimica de lipases obtidas dos subprodutos
de laranja (casca, frit e bagaco), com o intuito de verificar as condig¢des 6timas de atividade, a

partir das quais € possivel prever suas aplicabilidades.
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Material e métodos
Material

A laranja utilizada nesse processo pertence a espécie Citrus sinensis L. Osbeck variedade
Péra Rio, cultivada no estado de Sao Paulo. A denominagao dada pela industria aos subprodutos
da laranja pode variar, assim com o intuito de caracterizar as matrizes utilizadas comparamos
cada fragdo industrial com seus constituintes anatdmicos. O numero de fracdes dos subprodutos
do processamento de suco de laranja depende do equipamento utilizado, porém geralmente sao
divididos em trés: peel ou casca, ¢ a parte colorida da casca da laranja, composta pelo epicarpo;
frit é a parte mais externa da casca, que ¢ separada na industria por deter a maior quantidade de
0leo essencial, ¢ parte mais externa do epicarpo; core ou bagago, ¢ a parte branca da laranja,

localizada entre a casca e a polpa e ¢ composta pelo mesocarpo.
Preparacao do extrato enzimatico

Cada fracdo foi analisada separadamente. Ap6s o processamento, as matrizes foram
embaladas, armazenadas por at¢ 2 dias a 5°C, trituradas mecanicamente até atingir
granulometria homogénea de 0,5 cm?, congeladas por 24 horas e liofilizadas por 48 horas. Apds
a liofilizacdo foram novamente trituradas e depois, armazenadas congeladas a

aproximadamente -7°C.

A liofilizagao foi realizada com os objetivos de retirada de 4gua do sistema, concentragao
enzimatica e homogeneiza¢ao da amostra. Ap0s a trituracdo as amostras passaram por peneira

20 mesh com abertura 0,84mm.
Atividade da enzima

A atividade lipolitica das fragdes foi medida seguindo o método descrito por Lopes et al.
(2011). Foram utilizados 5 mL do substrato composto por azeite de oliva extra virgem e solugao
de goma arabica 7% (na propor¢ao de 1:4, v/v), 3 mL de solugao tampao fosfato (0,1 M, pH
7,0) e 1g do extrato enzimdtico. A mistura de reacdo foi incubada por 30 min a 40°C em banho
termostatizado com agitacdo de 130 oscilagdes por minuto. A reacdo foi paralisada pela adigdo
de solugdo acetona:etanol (1:1, v/v). Os acidos graxos liberados pela hidrélise dos lipideos do
azeite foram titulados com solucao de NaOH (0,05 M) utilizando fenolftaleina como indicador.
Para a avaliacdo da atividade, cada unidade de atividade lipolitica foi definida como a

quantidade de lipase necessaria para liberar 1umol de &cido graxo por minuto nas condi¢des
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descritas anteriormente. Como as fragdes de laranja sdo acidas, para cada amostra foi analisado
um branco de amostra, composto por extrato enzimatico desnaturado por elevada temperatura
e pela adigdo da solugao paralisadora antes do banho termostatizado. O resultado de cada branco
de amostra obtido na titulagdo foi descontado da amostra correspondente. Foi analisado branco
de reagentes (sem extrato enzimatico) como garantia de que os resultados obtidos na titulagao

eram referentes a reacdo com os extratos enzimaticos e nao dos acidos presentes no substrato.
Influéncia do pH

Para o estudo do pH 6timo foi analisada a atividade lipolitica de cada fracdo em meio
reacional semelhante ao utilizado no item 2.3, apenas diferenciando o pH da solucao tampao.
Foram testadas solu¢des tamponadas nos pH 4, 5, 6, 7, 8, 9 ¢ 10. O pH referente a maior
atividade lipolitica foi considerado o pH 6timo (100% de atividade relativa). Para o estudo de
pH de estabilidade foram utilizados o mesmo meio reacional anterior, porém as amostras

permaneceram 24 h na solugdo tampao antes da analise da atividade.
Influéncia da temperatura

A atividade lipolitica das fra¢des foi analisada no meio reacional descrito no item 2.3,
alterando apenas a temperatura do banho termostatizado. Foram medidas a atividade lipolitica
das fragdes nas temperaturas de 20, 30, 40, 50, 60, 70 e 80°C. Para verificacdo da
termoestabilidade das fracoes de laranja as amostras foram incubadas em diferentes

temperaturas por 60 min antes da determinagao da atividade de lipase.
Influéncia de sais

Os extratos enzimaticos foram testados quanto a influéncia dos seguintes sais: MgCla,
BaCl,, KCl, ZnCl> e CuSO4. Cada sal foi testado separadamente, a atividade lipolitica de cada
fracao foi determinada em meio reacional e temperaturas semelhantes aos utilizados no item

2.3 diferindo apenas no tampao ao qual foi adicionado 0,01 M de sal.
Estudo de especificidade

O p-nitrofenil palmitato (p-NPP) ¢ composto por acidos graxos de cadeia longa. A analise
da atividade lipolitica das fracdes de laranja foi realizada seguindo o método descrito por
Mahadik et al. (2002) e Lopes et al. (2011). A mistura de reacdo composta por 0,9 mL de
solugdo de substrato, 0,2 mL de tampao fosfato (pH 7,0 ¢ 0,5 M) e 0,05 g de extrato enzimatico
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foi incubada por 30 minutos & 40°C. Apdés o periodo de incubagdo as amostras foram
centrifugadas por 5 minutos a temperatura de 5°C. O sobrenadante de cada amostra foi lido em

espectrofotometro em absorbancia no comprimento de 410 nm.

O p-nitrofenil laurato (p-NPL) € um substrato sintético constituido por acidos graxos de
cadeia média. As fragdes de laranja foram analisadas pelo método descrito por Gutarra et al.
(2009). A solugdo de substrato foi preparada utilizando-se 0,25 mL de p-NPL 2,5 mM em 2,2
mL de tampao fosfato de sodio (pH 7,0 € 0,5 M). A reagao foi iniciada pela adi¢ao de 0,05 g do
extrato enzimatico e incubada por 15 minutos a 30°C. Apo6s o periodo de incubacdo as amostras
foram centrifugadas por 5 minutos a temperatura de 5°C. O sobrenadante de cada amostra foi

lido em espectrofotometro em absorbancia no comprimento de 412 nm.

Os subprodutos foram analisados segundo o método descrito por Calado et al. (2002) e
Lopes etal. (2011), para avaliar a sua afinidade ao substrato p-nitrofenil-butirato (p-NPB). Uma
aliquota de 0,05 g de cada fracao foi adicionado a 3,43 mL de mistura de reacional constituida
por 1,12 mM p-NPB dissolvido em tampao fosfato 50 mM (pH 7,2) contendo 0,2% de Triton
X-100 ¢ 0,43 M tetrahidrofurano. A reagao foi incubada durante 15 minutos. Apds a incubacao,
as amostras foram centrifugadas durante 5 minutos a temperatura de 5°C. O sobrenadante de

cada amostra foi lido em espectrofotdometro em absorbancia no comprimento de 405 nm.

O equipamento foi zerado com branco de substrato.

Resultados e discussao

A atividade lipolitica de fragdes de subprodutos do processamento de suco de laranja foi
analisada sob condi¢des padrao, isto ¢, pH 7,0 e 40°C. Durante esta etapa, as atividades médias
foram de 36,5 U/g para bagaco; 37,2 U/g para casca e de 9,22 U/g para o frit. No estudo do pH
otimo a atividade maxima para o bagago ocorreu em pH 6,0 correspondendo a 43,7 U/g (100%
de atividade relativa) e houve atividade em pH 8,0 de 23,5 U/g (Figura 1, A); para a casca a
atividade maxima foi de 57,6 U/g (100% de atividade relativa) em pH de 7,0, porém foi
verificada atividade de 85% em pH 8,0 (Figura 1, B) e para o frit, o pico de atividade ocorreu
em pH 9,0 correspondendo a 46,8 U/g (100% de atividade relativa) (Figura 1, C). O pH de maior
estabilidade para a casca e o bagago foi de pH 7,0 e para o frit de pH 6,0 (Figura 2).

No estudo de temperatura 6tima o bagago apresentou picos de atividades, um a 20°C

correspondendo a 52,3 U/g (100% de atividade relativa) e outro a 70°C com 51,3 U/g (Figura
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3, A); a casca e o frit também apresentaram dois picos, aos 20°C correspondendo a atividade
relativa de 100% (63,6 U/g e 64,2 U/g, respectivamente) ¢ em 60°C com 50,9 U/g e 15 U/g,
respectivamente (Figura 3, B e C). No estudo de temperatura de estabilidade o bagaco
apresentou dois picos de atividade, um a 20°C correspondendo a 57,5 U/g (100% de atividade
relativa) e outro a 70°C com 50,5 U/g (Figura 3, A); a casca e o frit também apresentaram dois
picos, aos 20°C correspondendo a atividade relativa de 100% (64,4 U/g e 77,7 Ulg,
respectivamente) e em 60°C com 55,3 U/g e 13,7 U/g, respectivamente (Figura 4, B e C). Para

todas as fracoes, os resultados sugerem a presenca de isoformas de lipases.

No estudo de influéncia de sais foi verificada a diminui¢do da atividade para o bagago na
presenca de CuSOg4 correspondendo a cerca de 90% de atividade relativa e de 98% na presenga
de HgCL. Foi verificado aumento na atividade na presenga de ZnCl, KCI, BaCl, ¢ MgCl,
correspondendo a 111%, 109%, 112% e 122% de atividade relativa, respectivamente. Para a
casca houve diminuicdo na presenga de BaCl, (83%) e MgClz (85%) e aumento da atividade na
presenca de ZnCl, KCl e HgCl: correspondendo a 113%, 103% e 103%, respectivamente. Para
o frit houve diminui¢cdo na atividade na presenga de KCI com cerca de 88,5% de atividade

relativa e de HgCl correspondendo a 82,5% de atividade relativa (Figura 5).

Os resultados relativos a especificidade das lipases demonstraram que o frit € a casca tém
uma elevada atividade na hidrolise de p-nitrofenol de palmitato (p-NPP). O bagaco apresenta
baixa atividade para p-NPP, mas elevada atividade de p-NPL. As trés fracdes possuem

afinidade pelo p-NPB. Os resultados detalhados deste estudo estdo apresentados na 7abela 4.

H4 varios estudos sobre aplicagdes dos subprodutos do processamento de suco de laranja,
como o de Crizel et al. (2013), o qual analisa a utilizagdo dos subprodutos como fonte de fibras.
Até a presente data, no entanto, ndo ha registros de uso dessas matrizes como uma fonte de
lipases. Comparado com outras lipases vegetais, as encontradas nos subprodutos de laranja sdao
bioquimicamente semelhantes as encontradas em sementes de feijdo Africano descrito por
Enijiugha et al. (2004), os quais demonstraram atividade 6tima em pH alcalino e atividade
maxima a temperaturas entre 20°C e 30°C. As lipases de subprodutos de laranja apresentaram
atividade menor que das lipases de latex do género Euphorbia descritas no estudo de Paques e
Macedo (2006), entretanto, estas plantas sdo ornamentais e possuem cultivo restrito, o que torna
impraticavel sua utilizagao para aplicagdes em larga escala. Quanto as lipases microbianas, as

lipases encontrados em derivados de laranja apresentam atividade consideravelmente maior em
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compara¢do com as atividades relatadas por Daoud et al. (2013) de 5 U/mL; Papagora et al.

(2013) de 7,44 U/mL e de Maldonado et al. (2012) de 16 U/ mL.
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Tabela 4. Atividade de lipase em emulsdo de goma arabica e pnp-ésteres

Substratos e condi¢des | Bagaco Casca Frit

de reagao

Goma arabica, pH 7.0, | 36,55+ 0,91 57,55+4,45 22,95 £ 1,25
40°C, 30 min

Goma  arabica, pH | 43,75+ 3,88 57,55+ 4,45 46,75+ 1,76
optimal (9 - frit, 6 - core

e 7 —peel)

Goma arabica, T | 51,60 +2,68 65,10+ 2,26 69,55+ 0,77
optimal (20°C para frit,

core e peel)

p-NPP 0,00 1,02+ 0,41 3,12+ 0,07
p-NPB 5,27+0,77 7,84+ 1,52 15,46 £2,92
p-NPL 1,59 £ 0,02 0,79 £ 0,04 0,00
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Figura 4. Estudo de pH otimo para atividade de lipase (extratos enzimdticos: A — bagacgo, B —
casca e C - frit)
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Figura 5. Estudo de pH de estabilidade para atividade de lipase (extratos enzimaticos: A —

bagaco, B — casca e C - frit)
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Figura 6. Estudo de temperatura otima para atividade de lipase (extratos enzimdticos: A —
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Figura 7. Estudo de temperatura de estabilidade para atividade de lipase (extratos
enzimaticos: A — bagago, B — casca e C - frit)
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Figura 8. Estudo de influéncia de sais na atividade de lipase (extratos enzimaticos: A — bagaco,
B —casca e C - frit)
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Conclusao

Pela primeira vez, foi detectada a presenca de lipases em subprodutos do processamento
de suco de laranja. A facilidade de extragdo, aliada a abundancia e baixo custo dessas fontes de
lipases, juntamente com elevada atividade em ampla faixa de pH e temperatura e afinidade por
diferentes substratos fazem dos subprodutos do processamento de suco de laranja fontes de

lipases potencias alternativas as lipases comerciais
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CAPITULO 04: OBTENCAO E CARACTERIZACAO DE ENZIMAS LIPOLITICAS DE
POLPA, CASCA E SEMENTE DE MANGA

Trabalho apresentado no formato de poster no evento 10 SLACA - Simpdsio Latino Americano

de Ciéncias dos Alimentos.

RESUMO

A presenca de enzimas lipoliticas foi observada em trés partes da manga: casca, polpa e
semente. As enzimas foram caracterizadas bioquimicamente e apresentaram atividade em
ampla gama de pH a partir do 4cido até neutro e maior atividade em temperaturas até 50°C.
Houve influéncia na atividade dos extratos enzimaticos na presenga de sais, chegando a 106%
na presenca de ZnCl, em extrato de polpa e a 20,2% na presenca de MgCl, em extrato de
semente. A casca e polpa possuem elevada atividade na hidroélise p-NPB. Pela primeira vez, foi
detectada atividade de lipase em residuos e polpa de manga, atingindo 160 U/g/min para o

extrato bruto de casca.
Palavras-chave: Mangifera indica, pH 6timo, temperatura 6tima, influéncia de sais

ABSTRACT

The presence of lipolytic enzymes was observed in three portions of the mango: peel, pulp and
seed. The enzymes were characterized biochemically and showed activity in a wide range of
pH from acidic to neutral and temperature with the highest activity at temperatures until 50°C.
There was influence on the activity of the enzyme extract in the presence of salts, reaching
106% in the presence of ZnClz in pulp extract and 20.2% in the presence of MgCl; in seed
extract. The peel and pulp have high activity in the hydrolysis p-NPB. For the first time, lipase
activity was detected in waste of mango, reaching 160 U / g / min for the crude extract of peel.

Keywords: Mangifera indica, optimum pH, optimum temperature, influence of salts
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Introduciao

A manga ¢ a segunda fruta tropical mais produzida no mundo, a India ¢ o maior produtor,
correspondendo a cerca de 45% do total o que representa 15 milhdes de toneladas, cultivando
mais de 1.000 variedades. O Brasil € o sétimo, representando 3% do total produzido no mundo
e o segundo maior exportador. A regido brasileira que mais produz manga ¢ a nordeste,
principalmente o Submédio do Vale do Sdo Francisco, no qual o cultivo utilizou cerca de 38.000
hectares no ano de 2011, desses aproximadamente 70% pertencem a Bahia. Em todo o pais sdo
cultivadas cerca de 200 variedades (FAO, 2012; Embrapa, 2010).

Apenas a polpa, cerca de 60% do fruto, ¢ consumida, o restante que ¢ constituido por
cascas e sementes, representando cerca de 20% cada uma, ou seja, 40% dos frutos é considerado
residuo. Sua produgdo ¢ sazonal, assim no auge da colheita hé excesso de oferta do produto in
natura, dessa forma o processamento e utilizacdo da manga para fins ndo alimenticios poderia
diminuir este problema. Essa fruta possui rica composi¢do quimica, a qual varia de acordo com
as condi¢des da cultura, variedade, estadio de maturagdo ¢ outros fatores, sendo constituida
principalmente de 4agua, carboidratos, acidos orgénicos, sais minerais, proteinas, lipideos,
vitaminas (principalmente 4dcido ascorbico) e carotenoides e outros pigmentos (Ma et al., 2011).

Entre as enzimas presentes estdo as lipases, também denominadas triaciglicerol
acilhidrolases, que catalisam a hidrolise de ligagdes ésteres carboxilicas em lipideos e
desempenham importante papel em reagdes de sintese de substratos ndo aquosos (esterificagao
e alcodlise, por exemplo), podendo ser aplicadas na produgdo de biodiesel, firmacos quirais,
biossurfactantes, aromas, acidos graxos poli-insaturados e outros compostos. Essas enzimas
possuem alto valor e ampla possibilidade de aplicacdo o que tem aumentado o interesse por

pesquisas com fontes alternativas (Barros et al., 2010).

Considerando a composicao dos frutos de manga esse estudo avaliou seu potencial como
fonte de enzimas lipoliticas, pela medi¢@o da atividade dessas enzimas nas diferentes partes do
fruto. A especificidade, o pH e a temperatura 6timos e de estabilidade e especificidade sao
parametros bioquimicos importantes a serem determinados para uma enzima, pois, permitem
vislumbrar de qual biocatalisador se trata, bem como destinar a melhor aplicagdo para este. O
estudo separado de cada fragdo de subprodutos possibilita a analise do potencial individual, o
que pensando em processos em larga escala de obtengdo ¢ interessante, visto que utilizando
apenas a parte do fruto com maior atividade haveria maior rendimento em comparagdo com o

uso do fruto inteiro ou fragdes misturadas o que poderia tornar o processo mais rentavel.
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O presente estudo realizou a caracterizagdo bioquimica de lipases obtidas dos subprodutos
de manga (casca e semente) e polpa de manga, com o intuito de verificar as condi¢des 6timas

de atividade, a partir das quais ¢ possivel prever suas aplicabilidades.

Material e métodos
Material

As mangas utilizadas nesse estudo pertencem a variedade Tommy Atkins, que ¢ a
variedade mais produzida e comercializada, foram produzidas no estado de Sdo Paulo e foram

divididas em 3 fragdes para a analise, sendo elas polpa, casca e semente.
Preparaciio do extrato enzimatico

Cada fracdo foi analisada separadamente. Apds o processamento, as matrizes foram
embaladas, armazenadas por até 2 dias a 5°C, trituradas mecanicamente até atingir
granulometria homogénea de 0,5 cm?, congeladas por 24 horas e liofilizadas por 48 horas. Apds
a liofilizagdo foram novamente trituradas e depois armazenadas congeladas a aproximadamente

-7°C.

A liofilizagdo foi realizada com os objetivos de retirada de 4gua do sistema, concentragao
enzimatica e homogeneiza¢do da amostra. Ap0s a trituracdo as amostras passaram por peneira

20 mesh com abertura 0,84mm.
Atividade da enzima

A atividade lipolitica das fracdes foi medida seguindo o método descrito por Lopes et al.
(2011). Foi utilizado 5 mL do substrato composto por azeite de oliva extra virgem e solucao de
goma arabica 7% (na proporg¢do de 1:4, v/v), 3 mL de solucao tampao fosfato (0,1 M, pH 7.0)
e 1g do extrato enzimatico. A mistura de reagdo foi incubada por 30 min a 40°C em banho
termostatizado com agitacao de 130 oscilagdes por minuto. A reacdo foi paralisada pela adi¢ao
de solugdo acetona:etanol (1:1, v/v). Os acidos graxos liberados pela hidrélise dos lipideos do
azeite foram titulados com solugdo de NaOH (0,05 M) utilizando fenolftaleina como indicador.
Para a avaliacdo da atividade, cada unidade de atividade lipolitica foi definida como a
quantidade de lipase necessaria para liberar 1umol de 4cido graxo por minuto nas condigdes
descritas anteriormente. Como as fragdes de manga sao acidas, para cada amostra foi analisado

um branco de amostra, composto por extrato enzimatico desnaturado por elevada temperatura
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e pela adi¢do da solucdo paralisadora antes do banho termostatizado. O resultado de cada branco
de amostra obtido na titulagdo foi descontado da amostra correspondente. Foi analisado branco
de reagentes (sem extrato enzimatico) como garantia de que os resultados obtidos na titulagao

eram referentes a reacao com os extratos enzimaticos € nao dos acidos presentes no substrato.
Influéncia do pH

Para o estudo do pH 6timo foi analisada a atividade lipolitica de cada fracdo em meio
reacional semelhante ao utilizado no item 2.3, apenas diferenciando o pH da solugao tampao.
Foram testadas solu¢des tamponadas nos pH 4, 5, 6, 7, 8, 9 ¢ 10. O pH referente a maior
atividade lipolitica foi considerado o pH 6timo (100% de atividade relativa). Para o estudo de
pH de estabilidade foram utilizados o mesmo meio reacional anterior, porém as amostras

permaneceram 24 horas na solu¢ao tampao antes da analise da atividade.
Influéncia da temperatura

A atividade lipolitica das fracdes foi analisada no meio reacional descrito no item 2.3,
alterando apenas a temperatura do banho termostatizado. Foram medidas as atividades
lipoliticas das fragdes nas temperaturas de 20, 30, 40, 50, 60, 70 e 80°C. Para verificagao da
termoestabilidade das fragdes de manga as amostras foram incubadas em diferentes

temperaturas por 60 min antes da determinagao da atividade de lipase.
Influéncia de sais

Os extratos enzimaticos foram testados quanto a influéncia dos seguintes sais: MgCl,,
BaCl,, KCl, ZnCl> e CuSOs4. Cada sal foi testado separadamente, a atividade lipolitica de cada
fracdo foi determinada em meio reacional e temperaturas semelhantes aos utilizados no item

2.3 diferindo apenas no tampao ao qual foi adicionado 0,01 M de sal.
Estudo de especificidade

O p-nitrofenil palmitato (pNPP) ¢ composto por acidos graxos de cadeia longa. A andlise
da atividade lipolitica das fracdes de manga foi realizada seguindo o método descrito por
Mahadik et al. (2002) e Lopes et al. (2011). A mistura de reacdo composta por 0,9 mL de
solucdo de substrato, 0,2 mL de tampao fosfato (pH 7,0 € 0,5 M) e 0,05 g de extrato enzimatico

foi incubada por 30 minutos & 40°C. Apds o periodo de incubagdo as amostras foram
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centrifugadas por 5 minutos a temperatura de 5°C. O sobrenadante de cada amostra foi lido em

espectrofotometro em absorbancia no comprimento de 410 nm.

O p-nitrofenil laurato (pNPL) ¢ um substrato sintético constituido por acidos graxos de
cadeia média. As fracoes de manga foram analisadas pelo método descrito por Gutarra et. al.
(2009). A solugao de substrato foi preparada utilizando-se 0,25 mL de pNPL 2,5 mM em 2,2
mL de tampao fosfato de sodio (pH 7,0 € 0,5 M). A reacdo foi iniciada pela adigao de 0,05 g do
extrato enzimatico e incubada por 15 minutos a 30°C. Apo6s o periodo de incubacdo as amostras
foram centrifugadas por 5 minutos a temperatura de 5°C. O sobrenadante de cada amostra foi

lido em espectrofotometro em absorbancia no comprimento de 412 nm.

Os subprodutos foram analisados segundo o método descrito por Calado et al. (2002) e
Lopes et al. (2011), para avaliar a sua afinidade para o substrato p-nitrofenil-butirato (pNPB).
Uma aliquota de 0,05 g de cada fracdo foi adicionado a 3,43 mL de mistura de reacional
constituida por 1,12 mM pNPB dissolvido em tampao de fosfato 50 mM (pH 7,2) contendo
0,2% de Triton X-100 ¢ 0,43 M tetrahidrofurano. A reacao foi incubada durante 15 minutos.
Apos a incubagdo, as amostras foram centrifugadas durante 5 minutos a temperatura de 5°C. O
sobrenadante de cada amostra foi lido em espectrofotometro em absorbancia no comprimento

de 405 nm.

O equipamento foi zerado com branco de substrato.

Resultados e discussao

A atividade lipolitica de fracdes de manga foi analisada sob condi¢des padrao, isto €,
pH 7,0 e 40°C. Durante esta etapa, as atividades médias foram de 12,2 U/g para casca; 28,2 U/g
para polpa e de 40,3 U/g para o semente. No estudo do pH 6timo a atividade maxima para a
casca ocorreu em pH 7,0 correspondendo a 46,1 U/g (100% de atividade relativa) (Figura 1, A);
para a polpa a atividade méaxima foi de 53,7 U/g (100% de atividade relativa) em pH de 7,0,
porém foi verificada atividade de 85% em pH 8,0 (Figura 1, B) e para a semente, o pico de
atividade ocorreu em pH 6,0 correspondendo a 53,6 U/g (100% de atividade relativa) (Figura
1, C). O pH de maior estabilidade para a casca e polpa foi de pH 7,0 e para o semente de pH
6,0 (Figura 2).

No estudo de temperatura 6tima a casca apresentou maior atividade entre 20°C e 30°C

correspondendo a 155,7 U/g (100% de atividade relativa) a 30°C (Figura 3, A); a polpa
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apresentou dois picos de atividade, o maior a 20°C com 52,4 U/g (100% de atividade relativa)
e outro a 50°C correspondendo a 40,4 U/g (Figura 3, B) e a semente também apresentou dois
picos de atividade, sendo o maior a 40°C com 59,3 U/g (100% de atividade relativa) e outro a
20°C com 77% de atividade relativa (Figura 3, C). No estudo de temperatura de estabilidade a
casca mostrou-se mais estavel na faixa entre 20°C e 40°C com atividade de 76,0 U/g (100% de
atividade relativa), porém a 50°C continuou com elevada atividade correspondendo a 75% de
atividade relativa(Figura 4, A); a polpa apresentou maior estabilidade a 30°C com 57,3 U/g,
porém a 60°C continuou com elevada atividade correspondendo a 54,7% de atividade relativa
(Figura 4, B) e a semente apresentou maior estabilidade a 40°C correspondendo a 61,2 U/g
(100% de atividade relativa) baixando muito sua estabilidade a partir de 50°C, na qual sua

atividade correspondeu a 16,8% (Figura 4, C).

Durante o estudo de influéncia de sais foi verificada a diminui¢ao da atividade lipolitica
da casca na presenca de ZnCl, e CuSOg4 cerca de 85,6% de atividade relativa e na de HgCl> com
cerca de 91,7% de atividade relativa. Foi verificado o aumento na atividade correspondendo a
aproximadamente 103% na presenca de KCI, BaCl> e MgCl. Para a polpa houve diminui¢ao
na presenca de KCl (79,8% de atividade relativa) e na de HgCl» (72,5% de atividade relativa)
e houve aumento na presenga de CuSO4 e ZnCl> (102% e 106%, respectivamente). Para semente
houve diminuicdo na presenca de CuSOs (72,4% de atividade relativa), ZnCl> (84,4% de
atividade relativa), KCl (51,8%), BaCl, (44,5%), HgCl> (48,9%), ¢ MgCl> (20,2%). Os

resultados detalhados sobre a influéncia de sais podem ser verificados na Figura 5.

Os resultados relativos a especificidade das lipases demonstraram que a casca e semente
ndo tém atividade na hidrolise de p-nitrofenol de palmitato (p-NPP), porém possuem elevada
atividade na hidrélise de p-nitrofenol de butirato (p-NPB). A casca também possui atividade
em p-nitrofenol de laurato (p-NPL). Os resultados detalhados deste estudo estdo apresentados

na Tabela 1.

Ha varios estudos sobre aplicagdes dos subprodutos do processamento de suco de manga,
como o de Crizel et al. (2013), o qual analisa a utilizagdo dos subprodutos como fonte de fibras
ou como meio de cultura para micro-organismos produtores de muitos compostos, como no
estudo de Jawad et al. (2013) sobre produgdo de acido lactico por fermentacdo de casca de
manga. Até a presente data, no entanto, ndo ha registros de uso dessas matrizes como uma fonte
de lipases. Comparado com outras lipases vegetais, as encontradas nos subprodutos de manga

sdo bioquimicamente semelhantes as encontradas em sementes de feijdo Africano descrito por
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Enijiugha et al. (2004), os quais demonstraram atividade 6tima em pH alcalino e atividade
maxima a temperaturas entre 20°C e 30°C. Em relacado a atividade as lipases de subprodutos de
manga apresentaram atividade menor que das lipases de latex do género Euphorbia descritas
no estudo de Paques e Macedo (2006), entretanto, estas plantas sdo ornamentais € possuem
cultivo restrito o que torna impraticavel sua utilizagdo para aplicacdes em larga escala. As
lipases de manga obtidas neste estudo apresentaram atividade consideravelmente maior em
comparagdo com as lipases microbianas relatadas por Abdelmoez et al. (2013) de 12 U/mL,
Daoud et al. (2013) de 5 U/mL; Papagora et al. (2013) de 7,44 U/mL e de Maldonado et al.
(2012) de 16 U/mL.
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Tabela 5. Atividade de lipase de manga em emulsdao de goma ardbica e p-NP-esteres

Substratos e condigdes | Casca Polpa Semente
de reagao

Goma arabica, pH 7.0, | 12,2+ 1,41 28,2+ 1,97 40,3+ 1,83
40°C, 30 min

Goma  arabica, pH | 46,1 £0,28 53,7+ 0,91 53,6 £ 0,56
Otimo (7 — casca e polpa e 6

- semente)

Goma arabica, T otima | 155,7 + 1,27 524+1,13 59,3 + 1,41
(20°C para casca, 30°C para

polpa e 40°C para semente)

p-NPP 0,00 0,00 0,00
p-NPB 4,305+ 0,96 12,73 £ 0,07 5,76 £ 0,37
p-NPL 1,01 £ 0,55 0,00 0,98 £ 0,43
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Figura 9. Estudo de pH otimo para atividade de lipase de manga (A - casca, B — polpa

e C - semente)

64



unesp ™

AVA
AvAvAY  UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

ULIO DE MESQUITA FILHO”
Campus de Botucatu

ey
100 A
80
g
o
2 60 %
«
: i
(o]
E
& 40
=
<
20 E
0 T T T T T T T
4 5 6 7 8 9 10
pH de estabilidade - casca
[—=—8]
105
100 E/}
Q\o, 95 %/}
©
=
g 904
o
g g :
&
=
=
Z 80+
754 E
L B . S S . S
4 5 6 7 8 9 10
pH de estabilidade - polpa
[—=—C]
100 n
80
g s
£
S 60+ %
k<
g ]
\
L 404 u
&
=]
=
< 20
04
T T T T T T T T T T T T T
4 5 6 7 8 9 10
pH de estabilidade - semente

Pos-graduagio

Botanica

Unesp - Botucatu

Figura 10. Estudo de pH de estabilidade para atividade de lipase de manga (A - casca,

B —polpa e C - semente)
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Figura 12. Estudo de temperatura de estabilidade para atividade de lipase de manga (A
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Figura 13. Estudo de influéncia de sais na atividade de lipase de manga
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Conclusao

Pela primeira vez, a presenga de lipases em residuos de polpa de manga foi detectada. A
facilidade de extragdo de enzimas lipoliticas, o baixo custo e abundancia das matrizes
correspondentes, juntamente com a elevada atividade das lipases em ampla faixa de pH e de
temperaturas e a afinidade por diferentes tipos de substratos, fazem dessas enzimas alternativas

potenciais as lipases comerciais.
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CAPITULO 05: APLICACAO DE LIPASES VEGETAIS EM REACOES DE HIDROLISE,
ALCOOLISE E ESTERIFICACAO

Clarissa Hamaio Okino Delgado, Luciana Francisco Fleuri

RESUMO

O presente estudo avaliou o desempenho de lipases provenientes de seis subprodutos de manga
e laranja na catdlise das reagdes de hidrolise, esterificagdo e transesterificacdo. Todas as
matrizes foram capazes de catalisar as reacdes de hidrélise e esterificacdo, chegando a taxa de
58,5% de esterificagao do acido oleico. Cinco matrizes foram capazes de catalisar a reagdo de
alcodlise, sendo elas casca e polpa de manga em 6leo de milho, polpa e semente de manga em

6leo de soja e frit de laranja em 6leo de soja.

Palavras chave: Citrus sinensis, Mangifera indica, enzimas lipoliticas, aplicacao

ABSTRACT

The present study evaluated the performance of lipases from six byproducts of mango
and orange in the catalysis of the hydrolysis, esterification and transesterification. All matrices
were able of catalyzing hydrolysis and esterification, reaching rate of esterification of 58.5%
on oleic acid. Five matrices were able to catalyze the alcoholysis reaction, mango peel and pulp

in corn oil, mango seed and pulp in soybean oil and orange frit in soybean oil.

Keywords: Citrus sinensis, Mangifera indica, lipolitic enzymes, application
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Introduciao

Os componentes mais expressivos dos oleos e gorduras sdo os triglicerideos e suas
propriedades fisicas dependem da estrutura e distribuicdo dos acidos graxos presentes. A
modificagdo dessas estruturas possibilita um nimero indeterminado de aplicagcdes em diversas
areas como na modificagdo de 6leos, na industria de detergentes, na industria de quimica fina,
na produgdo de aromas, na panifica¢do, em agroquimicos, biorremediagdo, entre outros. O uso
de enzimas lipoliticas nesse cendrio tem se mostrado boa opc¢ao, pois além das vantagens como
atividade em condi¢des brandas e menor geracao de residuos, essas sdo especificas tornado
possivel a realizagdo de reagdes que ndo ocorreriam ou ocorreriam de maneira ineficiente pelo
uso de compostos quimicos. As estruturas dos lipideos estdo diretamente ligadas as suas
propriedades fisicas e organolépticas, assim, diferentes estruturas podem ser modificadas com
o intuito de atingir metas biotecnoldgicas. A modificacdo da composi¢do de 4cidos graxos e
esteroides, por exemplo, pode modificar o valor nutricional de 6leos e gorduras, assim como
alteragdes no tamanho e grau de insaturagdo das cadeias de acidos graxos pode modificar o

ponto de fusdo (Barros et al., 2010; Hasan et al., 2006; Castro et al., 2004).

As lipases catalisam diferentes reacdes. A reagdo tipica catalisada pelas lipases em meio
aquoso ¢ a hidrolise da ligacdo éster do triglicerideo, produzindo glicerol e 4cidos graxos. Esta
reacdo ocorre via hidrolise sequencial dos grupos acila no glicerideo, de tal forma que, num
dado momento, a mistura reacional contém nao somente triglicerideo, agua, glicerol e acidos
graxos, como também diacilglicerdis e monoacilglicerdis. O tipo e a posicao estereoespecifica
do residuo de 4cido graxo estdo relacionados com a elevada especificidade das lipases, o que
possibilita um grande numero de aplicacdes. As lipases sdo também capazes de catalisar reagdes
reversas em condi¢des microaquosas, como por exemplo, a formagado de ligagdes éster, a partir
de um alcool e acido carboxilico (sintese de éster). Estes dois processos basicos podem ser
combinados numa sequéncia logica para resultar em reagdes de transesterificagdo (acidolise,
alcodlise e interesterificacdo), dependendo dos reagentes utilizados no inicio da reagdo. Outros
compostos, além de agua e alcool, podem ser utilizados como nucledfilos em reagdes
catalisadas por estas enzimas. Desta forma, as lipases podem participar de reagdes como
aminolises, tiotransesterificacdes e oximolises, em solventes organicos (Oliveira et al., 2004;
Castro et al., 2004).

A reacgao de esterificagdo €, em sua esséncia, a reacao inversa da hidrolise, ocorrendo

entre alcoois poli-hidricos e acidos graxos livres do glicerideo correspondente. A relagdo entre
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as velocidades da reagdo direta (hidrolise) e da reagdo inversa (esterificagdo) ¢ normalmente
controlada pelo contetdo de 4gua do meio de reacdo (Carvalho et al., 2003).

A transesterificagdo € a troca de radicais acil entre compostos, quando ocorrem entre
um éster e um acido ¢ denominada acidolise, um éster € um alcool de alcodlise e um éster e
outro éster ¢ chamada de interesterificagdo. Nestas reacdes um acido graxo, um alcool ou outro
éster, reagem com o glicerideo, resultando no rearranjo dos grupos de acidos graxos produzindo
novo glicerideo com propriedades fisicas e quimicas diversas (Carvalho et al., 2003; Pereira et
al., 2003).

As lipases podem ser obtidas de inimeras fontes vegetais, animais e microbianas,
geralmente cada tipo de lipase possui afinidade pela catalise de determinada reagdo. Por isso,
para vislumbrar quais reagdes as lipases sdo capazes de catalisar sdo necessarios testes de
aplicabilidade em diferentes reagdes. Assim, o presente estudo avaliou a aplicabilidade, in vitro,
de lipases obtidas de subprodutos do processamento de laranja e manga nas reacdes de hidrolise,

esterificacdo e alcoodlise, visando vislumbrar as possibilidades de aplicagdo dessas enzimas.

Material e métodos
Material

Foram utilizados trés subprodutos do processamento de laranja e trés partes da manga.

As laranjas utilizadas nesse processo pertencem a espécie Citrus sinensis L. Osbeck
variedade Péra, cultivada no estado de Sao Paulo. Foram utilizados trés subprodutos do
processamento de suco de laranja, denominados casca, bagaco e frit.

As mangas utilizadas nesse estudo pertencem a variedade Tommy Atkins, que ¢ a
variedade mais produzida e comercializada. Essa fruta foi produzida no estado de Sdo Paulo e
foi dividida em 3 fragdes para a andlise, sendo elas polpa, casca e semente.

Cada fragdo foi analisada separadamente. Apds o processamento, as matrizes foram
embaladas, armazenadas por 2 dias a 5°C, trituradas mecanicamente até atingir granulometria
homogénea de 0,5 cm?®, congeladas por 24 horas e liofilizadas por 48 horas. Apos a liofilizagio

foram novamente trituradas e depois armazenadas congeladas a aproximadamente -7°C.
Reacoes de hidrolise

Foram utilizados dleo de soja, milho e girassol com 4dgua para estudo da reagdo de

hidroélise. Cada o6leo foi analisado separadamente, em sistema reacional composto por 70% de
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oleo, 30% de agua e 2 % de extrato enzimatico. Os frascos foram incubados em banho de
agitacdo reciproca a 100 oscilagdes por minuto a 40°C por 0, 2, 4, 8, 12 ¢ 24 horas. A reagdo
foi paralisada e titulada com solu¢ao de NaOH 0,05 mol/L aquosa, utilizando fenolftaleina
como indicador (Lopes et al., 2011). Para cada amostra foi preparada um branco da amostra,
constituida pelo mesmo meio reacional e extrato enzimatico desnaturado por calor. A

porcentagem de hidroélise foi calculada, conforme Equacgao 1.

AxB
Equacao 1: % Hidrolise = ----------------- x 100; onde:
CxD
A: Volume de NaOH (ml)

B: Concentragdo Molar do NaOH x Massa Molar de NaOH
C: Massa do Oleo (g)

D: Indice de Saponifica¢io do Oleo

Reacoes de esterificacao

Foi utilizado o 4cido oleico com o etanol para o estudo das reacdes de esterificagcdo. Foi
criado um sistema reacional composto por 1:5 moles de acido e etanol, respectivamente, mais
2% de extrato enzimatico e incubados em banho de agitacdo reciproca a 100 oscilagdes por
minuto a 40°C durante 7 dias. Foi preparado um sistema de reagdo e um branco (sem adig¢do da
enzima) para cada tempo de reagdo. A reacdo foi paralisada adicionando-se 5 mL de
acetona:etanol (1:1, v/v) e os acidos graxos liberados foram titulados com solucao de NaOH
0,5 mol/L aquosa, utilizando fenolftaleina como indicador (Fleuri e Macedo, 2009). A

porcentagem de esterificagdo foi calculada conforme Equagao 2.

AxBxCxD

Equacao 2: % Esterificagdo = x100; onde:
I10xE

A: Indice de saponificagdo do dleo
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B: Concentragao molar do NaOH
C: Massa molar do 4cido graxo
D: Volume NaOH (mL)

E: massa da aliquota (g)
Reacdes de alcodlise

Foram utilizados os 6leos de soja, milho e girassol com etanol para o estudo das reagdes
de alcoolise. Foi criado o sistema reacional composto de 1:1 moles de 6leo e etanol mais 2%
de extrato enzimatico e incubado em banho de agitacdo reciproca a 100 oscilagdes por minuto
a 40°C por 72 horas. Posteriormente foi adicionado 0,5 mol de etanol as 24 horas e 48 horas.

Foi preparado um controle (sem adi¢ao da enzima) para cada 6leo estudado.

Os produtos de reagdo resultantes foram analisados por cromatografia em camada
delgada, em placas de silica gel, utilizando como fase mével éter de petrdleo:éter etilico: acido
férmico na proporcao de 210:90:0,4 (v:v:v) a temperatura de 25°C, e como revelador 4cido
sulfurico (10%) em etanol, seguido de aquecimento a 100°C. Os ésteres etilicos (produtos da

reacdo de alcodlise) foram comparados com padrao composto por palmitato de etila.

O fator de retengao (Rf) foi utilizado como fator de comparacao, o qual foi calculado

conforme Equagao 3.

de
Equagdo 3: Rf = ---------- ; onde
dfm

d.: distancia percorrida pelos componentes da mistura.

drm: distancia percorrida pela fase moével.

Resultados e discussao

Todas as matrizes testadas foram capazes de catalisar a reagao de hidrolise dos trés dleos
utilizados como substrato, porém em baixas taxas; havendo, portanto, a necessidade de
incrementar o meio reacional com mais lipase ou estudar outras condigdes. Os extratos de casca
e bagaco de laranja obtiveram melhores taxas de catdlise em Oleo de soja apos 24 horas de
incubagdo, chegando a 2,5% e 2,8% (Figura 1 e Figura 2, respectivamente). Para frit de laranja
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o melhor resultado ocorreu a partir de 4 horas de incubagao para os trés 6leos, chegando a 1,8%
para 6leo de milho apos 8 horas de incubagao (Figura 3). Entre as matrizes de manga, o extrato
de casca atingiu melhor desempenho chegando a 3,3% em o6leo de soja apds 2 horas de
incubagdo (Figura 4); o de polpa apos 24 horas de incubagdo para 6leo de soja correspondendo
a 3,1% (Figura 5) e o de semente apos 24 horas de incubagdo para 6leo de girassol chegando a
1,8% (Figura 6). Os resultados do teste de hidrdlise foram baixos quando comparados com
estudos semelhantes relatados por Abdelmoez et al. (2013), no qual a lipase de Candida rugosa
ATCC 14830 foi capaz de hidrolisar até¢ 39,5% dos triglicerideos de 6leo de girassol, porém
esse resultado foi obtido com elevada concentragdo enzimatica (cerca de 168% em relagdo ao
meio reacional). No presente estudo utilizamos a concentragdo de 2% de extrato enzimatico
bruto, assim, consideramos que caso aumentassemos a concentragdo das enzimas no meio

reacional hipoteticamente aumentariamos a porcentagem de hidrolise.

No estudo de esterificacdo, utilizando o 4cido oleico como substrato, os extratos de bagaco
e frit de laranja (Figura 7) e casca e polpa de manga (Figura 21) apresentaram resultados
promissores, enquanto as matrizes de casca de laranja e semente de manga apresentaram
resultados inferiores a 5 % de esterificagdo em todos os periodos de incubacdo. Os extratos de
bagaco e frit de laranja apresentaram bons resultados a partir de 96 horas de incubacao,
chegando a 41,0% apds 144 horas de incubagao para o bagaco e a 40,2% para frit (Figura 7, B
e (). Os extratos de casca e polpa de manga também apresentaram melhores resultados a partir
de 96 horas de incubagdo, o que correspondeu a 32,8% para casca de manga apos 144 horas de
incubagdo e a 58,5% para polpa de manga, apds 144 horas de incubacdo (Figura 21, B e C).

Comparando com enzimas comerciais ou microbianas como as descritas no trabalho de Shuang-
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Van et al. (2011) o desempenho dos extratos enzimaticos apresentados neste trabalho ¢ similar
aos encontrados para as lipases microbianas, porém inferior a preparagdo comercial Lipozyme
(87% de esterificacdo). Entretanto, vale ressaltar que o presente trabalho ndo incluiu etapas de
concentracao, purificagdo e/ou imobilizac¢ao, o que poderia melhorar o desempenho das lipases

de manga home-made.

Os resultados do estudo de alcoodlise sdo qualitativos, dessa maneira, o resultado foi
considerado positivo para catalise da reacdo de alcodlise quando a corrida do extrato enzimatico
ficou acima do branco e proximo ao padrdo, caracterizando a presenga de ésteres etilicos, 0s
quais sao produtos da alcodlise de 6leos vegetais e alcool etilico. Foram testados 6 extratos
enzimaticos em 3 dleos diferentes, totalizando 18 combinagdes (tipo de extrato - tipo de 6leo).
Dessas, apenas 5 combinagdes obtiveram resultados positivos, sendo elas: casca e polpa de
manga em 6leo de milho (Figura 9), polpa e semente de manga em 6leo de soja (Figura 10) e
frit de laranja em Oleo de soja (Figura 10). A reacdo de alcoodlise pode ser utilizada na conversao
de 6leos vegetais em biodiesel, convertendo triglicerideos e etanol em ésteres etilicos, por
exemplo. H4 estudos sobre lipases de origem microbiana para aplicagdo na producdo de
biodiesel, como o de Shah et al. (2004) sobre o uso de lipases produzidas por Chromobacterium
viscosum, no qual as condi¢des requeridas para a reagdo sdo similares, porém, nesse estudo foi

necessaria a adi¢ao de 4gua ao meio reacional.
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Figura 14. Hidrdlise de oleos vegetais catalisada por extrato enzimdtico de casca de laranja

(A — dleo de girassol, B — oleo de soja e C — dleo de milho)
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Figura 19. Hidrolise de oleos vegetais catalisada por extrato enzimatico de semente de manga
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Figura 20. Esterificagdo de dcido oleico por extratos enzimdaticos de laranja (A — casca, B —
bagaco e C — frit)
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Figura 21. Esterificacdo de acido oleico por extratos enzimaticos de manga (A — casca, B —
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Figura 22. Produgdo de biodiesel, substratos oleo de milho e etanol (PM - polpa de manga,

CM - casca de manga)
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Figura 23. Producdo de biodiesel, substratos oleo de soja e etanol (PM - polpa de manga,
SM - semente de manga, FL - frit de laranja)
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4. Conclusao

As matrizes vegetais de laranja e manga possuem lipases capazes de catalisar as reagdes
de hidrolise e em maior grau as reacdes de sintese como a esterificagao e alcodlise. Podem dessa
forma, serem exploradas, principalmente, para a produgao de biodiesel e transformagao de 6leos

e gorduras.
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