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Chemical and Physicochemical Characterization of Faveleria (cnidoscolus
phyllacanthus) Oil — It Use of Determination of Enzymatic Activity of Extract
of Fungi rhizopus sp.

Abstract: This work has as a main goal to characterize chemical and physicochemical the oil from Faveleira
seeds (Cnidoscolus phyllacanthus), in addition to obtaining an enzymatic extract from fungi Rhizopus sp.
(10C2291) in peptonated means and evaluate its activity in triacylglycerols of the extracted oil. The Faveleira
seeds showed a high oil content (33.73 %), which characterizes this plant species as a typical oleaginous.
The fungus Rhizopus sp. was used in fermentative process in liquid substrate peptonated and its growth
activity and release of metabolites was checked through pH measurements and mycelial mass formation.
The extract filtered after fermentation was lyophilized and characterized by Spectroscopy Infrared and
High-Performance Liquid Chromatography for the lipase identification. The morphology of the compound
was determined by X-ray Diffraction and Scanning Electron Microscopy. The catalytic power of extract
was tested in Faveleira oil, presenting activity 277.49 U g greater than the value found for conventional
substrates such as olive oil (220.41 U g?).
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Resumo

Este trabalho tem como objetivo principal a caracterizagdo quimica e fisico-quimica do dleo de sementes de
Faveleira (Cnidoscolus phyllacanthus), obtengdo do extrato originario do fungo Rhizopus sp (10C 2291) em
meios peptonados e avaliagdo da atividade enzimatica usando o dleo extraido. As sementes de Faveleira
apresentaram elevado teor de 6leo (33,73 %), o que caracteriza esta espécie vegetal como uma oleaginosa
tipica, possibilitando sua exploragdao como biomassa em diversos setores industriais. O fungo Rhizopus sp.
foi utilizado no processo fermentativo em substrato liquido peptonado e sua atividade de crescimento
e liberagdo de metabdlitos foi verificada através de medidas de pH e formag¢do de massa micelial. O
extrato filtrado apds a fermentagdo foi liofilizado e caracterizado por espectroscopia de infravermelho e
cromatografia liquida de alta eficiéncia para identificagdo da enzima (lipase). A morfologia do composto
foi determinada por Difrac¢do de raios X e Microscopia Electrénica de Varrimento. O poder catalitico do
extrato foi testado em dleo de Faveleira, apresentando atividade 277,49 U g* maior que o valor encontrado
para substratos convencionais, como o azeite de oliva (220,41 U g%).
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1. Introducao em agua e possuem alta solubilidade em
solventes orgénicos apolares.'? Os triacilglicerdis
sdo formados por moléculas de trés acidos graxos

Os 6leos vegetais s3o predominantemente ligados a uma molécula de glicerol. .2
compostos por moléculas de triacilgliceréis e O Brasil, devido a sua grande extensdo

pequenas concentracbes de diacilglicerdis e territorial e excelentes condi¢des climdticas, é

monoacilglicerdis. Portanto, eles s3o insoltveis uUm dos poucos paises com amplo potencial para
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explorar diversos dleos vegetais como matéria
prima para varias aplicagdes.>* A principal fonte
de dleo vegetal no Brasil é a soja, seguida pelo
algodao, d6leo de palma e girassol. Apesar dessa
grande variedade de fontes de o6leos vegetais
gue o Brasil possui, ainda assim é importante
pesquisar novas fontes alternativas para o uso em
alimentacdo, além de outros usos industriais, pois
a demanda do mercado é crescente.>®

Cnidoscolus quercifolius (sin. C. phyllacanthus,
formerly known as Jatropha phyllacantha Miill.
Arg.),”® popularmente chamada de Favela,
Faveleira, Favelerio ou mandioca brava,”® é uma
planta da familia das euforbiaceas (euphorbiaceae).
E um arbusto dotado de espinhos e flores brancas,
dispostos em cupulas. O fruto é uma capusla
contendo as sementes oleaginosas,”® como
sementes de fava, por isso os nomes “favela”,
“faveleiro” e “Faveleira”. Ela é endémica no
Brasil, sendo distribuida entre os estados do
Ceara, Rio Grande do Norte, Paraiba, Alagoas,
Sergipe, Bahia, Pernambuco, Piaui e Sdo Paulo. A
regido de Paulistana-Piaui apresenta uma grande
concentracdo de arvores de Faveleira, distribuidas
pelo seu territdrio e com morfologia similar. O uso
da Faveleira ainda é restrito e artesanal, sendo
usado principalmente na alimentacao animal e na
extracdo bruta do 6leo para alimentagao humana.?®
As sementes de Faveleira apresentam cerca de 35%
de éleo por semente, classificando-o como um dleo
que pode ser usado para varios fins industriais,
tais como, produtos de limpeza, cosméticos,
tintas, vernizes, medicina, plasticos e lubrificantes,
reduzindo assim, a dependéncia de outras fontes
oleaginosas e permitindo o desenvolvimento de
regibes que cultivam a Faveleria.’*12 Além da alta
concentracdo de dleo, as sementes da Faveleira
apresentam um significante contetdo de proteinas
e carboidratos, que podem ser usados na dieta
humana, desde que seja comprovada a auséncia
de substancias tdxicas ou alergénicas.

Um dos maiores desafios atualmente
enfrentados pelas pesquisas académicas e
industriais é o desenvolvimento de novas

tecnologias que permitam o uso da biomassa
como matéria-prima renovavel para a produgdo
de bens de qualquer tipo.*> A biocatalise é mais
ecolégica do que outros processos industriais, pois
reune os principios da quimica verde, seguranca,
economia de atomos, prevencdo de residuos e
eficiéncia energética. Nesse cenadrio, a avaliagdo
da atividade catalitica de lipases e seus substratos
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de reacdo tem sido de grande importancia para o
campo cientifico-tecnoldgico.61#

As lipases (triacilglicerol acil-hidrolases) sdo
enzimas que catalisam a hidrélise de dleos e
gorduras de cadeia longa, produzindo compostos
como acidos graxos livres e glicerol, diacilglicerol
e monoacilglicerol.”® As lipases podem ser obtidas
de fontes vegetais, animais e microbianas.’* Em
comparagdo com plantas e animais, verificou-
se que o0s microrganismos produzem altos
rendimentos de lipases, de modo que a maioria
das enzimas industriais é de origem microbiana.
Rhizopus é um género de fungos amplamente
utilizado em processos biotecnoldgicos para
produzir substancias valiosas, como acido fumarico
e acido latico.*!® Portanto, o papel dos fungos
nos processos fermentativos de obtencdo de
extratos enzimaticos tem sido bem documentado
e a demanda industrial por novas fontes de lipase
continua estimulando o isolamento e a triagem de
novos microrganismos lipoliticos.*°

Um grande numero de métodos foi estabelecido
para determinar a atividade lipolitica de um
determinado extrato enzimatico, compreendendo
principalmente trés tipos de ensaio: (a) quantificagdo

dos 4cidos graxos liberados por métodos
titulométricos; (b) deteccdo de alteragbes por
métodos condutométricos, turbidimétricos,

densiométricos ou microscopicos das propriedades
biofisicas dos substratos durante a lipdlise; e (c)
aplicagdode métodosfotométricosparadeterminacdo
de cor liberada de produtos fluorescents.?

Em geral, os substratos mais comuns estudados
sdo o azeite de oliva e o dleo de soja.?? O método
titulométrico de atividade enzimatica tem sido
utilizado para Rhizopus Chinensis, Apergillus niger,
Cdndida viscosum, Pseudomonas fluorescens,
Rhizopus miehei e Rhizopus sp.?**

O azeite de oliva é o substrato mais utilizado
para medir atividade enzimatica via titrimétrica.
No entanto, as lipases possuem especificidade de
substrato. Alipolase decompde os lipidios apolares
seletivamente.? As lipases de Penicillium citrinum,
Aspergillus niger, Aspergillus oryzae, Bacillus
tosse, Geotrichum candidum e Candida lypolytica
sdo relatadas como fortemente especificas para
os ésteres de cadeia curta.? A lipase de Rhizopus
chinensis é especifica para acidos graxos e ésteres
metilicos.?>?¢

O uso do azeite de oliva para medir atividade
enzimatica das diferentes lipases, pode levar a um
resultado ndoverdadeiro. Emboraoutros substratos
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devam ser escolhidos, o ensaio titulométrico é
uma maneira simples de determinar atividade
enzimatica para lipases. Portanto, o estudo de
substratos mais adequados para cada tipo de lipase
é claramente necessario.

O método titulométrico é um método facil
de determinar a atividade enzimatica da lipase.
Durante a hidrélise do dleo catalisado por lipase,
os acidos graxos livres sdo liberados para o meio
de reagdo, diminuindo o pH. Quanto maior a
guantidade de acido graxo livre liberada, mais ativa
éalipase. A quantidade de acidos graxos livres pode
ser quantificada por uma simples titulacdo 4acido-
base. Esse método tem sido utilizado para Rhizopus
Chinensis, Apergillus niger, Cdndida viscosum,
Pseudomonas fluorescens, Rhizopus miehei e
Rhizopus sp. e lipases.??, tendo as enzimas uma
especificidade de substrato. A lipolase decompde
os lipidios ndo polares seletivamente.?

Assim, o objetivo deste trabalho foi estudar
a extracdo de dleo de sementes de Favela, sua
composicdo quimica, propriedades fisico-quimicas
e o uso do dleo na determinacdo da atividade
enzimatica do extrato do fungo Rhizopus sp.

2. Parte Experimental

2.1. Reagentes

Todos os reagentes utilizados nesse trabalho
foram de grau analitico e foram usados sem prévio
tratamento.

2.2. Equipamentos e medidas

As caracterizagbes fisico-quimicas foram
realizadas utilizando um densimetro Anton Paar
DMA 4500 automatico para determina¢do da
densidade a 25° C, e um viscosimetro Quimis para
determinacao da viscosidade a 40° C. A acidez,
perdxido, saponificacdo e teor de iodo foram
determinados por métodos oficiais descritos
pelos nimeros da American Qil Chemical Society
(AOCS), Cd 3D-63, Cd 8-53, Cd 8B-90 e Tg 1-64,
respectivamente.?’

Os espectros de FTIR foram adquiridos utilizando
um espectrometro com transformada de Fourier da
marca Perkin Elmer Spectrum 100, ajustado para
medir 32 varreduras cumulativas a 4 cm™ numa
regido de frequéncia de 4000 a 400 cm™. As amostras
foram preparadas em pastilhas de KBr.
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As analises de Ressonancia Magnética Nuclear
'H RMN foram realizadas em um equipamento da
marca Bruker AVANCE DPX 400, utilizando CDCI,
como solvente.

As medidas termogravimétricas (TG) foram
realizadas em um equipamento TG-DTG,
Shimadzu, modelo DTG-60TA. Os experimentos
foram conduzidos na faixa de temperatura de 30
a 500°C, utilizando cadinho de aluminio de 0,5
mm de didmetro com aproximadamente 15 mg de
amostra, com taxa de aquecimento de 10°C min?
e sob atmosfera de nitrogénio (50 mL min?). As
condi¢Ges do equipamento foram verificadas com
uma referéncia padrdo de CaC,0,.H,0. As curvas
TG/DTG foram obtidas sob as mesmas condi¢des
experimentais para a correcao da linha de base. A
perda de peso da amostra foi determinada como
a diferenca entre a perda de peso inicial e final.

As andlises de DSC foram realizadas em
equipamento Shimadzu DSC 2920 na faixa de
temperatura de 30 a 500°C, utilizando cadinho
de Al fechado com cerca de 3,0 mg de amostra,
aquecimento de 10°C min'e sob atmosfera de
nitrogénio (80 mL min?). O equipamento foi
verificado com indio e zinco.

2.3. Composi¢ao centesimal das sementes de
Faveleira

As sementes de Faveleira foram coletadas em
umaarearural de Paulistana-Piaui, regidodo sertdo
nordestino do Brasil. Os graos posteriormente
foram lavados e secos em estufa por 60°C durante
24 h. Em seguida as sementes foram trituradas
e realizada a determinacdo da composicao
centesimal (teor de umidade, cinzas, lipideos e
proteinas) de acordo com os métodos descritos
na Association of Official Analytical Chemists:
31.1.02 (AOAC), 31.1.04 (AOAC), 31.4.02 (AOAC),
31.1.08 (AOAC).2 O teor de carboidratos totais foi
calculado por diferenga de 100%.

2.4. Extra¢do e degomagem do 6leo de Faveleira

As sementes de Faveleira foram trituradas em
liquidificador e o dleo foi extraido com hexano
em extrator Soxhlet por 18 h. O solvente foi
removido em evaporador rotatério a 60°C. Na
pratica, o processo foi executado varias vezes até
obter 2 L de dleo. O dleo bruto foi pré-aquecido
a 60°C e depois agitado com 0,1% (em peso)
de acido fosforico durante 15 min, entdo NaOH
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(8% em peso), suficiente para neutralizar entre 70-
90% do acido adicionado, e 2% em peso de agua
foram adicionados. A mistura foi aquecida (60°C) e
agitada durante 1 h. Em seguida, foi arrefecida até
a temperatura ambiente e a goma foi separada da
solucdo por centrifugacao. Este procedimento foi
repetido usando 3% em peso de agua para remover
as gomas remanescentes. O dleo foi filtrado em
filtro de papel contendo sulfato de sddio anidro
para secagem total do 6leo.”

2.5. Composicdo quimica do dleo de Faveleira

A composicdo quimica do dleo foi determinada
seguindo a metodologia descrita por Araujo et al.®
100 mg de dleo de Faveleira foi pesado e transferido
para um tubo de centrifuga de 20 mL. Uma solugdo
metandlica de KOH (2,0 mol L?) foi adicionada
(0,2 mL) antes da vedacdo do tubo e misturada
vigorosamente por 20 min em um agitador de
vortex. 2 mL de uma solu¢do saturada de NaCl
foi adicionada e a fase organica foi extraida. Uma
aliquota (1,0-2,0 uL) da solugdo de hexano foi
analisada em um cromatdgrafo a gads da marca
Shimadzu GC17A com um detector de massa
(GC-MS) QP5000. Os parametros instrumentais
e condicdes experimentais utilizados para a
andlise foram: Coluna capilar: SP 2560, Supelco,
5% fenilmetilpolissiloxano DB-5 (30 m x 0,25 mm,
0,25 pum espessura do filme, gas transportador:
hélio (1,7 mL min?); fluxo 0,6 mL min™, tempo
de aquisicdo de 42,5 min e corte de solvente
em 4 min, faixa de massa de 40 a 400, energia
eletronica de 70 eV, tensdo multiplicadora de 1,3
kV, analisador quadrupolo, temperatura do injetor
(230°C), temperatura da interface (150°C/2 min)
e temperaturas da coluna (150-230°C a 52C min?,
230°C/7 min, 230-260°Ca 4°C min™ e 260°C/10 min).

2.6. Obtencdo do extrato enzimatico do fungo
Rhizopus sp

As cepas do fungo Rhizopus sp. foram
fornecidas pelo Instituto Oswaldo Cruz e mantidas
sob refrigeragdo em tubos contendo 5 mL de agar
batata-dextrose. A fermentacdo do estado liquido
foi realizada extraindo os esporos pela adi¢ao
de 2 mL de agua autoclavada no tubo de ensaio
antes da agitacdo em um agitador vortex. Em
seguida, adicionou-se 2 mL de uma solugao de
caldo de peptona em agua. Subsequentemente, o
tubo foi agitado num agitador orbital a 125 rpm a
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30°C durante 4 dias. O caldo de fermentacao foi
filtrado e liofilizado antes de ser caracterizado.
O caldo de peptona foi preparado em 500 mL de
agua contendo 25 g de peptona bacterioldgica,
0,25 g de NaNO,.7H,0, 0,6 g de KH,PO, e 0,25 g
de MgS0O,.7H,0 e esterilizados em autoclave por
15 min. O extrato foi congelado em nitrogénio
liqguido e liofilizado no equipamento ModulyoD
Greeze Dryer da Thermo Electron Corporation e
armazenado a 4°C para uso posterior. A mudanca
de pH durante o processo de fermentacdo e a
guantidade de massa micelial formada foram
determinadas.

2.7. Caracterizagao espectroscopica do extrato
enzimatico

A lipase comercial do fungo Rhizopus oryzae
(230 U mg?, Sigma Aldrich) foi usada para
comparacao com a lipase do fungo Rhizopus sp
produzida neste trabalho. As andlises de FTIR
foram realizadas conforme descrito no item 2.2.
acima. As anadlises de Cromatografia Liquida
de Alta Performance (HPLC) foram realizadas
usando um cromatoégrafo Agilent, modelo 1260,
com detector de arranjo de diodos e uma coluna
Superdex® 200. O modo isocratico foi utilizado por
55 min para andlise cromatografica durante todas
os experimentos e utilizou-se 50 mM de tampao
TRIS/HCI como fase mdével num pH 7.2. O fluxo foi
de 0,5 mL min?, o volume de injecdo foi de 50 uL
e a deteccgado foi realizada a 280 nm. A coluna foi
mantida a 252C durante todo o experimento.

2.8. Determinacao da atividade enzimatica

A determinagdo da atividade enzimatica foi
realizada pela mistura de 100 mg de extrato
liofilizado, 1 g de dleo de Faveleria e 4 mL de
tampéo de fosfato de sddio (50 mM). A solucgdo
aquosa foi ajustada para pH = 6 por adicao de
KOH aquoso e mantida sob agitacdo continua
durante 60 min a 25° C. Posteriormente, a reacao
foi interrompida pela adicdo de 15 mL de uma
mistura de acetona e etanol (1:1 v/v) e a atividade
foi medida por titulagdo dos acidos graxos
liberados com solu¢do de KOH (50 mmol L?)
até pH=11. Em seguida, titulou-se uma solucdo
branca contendo o mesmo meio reacional sem o
extrato enzimatico para determinar a quantidade
de acidos graxos livres preexistentes no substrato
utilizado. Uma unidade enzimatica (U) é definida
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como a quantidade da enzima que liberta 1 umol
de acido graxo por minuto nas condi¢cdes do
ensaio. A atividade enzimatica utilizando azeite de
oliva como substrato foi determinada nas mesmas
condicdes para efeito de comparacao.

3. Resultados e Discussao

3.1. Composigdo e propriedades quimica das
sementes e do 6leo de Faveleira

A quantidade de dleo encontrada nas sementes
de Faveleira estudadas nesse trabalho foi de 34%
por semente. Esse resultado foi parecido como o
encontrado por Cavalcante et all! Esse resultado
é bastante promissor, tornando as sementes Uteis
para aplicagbes futuras em industrias farmacéuticas,
cosméticas, de tintas, revestimentos, plasticos,
lubrificantes ou biodiesel, reduzindo a dependéncia
de outras fontes de odleo e possibilitando o
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desenvolvimento de regides que cultivam a planta.’>*°

Apds a retirada do 6leo, sobra-se a torta que
¢é formada por 62% de residuos sdlidos (bagaco),
que apresentam uma grande quantidade de
proteinas e carboidratos, o que permite sua
aplicagdo em processos fermentativos utilizando
microrganismos para obtencdo de extratos
enzimaticos ou na alimentagdo animal. A Tabela 1
apresenta a composicao centesimal das sementes
de Faveleira.

A Figura 1 mostra o cromatograma da
composicdo de acidos graxos do dleo de Faveleira.
Basicamente ele é composto pelos seguintes acidos:
acido palmitico (19,83%), acido linoléico (41,71%),
acido oléico (22,94%) e acido estearico (15,50%).

Este dleo possui acidos predominantemente
insaturados correspondendo a 64,65% (picos 2 e
3, acido linoléico e acido oléico, respectivamente),
0 que pode ter relevancia médica ou industrial,
pois a presencga de acidos insaturados determina
excelentes propriedades fisico-quimicas e
bioldgicas. Outro ponto a ser considerado é que

Tabela 1. Composi¢ao Centesimal das Sementes de Faveleira

Componente Conteudo (%)
Umidade 4.72 £0.01
Lipideos 33.73+0.27
Proteinas (N x 6.25) 22.14+0.17
Cinzas 3.81+£0.03
Carboidratos 35.58
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Figura 1. Cromatograma do Oleo de Faveleria. Picos: 1 (4cido palmitico), 2 (acido linoléico), 3
(acido oléico) e 4 (acido estearico)
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a presenca de 4acidos insaturados derivados de
Oleos vegetais desempenha um papel importante
na regulacdo de vdrios processos fisioldgicos do
corpo humano.

A qualidade dos 6leos vegetais e sua aplicagao
nos processos industriais esta totalmente ligada
as suas propriedades fisico-quimicas, que sao
influenciadas pela sua composi¢do quimica. Nas
industrias alimenticias, as propriedades dinamicas
dos fluidos, como viscosidade e densidade, sdo
fundamentais e decisivas para sua aceita¢do
no mercado consumidor e sdo importantes
para a execu¢do de projetos e processos de
gerenciamento de equipamentos.?

Os dados da Tabela 2 mostram que os valores
de viscosidade (30,07 £ 0,012 mm?s?) e densidade
(0,9092 + 0,0003 g cm?®) do dleo de Faveleria
estdo dentro da faixa de valores encontrados para
outros dleos disponiveis no mercado, como dleo
de soja, 6leo de milho e 6leo de algoddo.?*3?

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), 6rgao regulador brasileiro responsavel
pela aprovacdo e fiscalizacdo da qualidade dos
Oleos vegetais produzidos, afirma que os limites
maximos de acidez e perdxido sdo de 4,0 mg
e 12,0 mEq Kg?, respectivamente.®® Os valores
encontrados para o 6leo da Favela estdo dentro
dos parametros estabelecidos por esta agéncia.

O indice de iodo mede a quantidade de iodo
em gramas que reage com 100 gramas de dleo
e determina o grau de insaturagdo presente nos
Oleos vegetais, ou seja, quanto maior o nimero
de ligagOes duplas ou triplas no triglicerideo que
estdo presentes no 6leo, maior o indice de iodo.?*

O indice de saponificacdo é definido como o
numero de miligramas de hidréxido de potdssio
(KOH) necessarios para saponificar 1 g de acidos
graxos sob certas condigcGes,'? e aponta o peso
molecular dos acidos formadores de triacilglicerol,
ou seja, quanto maior o indice de saponificacdo,
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menor o peso molecular do éster de acido graxo
em anadlise.’>%3¢ Q0 ¢4leo da Faveleira apresentou
indices de saponificacdo e de iodo de acordo
com outros Oleos vegetais.3*3 Portanto, as
propriedades fisico-quimicas analisadas do déleo
da Faveleira estdo dentro dos limites estabelecidos
pelo 6rgao regulador brasileiro.

3.2. Caracteriza¢do espectroscopica e térmica
do 6leo de Faveleira

Para que o0s O6leos sejam usados e
comercializados é necessdrio o controle de
vdrios parametros, como a pureza, o processo de
refinamento e o teor de agua.

O espectro de infravermelho (Figura 2) do
Oleo de Faveleira apresenta bandas em 1745 cm?,
1237 cm?, 1163 cm? e 1101 cm?, associadas a
ligacOes de estiramento de C =0 e C-O, relacionadas
a triacilglicerdis.® Em 3018 cm™, observa-se o modo
de estiramento da dupla ligagdo presente nos
acidos oléico e linoleico, e a faixa de estiramento
em uma regido de 2933-2848 cm?, atribuida as
ligacOes simples presentes na cadeia carbOnica
dos triglicerideos.® E possivel verificar uma banda
pequena na regido de 3400 cm™ a qual foi atribuida ao
estiramento da ligacdo O-H que pode estar associada
a uma pequena quantidade de dgua absorvida.

OespectrodeHRMN (Figura3)apresentousinais
bem definidos e representativos de triacilglicerdis.
Os sinaisa 6 0,88, 6 1,25,6 1,61, 6 2,03,56 2,30 e &
2,76 foram atribuidos aos hidrogénios de metileno
no final da cadeia de hidrocarbonetos, hidrogénios
da cadeia metilénica, grupos R-carbonilmetileno,
hidrogénios de alilmetileno, grupos carbonilo e
metileno bis-alilico, respectivamente.

Os sinais em 8 4.16 e O 4.28 correspondem
a hidrogénios de metileno da parte glicérica
do triglicerideo, e um multipleto a 6 5.33 estd
relacionado a hidrogénios CH da cadeia de glicerol.?®

Tabela 2. Propriedades Fisico-Quimicas do Oleo de Faveleira

Propriedades Medidas
Viscosidade at 40 °C (mm? s?) 30.07 £ 0.012
Densidade a 25 °C (g cm?) 0.9092 + 0.0003
indice de Aceidez (mg g?) 0.48 +0.002
indice de Peréxido (mEq Kg?) 1.94 +0.125

indice de lodo (g 100g?)

indice de Saponificagdo (mg g?)

114.18 £ 0.421
199.16 + 0.362
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A estabilidade térmica do d6leo é um fator
determinante para os processos de conservagdo e
para utilizacdo em varios processos industriais. Esta
estabilidade pode ser verificada por meio da técnica
de termogravimetria (TG) e calorimetria exploratdria
diferencial (DSC). As curvas TG/DTG e DSC (Figura 4)
mostraram um evento de perda de massa Unica a
416°C, atribuido ao processo de decomposicdo dos
triglicerideos do éleo de Faveleria.3%3%

Este resultado demonstra que o dleo da
Faveleira tem uma estabilidade térmica superior
a outros 6leos de espécies oleaginosas utilizadas
em segmentos industriais, como soja, algodao e
coco de babacgu.3**! A massa residual foi de apenas
1,2%, sugerindo que o processo de degomagem
com O H_PO, foi efetivo para remogdo de gengivas
e residuos da amostra.

3.3. Caracterizacdo do extrato enzimatico do
fungo Rhizopus sp

Levando-se em conta todas as propriedades
estudadas para o dleo de Faveleira e a possivel
aplicabilidade inexplorada dele na industria, a
hidrélise da biomassa produzida a partir desta
fonte, promovida por um extrato enzimatico obtido
do fungo Rhizopus sp, é bastante interessante e é
explorado aqui.

A atividade do microrganismo sobre a peptona
durante o processo de fermentacao foi monitorada
por pH a cada 24 h; houve consumo e liberagao
de diversas substancias, incluindo lipases, que
proporcionam alterages quimicas no sistema.*>*
Diversos estudos para obtencdo de lipases em
substratos liquidos demonstraram aumento de pH
durante o processo de fermentacdo.*** Figura 5
(a) mostra que a fermentagdo em meio peptonado

100

80

60 4

404

Perda de Massa (%)
DTG (dt/dm)

204

416°C

T T T
100 200 300 400

Temperatura °c
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com o fungo Rhizopus sp. promoveu um aumento
significativo no pH, indicando a alta atividade do
microrganismo no ambiente e a possivel formacado
de lipases. A atividade dos microrganismos
também pode ser medida pela formacdo de massa
micelial durante a fermentacdo em meio liquido,
como mostra a Figura 5 (b).** Neste caso, houve a
formacdo de 2,1 g de massa micelial por 100 mL
do meio de fermentacdo usado. Isto sugere que
0 meio nutricional, permitiu o crescimento do
fungo e consequentemente a formacao de lipase.

Apds o processo de fermentagdo, foi realizada
uma filtracdo para remover a massa micelial e
outros compostos indesejaveis principais. O objetivo
da filtracdo foi obter proteinas que estavam dentro
da faixa de tamanho permitida para as enzimas.
Portanto, o filtrado foi liofilizado e caracterizado
por Espectroscopia no Infravermelho (IR) e
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).

Enzimas sdo cadeias poliméricas compostas de
aminoacidos ligados entre si por ligacGes peptidicas.
As forcas intermoleculares e intramoleculares,
como ligacdes de hidrogénio e forcas de van der
Waals, determinam a conformacao e a estabilidade
da estrutura molecular.

Os espectros de infravermelho com transformada
de Fourier da espécie comercial (Rhizopus oryzae)
e da espécie sintetizada (Rhizopus sp) (Figura 6A)
mostram bandas associadas a grupos amida (CONH),
tipicamente observadas em proteinas. A banda
de 1658 cm™? estd relacionada a vibracdo amida
| e ao acido carboxilico C=0. Ambos os materiais
apresentam o estiramento da ligacdo C-H a 2936
cm?, mas com uma diminuicdo para o Rhizopus sp.
As semelhancas dos espectros confirmam a sintese
da lipase origindria do Rhizopus sp. pelo método
utilizado neste trabalho.*

o-l J/\
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Figura 4. Curvas TG/DTG and DSC do Oleo de Faveleria
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O cromatograma de CLAE do extrato enzimatico
(Figura 6B) apresenta um pico amplo atribuido
a lipase; esta informacao foi verificada com uma
insercdo de um padrao externo no extrato e
assegura que a lipase originaria do fungo Rhizopus
sp. lipase foi sintetizada.

O grau de cristalinidade e a morfologia do
extrato enzimatico liofilizado foram realizados por
difracdo de raios X (DRX) e microscopia eletronica de
varredura (MEV). A Figura 7 mostra o difratograma
do extrato enzimatico, e o material é essencialmente
amorfo, por apresentar picos largos, dispersos e
poucos intensos.?

A ndo-cristalinidade do material foi confirmada
por microscopia eletrobnica de varredura
(Figura 8), pois as imagens demonstram um
material ndo uniforme, ou seja, varias particulas
com tamanhos diferentes.*® Essa caracteristica é
importante porque a auséncia de cristalinidade

tem relacdo direta com a obtencdo. uma matriz
completa e eficiente de protecdo de compostos
bioativos, além de ter uma maior solubilidade do
gue os compostos cristalinos.

3.4. Atividade enzimatica

A identificacdo e quantificacdo da lipase foram
feitas por titulacdo apds a reacdo de hidrdlise
pela liberacdo de acidos graxos.**® A unidade
enzimatica é definida como a quantidade de
enzima que libera 1 umol de acido graxo por
minuto sob as condi¢cdes do ensaio, de acordo
com a Equagao 1:

UA = (Va - Vb)XlOOOXMNaOH (1)
Onde:
V_=volume de NaOH usado na titulagdo depois

da reacdo de hidrdlise

t(min) X Menzimatic extract
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Figura 8. Microscopia Eletronica de Varredura do Extrato Enzimatico do Fungo Rhizopus sp Liofizado

V, =volume da titulagdo sem a amostra (branco)

M, .o = COncetragdo molar da solugdo padrdo
de hidréxido de sédio

t = tempo de reagdao em minutos

m = massa em gramas do extrato enzimatico

O método titulométrico, utilizando NaOH
como titulante e fenolftaleina como indicador,
é um método comum para medir a atividade
enzimatica de produtos liberados por hidrélise
catalisada por lipase.®® Acredita-se que
triacilglicerol trioleina de cadeia longa e azeite
sdo os substratos ideais.”® Por outro lado, a

especificidade do substrato das lipases pode

levar a um resultado inadequado, se 0 mesmo
substrato for utilizado para o método volumétrico
da atividade enzimatica.

O triacilglicerol mais utilizado para a
determinagdo da atividade enzimatica é derivado
do azeite de oliva; no entanto, a busca por novas
alternativas para a determinagdo da atividade
enzimatica é necessaria, pois proporciona maiores
previsdes para o desenvolvimento de enzimas
e substratos analiticos. A atividade enzimatica
encontrada utilizando o éleo de Faveleira foi de
277,490,54 U g?, enquanto a atividade encontrada
para o 6leo de oliva foi de 220,41+ 0,90 U g*.
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E relatado que a lipase de Rhizopus oryzae
prefere a hidrdlise de cadeias de acidos graxos
saturados (C18).3%°2 Os resultados do dleo de
Faveliera mostraram aproximadamente 65%
de acidos saturados, cujo acido estearico (C18)
representa 15,50% da composicdo quimica,
enquanto o azeite de oliva tem sido relatado
como tendo quase 22% de acidos graxos com
cadeia saturada em sua composi¢do quimica.>?

Este fato mostra que o 6leo da Faveleira pode
ser uma importante alternativa para utilizacdo na
determinacdo da atividade enzimatica do fungo
Rhizopus sp. Além disso, todos os resultados
deste estudo demonstram que o éleo da Faveleira
é uma excelente fonte alternativa ndo sé para
a determinacdo da atividade enzimatica, mas
também para seu uso em diversos setores da
industria devido as suas excelentes propriedades
fisico-quimicas.

4. Conclusao

As sementes de Faveliera da regido do
interior do Piaui apresentam alto teor de dleo
e excelentes propriedades fisico-quimicas, o
que pode promover seu uso como biomassa em
diversos segmentos industriais, por exemplo, em
uma industria de biodiesel.

A torta da Faveleira possui grande teor
de proteinas e carboidratos e pode ser uma
alternativa aos processos de fermentacdo em
substratos sélidos de microrganismos. O éleo de
favela é constituido essencialmente por acidos
graxos de cadeia longa (mais de 10 atomos
de carbono), proporcionando seu uso como
substrato para processos de determinagdo de
atividade enzimatica e rea¢Oes de hidrdlise para
obtencgdo de biodiesel.

O processo de degomagem utilizado resultou
em uma alta pureza do 6leo, confirmada por
Espectroscopia no Infravermelho e Espectroscopia
de Ressonancia Magnética Nuclear, e a alta
estabilidade térmica foi confirmada por
Termogravimetria e Calorimetria. O processo
de fermentacdo em substrato de fase peptona
com fungo Rhizopus sp. resultou em mudancas
significativas no pH e formac¢do de massa micelial,
determinando uma boa interacdo do fungo com
o meio. A lipase do extrato enzimatico liofilizado
foi identificada por meio de Espectroscopia

Moura, C. V. R. et al.

Infravermelha e Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia. A atividade enzimatica do fungo
Rhizopus sp. foi maior no 6leo de Faveleira do
gue no azeite de oliva, que convencionalmente
¢ utilizado como substrato, demonstrando que
esse 6leo é uma excelente fonte alternativa ndo
s6 para a determinacdo da atividade enzimatica,
mas também para seu uso em diversos setores da
industria devido a sua excelente e propriedades
guimicas.
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