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Resumo

A acidificacdo do 6leo de dendé decorrente da atividade de lipases é um
obstaculo em sua producao e tem um forte impacto sobre sua qualidade,
podendo leva-lo a se tornar imprdprio para consumo humano. Assim, existe um
grande interesse na identificacao das alteracdes que ocorrem no éleo durante a
maturacdo e apods a colheita dos frutos. O objetivo deste estudo foi desenvolver
um protocolo de isolamento das lipases responsaveis pela acidificacao do déleo e
verificar sua atividade por meio de técnicas bioquimicas e analiticas.

O mesocarpo dos frutos de dendé foram picados, triturados em uma solugao
aquosa e centrifugados para determinagao das atividades de lipases por meio de
titulacao utilizando hidréxido de sédio. Além disso, a formacao de produtos da
degradacao enzimatica de triacilglicerdis também foi avaliada por espectrometria
de massas (MS).

Os resultados obtidos indicam a presenca de lipases em uma das fases
obtidas, uma vez que a titulacdo mostrou uma rdpida acidificacdo do d6leo na
presenca do extrato enzimatico e a analise por MS indicou a presen¢a de novos
compostos com massas moleculares menores, além da diminuicdao na intensidade
dos compostos de alta massa molecular apds 15 minutos de reacao.

O protocolo de isolamento da lipase utilizado apresenta resultados
satisfatodrios, visto que a atividade de lipase foi identificada em frutos de Elaeis
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guineensis coletados na Embrapa Cerrados. No entanto, a identificacdo dos
compostos quimicos encontrados ainda é indispensavel a fim de confirmar o
aumento de acidos graxos e diminuicdao de acilgliceréis, como mono, di e
triacilglicerdis. Além disso, outras condicOes para as reacdes enzimaticas como
variacdo de temperatura e pH deverao ser testadas a fim de compreender melhor
a acao dessas enzimas.

Introducao

Dendé

O 6leo de dendé ou palma, extraido de Elaeis guineensis, compreende a
maior fonte de odleo vegetal, correspondendo a cerca de 32% do mercado
mundial. Espera-se ainda que a producdo de dleo de palma do mercado devera
aumentar para atender a demanda, que esta prevista para dobrar até 2030
(CARLSSON et al.,, 2011). Uma questdo importante na producdo do dleo é a
acidificacao rapida que pode ocorrer apds a colheita. Isso ocorre em decorréncia
da atividade de lipases que liberam acidos graxos livres (FFA — free fatty acid) no
mesocarpo de frutos maduros (EBONGUE et al., 2006). Essa acidez tem um forte
impacto sobre a qualidade do dleo, ja que um teor de FFA de 45% é considerado
impréprio para o consumo humano (EBONGUE et al.,, 2008). Como essa
acidificacao ocorre rapidamente apds a colheita, as industrias devem processar os
cachos em até 2 dias, impossibilitando a estocagem e, consequentemente,
dificultando a exploragdao do 6leo de palma em grande escala. Apesar de a lipase
poder ser inativada por tratamento térmico dos cachos colhidos, qualquer acao
enzimatica antes do tratamento térmico leva a liberacao de FFAs que devem ser
removidos por meio de um processo de refinacao onerosa e que leva a perdas de
dleo (GIBON et al., 2007).

A importancia econdmica da acidez do 6leo de palma faz com que a lipase do
mesocarpo seja uma enzima de grande interesse em dendé (SAMBANTHAMURTHI
et al., 2000). Sabe-se que essas plantas podem apresentar uma atividade lipolitica
alta ou baixa e que essa caracteristica € monogénica (EBONGUE et al., 2008).
Diversos trabalhos buscando lipases que poderiam estar envolvidas com a acidez
do 6leo foram realizados (BOURGIS et al., 2011; EBONGUE et al., 2008; MORCILLO
et al., 2013; EBONGUE et al., 2006). No entanto, a atividade das lipases presentes
nesses frutos ainda nao foi completamente elucidada. Assim, a acao dessa classe
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de enzimas apods a colheita dos frutos ainda precisa ser estudada, ja que estas
contribuem ndo apenas para a alteracao do perfil lipidico dos frutos, mas também
para o processo de acidificacdo do dleo, gerando grandes impactos econdmicos e
sociais. Além de desenvolver um protocolo de isolamento das lipases
responsaveis pela acidificacdo do 6leo, este trabalho tem como objetivo verificar
sua atividade por meio de técnicas bioquimicas e analiticas.

Materiais e métodos

Producao do extrato bruto

A purificacao da lipase foi realizada de acordo com o método descrito por
Abigor e colaboradores (1985). O extrato foi preparado pela homogeneizacao do
mesocarpo com tampao fosfato 0,1 mol/L contendo EDTA 0,1 mol/L. O material
foi filtrado com uma gaze e centrifugado a 1.1000 x g durante 30 minutos. Trés
fracdbes foram obtidas: uma camada superior de gordura, uma camada
intermedidria aquosa e detritos sedimentados. A camada superior foi transferida
para um tubo contendo solu¢dao aquosa de éter dietilico saturada em cloreto de
sodio. Essa mistura foi suavemente agitada e mantida em repouso a 4 °C durante
1 hora. Em seguida, a mistura foi centrifugada a 5.000 rpm dando origem a trés
fases: uma fase superior contendo éter e lipideos, uma camada intermediaria
contendo a enzima e uma camada inferior contendo outros componentes sollveis
em sal. Ambas as fases superior e inferior foram removidas com uma pipeta
Pasteur e a camada sdlida (intermedidria, contendo a enzima) foi reextraida duas
vezes com éter e NaCl saturado para remover a maxima quantidade de dleo
possivel da fase contendo a enzima. Esse extrato bruto da enzima foi dialisado
contra dgua destilada durante 24 horas.

Atividade lipolitica

Para determinacao da atividade de lipase, foram usadas como substrato duas
emulsdes preparadas pela mistura de 0,75 g do 6leo de dendé refinado, 30 mL de
tampdo fosfato 10 mmol/L (pH 7 ou 9) e 6 g de goma arabica. A liberacdo de
acidos graxos apos adicao de 1 mL do extrato bruto obtido da fracdo do
mesocarpo de dendé foi monitorada em diferentes intervalos de tempo, de 150
até 1.000 segundos, e o pH mantido em 7 ou 9, com o auxilio de um titulador
automatico. A atividade enzimatica é diretamente proporcional a quantidade de
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hidréxido de sddio (100 mmol/L) necessaria para neutralizar os acidos graxos
liberados e, neste trabalho, considerou-se uma unidade arbitraria de atividade
como sendo volume de NaOH, 100 mmol/L por minuto, por mL de extrato
enzimatico. A mistura reacional foi mantida sob agitacdo magnética a 37 °C e a
reacao foi monitorada por até 1.000 segundos.

Analise por espectrometria de massas

Para confirmar a acidificacdo do dleo, as seguintes amostras foram
analisadas: o dleo (refinado fornecido pela Denpasa), o extrato bruto de
mesocarpo de dendé, o hidrolisado proveniente da atividade lipolitica em pH 7 e
um outro hidrolisado em pH 9, ambos obtidos no processo descrito no item
“Producao do extrato bruto”.

As amostras (100uL) foram diluidas em 900 pL de metanol/tolueno (1:1)
contendo acido férmico 0,1%. Em seguida, os tubos foram agitados e
centrifugados a 10.000 rpm por 5 minutos. Foram diluidos novamente 100 plL
dessas solucdes em 900 pL de metanol contendo 0,1% de acido formico. As
analises foram realizadas por injecdo direta (DIMS - Direct Infusion Mass
Spectrometry) em um espectrometro de massas lon Trap (LTQ XL, Thermo Fisher
Scientific). As condicdes de andlise consistiram em um fluxo da seringa de 5
uL/min, temperatura do capilar de 400 °C, e os dados foram adquiridos utilizando
fonte de ionizacao electrospray em modo positivo ESI(+)-MS com faixa de massa
entre 100 m/z a 1.000 m/z. As andlises foram realizadas utilizando os softwares
LTQ 2.2 e Xcalibur 2.2 (Thermo Scientific) e os resultados avaliados pelo Xcalibur
Qual Browser (Thermo Scientific).

Resultados e discussao

No ensaio de atividade de lipase utilizando o extrato bruto obtido a partir do
mesocarpo de frutos de Elaeis guineensis e 6leo de dendé refinado como
substrato, foi possivel observar uma acidificacgdo do meio na reacdao contendo a
fase enzima da extracdo com éter e na reacdao contendo a fase éter (Figura 1,
linhas azul e roxa, respectivamente), apds 300 segundos, (apds o titulador
reajustar o pH do meio, o qual diminuiu drasticamente quando da adicdao do
extrato enzimatico em decorréncia da presenca de acidos graxos nesse extrato).
Isso indica a presenca da enzima ativa nessa amostra. Tal atividade foi registrada
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por um longo periodo de tempo (900 s). O branco contendo apenas a enzima
(auséncia de substrato, linha laranja) também apresentou uma acidificacdo rapida
(queda inicial do pH devido a acido preexistente no extrato enzimatico), porém
apenas em um primeiro momento (aproximadamente 100 s), seguido por
estabilizacdo da acidificacdo. As outras amostras também apresentaram
acidificacdao nos primeiros segundos, seguido por estabilizacao do pH ao longo do

tempo.
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Figura 1. Perfil de hidrdlise do 6leo de dendé refinado catalisada por lipase de mesocarpo de dendé,
utilizando titulador automatico. A mistura foi mantida a pH 7 °C e 37 °C. Atividades calculadas apds
reajuste inicial do pH (mL de NaOH/min): Branco da enzima, O; Fase enzima 0,03; Fase éter, 0,03; Fase
aquosa (extragdo com éter), 0; fase aquosa (12 extracdo), 0; Branco do éleo, 0.

Outra maneira de confirmar a atividade enzimatica nas amostras foi por
meio da analise de formacdo de produtos no dleo por espectrometria de massas.
Apods a diluicdo das amostras na solucdo de tolueno/metanol/acido férmico e
centrifugacao, houve a separacao das amostras em duas fases, sendo uma
superior e outra inferior. Dessa forma, na etapa seguinte de diluicdo, tanto a fase
superior quanto a inferior de cada amostra foram diluidas em metanol/acido
formico e analisadas separadamente. A analise preliminar dos compostos da fase
superior mostra a presenca de uma ampla diversidade de componentes com m/z
entre 100 e 1.000.

A comparagao entre o substrato puro e as reagdes mostra que existe uma
diminuicao na intensidade dos compostos de alta massa molecular e aumento da
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intensidade dos componentes de baixa massa (Figura 2). Isso pode indicar a
presenca de atividade enzimatica, ja que as lipases sao enzimas que atuam de
maneira especifica sobre lipideos e agem principalmente catalisando racdes de
hidrdlise de triacilglicerideos.
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Figura 2. Identificacdo de compostos presentes no substrato, extrato enzimdtico e formacdo de
produtos apds a reacdo enzimatica. Espectros de massas (ESI (+)-MS) das amostras: a) Oleo, b) Fase

superior — Enzima, c) Fase superior — Hidrolisado em pH7, d) Fase superior — Hidrolisado em pH 9.

Conclusao

O protocolo de isolamento da lipase foi desenvolvido e apresenta resultados
satisfatorios, visto que uma atividade da lipase foi identificada no extrato
enzimatico de frutos de Elaeis guineensis coletados na Embrapa Cerrados. A
identificacdo da atividade enzimatica foi realizada por meio de titulacdo e por
analise da formacdo de produtos por espectrometria de massas. No entanto, a
identificacdo dos compostos formados sera realizada utilizando experimentos de
espectrometria de massas de alta resolucdo (HRMS - High Resolution Mass
Spectrometry) e tandem (MS/MS) a fim de confirmar a identidade de cada ion.
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