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BIOESTERIfiCACAO DA BIXINA USANDO A ENZIMA PAPAINA E RELACAO
ESTRUTURA-ATIVIDADE FRENTE AOS TESTES ANTIOXIDANTES, TOXICIDADE E
ACETILCOLINESTERASE
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RESUMO

Dentre as diversas areas biotecnoldgicas, a aplicacdo de processos enzimaticos é uma das alternativas mais
promissoras para a substituicao de metodologias. da Bixina (metil hidrogénio 9’-cis-6,6’-diapocaroteno- 6,6'-
dioato), que é um diapocarotendide com configuracdo cis,1,8 solivel em solventes organicos e sendo o
pigmento predominante nas sementes do urucum. A enzima papaina, é uma mistura complexa de enzimas
proteoliticas e peroxidases existentes no latex do mamoeiro (Carica papaya) que possui propriedades
especificas para realizar hidrolise em varios substratos organicos. Essas reagdes biocataliticas podem
contribuir para o desenvolvimento de produtos de interesse na area farmacéutica. Neste contexto, o presente
projeto tem por finalidade verificar a bioesterificacao de um produto natural conhecido como bixina, um
corante extraido das sementes de urucum (Bixa orellana L.) e posteriormente realizar testes bioldgicos de
seus bioprodutos como antioxidantes, toxicidade e acetilcolinesterase. Nesse sentido foi possivel verificar que
os resultados obitidos condizem com a literatura.
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INTRODUCAO

No Brasil, diversos estudos ja tratam da proibicdo do uso de corantes artificiais. O urucum é a mais
importante fonte de corante natural empregada na industria de alimentos, correspondendo em torno de 90%
do total de consumo de corantes naturais no Brasil e em torno de 70% de corantes naturais mundialmente
empregados em alimentos (PEDROSA; CIRNE; M. NETO, 1999). Comercialmente a extracdo da bixina pode
ser realizada de trés formas diferentes em meio alcalino, em dleo ou com solvente. Sendo este tltimo o que
se obtém as formas mais puras da bixina (Silva, 2007). A necessidade crescente de novos biocatalisadores e o
advento de técnicas como engenharia molecular, demandam o desenvolvimento de metodologias réapidas para
revelar as atividades enzimaticas (DA GONCALVES; MARSAIOLI, 2013). Métodos de biotransformacao que
utilizam enzimas em solventes organicos sdo bem conhecidos atualmente e, bastante uteis em sintese
organica. Assim, a sintese de ésteres, lactonas, amidas, peptideos e peracidos tem sido realizada através de
procedimentos padroes (DE CONTI; RODRIGUES; MORAN, 2001).

METODOLOGIA

A semente de urucum apresenta um pericarpo rico em bixina (metil hidrogénio 9’-cis-6,6’-diapocaroteno- 6,6'-
dioato), que é um diapocarotenoéide (C25H3004) com configuragdo cis, 1,8 solivel em solventes organicos e
sendo o pigmento predominante nas sementes, nas prepara¢ées comerciais lipossoliveis de urucum e em
colorifico (LIU et al., 2016). Os carotendides compreendem uma familia de compostos naturais, dos quais
mais de 600 variantes estruturais estdao relatadas e caracterizadas. Tais compostos podem ser encontrados
em bactérias, algas, fungos e plantas superiores (BOADEN, 2011). Paises como os Estados Unidos da
América do Norte, Japdo e da Europa Ocidental, por lei proibem o consumo de alimentos que contenham

corantes sintéticos, por serem cancerigenos.

EXTRACAO DO MATERIAL VEGETAL

O método utilizado foi uma adaptacdo de (BARBOSA-FILHO et al., [s.d.]), onde foi realizada uma extragdo em
trés fases: a primeira utilizando o extrator Soxhlet, o solvente entrar em ebulicdo e o vapor alcancga o
condensador que fica na parte superior se transformando em liquido. As gotas que resultam desta
transformacao caem sobre o papel filtro e enchem o reservatdrio até o nivel do tubo lateral que leva o
solvente de volta para o baldo junto com as substancias soluveis da amostra contida no papel filtro e o ciclo é
retomado até a obtencdo da amostra final, o solvente usado nesta fase da extragao foi o hexano (C6H14), essa
extracdo foi repetida seis vezes no total, até obtermos um quantitativo de 500g de sementes. Ja segunda fase
foi utilizado o solvente cloroférmio (CHCIs) para uma extracao a frio, sendo que as sementes do urucum
permaneceram imersas no solvente por 8 horas, posteriormente realizou a evaporagao rotativa para retirada
do solvente da amostra. E na terceira fase foi realizada uma purificacdo, utilizando uma solugao de
cloroférmio/cetona na razdo 1:1, com um intuito de recristalizar as amostras, obteve-se um extrato de
coloragao avermelhada.

IMOBILIZACAO ENZIMATICA

Para o processo de imobilizacdo das enzimas, o procedimento foi adaptado da metodologia de Kalogeris
(KALOGERIS et al., 2006). Onde foram utilizados 300,0 ml de uma solucao com 30mg de enzima papaina,
3,0g de esferas de poliacrilamida (C3H5NO)n, que por sua vez estara sob agitagdo constante a temperatura
ambiente por 2 horas até que seja completada a miscibilidade dos materiais. Apds o término da expansdo das
esferas de poliacrilamida, a mistura foi deixada em repouso a temperatura ambiente por 20 horas.

posteriormente a solucdo contendo as esferas é submetida a filtragao, e obtiveram-se entdo as enzimas
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imobilizadas. Apds filtragdes, seguiu o processo de lavagem das esferas com dgua destilada. Terminadas as
lavagens, as esferas foram deixadas em secagem a temperatura de 32°C por dois dias, e apresentardao o
aspecto esférico. Ao fim do processo as enzimas imobilizadas foram pesadas e desidratadas.

REACAO DE ESTERIFICACAO VIA ENZIMATICA

O substrato a ser esterificado (bixina), foi adicionado ao sistema enzimatico (enzimas imobilizadas em
poliacrilamida) com: Esquema 1 (estereato de vinila); Esquema 2 (benzoato de sddio) como fontes de
esterificagdo, em meio organico (hexano), de acordo com a literatura (MACHADO et al., 2008a e 2008b;
FONSECA et al., 2013).

A condigao sugerida, segundo (FONSECA et al., 2013), séo de 6, 12, 24 esferas de enzimas imobilizadas, 50
mg do substrato (bixina), 35 mg de doador de grupo acila em 5mL de hexano, sob agitacdo mecanica com

velocidade de 150 rotagdes por minuto (rpm) a temperatura de 30°C e tempo de reacéo de 72 horas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

EXTRACAO

Obteve-se dois materiais diferentes, sendo o primeiro proveniente da extragdo com o sistema Soxhlet, que
denominou-se de fragao oleosa, e o segundo resultante da extragao por solvente frio, como corante presente
no urucum em maior concentracdo é a bixina, que compreende mais de 80% dos carotenoides totais
(CUNHA, 2008), que foi denominado concentrado de bixina. Apds a obtengao do concentrado de bixina
realizou-se um processo de recristalizacao do material onde obteve-se um composto que de acordo com 0s
parametros observados trata-se da bixina pura.

IMOBILIZACAO DA ENZIMA

Dessa forma a enzima escolhida para este estudo foi a Papaina uma enzima proteolitica, derivada do (carica
papaya), onde apds a mistura de (300,0 ml de uma solucdo com 30mg de enzima papaina, 3,0g de esferas de
poliacrilamida (C3H5NO)n) permaneceu em agitacdo por 2 horas, com isso as esferas de poliacrilamida
tenderam a aprisionar a enzima em micro poros, isso proporcionou a protecao e preservacao da enzima
encapsulada, retirando a agua da solugao por meio de secagem ao ar livre, desta forma impediu-se o contato
direto com o meio reacional, minimizando, assim, os efeitos de inativacao, proporcionando a imobilizagao da
enzimatica.

REACAO DE ESTERIFICACAO VIA ENZIMATICA

NA reacgdo de esterificacao foram adicionados na reacao 1: 50 mg de bixina, 35mg de estereato de vinila
(doador do grupo acila) e 5ml de hexano como meio organico, em trés situagoes distintas, com 6, 12 e 24
esferas de poliacrilamida com a enzima papaina aprisionada. A reagdo 2 de forma semelhante foram
adicionados 50 mg de bixina, 35mg de benzoato de sédio (doador do grupo acila) e 5ml de hexano como meio
organico, também em trés situacoes distintas, com 6, 12 e 24 esferas de poliacrilamida com a enzima papaina
aprisionada. As condigdes para que as reagoes ocorressem foram em banho maria com agitacdo mecanica de
150 rotagdes por minuto (rpm), a uma temperatura de 30°C por 72 horas. Posteriormente foram retiradas as

esferas contendo a enzima aprisionada. Obtivemos assim um composto de coloragao avermelhada e aspecto
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CONCLUSOES @

Podemos observar que a metodologia da extracao da bixina foi satisfatéria pois obtivemos resultados

coerentes com a literatura. O mesmo pode ser dito sobre a imobilizagcdo enzimatica da papaina, onde [«
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obtivemos a enzima imobilizada em esferas de poliacrilamida desidratadas. Na reacao de esterificacdao da
bixina, foi possivel realizar uma previsao do material a ser obtido, porém néo foi possivel verificar se
realmente foi obtido ou ndo, pois devido a pandemia do SARS-CoV-2 nao foi possivel acessar os laboratdrios
para assim obtermos os demais resultados. Ainda assim podemos sugerir um resultado esperado como

mostrado no esquema 1 e 2, que contém o esquema reacional.

E Esquema 1: Esquema reacional da esterificacdo da bixina

(]

Esquema 2: Esquema reacional da esterificacdo da bixina
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