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Resumo: Atualmente, a busca pelo uso integral dos resíduos da biomassa vegetal, tem sido 

considerada necessária na atenção ao meio ambiente, bem como a redução de custos e a 

valorização dessas matérias-primas. Entre esses materiais estão os resíduos agroindustriais 

amplamente empregados para a obtenção de diversos produtos como o óleo, extratos, enzimas, 

entre outros. Este estudo investigou o uso do resíduo despolpado de mangaba (Hancornia 

speciosa Gomes) que foi caracterizado, destacando-se o seu teor de óleo, e utilizando-o como 

substrato para a produção de enzimas (lipase e pectinases) por fermentação em estado sólido 

(FES) utilizando o fungo filamentoso Aspergillus niger IOC 4003. O resíduo de mangaba e 

seus extratos etanólicos foram avaliados quanto aos aspectos físico-químicos e bioativos, 

destacando-se principalmente, o teor de fenólicos totais e a capacidade antioxidante. Dentre 

as enzimas avaliadas, a poligalacturonase (PG) foi submetida à ensaios de estabilidade sob 

diferentes condições de temperatura e pH e aplicada na concentração de 1,0% no processo de 

clarificação do suco de mangaba. Destaca-se que o resíduo pós-fermentação foi usado para 

extração de lignina que foi aplicada na obtenção de biofilme de quitosana, avaliando-se a 

capacidade antioxidante destes bem como sua capacidade para aumentar a vida de prateleira 

do mamão papaia (Carica papaya) após o recobrimento. Os resultados mostraram que resíduo 

de mangaba possui atividade antioxidante com concentrações de compostos fenólicos totais 

de 564,1 ± 0,047 mg de equivalente de ácido gálico/g de óleo extraído e Atividade 

Antioxidante Total - TCA de 95,46 ± 1,58 mg de equivalente de ácido ascórbico/g de resíduo. 

Além disso, por FES foi possível produzir de lipases (50,11 ± 0,02 U/g), pectinases totais 

(0,45 ± 0,01 U/g) e poligalacturonases (76,32 ± 0,11 U/g). O extrato apresentou estabilidade 

à atividade de PG acima de 80% para temperaturas de 20 e 25 ° C, mantendo este nível de 

atividade por até 1 hora. No entanto, com redução significativa em temperaturas superiores a 

40 °C. Em relação ao pH, a atividade da PG foi consideravelmente reduzida em pH alcalino 

e, em pH 4 e 5, a PG manteve sua atividade relativa acima de 50% por até 120 minutos. 

Quando aplicado com carga enzimática de 1,0 U/mL o extrato enzimático apresentou 

resultados satisfatórios no processo de clarificação do suco de mangaba permitindo uma 

redução de 34% na turbidez e 11% de viscosidade. Os biofilmes de quitosana a 2% 

adicionados com 0,1 % e 0,05% (m/m) de lignina alcalina apresentaram atividade 

antioxidante, com base na captura do radical DPPH. As frutas recobertas com as soluções 

filmogênicas tiveram suas vidas de prateleira aumentadas. Dessa forma, o resíduo de mangaba 

apresenta-se como matéria-prima de baixo custo e com potencial para a produção de produtos 

biotecnológicos de interesse para a sociedade. 

 

Palavras-chave: Mangaba, Hancornia speciosa, enzimas, lignina, biofilme
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Abstract: Currently, the search for the full use of plant biomass residues has been considered 

necessary in the attention to the environment, as well as the reduction of costs and the 

valorization of these raw materials. Among these materials are agro-industrial waste widely 

used to obtain various products such as oil, extracts, and enzymes, among others. This study 

investigates the use of the characterized mangaba waste (Hancornia speciosa Gomes), 

highlighting its oil content, and using it as a substrate for the production of enzymes (lipase and 

pectinases). Solid-state fermentation (FES) using the filamentous fungus Aspergillus niger IOC 

4003. Mangaba residue and its ethanolic extracts were evaluated for physicochemical and 

bioactive aspects, especially the total phenolic content and antioxidant capacity. Among the 

evaluated enzymes, polygalacturonase was submitted to stability tests under different 

temperature and pH conditions and applied at a concentration of 1.0% in the clarification 

process of mangaba juice. It is noteworthy that the post-fermentation residue was used for lignin 

extraction that was applied to obtain chitosan biofilm, evaluating their antioxidant capacity as 

well as their capacity to increase the shelf life of papaya (Carica papaya) after coating. The 

results showed that mangaba residue has antioxidant activity with total phenolic compound 

concentrations of 564.1 ± 0.047 mg gallic acid equivalent / g extracted oil and Total Antioxidant 

Activity - TCA of 95.46 ± 1.58 mg equivalent of ascorbic acid / g residue. Furthermore, by FES 

it was possible to produce lipases (50.11 ± 0.02 U / g), pectinases (0.45 ± 0.01 U / g) and 

polygalacturonases (76.32 ± 0.11 U / g). The extract showed stability to PG activity above 80% 

for temperatures of 20 and 25 ° C, maintaining this activity level for up to 1 hour. However, 

with significant reduction at temperatures above 40 ° C. In relation to pH, PG activity was 

considerably reduced at alkaline pH and, at pH 4 and 5, PG kept its relative activity above 50% 

for up to 120 minutes. When applied with enzymatic load of 1.0 U / mL, the enzymatic extract 

presented satisfactory results in the clarification process of mangaba juice allowing a 34% 

reduction in turbidity and 11% viscosity. The 2% chitosan biofilms added with 0.1% and 0.05% 

(w / w) alkaline lignin showed antioxidant activity, based on the capture of the DPPH radical. 

The fruits coated with filmogenic solutions had their shelf lives increased. Thus, mangaba waste 

is presented as a low cost raw material with potential for the production of biotechnological 

products of interest to society. 

 

Keywords: Hancornia speciosa, enzymes, lignin, biofilms. 
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1. Introdução  

1.1 - Introdução Geral 

 

 

Milhares de toneladas de resíduos agroindustriais são gerados no processamento de 

diversas culturas. Grande parte destes resíduos não tem aplicação, impactando o meio 

ambiente devido, principalmente, ao tratamento inadequado como queima a céu aberto, 

descarte ou enterro desses resíduos. A geração de biomassa no Brasil proveniente de resíduos 

agrícola e agroindustrial teve uma oferta mássica em 2015 de 768 e 130 milhões de toneladas 

respectivamente, com uma projeção de crescimento até 2030 de 1196 e 207 milhões de 

toneladas desses resíduos, um aumento de aproximadamente 55 e 59% respectivamente 

(MORAES et al. 2017). 

No agronegócio global, a importância da fruticultura brasileira é inquestionável, o país 

é responsável por cerca de 5 % da produção mundial de frutas sendo que anualmente são mais 

de 43 milhões de toneladas, caracterizando-o como o terceiro maior produtor mundial. 

(ANUÁRIO BRASILEIRO DE FRUTICULTURA, 2017). Como consequência, há um 

aumento no número de agroindústrias instaladas no país, gerando um crescimento na produção 

de resíduos agroindustriais de origem vegetal (LOUSADA JUNIOR et al., 2005). Desta 

forma, agregar valor a estes subprodutos se torna fundamental para minimizar possíveis 

impactos ambientais, gerando maior interesse econômico (SOUSA et al., 2011).  

Destaca-se que é crescente o estudo do aproveitamento de resíduos, especialmente os 

agroindustriais de origem vegetal, tais como resíduos de frutas, polpa e folhas de café, bagaço 

de mandioca, farelo de soja e bagaço de cana-de-açúcar. Vários processos biotecnológicos 

foram desenvolvidos para utilizar esses materiais na produção de enzimas, etanol e ácidos 

orgânicos, gerando produtos de grande valor econômico e atendendo a conceitos de 

sustentabilidade. Assim, nos últimos anos diversas estratégias vêm sendo desenvolvidas 

visando à transformação da matéria-prima em bens úteis sem danificar o meio ambiente, 

colocando os resíduos como insumos para outros produtos (ISRAEL, 2005).  

Nos resíduos agrícolas de origem vegetal estão presentes principalmente a pectina, a 

celulose, a hemicelulose e a lignina e, em sua maioria, esses materiais lignocelulósicos podem 

ser utilizados naturalmente como fonte de carbono por diversos microrganismos, em 

diferentes processos, como na produção de enzimas (BADHAN et al., 2007).  
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Estima-se que no Brasil a produção de enzimas a partir de resíduos agroindustriais 

renováveis disponíveis, poderia chegar a mais de 107 toneladas de amilases, 107 toneladas de 

celulases e 108 toneladas de lipases, evidenciando o potencial brasileiro para produção de 

enzimas a partir destes tipos de substratos (CASTRO; CASTRO, 2012). 

Dentre as enzimas mais utilizadas comercialmente estão as lipases, triacilglicerol acil 

hidrolases, que catalisam a hidrólise e a síntese de ésteres formados a partir de glicerol e ácidos 

graxos de cadeia longa. As lipases ocorrem amplamente na natureza, mas apenas as lipases 

microbianas são comercialmente significativas. As muitas aplicações de lipases incluem as 

sínteses orgânicas especiais, hidrólise de gorduras e óleos, modificação de gorduras, realce de 

sabor no processamento de alimentos, resolução de misturas racêmicas e análises químicas 

(SINGH; MUKHOPADHYAY, 2012; TREICHEL et al., 2010). 

Também bastante utilizadas, as enzimas pectinolíticas ou pectinases são um grupo 

heterogêneo de enzimas que hidrolisam as substâncias pécticas presentes nas plantas. Neste 

grupo estão as poligalacturonases, pectina liase e pectina metilesterase que hidrolisam as 

ligações glicosídicas de substâncias pécticas. As pectinases são importantes enzimas do setor 

biotecnológico com 25% de participação no mercado mundial de enzimas para alimentos e 

bebidas (XIA; LI, 2018).  

A utilização de resíduos provenientes das indústrias de processamento de sucos de 

frutas é uma excelente alternativa para reaproveitamento de biomassa e geração de enzimas 

que poderão ser aplicadas na própria indústria. Barman et al. (2015) utilizaram casca de 

banana para cultivar o fungo Aspergillus niger, visando a indução da produção de 

poligalacturonases (PG), para clarificação do suco de banana. A mesma espécie também foi 

capaz de produzir PG em resíduo de tomate (AJAYI et al., 2015), maracujá (MACIEL et al., 

2014), casca de limão (RUIZ et al., 2012) e casca de laranja (MRUDULA; ANITHARAJ, 

2011). 

Uma alternativa para a obtenção de enzimas como as lipases e pectinases visando um 

menor custo de produção é o cultivo microbiano em resíduos agroindustriais de origem vegetal 

por fermentação em estado sólido (FES). Nesse processo os microrganismos crescem sobre 

ou dentro de partículas em matriz sólida, onde o conteúdo de líquido ligado a ela está em um 

nível de atividade de água que assegure o crescimento e o metabolismo das células sem 

exceder à máxima capacidade de ligação da água com a matriz sólida (DEL BIANCHI et al., 

2001). Devido aos baixos níveis de água nesse tipo de sistema, os fungos filamentosos têm 

recebido a maior atenção nas atuais pesquisas, pois apresentam maior capacidade de 
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crescimento em baixas quantidades de água livre, uma vez que se adequam ao meio e excretam 

grandes quantidades de enzimas nestas condições. 

Nesse contexto, um resíduo agroindustrial de origem vegetal com grande potencial 

biotecnológico é o resíduo de mangaba. A mangabeira (Hancornia speciosa Gomes) é uma 

fruteira pertencente à família Apocynaceae, nativa do Brasil e que está presente nas regiões 

Centro-Oeste, Sudeste, Norte e Nordeste nas áreas do cerrado e caatinga (VENTURINI 

FILHO, 2010). De acordo com o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística (IBGE) a 

produção de mangaba (Hancornia speciosa Gomes) no Brasil, em 2017, foi de 

aproximadamente 1022 toneladas, sendo que deste total aproximadamente 77,0% é destinado 

ao processamento, gerando um grande volume de resíduo que não é utilizado na alimentação 

humana (PERFEITO et al., 2015). Ainda segundo esses autores, 67,63 kg/h de resíduo são 

produzidos durante o processamento da fruta. Destaca-se que o resíduo derivado do 

processamento da mangaba é rico em nutrientes como proteínas, fibras e ácidos graxos 

(BEZERRA JÁCOME, 2014). Segundo Ferro (2012) há uma relação entre a quantidade de 

sementes e a massa da fruta. Sendo assim, quanto maior a fruta, maior a quantidade de 

sementes com o rendimento da polpa permanecendo constante, tanto para frutos grandes 

quanto para frutos pequenos. Dessa forma, o resíduo de mangaba, apresenta-se com potencial 

a ser utilizado como fonte de carbono por microrganismos para a obtenção de moléculas com 

maior valor agregado, tais como enzimas bem como pode ser mais explorado no intuito do 

seu reaproveitamento integral. 

A literatura reporta alguns estudos no reaproveitamento desse resíduo como 

supracitado. Porém, a utilização integral do resíduo de mangaba ainda pode ser mais 

explorada. Dentro desse contexto, vislumbra-se a possibilidade de obter concentrados 

enzimáticos lipolíticos e pectinolíticos por meio do processo de fermentação em estado sólido 

com o resíduo da mangaba utilizando um fungo filamentoso, assim como suas aplicações entre 

outros subprodutos provenientes desse resíduo, tais como a aplicação da lignina extraída do 

resíduo da mangaba em biofilmes de quitosana.   

Por tanto a presente tese foi desenvolvida e está escrita em formato de capítulos, no 

qual o capítulo 2, após uma breve introdução e uma revisão bibliográfica, apresenta-se e 

discute-se os resultados da caracterização do resíduo de mangaba bem como seu 

reaproveitamento na extração de compostos antioxidantes e produção de enzimas. 

No capítulo 3, após breve introdução e uma revisão bibliográfica, apresenta-se os 

resultados da utilização integral desse resíduo na produção de poligalacturonase e aplicação 
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na clarificação de suco de mangaba, assim como a extração de lignina e aplicação em 

biofilmes de quitosana.  

O capítulo 4 e 5, por sua vez, apresentam as considerações e conclusões gerais do 

trabalho, respectivamente. As referências bibliográficas utilizadas no estudo se encontram 

listadas no fim do documento. 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CAPÍTULO 2 

Resíduo de mangaba (Hancornia speciosa Gomes) 

potencialmente utilizado na extração de antioxidantes 

e produção de enzimas. 
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2. Resíduo de mangaba (Hancornia speciosa Gomes) 

potencialmente utilizado na extração de antioxidantes e 

produção de enzimas. 

 

Neste capítulo são apresentados os resultados da caracterização do resíduo de mangaba 

e extração de antioxidantes e produção de enzimas obtidas através de fermentação em estado 

sólido. Primeiramente, foi realizada a caracterização do resíduo de mangaba de maneira a 

utiliza-lo como substrato na FES para a produção de lipase e pectinase. Esses resultados foram 

organizados na forma do artigo intitulado “Mangaba residue (Hancornia speciosa GOMES) 

potentially used for producing antioxidants and lignocellulosic enzymes”, e publicado 

com adaptações no periódico Biosciences Biotechnology Research Asia, e que pode ser 

acessado a partir do endereço eletrônico DOI: http://dx.doi.org/10.13005/bbra/2719.  

 

2.1 Revisão bibliográfica   

2.1.1 – Biomassas lignocelulósicas  

 

 Ainda na antiguidade os materiais lignocelulósicos eram utilizados pelo homem para 

a obtenção de energia na queima de galhos e folhas, na utilização da energia térmica com o 

aquecimento, preparo de alimentos e a iluminação, também utilizada no combate aos 

predadores. No período da revolução industrial o carvão mineral passou a ser a principal fonte 

de energia. Só então, com o advento do motor a explosão o petróleo passa a ser utilizado como 

fonte de energia (MOREIRA et al., 2016). 

À utilização de combustíveis fósseis de origem não renovável contribuiu com o 

crescimento da qualidade de vida de toda a sociedade mais também provocou diversos 

problemas ambientais. Então, a atenção de pesquisadores e investidores tem se voltado 

novamente aos materiais lignocelulósicos que são fonte de energia renovável assim como pelo 

fator ambiental e socioeconômico que tem contribuído de forma positiva para a geração de 

produtos que buscam reaproveitar esses materiais. (MOREIRA et al., 2016; BALAT, 2010).  

As biomassas lignocelulósicas podem ser entendidas também como os vários resíduos 

agrícolas dentre eles as cascas, caules, pedúnculos, folhas, palhas, resíduos de indústrias de 

polpa e papel, e ainda os resíduos de colheitas de verduras e hortaliças. Todo esse material 
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vem sendo acumulados na natureza representando um problema ambiental, porém é 

importante destacar que esses resíduos são ricos em fonte de carbono e de outros componentes 

que são essenciais para a síntese de vários produtos e biomoléculas (MORETTI et al., 2012).  

Em países como o Brasil, onde o agronegócio impulsiona a economia nacional, a 

gestão de resíduos vem se tornando cada vez mais importante nas empresas (SHARMA et al., 

2016). Segundo Rocha et al., (2012), com a atividade de agricultura é muito significativa no 

Brasil, os resíduos de colheita são os que possuem maiores possibilidades de uso por serem 

mais disponíveis em quantidade e diversidade. É nesta conjuntura que a biotecnologia 

apresenta perspectivas de novos usos a estes resíduos.  

 

 

2.1.2 – Estrutura dos materiais lignocelulósicos  

 

 

Há uma grande oferta de materiais lignocelulósicos no Brasil que são formados 

principalmente por três componentes, a celulose (35 a 50%), a hemicelulose, (20 a 35%) e a 

lignina, (15 a 20%) que podem ser utilizados naturalmente como fonte de carbono por diversos 

microrganismos, em diferentes processos como para a produção de enzimas (MOOD et al., 

2013; BADHAN et al., 2007). O maior constituinte desses materiais é a celulose que é um 

polímero de cadeia linear constituído de glicose com repetições de duas unidades básicas, 

denominadas de celobiose (ZHANG et al., 2006). Segundo Balat (2008), o heteropolímero de 

hemicelulose é formado pela repetição de diversos açúcares como glicose, galactose, manose, 

arabinose e xilose. Com uma estrutura composta por grupos com alta massa molar, presença 

de anéis aromáticos e amorfa, a lignina é responsável por conferir a biomassa rigidez e 

resistência (PEREIRA et al., 2008). A estrutura da parede vegetal representada na Figura 2.1, 

apresenta a sua composição bastante heterogênea sendo necessário a ação de várias enzimas 

lignocelulolíticas (celulases e hemicelulases) para catalisar a hidrólise desses polímeros 

(UDAY et al., 2016). 
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Figura 2.1 - Representação dos constituintes da parede celular vegetal e seus componentes 

estruturais. Fonte: Adaptado de Oliveira Júnior, 2018. 

 

 

De acordo com Dias et al., (2013), o material lignocelulósico é composto por uma 

estrutura cristalina vegetal altamente estável que deve ser rompida mediante pré-tratamentos 

para disponibilizar a fração sacarídica (celulose e hemicelulose) na forma de açúcares 

fermentescíveis. As cadeias de celulose são ligadas entre si por pontes de hidrogênio intra e 

intermoleculares, formando as fibrilas elementares, que contêm 36 cadeias unidas apresentando 

cerca de 3 nm a 4 nm de largura (DELMER; AMOR, 1995) 

Dentro de cada uma das fibrilas elementares, onde as cadeias de celulose são dispostas, 

existem regiões altamente ordenadas (cristalinas) e outras regiões que estão desordenadas 

(amorfa) (DOBLIN et al., 2010; HARRIS; SMITH, 2006; KEEGSTRA, 2010).  

A junção das fibrilas umas às outras se dá através da hemicelulose, que é um 

polissacarídeo amorfo. A lignina é o composto que recobre essas estruturas, sua composição é 

formada por um polímero aromático constituído por três estruturas básicas fenólicas, o álcool 

p-cumarílico, álcool coniferílico e o álcool sinapílico e seus derivados (DELMER; AMOR, 

1995).  

A principal fração dos componentes de hemicelulose dos resíduos agroindustriais é a 

xilana que é um polissacarídeo amorfo, formado por unidades de xilose e que pode ser 

hidrolisado pela ação de ácidos em temperaturas brandas (BIER et al., 2007). O resíduo sólido 

resultante da hidrólise ácida contém frações de lignina e de celulose que podem ser separadas 

e utilizadas de maneiras diversas. O meio líquido obtido da hidrólise ácida apresenta açúcares 

solúveis e podem ser utilizados como fonte de carbono em processos fermentativos como o da 

produção de xilitol (PARAJÓ et al., 1998). 

Muitos estudos, visando a aplicação e o aproveitamento da biomassa lignocelulósicas, 

tem sido desenvolvidos nas últimas décadas principalmente para o uso das frações de celulose, 



Capítulo 2   23 

Millena Cristiane de Medeiros Bezerra Jácome  Tese de doutorado 

lignina e hemicelulose (CHEN; WAN, 2017; VENKATESWAR et al., 2016; ZHAO et al., 

2009). Por exemplo as enzimas ligninolíticas têm apresentado diversas aplicações 

biotecnológicas, dentre as quais podemos citar: na indústria de alimentos com a remoção de 

compostos fenólicos de alimentos e da cerveja; na indústria têxtil com a degradação de corantes 

e branqueamento; na biorremediação com a biodegradação de xenobióticos; na síntese 

orgânica; nas aplicações médicas, farmacológicas, em cosméticos e em nanotecnologia com a 

produção de polímeros, biossensores, síntese de compostos funcionais, entre outros (MACIEL 

et al., 2010). 

 

 

2.1.3 - Resíduos agroindustriais 

 

  Os resíduos agroindustriais são geralmente os melhores substratos para processos de 

fermentação em estado sólido (FES), tendo grande potencial na produção de enzimas. A 

seleção de um substrato para esta finalidade depende de vários fatores, principalmente relativo 

ao custo e disponibilidade destes resíduos (PANDEY et al., 2000). A economia brasileira é 

uma das mais importantes economias do mundo que se baseia na agricultura, produzindo e 

exportando café, açúcar de cana, soja, mandioca, frutas, entre outros, o que significa uma 

ótima contribuição para o desenvolvimento da economia. Entretanto, a elevada produção 

desses materiais agrícolas gera uma grande quantidade de resíduos (SOCCOL; 

VANDENBERGHE, 2003).  

 Essas milhares de toneladas de resíduos geradas pelo processamento agroindustrial 

tem causado uma grande preocupação, sendo importante a busca de alternativas para agregar 

valor e interesse econômico a estes resíduos, que necessitam de uma investigação científica e 

tecnológica para possibilitar sua utilização uma vez que são ricos em compostos bioativos 

(MARTINS & FARIAS, 2002; BALASUNDRAM et al., 2006). Segundo Matias et al. (2005), 

o resíduo gerado pela agroindústria apresentam uma composição com relevantes variações 

visto que este subproduto pode ser formado por diferentes constituintes como caroços, cascas, 

sementes, e até mesmo pela polpa.  

A utilização de resíduos agroindustriais não consiste apenas no reaproveitamento 

destes como ração animal, ou adubo orgânico. É necessário mais investimento em pesquisas 

para descobrir novos potenciais para a utilização destes resíduos, contribuindo assim, para o 

desenvolvimento da indústria biotecnológica além de preservar o meio ambiente e diminuir a 
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fome da população, considerando que estes subprodutos, são uma ótima fonte de nutrientes 

(NASCIMENTO FILHO & FRANCO, 2015) 

Sendo assim, os resíduos agrícolas bem como aqueles advindos de biorrefinarias 

oferecem uma vasta gama de possibilidades para novos meios de cultura na produção de 

enzimas de baixo custo (BORIN et al., 2015; SORENSEN et al., 2011). Geralmente para a 

utilização dos substratos sólidos naturais se faz necessário algum tipo de pré-tratamento para 

deixar seus componentes químicos mais acessíveis e sua estrutura física mais suscetível para 

o crescimento dos micélios. Nesses pré-tratamentos são usados os processos físicos, químicos, 

mecânicos e biológicos ou a combinação desses (MOSIER et al., 2005; SÁNCHEZ & 

CARDONA, 2008). O uso de estratégias viáveis economicamente é de grande importância 

para a modificação da estrutura das biomassas e a produção de biomoléculas de interesse para 

a sociedade (SUN et al., 2004). Os pré-tratamentos físicos envolvem a trituração ou moagem 

para reduzir o tamanho das partículas, tornando-as mais acessíveis. O pré-tratamento químico 

com ácido ou base em temperaturas altas pode facilitar a difusão intra-partícula e também 

pode ser importante na hidrólise de macromoléculas, produzindo nutrientes solúveis 

(MITCHELL et al., 2000). 

 

 

2.1.4 – Mangaba 

 

Nativa de regiões de cerrado do Brasil, a mangaba (Hancornia speciosa Gomes) 

(Figura 2.2) da família Aponynaceae cujo fruto é produzido mais abundantemente, de outubro 

a dezembro, é encontrada em várias regiões do país, desde tabuleiros costeiros e baixadas 

litorâneas do Nordeste, onde é mais presente, até áreas de cerrados das regiões Norte e Sudeste 

(VIEIRA NETO, 2002). De acordo com dados do IBGE, referentes à produção da extração 

vegetal e da silvicultura nacional, em 2017 foram produzidas 1022 toneladas da fruta. Neste 

mesmo ano, o estado do Rio Grande do Norte produziu 167 toneladas de mangaba, o que 

corresponde à aproximadamente 16,34 % da produção nacional (IBGE, 2017). Segundo 

Clerici; Silva (2011), a mangaba possui potencial para ampliar sua produção devido às 

condições climáticas do país e perspectivas para a indústria. 
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Figura 2.2 – Frutos de mangaba (Hancornia speciosa). Fonte: A autora. 

 

Nos últimos anos a busca por produtos mais saudáveis e com novos sabores tem se 

difundido e o consumo de produtos derivados de frutos nativos vem estimulando o 

extrativismo e até mesmo o plantio comercial da mangabeira (PERFEITO, 2014). Com isso 

em apenas cinco anos a produção nacional de mangaba (fruto) aumentou aproximadamente 

34%, saltando de 677 toneladas para 1022 toneladas em 2017. No estado do Rio Grande do 

Norte esse crescimento mais que dobrou a produção, passando de 79 toneladas em 2012 para 

167 toneladas.  

Perfeito (2014) relata que os grandes centros urbanos tem apresentado uma forte 

demanda por produtos com maior conveniência, mantendo a cor e sabor das frutas in natura, 

bem como seus componentes nutricionais e funcionais. O processamento de frutas traz 

praticidade para o consumidor e conserva as características químicas e organolépticas da fruta, 

além de permitir a oferta de frutas sazonais por um período maior de tempo.  

Aproximadamente 77% dos frutos de mangaba são aproveitados no processamento, 

gerando um grande volume de resíduo que não é utilizado na alimentação humana, sendo que 

aproximadamente 67,63 kg/h de resíduo são produzidos durante o processamento da fruta. 

(PERFEITO et al., 2015). Os resíduos derivados do processamento da mangaba, em grande 

parte sementes, são ricos em nutrientes tais como: proteínas, fibras, sais minerais, ácidos 

graxos (SOUZA & AQUINO, 2012).  

Vieira (2007) realizou estudos com a farinha de sementes de mangaba e verificou que 

a composição média da farinha de sementes de mangaba apresentou um teor de proteínas de 

11,4 %, teor de lipídeos de 24,7 %, teor de carboidratos de 25,7 % e porcentagem de fibras de 

35 %. Apesar desse resíduo ser rico nestes nutrientes é subaproveitado pelas indústrias, que 

repassam para produção de ração animal ou para produção de adubo. 

Por outro lado, Souza & Aquino (2012) buscaram aproveitar as sementes de mangaba, 

efetuando o enriquecimento proteico da farinha de sementes de mangaba através de 
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fermentação em estado sólido utilizando o microrganismo Aspergillus niger. O aumento 

proteico na farinha de sementes de mangaba em proteínas totais solúveis, proteína bruta e teor 

de metionina foram de 5,0, 3,2 e 2,0 vezes em relação ao valor inicial. Nesse contexto, Santos 

(2014) avaliou o aproveitamento das sementes de mangaba para a produção de bio-óleo, a fim 

de minimizar problemas de poluição devido à disposição inadequada dos resíduos e agregar 

valor a este passivo ambiental. 

Dessa forma, a grande oferta de nutrientes presentes no resíduo de mangaba possibilita 

que a mesma seja empregada como substrato para o processo de fermentação visando à 

produção de enzimas dentre as quais as poligalacturonases (PG). 

 

2.1.5 - Fermentação em estado sólido (FES) 

 

 Como um dos meios eficazes para o reaproveitamento dos materiais lignocelulósicos 

para a produção de biomoléculas tem-se a fermentação em estado sólido (FES), ou 

fermentação semi-sólida (FSS), que se refere à cultura de microrganismos sobre ou dentro de 

partículas em matriz sólida (substrato ou material inerte), em que o conteúdo de líquido 

(substrato ou solução umidificante) ligado a ela está a um nível de atividade de água que, por 

um lado, assegure o crescimento e metabolismo das células, e por outro, não exceda à máxima 

capacidade de ligação da água com a matriz sólida (DEL BIANCHI et al., 2001).  

 O uso da FES como técnica de cultivo de microrganismos para produção de diversas 

biomoléculas é antigo. Por volta de 1940 os estudos com FES sofreram desinteresse em 

virtude da produção da penicilina por fermentação submersa (FS), em decorrência da Segunda 

Guerra Mundial. Contudo, na década de 70 foram realizados novos estudos mais aprofundados 

sobre a FES, relacionados à ração animal enriquecida com proteínas utilizando resíduos 

agroindustriais, mostrando assim viabilidade e agregando valor aos resíduos utilizados 

(OLIVEIRA JÚNIOR, 2018). 

 A FES é definida ainda como o processo de desenvolvimento microbiano em 

superfície de materiais sólidos que apresentam a propriedade de absorver ou de conter água, 

com umidade suficiente apenas para manter o crescimento e o metabolismo do 

microrganismo, isto é, isento de água livre (RAHARDJO et al., 2006), sendo estes materiais 

sólidos biodegradáveis ou não, com ou sem nutrientes solúveis. A FES é uma alternativa 

adequada e de baixo custo para produzir enzimas e biomoléculas (EL-BAKRY et al., 2015). 

 A FES é empregada na produção de diversos tipos de enzimas com aplicação 

industrial. Este processo, além de geralmente ser mais eficiente que a fermentação submersa 
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na produção enzimática, permite a utilização de diferentes resíduos e subprodutos 

agroindustriais como substratos para o crescimento microbiano, os quais muitas vezes são 

descartados e/ou usados para finalidades que pouco agrega valor aos mesmos (SAXENA & 

SINGH, 2011). Algumas características da FES são: alta produtividade, alta concentração dos 

produtos e também menor requerimento de espaço e energia. Por outro lado, apresentam 

dificuldades no controle das possíveis variáveis do processo fermentativo (pH, temperatura, 

umidade e crescimento celular) e a necessidade de volumes relativamente grandes de inóculo. 

Nesse tipo de processo, o principal fator limitante, no entanto, refere-se à dificuldade de vários 

grupos microbianos em crescer sob baixos teores de umidade, o que acaba favorecendo o uso 

de fungos filamentosos no processo, devido os mesmos se adaptarem bem a essa condição 

(PANDEY, 2003).  

Dentre as vantagens da FES, estão: menor contaminação devido à baixa quantidade de 

água no meio; maior solubilização de oxigênio e outros gases; menor consumo de 

micronutrientes e sais; menor custo de equipamentos e demanda de energia (FARINAS, 2015; 

YOON et al., 2014). Esta aplicação apresenta um forte potencial de utilização industrial, 

devido à redução de custos na produção em diversos segmentos, principalmente devido à 

disponibilidade destes resíduos, além representar um problema ambiental quando descartados 

de forma inadequada (MÉLO, 2016). 

Nos cultivos de larga escala, o calor produzido pela FES deve ser retirado, o que é 

mais difícil do que no processo de FS, além do cálculo de rendimento de produtos serem mais 

complexos (HANSEN et al., 2015). A Figura 2.3 ilustra um cultivo em FES utilizando resíduo 

de mangaba como substrato e o fungo Aspergillus niger como agente fermentador. 

 

 

 

Figura 2.3 – FES de Aspergillus niger IOC 4003 em resíduo de mangaba. 

Fonte: próprio autor. 
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Na FES, durante o crescimento, o fungo se desenvolve na forma de micélio, em que 

são produzidas hifas aéreas e penetrantes no substrato. A Figura 2.4 ilustra os principais 

eventos que ocorrem durante a FES. Depois da esporulação, as hifas fúngicas se desenvolvem 

em uma matriz micelial que se espalha pela superfície das partículas que compõem o substrato 

sólido. A partir da matriz micelial, hifas aéreas e penetrativas se desenvolvem atuando de 

diferentes formas. Na superfície do substrato e dentro dos poros ocorre atividade metabólica, 

entretanto nas regiões expostas ao micélio também apresentam metabolismo e pode haver 

transporte de substâncias da hifa penetrativa para a aérea. As enzimas hidrolíticas, que são 

produzidas pelo micélio, difundem-se para a matriz sólida e catalisam a degradação de 

macromoléculas em unidades menores, que servem como nutrientes para o fungo. O oxigênio 

é consumido e são produzidos durante a fermentação o gás carbônico, água, aquecimento e 

produtos bioquímicos. Outro fator importante é o pH, que pode ser modificado devido à 

liberação de ácidos de carbono. Com tudo, os produtos do metabolismo de interesse que são 

liberados na matriz sólida podem ser absorvidos sendo necessária uma extração no final do 

processo (HÖLKER & LANZ, 2005). 

 

 

Figura 2.4 - Processos que ocorrem durante a FES. 

Fonte: Adaptado de Hölker & Lenz (2005). 

 

Levando em consideração que cada substrato apresenta características próprias, como 

retenção de umidade e disponibilidade de nutrientes, a sua escolha está relacionada à 

capacidade de adequação do microrganismo ao seu ambiente (ALBANO, 2012). A FES tem 

se mostrado muito promissora na obtenção de vários produtos como enzimas (SANTOS, 

2007), ácidos orgânicos (RODRIGUES et al., 2007), aromas (UENOJO, 2003), vitaminas, 

etanol e bioherbicidas (MORAES et al., 2007). 
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2.1.6 – Enzimas, lipolíticas e pectinolíticas 

 

Enzimas são catalisadores que, em condições amenas de temperatura, pH e pressão 

efetuam reações químicas a um ritmo surpreendente. Elas são caracterizadas por uma notável 

eficiência e especificidade (BLANCO & BLANCO, 2017). 

 Particularmente as enzimas lipolíticas ou lipases são hidrolases que atuam na interface 

orgânico-aquosa, catalisando a hidrólise de ligações éster-carboxílicas, além das reações de 

esterificação, transesterificação e interesterificação (Figura 2.5). Porém, ao contrário de 

muitas outras enzimas, as lipases apresentam níveis consideráveis de atividade e estabilidade 

em ambientes não-aquosos, facilitando a catálise de muitas reações de interesse industrial 

(HASAN et al., 2006; BON et al., 2008). Encontradas na natureza e produzidas por 

diversas plantas, animais e micro-organismos, as lipases microbianas se destacam e são 

industrialmente utilizadas, pois apresentam grande diversidade de propriedades e 

especificidade ao substrato (RAMAKRISHNAN et al., 2013). As lipases, obtidas a partir de 

animais, apresentam desvantagens quanto à sua utilização devido à presença de tripsina, 

resultando em aminoácidos com sabor amargo, além da presença de hormônios residuais dos 

animais (LOTTI et al., 1994; VAKHLU & KOUR, 2006; TREICHEL et al., 2010). Lipases 

de plantas também estão disponíveis, mas não são exploradas comercialmente em função dos 

baixos rendimentos de catálise e dos processos envolvidos para extração (SOUISSI et al., 

2009; FABISZEWSKA et al., 2014). Por isso, as lipases microbianas recebem atualmente 

mais atenção devido as suas vantagens técnico-econômicas, apresentando quase sempre baixo 

custo de produção, elevado rendimento de conversão de substrato em produto, grande 

versatilidade em adaptar-se às condições ambientais e facilidade de manipulação genética 

(SHU et al., 2010).  

 Essas enzimas são amplamente aplicadas nas indústrias de panificação, têxtil, 

farmacêutica, laticínios dentre outras, e vêm conquistando o mercado global, sendo as 

indústrias que fabricam detergentes para lavagem de roupas o principal setor consumidor 

(MUSSATTO et al., 2007; HASAN et al., 2006). 

 As lipases microbianas em geral são extracelulares, sendo excretadas através da 

membrana externa para o meio de cultura (TAN et al., 2003). As lipases extracelulares são 

produzidas por muitos microrganismos quando em condições favoráveis. Os fungos 

filamentosos são os melhores produtores de lipases, principalmente os pertencentes aos 

gêneros Aspergillus, Fusarium, Geotrichum, Mucor, Penicillium, Rhizomucor e Thermomyces 

(CARDENAS et al., 2001).  
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 Elas podem ser constitutivas ou induzíveis. As constitutivas são aquelas produzidas 

pelos microrganismos independentemente da presença de algum tipo de indutor, e as lipases 

induzíveis são as estimuladas por indutores presentes no meio de cultivo (ROVEDA et al., 

2010). O uso de óleos vegetais tem sido apontado como a principal fonte de carbono indutora 

para a produção de lipase em FES (COUTO; SANROMÁN, 2006). Além dos óleos vegetais, 

as borras e tortas, resíduos da indústria de óleos, também são consideradas uma importante 

fonte de nutrientes para o crescimento de microrganismo, podendo ser utilizadas também 

como fonte indutora (DAMASO et al., 2008; HARTONO et al., 2018).  

 

 

Figura 2.5 – Reação de hidrólise catalisada pela lipase. Adaptado de Lasoń e Ogonowski 

(2010).  

 

 Outras enzimas bastante utilizadas na indústria são as pectinases, elas foram uma das 

primeiras enzimas a serem aplicadas industrialmente. Sua aplicação comercial foi empregada 

em 1930 para a preparação de vinhos e sucos de frutas. Porém, apenas na década de 1960, a 

composição química dos tecidos de plantas ficou esclarecida e com isso os cientistas 

começaram a estudar e aplicar essas enzimas com maior eficiência. Como resultado, as 

pectinases são hoje as enzimas que mais crescem no setor comercial, sendo produzidas 

principalmente por bactérias, fungos e leveduras (CARVALHO, 2007).  

Os fungos são sabidamente os maiores produtores de enzimas pécticas e entre eles o 

que mais se destaca no cultivo industrial é da espécie Aspergillus niger (DEBING et al., 2006). 

Contudo, outras espécies também são reconhecidas como produtoras de poligalacturonases, 

como a Neosartorya fischeri P1 (PAN et al., 2015), Fusarium graminearum (ORTEGA et al., 

2014) e Thermoascus aurantiacus (MARTINS et al., 2011). Esses microrganismos são 

resistentes a fatores climáticos e sazonais e podem ser submetidos a manipulações genéticas 

e ambientais, com o objetivo de aumentar o rendimento na produção das enzimas que 

normalmente são secretadas, possibilitando o processo de purificação. (GÖĞÜŞ et al., 2014). 

As pectinases são divididas em protopectinases, pectinesterases e as 

despolimerizantes. A ação das protopectinases ocorrem na hidrolise da protopectina insolúvel 
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obtendo a pectina solúvel. As pectinesterases catalisam a desesterificação da pectina pela 

remoção dos grupos metoxílicos. E as despolimerizantes atuam catalisando a clivagem 

hidrolítica das ligações α (1→4) das cadeias glicosídicas no ácido D– galacturônico (JAYANI 

et al., 2005). A Figura 2.6 traz o mecanismo de ação da enzima Poligalacturonase 

apresentando as reações de hidrólise e os resíduos de ácidos. As Poligalacturonases (PG) 

catalisam a hidrólise de ligações glicosídicas α-(1→4) em ácido péctico (ácido 

poligalacturônico). De acordo com o modo de ação, são caracterizadas em endo-PGases (E.C. 

3.2.1.15) e exo-PGases (E.C. 3.2.1.67). 

 

 

Figura 2.6 - Modo de ação das enzimas poligalacturonases. Reações de hidrólise das ligações 

glicosídicas α-(1→4) dos resíduos de ácidos poligalacturônicos.  

Fonte: Adaptado de Gummadi & Panda (2003). 

 

As endo-PGases podem apresentar características como: massas moleculares entre 30 

e 80 kDa, temperatura ótima de 30ºC a 50ºC, pH ótimo de 2,5 a 12 e ponto isoelétrico (PI) de 

3,8 a 7,6. Essas enzimas hidrolisam, aleatoriamente, ligações glicosídicas internas α-(1→4) 

do ácido poligalacturônico e liberam ácidos oligo-galacturônicos. (SHARMA et. al 2013; 

RAMÍREZ-TAPIAS et al., 2015). 

Para a produção de endo-PGases podem ser utilizados fungos, bactérias, leveduras e 

plantas superiores (PEDROLLI et al., 2008; KUSUMA et. al. 2014; MARTOS et al., 2014; 

GAYATHRI; NAIR, 2014). Dentre os microrganismos o Aspergillus niger, Aspergillus 

awamori, Mucor flavus e Trichoderma harzianum foram utilizados para a produção destas 

enzimas (ZHOU et al., 2015; NAGAI et al., 2000; GADRE et al., 2003; MOHAMED et al., 

2006).  

Conforme Pan et al., (2015), as exo-poligalacturonases clivam ligações glicosídicas α-

(1→4) a partir das extremidades não redutoras. O ácido mono-galacturônico é o principal 

produto da ação dessas hidrolases fúngicas, enquanto que as exo-PGases bacterianas 

produzem ácido di-galacturônico. (JAYANI et. al. 2005). As exo-PGases são caracterizadas 

por apresentarem massa molecular variando entre 30 e 50 kDa e o ponto isoelétrico entre 4,0 
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e 6,0. Segundo Gummadi & Panda (2003), as exo-PGases ocorrem com menor frequência que 

as endo- PGases. Sua produção é relatada em microrganismos como Aspergillus sojae, 

Klebsiella sp, Streptomyces erumpens MTCC 7317, Paecilomyces variotii, e Penicillium 

viridicatum RFC3 (BUYUKKILECI, et. al. 2014; YUAN et al., 2012; KAR, et. al. 2011; 

DAMÁSIO et al., 2010; SILVA, et al., 2007).   

 

2.2 Objetivos  

 

2.2.1 Objetivo Geral  

  

Avaliar o potencial do resíduo de processamento de mangaba (Hancornia speciosa 

Gomes) para a extração de compostos antioxidantes e produção de enzimas.  

 

2.2.1 Específicos  

 

 Caracterizar o resíduo seco quanto à granulometria, densidade aparente, pH, umidade, 

cinzas, sólidos solúveis, celulose, hemicelulose e lignina, açúcares redutores, proteína e teor 

de lipídeos; 

 Realizar a extração e caracterização do óleo do resíduo de mangaba quanto a acidez, 

peróxido, refração e saponificação, bem como o teor de umidade e ácidos graxos livres 

presentes no óleo.  

 Utilizar o resíduo de mangaba para produção de lipase e pectinase por meio da 

fermentação semi-sólida usando o microrganismo Aspergillus niger IOC 4003;  

 

2.3 - Material e método 

 

O resíduo do processamento de mangaba (Hancornia speciosa Gomes), constituído 

majoritariamente por sementes, foi gentilmente doado em dois lotes distintos pela Sterbom 

Indústria e Comércio Ltda (Macaíba, RN), na região nordeste do Brasil, sendo um deles 

utilizado apenas para a extração do óleo e sua caracterização. Após recepção, o resíduo foi 

lavado e seco em estufa a 60 ° C durante 24 horas. Em seguida, foi moído em um moinho de 

facas (moinho tipo Willye, TE-680, Tecnal, Brasil), peneirado em peneira de 48 mesh e 
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armazenado em um recipiente plástico à temperatura ambiente (~25 ° C). A Figura 2.7 abaixo 

ilustra o esquema proposto para a caracterização e o uso do resíduo de mangaba no presente 

estudo.  

 

 

 

Figura 2.7 - Fluxograma proposto para a caracterização e uso do resíduo de mangaba. 

 

 

2.3.1 Caracterização físico-química do resíduo de mangaba 

 

O resíduo de mangaba foi caracterizado em termos de celulose, hemicelulose, lignina, 

cinzas, umidade, carboidratos e extrativos segundo o NREL (National Renewable Energy 

Laboratory - EUA) (SLUITER et al., 2008, SLUITER et al., 2012). Além dessas análises, o 

resíduo também foi avaliado quanto as proteínas totais pelo método de Kjeldahl (AOAC, 

2005) e fibras pelo método gravimétrico-enzimático (usando o extrator ANKOM) no 

laboratório de nutrição animal da Universidade Federal do Rio Grande do Norte. 

 

 

2.3.2 Extração do óleo do resíduo de mangaba 

 

A extração e caracterização do óleo foram realizadas conforme Bezerra Jácome 

(2014). Para extrair o óleo do resíduo mangaba, utilizou-se um extrator Soxhlet e o solvente 

hexano (70ºC por 7 horas). O solvente foi evaporado num evaporador rotativo (Solab, modelo 

SL-126) para obter o óleo final. Posteriormente, foram realizadas análises de acidez, peróxido, 

refração e saponificação, bem como o teor de umidade e ácidos graxos livres presentes no 

óleo.  



Capítulo 2   34 

Millena Cristiane de Medeiros Bezerra Jácome  Tese de doutorado 

2.3.3 Análise físico-química no óleo 

 

No óleo do resíduo de mangaba, a acidez e os ácidos graxos livres foram analisados 

segundo Moretto & Fett (1998), os índices de peróxidos, refração e saponificação de acordo 

com os métodos oficiais da American Oil Chemists 'Society (AOCS, 2011), bem como o teor 

de umidade de acordo com os métodos oficiais de análise da Associação dos Químicos 

Analíticos (AOAC, 2005).  

 

 

2.3.4 Compostos fenólicos do óleo 

 

A concentração total de compostos fenólicos do óleo foi determinada usando a 

metodologia descrita por Singleton; Rossi (1965). Assim, aproximadamente 1,0 mL do extrato 

e 1,0 mL do reagente de Folin-Ciocalteau foram misturados. Após 5 minutos adicionou-se 1,0 

mL de uma solução saturada de Na2CO3 (solução a 35% em metanol) sendo a amostra então 

diluída para um volume final de 25 mL com metanol. A mistura foi protegida da luz por 90 

min antes de se efetuar a leitura da absorbância a 725 nm usando um espectrofotômetro 

(Bioespectro SP-220, Brasil). A partir de uma curva padrão, utilizando o ácido gálico diluído 

em metanol nas concentrações de 0,02 a 0,2 g/mL com 1,0 mL de reagente de Folin-

Ciocalteau, estimou-se o teor de fenólicos. Assim, o teor total de fenólicos foi expresso em 

mg de ácido gálico/g da amostra. 

 

 

2.3.5 Atividade antioxidante 

 

A atividade antioxidante do óleo foi determinada utilizando o método de DPPH 

utilizado por Brand-Williams et al. (1995), modificada por Herrero et al. (2004). Neste 

método, radicais livres de DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) foram neutralizados com 

antioxidantes nos extratos resultando em uma diminuição na absorbância a 516 nm. Para 

efetuar a reação, uma solução de 0,0214 ± 0,0005 mg/mL de DPPH em metanol foi preparada 

e 3,9 mL dessa solução de DPPH foram misturados com 0,1 mL de solução (óleo/metanol) 

com concentrações de 1,0 a 10,0 mg/mL em intervalos de 1 mg/mL, um controle foi feito 

utilizando água no lugar do óleo. A reação foi deixada em repouso durante 4 horas à 

temperatura ambiente (~ 25 °C). A absorbância foi então determinada a 516 nm utilizando um 
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espectrofotômetro (Bioespectro SP-220, Brasil). A descoloração da solução após o tempo de 

reação indica a ação antioxidante do extrato sobre os radicais livres presente na solução, essa 

diminuição na absorbância foi calculada em termos de percentagem de inibição usando a 

Equação (1): 

 

         AA% = 100 – {[(Abs amostra – Abs controle) x 100] / Abs DPPH}                 (1) 

 

Sendo AA% = Porcentagem de atividade antioxidante; Abs amostra = Absorbância da Amostra; 

Abs controle = Absorbância do Controle e Abs DPPH = Absorbância da solução de DPPH. 

 

 

2.3.6 Perfil dos ácidos graxos totais 

 

 A identificação do perfil de ácidos graxos do óleo extraído do resíduo mangaba foi 

determinado pelo método analítico de cromatografia gasosa (CG) utilizando o cromatógrafo 

Shimadzu GC - 2010 Plus AF, que possui detector de ionização de chama e coluna capilar 

RTX de 100% de dimetilpolissiloxano. A programação da análise foi determinada para uma 

temperatura de coluna iniciada a 110 ° C variando de 8 °C por minuto a 220 °C. As 

temperaturas usadas no injetor e detector foram 220 e 240 °C, respectivamente. A amostra de 

óleo antes de ser injetada no cromatógrafo, foi submetida a um processo de transesterificação, a 

fim de se obter os ésteres correspondentes aos ácidos graxos presentes no óleo, só então a amostra 

foi injetada no volume de 1,0 μL, adotando a relação de divisão de 1:50. O gás de arraste 

utilizado foi o nitrogênio com velocidade linear de 22,9 cm/s.  

 

2.3.7 Fermentação em estado sólido (FES) 

 

Após caracterização, utilizou-se o resíduo de mangaba como substrato para a produção 

de enzimas lipase e pectinase por FES. O microrganismo utilizado foi um fungo filamentoso 

Aspergillus niger IOC 4003 pertencente à coleção do Instituto Osvaldo Cruz e cedido ao 

Laboratório de Engenharia Bioquímica da Universidade Federal do Rio Grande do Norte 

(Natal-Brasil). O fungo foi mantido em tubos de ensaio com tampas roscadas contendo meio 

estéril e armazenado a -18 °C. Os conídios foram ativados de forma diferente para a produção 

de cada enzima. A ativação do microrganismo para a produção de pectinase ocorreu por meio 

de um meio básico proposto por Couri (1993) composto por: pectina cítrica (10,0 g/L), NaNO3 
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(3,0 g/L), KH2PO4 (1,0 g/L), MgSO4 (0,5 g/L), KCl (0,5 g/L), FeSO4.7H2O (0,01 g/L) e ágar-

ágar (20,0 g/L). Para a produção de lipase, o microrganismo foi ativado pelo meio proposto 

por Couri & Farias (1995) composto por: NaNO3 (3,0 g/L), MgSO4 (0,5 g/L), KCl (0,5 g/L), 

FeSO4. 7H2O (0,01 g/L), KH2PO4 (1,0 g/L), ágar-ágar (30,0 g/L) e óleo de oliva (20,0 mL/L). 

Os microrganismos foram transferidos com auxílio da alça de platina e incubados por cinco 

dias em estufa a 30 °C. O cultivo foi realizado em Erlenmeyers de 250 mL, onde foram 

adicionados 5,0 g de resíduo de mangaba (com diâmetro menor que 48 mesh) a umidade foi 

corrigida para 60%, adicionou-se suplementação do substrato com a fonte de nitrogênio (1% 

sulfato de amônio), sendo os frascos mantidos a 30 °C de temperatura. Uma suspensão de 

esporos de Aspergillus niger IOC 4003 de 1,0 x 106 esporos/g de meio sólido foi usada como 

inóculo para FES. O cultivo foi realizado a 30 °C por 120 h (5 dias) em estufa BOD. As 

condições de cultivo para produção de lipase foram as mesmas otimizadas por Souza & 

Aquino (2012) e para a produção de pectinases as que foram reportadas por Couri (1993).  

 

 

2.3.8 Quantificação da atividade enzimática e proteínas totais 

 

Para a atividade da lipase foi utilizada a dosagem da atividade hidrolítica, conforme 

Paula (2011) com modificações, onde são misturados 5 mL de uma emulsão de azeite de oliva 

(50% azeite : água) e 4 mL de tampão fosfato (pH 7,0; 0,1 M). Para garantir a homogeneização 

do meio, o sistema reacional foi mantido sob agitação prévia (150 rpm) em Shaker, a 37ºC 

por 10 minutos. Em seguida, adicionou-se 1 mL da solução enzimática (0,2 g/mL, preparada 

em solução tampão pH 7,0), mantendo-se o sistema reacional sob agitação a 37 ºC, por 5 

minutos. Após o período de incubação, foram adicionados 20 mL de uma mistura de etanol e 

acetona (1:1) e 20 mL de uma solução de NaOH 0,1N. O excesso de NaOH foi titulado com 

HCl 0,05N até pH 10, utilizando-se um titulador manual e a fenolftaleína como indicador. A 

atividade enzimática foi calculada de acordo com a equação 2. Uma unidade de atividade (U) 

foi definida como a quantidade de enzima que libera 1 μmol de ácido graxo por minuto, nas 

condições do ensaio. 

 

                   𝐴(𝑈 𝑔)⁄ =  
(𝑉𝑏−𝑉𝑎)×𝐹𝑎𝑡𝑜𝑟 𝑑𝑖𝑙 ×𝑀×(

𝑉𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎çã𝑜

𝑚𝑏𝑖𝑜𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎
)

𝑡×𝑣
                               (2) 
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Sendo Vb o volume do branco (mL); Va o volume da amostra (mL); M a molaridade da 

solução de HCl (mol/L), t o tempo de incubação (min), v o volume de extrato enzimático 

adicionado (mL), Vextração o volume de tampão utilizado na extração da enzima e m biomassa a 

massa de resíduo aplicado na fermentação. Uma unidade de atividade (U) foi definida como a 

quantidade de enzima que liberou 1,0 μmol de ácido graxo por minuto nas condições do 

ensaio.  

A atividade da pectinase foi determinada utilizando pectina cítrica a 1,0% como substrato, de 

acordo com Minjares-Cassanco et al. (1997) com as seguintes modificações. A mistura 

reacional (1,3 mL) contendo 0,8 mL de substrato (1,0%) e 0,5 mL de extrato enzimático, 

diluído adequadamente em tampão acetato (0,5 M, pH 4,3), foi incubada a 50 °C em banho 

termostático durante 30 minutos. Após a incubação, 0,5 mL do meio reacional e 0,5 mL da 

solução de DNS foram adicionados em tubos de ensaio e, posteriormente, foram mantidos em 

água fervente por 10 minutos. Após a retirada e resfriamento, a cor desenvolvida foi lida a 

540 nm usando um espectrofotômetro (Termo Spectonic, Genesys 10 uv). Uma unidade de 

atividade pectinolítica corresponde à quantidade de enzima que libera 1,0 μmol de ácido 

galacturônico por minuto de reação.  

A concentração total de proteína nos extratos enzimáticos foi estimada pelo método de 

Bradford (1976), sendo quantificada a partir de uma curva padrão de BSA (Albumina de Soro 

Bovino) com concentrações entre 0,1 e 1 mg/mL em intervalos de 0,1 mg/mL e que foram 

analisadas na proporção de (1:1). Essa proporção foi respeitada durante as análises onde 0,5 

mL das concentrações definidas dos extratos (amostras) e 0,5 mL de reagente de Bradford 

compunham o meio reacional. O conteúdo de todos os tubos foi agitado, imediatamente após 

agitação à temperatura ambiente, a leitura da absorbância foi realizada em espectrofotômetro 

a 595 nm.  

 

 

 

 

2.3.4 Análise estatística 

 

 

A análise estatística foi realizada pelo software Statistica 7.0 (Statsoft, USA), 

utilizando análise de variância (ANOVA) com pós-teste de Tukey, com nível de 

significância de 5% (p <0,05). 
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2.4. Resultados e discussão 

 

O processamento industrial da polpa de mangaba, assim como de outras frutas, inclui 

várias etapas, como extração mecânica (maceração), filtração e congelamento. As etapas de 

processamento podem resultar em oxidação, degradação, lixiviação ou outros eventos que 

reduzem o conteúdo de compostos bioativos em frutas processadas. No entanto, nos resíduos 

do processamento agroindustrial são encontrados diversos compostos de interesse 

biotecnológico, por tanto de baixo custo e passíveis de recuperação e reutilização na cadeia 

produtiva (NORA et al., 2014, TOMAS et al., 2015, BRANCO et al., 2016). 

  

2.4.1 Caracterização físico-química de resíduo de mangaba 

 

No presente estudo foi realizada a caracterização do resíduo de mangaba (Hancornia 

speciosa), conforme apresentado nas Tabelas 2.1 e 2.2. Observa-se que o resíduo 

agroindustrial avaliado após lavagem e secagem é constituído por sementes e apresenta 

características lignocelulósicas, ou seja, possuem em sua composição química predomínio de 

celulose (44,31%), hemicelulose (aproximadamente 18%) e lignina (aproximadamente 

22,0%). Na literatura, Santos (2014), relata valores de 17,07% de celulose, 22,57% de 

hemicelulose e 10,16% de lignina para o resíduo de mangaba. Esses valores distintos para o 

mesmo resíduo poderiam ser justificados pelos nutrientes absorvidos pelo fruto no local de 

cultivo ou pelo grau de maturação no momento do processamento.  

Outro resíduo agroindustrial, o bagaço de caju, apresentou valores inferiores de 

celulose (21,02%) e hemicelulose (11,50%) segundo (Oliveira et al., 2018), assim também 

outros materiais lignocelulósicos como a moringa e a carnaúba apresentaram valores 

inferiores conforme (Magalhaes et al. 2018; Silva et, al., 2018). O conteúdo de lignina se 

mostrou inferior quando comparado a carnaúba e o bagaço de caju. 
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Tabela 2.1 - Composição (porcentagem de massa seca) dos diferentes resíduos 

Resíduo Celulose Hemicelulose Lignina Total Cinzas Extraíveis Autor 

Residuo de Mangaba 44,31± 0,93 17,57 ±0,33 21,82 ±0,86 2,28 ±0,17 0,74 ±0,017 Este estudo 

Residuo de Mangaba 17,07 22,57 10,16 1,87±0,06 - Santos (2014) 

Moringa 12,02 ± 0,81 14,61 ± 0,43 5,37 ± 0,98 3,60 ± 0,02 69.94 ± 1.40 
Magalhaes et al. 

(2018) 

Carnauba 23,96 ± 0,75 11,84 ± 0,82 32,79 ± 0,91 7,69 ± 0,05 11.62 ± 0.45 Silva et al. (2018) 

Bagaço de Caju 21,02 ± 0,31 11,50 ± 1,13 45,84 ± 1,28 9,50 ± 0,30 10,75 ± 0,86 
Oliveira et al. 

(2018) 

 

 

Em relação ao teor de proteína total foram encontrados no resíduo de mangaba 10,54 

± 0,03% que é próximo a valores encontrados na literatura como por exemplo em Araújo et 

al. (2011) foi relatado um valor de 11,43% de proteína total para farelo de semente de 

mangaba, enquanto Clerici et al. (2011) reportaram valores de 0,62 a 1,2% de proteína total 

para a polpa de mangaba. Outro valor que podemos destacar são os extraíveis que na 

metodologia utilizada não correspondem ao conteúdo de lipídeos do resíduo, visto que quando 

submetido a extração lipolítica seu valor é superior a 20% conforme os resultados da 

composição química do resíduo que estão apresentados na Tabela 2.2.  

 

 

Tabela 2.2 - Composição centesimal do resíduo de mangaba. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Observa-se que os principais componentes existentes no resíduo são as fibras 

(aproximadamente 47,0%), seguidos dos lipídios (aproximadamente 22,0%). Em termos de 

lipídios, os valores obtidos para as sementes de mangaba foram muito próximos aos 

encontrados na literatura. Por exemplo, Souza & Aquino (2012) obtiveram 23,0% de lipídios 

na farinha de mangaba e Vieira (2007) quantificou 24,68% de lipídios nas sementes deste 

Conteúdo (%) Resíduo de Mangaba 

Umidade 6,90 ± 0,30 

Proteínas 10,54 ± 0,03 

Lipídios 22,30 ± 0,44 

Cinzas 1,50 ± 0,42 

Fibras 47,02 ± 0,91 

Carboidratos 12,20 ± 0,52 
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fruto. Santos (2014) relatou cerca de 27,0% de lipídios, proteína com cerca de 12,0% e, 

aproximadamente, 12,0% de fibra para o resíduo de mangaba. Como mencionado acima, 

diferentes valores são devidos aos diferentes processos e ao resíduo obtido além do cultivo e 

manejo em que os frutos foram submetidos à mangaba.  

Com relação ao teor de carboidratos encontrados no descascamento de mangaba (12,2 

± 0,5%) este foi inferior ao relatado por Souza & Aquino (2012), que relataram um conteúdo 

de 58,66%. Essa diferença deve-se ao fato que a quantidade de carboidratos foi calculada em 

termos totais, incluindo as fibras alimentares. Assim, ao considerar as fibras e carboidratos 

(47,02 ± 0,91% de fibras + 12,2 ± 0,5% de carboidratos = 59,22 ± 1,41%), os resultados 

obtidos no presente estudo concordam com os apresentados.  

Em relação ao teor de cinzas nas sementes de mangaba (1,5 ± 0,4%), os resultados 

encontrados foram ligeiramente inferiores aos reportados por Vieira (2007), que relatou 

2,13% e com o obtido por Souza & Aquino (2012), que foi de 2,09%. Vale ressaltar que esse 

resultado é interessante para fins alimentares, pois o organismo limita sua absorção.  

 

2.4.2 Extração de óleo e sua caracterização 

 

A extração do óleo do resíduo de mangaba apresentou um rendimento de 22,3 ± 0,4%. 

Esse resultado é mostrado na literatura para sementes de frutas como romã (20,0%), laranja 

(15,0%) e goiaba (12,3%) 38,42 (KOBORI; JORGE, 2005; TEIXEIRA et al., 2011). Na 

Tabela 2.3 são apresentados os resultados das análises físico-químicas do óleo de resíduo de 

mangaba. 

 

Tabela 2.3 - Valores médios das características físico-químicas do óleo 

ANÁLISES 
Óleo de resíduo de 

mangaba (sementes) 

Índice de acidez 20.2 ± 0.4 

Índice de Peróxido (meq / 1000g) 10.6 ± 0.2 

Índice de Refração 1.4653 

Índice de Saponificação (mg KOH / g) 498.7 ± 0.4 

Umidade (%) 4.6 ± 0.2 

Ácidos Graxos livres (%) 11.10 ± 0.05 
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O índice de acidez corresponde à quantidade em mL de hidróxido de sódio (NaOH) 

necessária para neutralizar os ácidos graxos livres presentes em 1g de gordura. Quanto maior 

for o índice de acidez, maior volume de base será consumida. Já a determinação de ácidos 

graxos livres é dada pela porcentagem (em peso) de ácidos graxos livres, em relação a um 

ácido graxo específico, geralmente o ácido oléico (PM = 282 g) ou outro ácido graxo 

predominante na amostra. A partir dos valores apresentados na Tabela 2.3, pode-se observar 

que o valor do índice de ácidez encontrado para o óleo do resíduo de mangaba foi de 20,2 ± 

0,4. E apenas para comparação de ordem de magnitude Pereira (2009) obteve 16,2 ± 0,2, 

estudando as características físico-químicas do óleo cru de pinhão-manso extraído com o 

mesmo solvente (hexano). Não foram encontrados na literatura estudos de análise físico-

química do óleo do resíduo de mangaba para comparação com os resultados obtidos neste 

trabalho, com isso foram feitas comparações com a legislação brasileira e demais óleos 

descritos na literatura que se aproximem das características do óleo de resíduo de mangaba. 

Em relação ao índice de peróxido, no Brasil não há valor estabelecido pela Agência 

Nacional de Vigilância Sanitária – ANVISA, para óleos vegetais brutos; no entanto, para óleos 

refinados e gorduras, o valor máximo de peróxido é de 10 meq/kg (BRASIL, 2005). O valor 

encontrado para o óleo do resíduo de mangaba foi de 10,6 ± 0,2 meq/kg. Isso mostra que, 

mesmo sem o processo de refino, o teor de peróxido do óleo estudado estava próximo da 

legislação. 

O resultado observado para o índice de refração no óleo do resíduo de mangaba foi de 

1,4653 a uma temperatura de 40 °C. O índice de refração é amplamente utilizado como critério 

de qualidade e identidade dos óleos. Este índice pode ser usado para controlar o processo de 

hidrogenação. A refração dos óleos está relacionada ao grau de insaturação sendo afetado por 

fatores como conteúdo de ácidos graxos livres, oxidação e tratamento térmico (CECCHI, 

2003). A literatura apresenta o índice de refração do óleo de soja refinado na faixa de 1,466-

1,470 (BRASIL, 2005), portanto o índice de refração do óleo do resíduo de mangaba é muito 

próximo do índice de refração do óleo comestível comum. O óleo do resíduo de mangaba 

apresentou umidade de 4,6%. Este valor é alto quando comparado a óleos vegetais refinados, 

que tendem a ter um valor de umidade zero. O processo de refino pode ser utilizado para 

remover a umidade. 

O resultado encontrado para o índice de saponificação no óleo estudado foi de 489,7 

± 0,4 mg KOH/g. De acordo com o Regulamento Técnico para determinação de identidade e 

qualidade de óleos vegetais e gorduras (BRASIL, 2005), soja e óleo de coco possuem índices 

de saponificação variando de 189-195 e 248-265 mg KOH/g, respectivamente. O índice de 
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saponificação é indicativo do comprimento da cadeia de ácidos graxos que compõe o óleo, 

sendo específico para cada óleo. Segundo Moretto & Fett (1998), quanto menor a massa 

molecular do ácido graxo, maior o índice de saponificação. Em termos de comida, quanto 

maior a taxa de saponificação, melhor o óleo para comida. Portanto, a ocorrência de altos 

valores deste índice no óleo estudado, torna-o interessante para fins alimentícios.  

 

 

2.4.2.1 Análise da composição do óleo do resíduo de mangaba. 

 

A Figura 2.8 mostra o cromatograma e a Tabela 2.4 ilustra a composição em termos 

de ácido graxo do óleo do resíduo de mangaba. Observa-se que a quantidade total de ácidos 

graxos insaturados encontrados para o óleo do resíduo de mangaba foi de 78,5%. Entre os 

ácidos graxos insaturados, o ácido predominante foi o ácido oleico (61,13 ± 0,12%), como 

mostra a Tabela 2.4. 

 

 

Figura 2.8 - Perfil de ácidos graxos referente ao óleo de resíduo de mangaba. 

 

Tabela 2.4 - Composição em termos de ácidos graxos do óleo do resíduo de mangaba. 

ÁCIDO GRAXO PORCENTAGEM (%) 

Ácido mirístico - C14 0,07 ± 0,17 

Ácido pentadecílico - C15 19,61 ± 0,83 

Ácido palmítico - C16 0,15 ± 0,01 

Ácido palmitoléico - C16:1 0,13 ± 0,02 

Ácido margárico - C17 0,04 ± 0,01 

Ácido cis-10-heptadecanóico- C17:1 6,36 ± 0,05 

Ácido elaídico - C18:1n9t 3,43 ± 0,13 

Ácido oléico - C18:1n9c 61,13 ± 0,12 
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A qualidade e a digestibilidade dos óleos comestíveis são determinadas pela 

quantidade e composição de ácidos graxos insaturados (JORGE & LUIZA, 2012). Quanto 

maior a quantidade de ácidos graxos insaturados, melhor a qualidade do óleo e a 

digestibilidade. Nesse sentido, é interessante observar o conteúdo de ácidos graxos 

insaturados, bem como sua configuração na molécula.  

Os ácidos graxos poliinsaturados são representados pelas séries ômega 3 e ômega 6, 

dependendo de onde a ligação dupla mais próxima da extremidade metílica está posicionada. 

Como o corpo humano é incapaz de sintetizar esses ácidos graxos, eles são chamados de 

essenciais e devem ser obtidos através da dieta (MOURA, 2008). O ácido graxo alfa-

linonênico ou ômega-3 destaca-se por realizar várias funções biológicas no corpo humano 

(MARQUES, 2008). O óleo do resíduo de mangaba (sementes) apresentou 0,33% de ômega 

3. Assim, levando-se em consideração a porcentagem deste ácido graxo em óleo comum como 

o girassol 0,3% (CODEX ALIMENTARIUM COMMISSION, 2008) o óleo do resíduo 

mangaba (sementes) apresentou uma quantidade semelhante à encontrada em óleos 

comestíveis comuns como o girassol, sendo este um aspecto considerável para o uso destes 

óleos para fins alimentícios. Santos (2014) relatou a composição de ácidos graxos no óleo de 

semente de mangaba por meio de análise por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria 

de massa (CG/EM) onde os ácidos graxos com maior abundância na amostra foram ácido 

octadecenoico (oleico) e hexadecanóico (palmítico). No presente estudo, os principais ácidos 

graxos são oléico (61,1 ± 0,1%) e pentadecílico (19,6 ± 0,8%). Almeida (2008) caracterizou 

o óleo de semente de mangaba e constatou que os principais ácidos graxos continham de 10 a 

24 carbonos e, portanto, ácido oleico (C18) e ácido palmítico (C16). Este fato é importante 

porque é um ácido graxo essencial (ômega 9), que participa do nosso metabolismo, 

desempenhando um papel fundamental na síntese de hormônios.  

Ácido linolelaídico - C18:2n6t 7,42 ± 0,11 

Ácido gama-linolênico - C18:3n6 0,15 ± 0,00 

Ácido alfa-linolênico - C18:3n3 0,33 ± 0,01 

Ácido heneicosanóico- C21 1,6 ± 0,02 

Ácido araquidônico - C20:4n6 0,07 ± 0,00 

Ácido nervônico - C24:1 0,11 ± 0,05 

Ácidos graxos Saturados % 21,48 

Ácidos graxos insaturados % 78,5 
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O teor de ácido oleico presente em diferentes óleos segundo Ramalho e Suarez, (2013) 

como óleo de soja (30,0%), sementes de uva (28,0%), óleo de coco (10,0%) e amendoim 

(72,0%) desses, apenas o óleo de amendoim apresentou teor superior de ácido oleico os 

demais óleos apresentaram teores de ácido oleico menor que no óleo do resíduo de mangaba 

(sementes). Esta informação é relevante para justificar o estudo deste novo óleo. 

 

 

2.4.2.2 Compostos Fenólicos Totais (CFT) 

 

O resultado obtido para o teor total de compostos fenólicos no óleo do resíduo de 

mangaba foi de 564,1 ± 0,047 mg de ácido gálico/g de óleo. Vale ressaltar que Soong e 

Brarlow (2004) encontraram um teor de 117 mg de ácido gálico/g no extrato de semente de 

manga. Segundo Perfeito (2015), a polpa de mangaba apresentou teor de compostos fenólicos 

de 115,84 ± 0,075 mg de ácido gálico/100 g de frutas frescas. Este mesmo autor relata que no 

processamento da polpa de mangaba, as cascas são incorporadas à polpa, trazendo 

características antioxidantes.  

Segundo Rodrigues et al. (2006) o extrato hidrofílico da casca de Hancornia speciosa 

constitui uma mistura extremamente complexa, sendo verificada a presença de polímeros 

isoprenóides (látex) e uma grande quantidade de taninos condensados. Conforme relatado por 

Rodrigues (2007), os taninos, o ácido clorogênico e as catequinas encontradas na casca 

ajudaram a formar o maior índice de compostos fenólicos na polpa.  

Como mostrado anteriormente, o resíduo de mangaba utilizado neste estudo é 

considerado constituído basicamente por sementes. E segundo a literatura os compostos 

fenólicos presentes na casca e na polpa dessa fruta apresentam valores inferiores podendo 

assim ser possível afirmar que há uma concentração de compostos fenólicos nas sementes de 

mangaba e mais especificamente no óleo extraído. 

 Por isso, o óleo do resíduo de mangaba pode ser uma interessante possibilidade de 

aplicação para fins alimentícios. Uma vez que a atividade funcional de compostos fenólicos é 

desejável em alimentos. 

 

 

2.4.2.3 Atividade antioxidante do óleo do resíduo de mangaba 
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Atualmente, não existe um método único para determinar a atividade antioxidante em 

alimentos de origem vegetal e seus subprodutos, considerando os vários mecanismos 

antioxidantes que podem ocorrer, bem como a diversidade de compostos bioativos. Dentre as 

metodologias utilizadas, as que utilizam radicais DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) são as 

mais destacadas. 

A capacidade de sequestrar a fração DPPH foi avaliada no óleo do resíduo de mangaba 

em concentrações que variaram de 1 a 10 mg/mL e foram calculados em porcentagens, 

conforme mostra a Figura 2.9.  

 

 

Figura 2.9 – Atividade Antioxidante do óleo de resíduo de mangaba nas diferentes 

concentrações. 

 

Os resultados indicam uma atividade antioxidante acima de 70% para todas as 

concentrações variando de 72-86%. Tendo em vista o teor de compostos fenólicos presentes 

no óleo do resíduo de mangaba, anteriormente apresentados no item 2.4.2.2 (564,1 mg/g óleo), 

é possível atribuir a esses compostos, o potencial antioxidante presente no óleo. 

A mudança de cor na solução é um indicador importante da presença de atividade 

antioxidante no meio reacional, como mostra a Figura 2.10. 
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Figura 2.10 - Atividade antioxidante do óleo do resíduo de mangaba, onde a) Presença de óleo 

do resíduo de mangaba, b) Solução de DPPH. 

 

 

De acordo com a Figura 2.10, a solução padrão tem coloração roxa intensa (Figura 

2.10b). Após a reação, a solução contendo óleo do resíduo de mangaba apresentou coloração 

alaranjada (Figura 2.10a), indicando a atividade antioxidante. Embora a atividade antioxidante 

dos óleos tenha sido observada visualmente, é importante quantificar efetivamente essa 

atividade antioxidante. Os resultados obtidos a partir da quantificação da atividade 

antioxidante do óleo mostraram que em todas as concentrações estudadas houve atividade 

antioxidante.  

 

 

2.4.3 Fermentação em estado sólido  

 

A biomassa lignocelulósica, como resíduos agrícolas e resíduos florestais, tem sido 

reconhecida como uma fonte potencial e sustentável de açúcares para biotransformação em 

produtos biológicos de valor agregado como enzimas (HIMMEL et al., 2007; LI et al., 2008). 

No resíduo de mangaba encontramos características relevantes como a presença de lipídeos, 

que possibilitaria seu uso como substrato para produção de lipase. Ainda, na literatura, 

Almeida et al.,1998; Moura et al., 2002 e Perfeito (2014) relatam a presença de pectina na 

polpa de mangaba, o que nos faz deduzir que existe a possibilidade da presença de pectina no 

resíduo e a sua ação como substrato para produção de pectinase. Portanto, no presente estudo 

buscou-se a reutilização do resíduo de mangaba como substrato para a produção de lipase e 

pectinase por FES utilizando Aspergillus niger. O extrato obtido foi analisado quanto à 

atividade de cada enzima, bem como proteínas totais, conforme exposto na Tabela 2.5. 

 



Capítulo 2   47 

Millena Cristiane de Medeiros Bezerra Jácome  Tese de doutorado 

Tabela 2.5 - Produção de enzimas e quantificação de proteínas 

Enzima A.E (U/g) Proteína (mg/mL) 

Lipase 50,01 ± 0,02 0,548 ± 0,01 

Pectinase 0,45 ± 0,01 0,255 ± 0,15 

 

 

No presente estudo atividades de 0,45 ± 0,01 U/g e 50,01 ± 0,02 U/g foram obtidos 

para pectinase e lipase, respectivamente. A concentração de proteínas totais nos extratos 

enzimáticos foi de 0,255 ± 0,15 mg/mL no extrato pectinolítico e 0,548 ± 0,01 mg/mL no 

extrato lipolítico em 120 horas de fermentação. Reinehr et al. (2014) produziram lipase por 

FES utilizando 85% de farelo de soja e 15% de casca de soja como substrato e fungo 

Aspergillus niger e obtiveram atividade lipolítica máxima de 45,49 U/g, semelhante ao 

encontrado no presente estudo. Um trabalho semelhante realizado por Damaso et al. (2008) 

usando o bagaço de milho como substrato indutor através de FSS por 48 h produziu uma 

atividade de lipase de 62,7 U/g. Ainda encontramos na literatura outros trabalhos utilizando 

resíduos para produção de pectinases, como por Vivek et al. (2010) que produziram pectinase 

por FES em casca de laranja obtendo uma atividade de cerca de 6,8 U/g. Esses resultados 

diversos mostram a importância do estudo sobre o reaproveitamento dos resíduos 

agroindustriais para produção de biomoléculas de interesse tecnológico.  

 

2.5 - Conclusão 

 

O resíduo lignocelulósico de mangaba após extração e caracterização apresentou 

diversas possibilidades de uso devido a sua composição físico-química rica em lipídeos 

(22,3%), fibras (47,02%), proteínas (10,54%) e em sua constituição a presença de 44,31% de 

celulose, 17,57% de hemicelulose e 21,82% de lignina. Todas essas características presentes 

no resíduo de mangaba, confere uma gama de possibilidades de utilização dessa biomassa de 

baixo custo. Outros aspectos interessantes foram explorados nesse estudo como a extração do 

óleo e sua caracterização físico-química e de perfil dos ácidos graxos presentes. Sendo 

expostos resultados relevantes como índice de peróxido (10,6 meq / 1000g), saponificação 

(498,7 mg KOH / g) e refração (1,465) sendo esses valores próximos aos encontrados para 

óleos comestíveis. A alta concentração de compostos fenólicos totais e a importante atividade 

antioxidante presentes no óleo do resíduo de mangaba indicam o grande potencial e a possível 
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aplicação dos alimentos de maneira funcional. Além disso, o resíduo apresenta potencial para 

ser utilizado como substrato para a produção de enzimas como pectinase e lipase por 

Aspergillus niger IOC 4003 em FES. 
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filmes de quitosana. 
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3 - Uso do resíduo de mangaba (Hancornia speciosa gomes) 

para produção de poligalacturonase visando clarificação 

de suco e explorando conteúdo de lignina para modificar 

filmes de quitosana. 

 

No capítulo anterior foram abordadas a caracterização do resíduo de mangaba, bem 

como a produção e extração de enzimas e compostos antioxidantes. Neste capítulo são 

apresentados os resultados da produção e aplicação de poligalacturonase (PG) na clarificação 

de suco de mangaba assim como, a extração de lignina e aplicação em biofilmes de quitosana. 

Esses resultados foram organizados na forma de artigo o qual se encontra em processo de 

submissão. 

 

 

3.1. Revisão bibliográfica 

 

3.1.1. Valorização de resíduos agroindustriais 

 

Os resíduos agroindustriais, por sua própria constituição como material 

lignocelulósico, rico em celulose, hemicelulose e lignina, podem ter seu espectro de aplicação 

estendido, aumentando o valor agregado desses resíduos em um contexto de biorrefinaria 

(HASSAN et al. 2019; NOGUEIRA et al., 2019). A lignina possui uma estrutura complexa 

sendo encontrada amplamente na parede celular das plantas em associação com celulose e 

hemicelulose (TUOMELA et al., 2000). A gama de uso desse biopolímero desperta interesse 

da área da biotecnologia. Por exemplo, há evidencias da possibilidade de aplicação da lignina 

na formação de filmes (SPIRIDON et al., 2011; NÚNEZ-FLORES et al., 2013), mas ainda 

não é tão explorado como o uso de nanocristais de celulose (REDDY; RHIM 2014; LIU et al., 

2010).  

Também é importante destacar que o aproveitamento desses resíduos como substratos 

de baixo custo para a produção de enzimas por FES, requer pouca quantidade de água, além 
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de ter a vantagem de produzir um meio mais concentrado com a biomolécula de interesse, 

aumentando a produtividade da enzima por massa de resíduo (CASTILHO et al., 2000; 

POLETTO et al., 2015; SANDRI et al., 2015).  

 

 

3.1.2 – Resíduo despolpado de Mangaba 

 

 Nativa das regiões de cerrado do Brasil, a mangaba (Hancornia speciosa Gomes), da 

família Aponynaceae, cujo fruto é mais abundantemente produzido, de outubro a dezembro, 

é encontrada em diversas regiões do país, oriundas de tabuleiros litorâneos e encostas costeiras 

do Nordeste, onde mais presente, para as áreas de cerrado das regiões Norte e Sudeste 

(VIEIRA NETO, 2002). Esta fruta é geralmente arredondada e tem vários tamanhos, tem uma 

cor amarelada ou esverdeada e uma polpa com um sabor doce. As mangabas são ricas em 

compostos fenólicos (RUFINO et al., 2010), ácido ascórbico (ALMEIDA et al., 2011) além 

de ácido clorogênico e rutina (LIMA et al., 2015(a)). Os resíduos derivados do processamento 

da mangaba são ricos em nutrientes como: proteínas, fibras, minerais e ácidos graxos. Após 

os processos de lavagem e secagem admite-se que o resíduo de mangaba seja constituição por 

sementes (BEZERRA JÁCOME, 2014). Tendo em vista a presença de diferentes nutrientes 

nesse resíduo destaca-se a possibilidade de ser utilizado como fonte de carbono em 

bioprocessos para obtenção de produtos de maior valor agregado, como enzimas (SANTOS, 

2017). É possível observar o aspecto físico do resíduo despolpado de mangaba por meio da 

Figura 3.1. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.1 – Resíduo despolpado de mangaba previamente lavado e seco Inteiro (A) e Moído 

(B). Fonte: Própria autora. 

 

 

 

(A) (B) 
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3.1.2 – Aplicação de poligalacturonase para clarificação de suco de frutas 

 

O emprego de fermentação em estado sólido (FES) para a produção de 

poligalacturonase (PG) utilizando resíduos industriais foi relatado por Barman et al. (2015) que 

utilizaram casca de banana para cultivar o fungo Aspergillus niger, visando induzir PG para 

clarificação de suco de banana. A literatura relata também a produção de PG por A. niger 

utilizando outros substratos como o resíduo de tomate (AJAYI et al., 2015), resíduo de maracujá 

(MACIEL et al., 2014), casca de limão (RUIZ et al., 2012) e casca de laranja (MRUDULA; 

ANITHARAJ, 2011). A principal utilização das poligalacturonases na indústria é na produção 

de sucos, vinhos e alimentos processados. Para o processo de extração de sucos o início da 

produção ocorre com a prensagem das frutas, o que acarreta em aumento da viscosidade e de 

partículas em suspensão, dificultando a extração e a filtração, principalmente em frutos ricos 

em pectina. Nesse caso, as pectinases são adicionadas para diminuir a viscosidade e turbidez, 

aumentando a extração, a pigmentação e a clarificação do suco, podendo reduzir em até 50% o 

tempo de filtração do produto final (KASHYAP et al., 2001; SOUZA et al., 2003; SAXENA et 

al., 2008; KHAN et al., 2013). 

 

3.1.3 – Biofilmes de quitosana e lignina 

 

 Nos últimos anos, o uso de embalagens derivadas de recursos renováveis (bioplástico 

extraídos ou produzidos principalmente a partir de recursos naturais) está se tornando uma 

necessidade de mercado em termos de inovação. Os valores desse mercado vem crescendo ao 

longo dos anos, em 2011 cerca de 932 milhões de libras, em 2016 cerca de 2,5 bilhões e o 

crescimento estimado até 2021 é de 22% chegando até cerca de 12 bilhões de libras. (MOHAN, 

2011). A produção de bioplástico provém principalmente de resíduos industriais ou coprodutos 

como resíduos de polpa de frutas e legumes, algas e marisco em pó (CROUVISIER-URION et 

al., 2017). Os polímeros extraídos desses materiais começam a ser utilizados na forma de filmes, 

placas ou bandejas para aplicações em embalagens (ADEODATO VIEIRA et al., 2011; 

JOHANSSON et al., 2012). Entre os vários biopolímeros que podem ser utilizados para esse 

fim destaca-se a quitosana, um heteropolissacarídeo derivado da desacetilação parcial da 

quitina, que vem sendo usada para o desenvolvimento de filmes e embalagens ativas para 

alimentos ou produtos farmacêuticos (AIDER, 2010; MADELEINE-PERDRILLAT et al., 

2015; TASTAN et al., 2016).  
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 Trabalhos anteriores mostraram a adequação de outro biopolímeros, a lignina, para ser 

utilizado como agregado aplicado em embalagens e filmes ou materiais termoplásticos, devido 

à sua atividade antioxidante trazida pelos grupos livres de hidroxilas fenólicas (DALLMEYER 

et al., 2013; HAMBARDZUMYAN et al., 2012). Como a lignina não pode formar filmes por 

si só, uma estratégia para o uso deste polímero baseia-se em criar um composto com outros 

biopolímeros, como a quitosana. Essa é uma boa maneira de valorizar esses subprodutos da 

indústria, e na literatura encontramos estudos visando a otimização de metodologias para a 

homogeneidade de soluções filmogênicas constituídas por esses biopolímeros. É sabido que os 

filmes compostos por quitosana e lignina formam um sistema bifásico com uma distribuição de 

agregados de lignina (BAUMBERGER et al., 1998; NÚÑEZ-FLORES et al., 2013). Tais 

agregados podem fornecer atividade de remoção de radicais, principalmente impulsionada pela 

superfície do filme, o que é desejado para a constituição de embalagens ativas (CROUVISIER-

URION et al., 2016).  

 

 

3.2 – Objetivos 

 

3.2.1 - Objetivo geral 

 

Avaliar o uso do resíduo de mangaba para obtenção de produtos biotecnológicos de 

alto valor agregado. 

 

3.2.2 – Objetivos específicos 

 

 Avaliar a produção de poligalacturonases por FES em resíduo despolpado de Mangaba 

usando o fungo Aspergillus niger IOC 4003. 

 Avaliar a estabilidade enzimática em diferentes pHs e temperaturas.  

 Aplicar a poligalacturonase no processo de clarificação de suco de Mangaba.  

 Utilizar o resíduo pós fermentação para extração de lignina e avaliar sua aplicação na 

obtenção de biofilme de quitosana. 
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3.3 - Material e métodos  

 

As possibilidades de processos e aplicações de produtos obtidos são apresentadas na 

Figura 3.2 que fornece uma visão geral do uso total do resíduo de mangaba (Hancornia speciosa 

Gomes). 

 

 

 

Figura 3.2 – Fluxograma das etapas avaliadas para a valorização e uso integral do resíduo de 

mangaba. 

 

3.3.1 - Reagentes  

  

Ácido clorídrico, ácido sulfúrico, ácido acético, etanol, sulfato de amônio, fosfato de 

sódio monobásico, fosfato de sódio dibásico foram adquiridos da Synth (Diadema, São Paulo, 

Brasil). Vale ressaltar que esses reagentes foram utilizados nos experimentos de quantificação 

de pectina, fenólicos totais, extração enzimática, elaboração de biofilme e extração de lignina. 

Ácido gálico, hidróxido de sódio, cloreto de cálcio, nitrato de prata, acetato de sódio, ácido 

poligalacturônico, azul de coomassie G250, albumina sérica bovina (BSA), ácido 3,5-

dinitrosalicílico (DNS), 2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH), ácido 2-carboxílico-6-hidroxi-

2,5,7,8-tetrametilcromano (Trolox) e quitosana foram adquiridos Sigma-Aldrich (EUA). O 

padrão de proteínas utilizado para eletroforese foi adquirido da GE Healthcare (Suécia). Todos 

os reagentes eram de grau analítico e não requereram purificação prévia. A água deionizada 

foi obtida de um sistema de ultrapurificação modelo EASYpure da Barnstead (EUA) e 

prontamente utilizada nos experimentos e para a elaboração das soluções utilizadas.  
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3.3.2 - Resíduo de Mangaba (Hancornia speciosa Gomes)  

 

O resíduo despolpado de mangaba (Hancornia speciosa) foi gentilmente doado pela 

empresa de processamento de frutas Sterbom (Parnamirim/RN, Brasil). A biomassa foi 

cuidadosamente lavada com água da torneira, seca a 60 °C em estufa com circulação de ar 

(TECNAL - modelo TE 394/1) e moída num moinho de faca (TECNAL - modelo TE 631/2). 

 

 

3.3.3 – Pectina  

 

O teor de pectina foi determinado pela quantificação do pectato de cálcio, calculada 

pela diferença de massa utilizando a Equação (3.1), segundo Rangana (1977).  

𝑃𝑒𝑐𝑡𝑎𝑡𝑜 𝑑𝑒 𝐶á𝑙𝑐𝑖𝑜 (%) = (
(𝑀final, seco(g)𝑥 𝑉𝑚𝑒𝑑𝑖𝑑𝑜(𝑚𝐿))

𝑉𝑓𝑖𝑙𝑡𝑟𝑎𝑑𝑜 (𝑚𝐿)𝑥 𝑀𝑎 (𝑔)
) 𝑥 100                    (3.1) 

  

Sendo Mfinal, seco a massa do resíduo seco filtrado, Vmedido o volume medido do tubo de 

ensaio,Vfiltrado o volume do extrato filtrado e Ma a massa do resíduo inicial. 

 

 

3.3.4 – Extrato etanólico   

 

Uma amostra do resíduo foi submetida a extração etanólica conforme Padilha (2018). 

Nesse caso 50,0 g do resíduo de mangaba foram adicionadas a um béquer e imersos em 500 

mL de etanol e água (1:1 v/v) por 60 minutos a 60 °C em banho termostático, agitando-se a 

cada 15 minutos. Após esse tempo, o extrato foi filtrado e armazenado a -10 ° C. 
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3.4 – Avaliação das propriedades antioxidantes no extrato   

 

3.4.1 - Ensaio da capacidade antioxidante total 

 

A atividade antioxidante total foi determinada seguindo a metodologia descrita por 

Kumaran e Karunakaran (2007) com modificações. As amostras foram incubadas a 100 °C 

durante 90 minutos e depois lidas em espectrofotômetro (Thermo Spectronic, Genesys 10 UV, 

EUA) a 695 nm. Para expressar o resultado em mg de equivalente de ácido ascórbico por grama 

de amostra (mg AA / g), foi traçada uma curva padrão com concentrações de ácido ascórbico 

variando de 25-250 mg/mL. 

 

 

3.4.2 – Sequestro do radical DPPH. 

 

A capacidade de sequestro do radical DPPH foi avaliada segundo Nóbrega et al. (2015). 

Resumidamente, 200,0 μL de uma solução de DPPH (0,1 mM) em etanol foram adicionados a 

40 μL de cada amostra. A mistura foi colocada em câmara escura por 25 minutos e a leitura 

realizada a 517 nm no leitor de microplacas Epoch-Biotek (Winooski, VT, EUA). A curva 

padrão foi construída com concentrações de Trolox variando de 10 a 200 μM e os resultados 

expressos em μmol de equivalente Trolox por grama de amostra (μmol TE/g). 

 

 

3.5 – Fermentação em Estado Sólido (FES) 

 

3.5.1 – Microorganismo e produção de inóculo 

 

A linhagem de Aspergillus niger IOC 4003 utilizada na FES foi concedida pelo Instituto 

Osvaldo Cruz, (Rio de Janeiro / Brasil) sendo descrito como um bom produtor de pectinases. O 

fungo foi mantido em frascos com tampa rosqueada contendo solo estéril e armazenado a -18 

°C. Após a ativação do microrganismo em placas de Petri contendo meio PDA (batata dextrose-

ágar). Aproximadamente 10,0 mL de solução de Tween 80 (0,1%) foi utilizada para liberação 

de esporos. Subsequentemente, transferiu-se 1,0 mL da suspensão para Erlenmeyers de 250 mL 
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contendo meio de espiga de milho, que tem uma maior área superficial, para proliferação dos 

esporos, que foram incubados durante 5 dias a 30 °C. O inóculo foi padronizado pela contagem 

dos esporos na Câmara de Neubauer. O volume de suspensão de esporos adicionado ao meio 

de fermentação foi ajustado para obter uma concentração de 1,0 x 107 esporos/g de substrato 

sólido. 

 

 

3.5.2 – Produção de Poligalacturonase. 

 

A FES foi realizada utilizando o resíduo de mangaba que sofreu extração etanólica e o 

in-natura, em uma incubadora (BOD) a 30 °C por 168 h. O processo de fermentação foi 

realizado utilizando um teor de umidade de 60% e com adição da solução salina nutriente 

conforme Urbánszki et al. (2000): KH2PO4 (5,0 g/L); (NH4)2SO4 (5,0 g/L); MgSO4.7H2O 

(1,0 g/L); NaCl (1,0 g/L); FeSO4.7H2O (5,0 mg/L); MnSO4 (1,6 mg/L); ZnSO4.7H2O (3,45 

mg/L) e CoCl2.6H2O (2,0 mg/L). Os ensaios foram realizados em triplicata. Em seguida, o 

extrato enzimático foi extraído dos frascos com adição de 25 mL de tampão acetato (200 mM, 

pH 5,0) ao substrato sólido fermentado e misturado com uma haste de vidro. A mistura foi então 

submetida à agitação em 160 rpm, durante 30 minutos e temperatura ambiente. Posteriormente, 

o extrato foi clarificado por filtração e centrifugação a 2500 rpm por 10 min (4 °C). O 

sobrenadante contendo o extrato enzimático foi utilizado para a determinação da atividade 

enzimática e a concentração de proteínas totais.  

 

 

3.5.3 – Atividade da Poligalacturonase e teor de proteínas totais 

 

A atividade da poligalacturonase foi estimada como relatado por Couri (1993), de 

acordo com a Equação (3.2) com as algumas modificações. Em tubos de ensaio, foi preparado 

o meio reacional contendo 2mL de solução de ácido poligalacturônico 0,25% (m/v) preparada 

em tampão acetato 0,5M pH 4,3 a 35 ºC, adicionou-se 0,250mL de extrato enzimático 

devidamente diluído, prosseguindo a reação enzimática por 30 minutos a 35 °C. O mesmo meio 

reacional foi preparado e utilizado no tempo zero. Terminada a reação, transferiu-se 0,25mL da 

mistura reacional (t=0 e t=30min) para tubos de ensaio contendo 0,25mL do reagente de DNS, 

após homogeneização os tubos foram colocados em banho a 100 °C por 10 minutos, e logo 
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após em banho com gelo. Só então são adicionados 2 mL de água com posterior leitura em 

espectro à 540nm.  

 

 

[𝑃𝐺] (
𝑈

𝑔
) = (

diluição x Abs x F (μmol mL⁄ )x𝑉𝑀𝑅(mL)x 𝑉𝐸(mL)

𝑡𝑅(min)x 𝑉𝐸𝐸(mL)x M(g)
) × 100                   (3.2) 

  

 Sendo Abs a absorbância real da amostra, F o fator de conversão da curva de calibração, 

VMR o volume total da mistura reacional, VE o volume utilizado do solvente de extração, tR o 

tempo de incubação da reação enzimática, VEE o volume utilizado de extrato enzimático e M a 

massa do resíduo. 

Uma curva padrão foi preparada a partir de diferentes concentrações de ácido D-

galacturônico (0,2-2,00 mg/mL) as leituras de absorbância foram realizadas em um 

espectrofotômetro (Thermo Spectronic, Genesys 10 UV, EUA) no comprimento de onda de 

540 nm. Uma unidade (U) de atividade da poligalacturonase foi definida como a quantidade de 

enzima necessária para liberar 1,0 μmol de ácido galacturônico por minuto sob condição de 

ensaio e foi expressa em U/g de substrato seco.  

As proteínas totais foram medidas de acordo com o método de Bradford (Bradford, 

1976). Neste caso, preparou-se uma curva padrão a partir de diferentes concentrações de 

albumina de soro bovino (BSA), na faixa de 0,05 a 0,40 mg/mL. Finalmente após 5 minutos de 

reação, as leituras de absorbância foram realizadas em um espectrofotômetro (Thermo 

Spectronic, Genesys 10 UV, USA) no comprimento de onda de 595 nm.  

 

 

3.5.4 – Efeito da temperatura e pH na estabilidade da enzima 

 

Para avaliação do efeito da temperatura na estabilidade da PG, o extrato enzimático 

bruto produzido na melhor condição determinada, foi incubado na faixa de temperatura de 20 

a 70 ºC conforme Ahmed et al. (2016) com as seguintes modificações. O extrato enzimático foi 

submetido a cada temperatura por uma hora, após a qual foi realizada a análise da atividade 

enzimática conforme a Seção 3.5.3 anteriormente descrita. A atividade inicial foi assumida 

como sendo 100%, e foi usada como referência para o cálculo da atividade percentual residual. 

Para a estabilidade enzimática em diferentes pHs foi realizada conforme Oliveira Júnior, 

(2018). Foram utilizados tampões variando de 2,0 a 9,0 (0,2 M), sendo eles: glicina-HCl (pH 
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2,0-3,0); acetato de sódio (pH 4,0-5,0); fosfato de sódio (pH 6,0-7,0) e glicina-NaOH (pH 8,0-

9,0). Um volume de 0,5 mL da solução enzimática foi misturada com 0,5 mL de cada tampão e o 

volume reacional foi mantido por 1 h a 25 °C. E em seguida determinou-se a atividade enzimática. 

O melhor resultado de atividade apresentado no determinado pH, foi utilizado como referência 

para o cálculo da atividade enzimática remanescente em relação aos demais pHs. 

 

 

3.5.5 – Eletroforese em gel de dodecil sulfato de sódio-poliacrilamida (SDS-PAGE) 

 

O perfil protéico obtido por FES foi analisado utilizando eletroforese em condições 

desnaturantes em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) de acordo com Laemmli (1970) usando 

poliacrilamida a 12%. Os extratos enzimáticos brutos foram aquecidas a 100 ° C durante 5 min. 

Vinte microlitros de cada amostra e do padrão de proteínas (Bio-Rad Co., Richmond, EUA) 

foram aplicados ao gel que foi corado com nitrato de prata. Um marcador comercial (GE 

Healthcare, Suécia) foi utilizado para estimar a massa molecular das proteínas. 

 

 

3.5.6 - Extração de lignina da biomassa fermentada 

 

Para a extração da lignina foi utilizada a seguinte metodologia conforme Gonçalves et 

al. (2016). Foi realizado um pré-tratamento básico no resíduo de mangaba reaproveitado após 

FES com uma solução de hidróxido de sódio a 4% (m/v) na proporção de 1:10 (m/v) e 121 °C 

(autoclave). Após 30 min de incubação, o licor negro foi recuperado por centrifugação a 3000 

rpm (Centrífuga Refrigerada SL – 706 SOLAB) e seu pH foi ajustado para 2,0 usando ácido 

sulfúrico concentrado. A suspenção foi aquecida em banho termostático a 40 °C por 10 min 

para auxiliar a precipitação e outra etapa de centrifugação foi realizada a 3000 rpm. O 

hidrolisado foi separado para a realização das análises por CLAE para determinação da 

presença de polissacarídeos. Em seguida o precipitado foi coletado, lavado por três vezes com 

água acidificada (pH 2,0) e seco em estufa (TE-394/l – TECNAL) a 60 °C. A fração sólida 

contida no papel de filtro foi utilizada na determinação de lignina insolúvel presente no resíduo 

de mangaba, conforme a Equação 3.3. Assim como na Seção 2.3.1, o teor de lignina Klason foi 

determinado de acordo com as metodologias descritas em Sluiter et al. (2008, 2012).  

A lignina obtida nessa etapa de extração será utilizada na composição de filmes a base 

de quitosana. 
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𝐿𝑖𝑔𝑛𝑖𝑛 (%) = ( 
(M (m + pf)sc, ah − M pfsc) − (M(c + cz)am − M c )(g)

 Ma, h (g)
) 𝑥 100               (3.3) 

 

 Sendo M (m + pf) sc, ah a massa do filtrado com papel de filtro seco após hidrólise, Mpfsc a 

massa do papel de filtro seco, M (c + cz) am a massa do cadinho mais cinza depois da mufla, Mc 

a massa do cadinho seco e Ma, h a massa da amostra utilizada na hidrólise. 

 

3.6 - Aplicações dos produtos obtidos a partir do resíduo de mangaba  

 

3.6.1 Uso do extrato enzimático de A. niger IOC 4003 (PGase) no processo de 

clarificação do suco de mangaba 

 

Na avaliação do potencial do extrato enzimático de A. niger IOC 4003 para clarificação 

do suco de mangaba (Hancornia speciosa Gomes) foi avaliado conforme Rocha, (2018), sendo 

a polpa comercial de mangaba utilizada como matéria-prima no preparo do suco. Neste caso, 

foram utilizados 30,0 g de polpa em 60,0 g de água (experimento controle). Em experimentos 

com PG, o extrato enzimático substituiu a quantidade recomendada de água equivalente a 1,0 

e 2,0 U/g.  

O experimento foi conduzido em incubadora rotativa nas condições a seguir: tempo de 

1 hora, agitação de 150 rpm e temperatura de 30 °C. A estabilidade da PG pela temperatura, 

definida na seção 3.5.4 foi o fator principal na escolha da temperatura no processo de 

clarificação. Em seguida, os frascos foram levados a banho maria à temperatura de 90 °C 

durante 5 minutos para desnaturação da enzima poligalacturonase e, em seguida, para a etapa 

de filtração onde os volumes da polpa filtrada foram medidos em proveta. O resíduo sólido 

retido na filtração foi descartado.  

O suco clarificado tratado com PGase foi centrifugado a 3500 rpm por 10 min e, em 

seguida, foram realizadas análises físico-químicas de turbidez em um turbidímetro portátil (HI 

98703, RI, EUA); a densidade foi estimada utilizando-se um densímetro portátil (DMA 35 

Medidor Portátil de Densidade, Anton Paar). O teor de sólidos solúveis (°Brix) nas amostras 

após a clarificação foi medido em um refratômetro digital (Smart-1/Atago/n° 3150). Para a 

determinação dos fenólicos totais foi realizada pelo método de Folin-Ciocalteu conforme 

Hatami et al. (2014).  
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A viscosidade foi medida de acordo com ASTM INTERNATIONAL (1990) a partir de 

um viscosímetro Oswald num banho termostático. A razão entre os coeficientes de viscosidade 

do líquido e da água foi expressa pela Equação (3.4). 

 

 

[𝜃𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎](𝑚𝑃𝑎. 𝑠) = 𝜃á𝑔𝑢𝑎 ×
𝑡𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎

𝑡á𝑔𝑢𝑎
                                           3.4 

 

 Sendo θamostra a viscosidade da amostra líquida, θágua a viscosidade da água, tágua o tempo 

do escoamento da água e tamostra o tempo de fluxo da amostra líquida. 

 

Na produção do suco clarificado de mangaba o rendimento do suco após aplicação das 

cargas enzimáticas foi calculado conforme Rocha, (2018), através da equação (3.5):  

 

[𝑅𝑒𝑛𝑑𝑖𝑚𝑒𝑛𝑡𝑜](%) =
[𝑉𝑝 − 𝑉𝑓]

𝑀𝑝
× 100                                         3.5 

 

Sendo: Vp = volume permeado obtido na etapa de filtração (mL); Vf = volume final 

adicionado(mL); Mp = massa da polpa adicionada. 

 

Os ensaios de rendimento foram organizados mantendo a massa de polpa de mangaba 

fixa em 30 g e a quantidade de água para o ensaio controle foi de 60 g. Para os ensaios com a 

adição dos extratos enzimáticos foram feitas proporções onde a quantidade de solvente (água + 

extrato) permanecesse em 60 g. Para a carga enzimática de 1 e 2 U/g de PG foi calculado o 

equivale a 1,875 e 3,750 g de extrato respectivamente. Os ensaios foram conduzidos por 5, 10, 

15 e 30 minutos de incubação. 

 

 

3.6.2 – Formulação dos filmes de quitosana para aplicação de lignina e extrato 

etanólico.  

 

Foram desenvolvidas formulações para filmes à base de quitosana contendo lignina e 

extrato etanólico, usando o método de fundição por solvente de acordo com Crouvisier-Urion 

et al. (2017). Uma solução filmogênica principal constituída por 2 % de quitosana em solução 
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aquosa de ácido acético (pH 6,0) foi preparada agitando-se em (Agitador Mecânico TE-139 da 

TECNAL) até a completa homogeneização (Figura 3.2). A partir da solução principal outras 

formulações foram elaboradas agregando conteúdo obtido nas Seções 3.3.4 e 3.5.6 

anteriormente descritas. Suspensões contendo 0,1 e 0,05% (m / m) de lignina em etanol 99%, 

foram obtidas agitando-se vigorosamente a solução em agitador magnético durante 2 horas a 

20 ° C. As suspensões de lignina foram então centrifugadas e o sobrenadante foi recuperado 

para posterior aplicação no filme.  

As formulações dos filmes respeitaram as seguintes proporções: 25g de solução 

filmogênca de quitosana + 5 mL de etanol 99% (Q); 25g de Sol. film. quit. + 5 mL extrato 

etanólico (QE); 25 g de Sol. film. quit. + 5 mL sol. Lignina 0,05% (QL0,05); 25g de Sol. film. 

quit. + 5 mL sol. Lignina 0,1% (QL0,1).   

Cada mistura foi homogeneizada por 10 min e sonicada para eliminação das bolhas e 

depois vertida em placa de Petri de poliestireno (9 cm de diâmetro) e seca a 40 °C durante 24 

horas em estufa com circulação de ar. Assim, 4 formulações de biofilmes foram produzidas 

para serem analisadas; (Q), (QE), (QL0,05) e (QL0,1).  

 

 

3.6.3 - Análise dos biofilmes produzidos 

 

3.6.3.1 – Recobrimento em mamão papaia e análise da vida de prateleira por perda 

de massa.  

 

As soluções filmogênicas foram avaliadas também como recobrimento em mamão 

papaia visando a análise de vida útil das frutas por perda de massa e preservação aparente por 

meio de imagens conforme Escamila-Garcia et al. (2018) com as algumas modificações. Os 

mamões foram adquiridos no mercado local e do mesmo lote da maturação. Foram lavados com 

água corrente e secos à temperatura ambiente. O revestimento foi aplicado generosamente 

(aproximadamente 2g de solução filmogênica) sob a casca dos mamões utilizando um pincel 

previamente esterilizado (lavado, seco e aplicado álcool 70%).  As massas das papaias 

revestidas foram avaliadas a cada 24 horas durante por 7 dias de armazenamento à temperatura 

ambiente. Mamões não-revestidos foram utilizados como controle e foram analisados nos 

mesmos tempos de armazenamento. A perda de massa foi determinada pela diferença das 

massas final e inicial multiplicada por 100, os experimentos tiveram 5 repetições. Na Figura 

3.3 é possível observar a aplicação das soluções filmogênicas nas papaias. 
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Figura 3.3 – A figura é composta por: (A) - Solução filmogênica principal (Q); (B) – Aplicação 

da solução filmogênica no mamão com auxílio de pincel; (C) – Finalização da aplicação. 

 

 

3.6.3.2 – análise de propriedades antioxidantes utilizando o método do sequestro 

do radical DPPH.  

 

Uma vez obtidos os filmes nas formulações estudadas foram realizadas analises visando 

a caracterização e a possível aplicação para o reaproveitamento do extrato etanólico e a lignina 

obtidos a partir do resíduo industrial de mangaba. 

Os filmes desenvolvidos neste estudo foram submetidos à análise de propriedades 

antioxidantes utilizando o método do sequestro do radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil). 

As análises foram feitas durante o tempo de incubação de até 72 horas a 515 nm. Neste caso, 

100,0 mg de película foram colocados em 10 mL de solução de etanol-DPPH (50 mg/L) 

conforme Crouvisier-Urion et al. (2017), Blois (1958). A redução na atividade de eliminação 

de radicais em % foi expresso da seguinte forma pela Equação 3.5. 

 

𝑅𝑒𝑑𝑢çã𝑜 % (𝑡) = 100 − 
𝐴𝑏𝑠𝑏𝑟𝑎𝑛𝑐𝑜(𝑡)− 𝐴𝑏𝑠𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎 (𝑡)

𝐴𝑏𝑠𝑏𝑟𝑎𝑛𝑐𝑜(𝑡)
 × 100                    3.5 

 

Sendo Absamostra (t) a absorbância medida para a solução de etanol/DPPH contendo a 

amostra de filme no tempo t e Absbranco (t) é a absorbância da solução de etanol DPPH sem 

amostra na mesmo tempo. Portanto, a cinética leva em conta a auto degradação dos radicais 

DPPH. 
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3.6.3.3 – Hidrofobicidade da superfície da superfície dos biofimes a base de 

quitosana.  

 

 

A hidrofobicidade da superfície foi medida através do ângulo de contato da água com a 

superfície das películas sendo medida a 25 °C e ~ 50% HR por goniometria pelo método de 

gota séssil (Krüss GmbH, Alemanha) usando o software ADVANCE.  

 

 

3.6.3.4 – A estrutura dos biofilmes por espectroscopia no infravermelho por 

transformada de Fourier (FTIR) e estabilidade térmica por análise 

termogravimétrica (TGA).  

 

Os ensaios de FTIR foram realizados usando o FT-IR Spectrum ™ 65 (Perking Elmer, 

EUA) com espectros coletados ao longo da faixa espectral de 400 - 4000 cm-1 (OLIVEIRA et 

al., 2018). A morfologia dos filmes foi verificada utilizando um microscópio eletrônico de 

varredura (MEV - Phillips XL-30ESEM, EUA) (OLIVEIRA et al., 2018). As micrografias 

foram obtidas com ampliação de 20×, 300×, 1500× e 5000×. A estabilidade térmica dos filmes 

foi medida por análise termogravimétrica (TGA) usando um analisador TGA (Hi-Res 

TGA2950, Instrumento TA, New Castle, DE, EUA). Cerca de 5,0 mg de uma amostra foram 

adicionados a uma solução padrão de alumínio e aquecidos de 30 a 600 °C a uma taxa de 

aquecimento de 10 °C/min sob um fluxo de nitrogênio de 50 cm3/min.  

 

3.6.3.5 – A taxa de transmissão (TVw) e a permeabilidade aos vapores de água 

(PVw) dos biofilmes a base de quitosana.  

 

 

Na literatura encontramos relatos de importantes propriedades de barreira em biofilmes que 

conforme Fama et al., 2012 dizem respeito a sua capacidade de efetuar ou inibir trocas entre o 

produto embalado ou encapsulado e o ambiente externo. Uma importante propriedade de barreira é 

a permeabilidade aos vapores de água, que pode ser definida como a quantidade de água que passa 

através de uma determinada área do material por unidade de tempo quando esse material está sujeito 

a uma diferença de pressão de vapor entre as duas faces expostas conforme o sistema ilustrado na 

Figura 3.4 
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Os biofilmes de quitosana foram submetidos a 10 horas de experimento sendo a cada 

hora verificado a massa do sistema. A espessura dos biofilmes foi verificada através de um 

Micrômetro externo (Mitutoyo IP 65 – Coolant Proof) com precisão de 0,001 mm e aferido a 

300gf. Foram realizadas 6 medições e obtida a média para a medida da espessura de cada filme 

estudado. 

 

 

 

Figura 3.4 – Aparato experimental para a realização do ensaio de barreia nos filmes de quitosana 

com adição de extrato etanólico e soluções de lignina formulados na seção 3.6.3.  

 

 

A taxa de transmissão (TVw) e a permeabilidade aos vapores de água (PVw) dos biofilmes 

estudados foram determinadas gravimetricamente à temperatura ambiente, conforme Angellier-

Coussy et. al (2011), com algumas modificações. Os biofilmes, com áreas conhecidas e previamente 

secos, foram colocados em células de permeação (Tubos plástico com diâmetro de 2,5 cm) 

adaptados contendo em seu interior sílica também previamente seca (umidade relativa próxima de 

0%). Esta célula foi fechada e vedada para garantir que a passagem de vapores de água ocorresse 

somente através do biofilme. A taxa de transmissão de vapores de água (TVw) foi calculada de 

acordo com a Equação 3.6. 

 

𝑇𝑉𝑤 =  ∆𝑚
∆𝑡𝐴⁄                                                                3.6 

 

Sendo (A) a área de permeação (área do biofilme em metros quadrados), Δm é o ganho 

de massa de água absorvida pela sílica (em gramas) e t é o tempo total (em segundos). O termo 

Δm/Δt pode ser determinado segundo o coeficiente angular da equação da reta do gráfico entre 

os pontos de ganho de massa (Δm) e tempo (Δt).  
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Para a obtenção da permeabilidade aos vapores de água (PVw) foi utilizada a Equação 

3.7. 

𝑃𝑉𝑤 = 𝑇𝑉𝑤 × 𝑙∆𝑃                                                               3.7 

 

Onde l é a espessura do filme (em metros) e ΔP é a diferença de pressão de vapor (em 

Pascal) do ambiente contendo sílica e contendo água destilada. 

 

 

3.7 Análise estatística 

 

 

A análise estatística foi realizada pelo software Statistica 7.0 (Statsoft, USA), 

utilizando o teste de Tukey para três amostras independentes, com nível de significância de 

5% (p <0,05). 

 

 

3.8 Resultados e discussão 

 

3.8.1 Conteúdo de pectina 

 

No presente estudo, o resíduo de mangaba (Hancornia speciosa Gomes) foi dividido em 

dois grupos, submetido a extração com etanol e o não extraído. Estes resíduos foram então 

conduzidos à quantificação de pectina e subsequente FES por Aspergillus niger IOC 4003 para 

a produção de poligalacturonase. A quantidade de pectina em termos de pectato de cálcio (%) 

foi maior para o resíduo extraído com etanol, atingindo valores de 4,14% e apenas 0,46% para 

o resíduo não extraído, mostrando que os constituintes que foram extraídos do resíduo 

interferem diretamente na disponibilidade da pectina no resíduo de mangaba. As principais 

fontes de pectina comercial com alto teor de metoxilação (ATM) são as casca de laranja e 

bagaço de maçã, ambos resíduos das indústrias de processamento de suco (SMITH e HONG-

SHUM, 2003). Destaca-se que Rocha (2018) reporta porcentagem de pectato de cálcio - 

indicador de pectina - encontrada nos resíduos lavados da polpa de acerola e cajá de 2,94% e 

5,34%, respectivamente, enquanto que na maçã (Malus sp) Canteri et al. (2012) relatam um 

conteúdo de pectina em base úmida de 0,5-1,6% em massa seca de 4-7% já para o Bagaço de 
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maçã em base úmida 1,5 a 2,5% e em base seca 15 a 20% de pectina e esse mesmo valor em 

base seca para o Bagaço de beterraba. Os valores encontrados em outros estudos para diferentes 

resíduos de frutas estão próximos aos apresentados pelo resíduo de mangaba. Assim, o resíduo 

extraído pode servir como um indutor para a síntese de pectinases. 

 

 

3.8.2 Propriedades antioxidantes do extrato do resíduo não fermentado 

 

No presente estudo, o extrato obtido do resíduo de mangaba não fermentado (seção 

3.3.4) mostrou resultados de captura do radical DPPH de 3,55 μmol de Trolox/g e 7,42% de 

captura de radicais hidroxila e atividade antioxidante total (TCA) de 95,46 mg de equivalente 

de ácido ascórbico/g amostra. Estes valores são interessantes mostrando o potencial de extração 

de componentes antioxidantes desses resíduos, mesmo após o processamento. Segundo a 

literatura a quantidade de atividade antioxidante (AA) presente no resíduo de manga é 

promissora quando comparada à polpa do fruto, apesar de ser submetida a diversos processos, 

desde a polpa até o resíduo. O processamento industrial da polpa de mangaba, assim como de 

outras frutas, inclui várias etapas, como extração mecânica (maceração), filtração e 

congelamento. As etapas de processamento podem resultar em oxidação, degradação, lixiviação 

ou outros eventos que reduzem o conteúdo de compostos bioativos em frutas processadas 

(BRANCO et al., 2016; NORA et al., 2014; TOMAS et al., 2015). Por exemplo, resíduos 

agroindustriais, como bagaço de uva, têm sido objeto de estudos que mostram resultados de 

1,12 ± 0,04 mmol TE/g de resíduo seco, conforme relatado por Tournour et al., (2015). Outro 

resultado interessante foi apresentado por Machado et al. (2015) que estudaram o resíduo de 

amoreira-preta (Rubus fruticosus L.) que apresentou AA de 76,03 μmol TE/g de resíduo fresco. 

Por tanto diante desses resultados encontrados na literatura que reportam valores consistentes, 

em se tratando de resíduos, é interessante observar a possibilidade de reutilização e aplicação 

dessa matéria-prima barata. Alguns estudos foram realizados com a mangaba, por exemplo, 

Dutra et al. (2017) obtiveram para a polpa congelada uma atividade antioxidante de 1907,56 ± 

102,43 μmol TEAC/100g no ensaio com DPPH. Lima et al. (2015a) relataram que a mangaba 

apresentou o valor de 182,58 mg/100g para o valor da atividade antioxidante total (TCA). Esses 

valores apresentados na literatura para a polpa de mangaba nos leva a concluir que mesmo 

sendo submetido a diversos processos o resíduo resultante ainda apresenta características que 

podem interessar a sua aplicação biotecnológica justificando assim maiores estudos. 
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3.8.3 Produção e quantificação de poligalacturonase e proteínas  

 

No presente estudo, os resíduos de mangaba (Hancornia speciosa Gomes), tanto o 

submetido a extração com etanol como o não extraído foram utilizados na FES por Aspergillus 

niger IOC 4003 para a produção de poligalacturonase. 

A Figura 3.5 (A) mostra os resultados obtidos para a produção da enzima PG por FES a 

partir de resíduo de mangaba extraído e não extraído em 168 horas, enquanto a Figura 3.5 (B) 

ilustra a concentração de proteínas totais produzidas. Conforme apresentado na Seção 3.8.1 a 

quantificação do conteúdo de pectina é expressivamente superior no resíduo de mangaba que 

sofreu extração com etanol esse fato é importante e pode estar associado com uma produção 

mais rápida de poligalacturonase, visto que, pode-se observar que no 4º dia (96 horas) de 

fermentação a produção da enzima obteve seu resultado ótimo para o resíduo extraído, obtendo-

se aproximadamente 76,32 ± 0,11 U/g com 825,08 ± 0,00 μg/mL de proteínas totais. Uma maior 

disponibilidade de pectina no ambiente pode estar relacionada a uma maior velocidade de 

produção enzimática teoricamente conforme preconiza o Modelo cinético de Michaelis-

Menten. Com relação ao resíduo não extraído, a atividade máxima foi alcançada no 7º dia de 

fermentação (168 horas) com valor de 78,30 U/g e as proteínas atingiram a máxima produção 

após 5 dias (120 horas) atingindo 1228,15 ± 0,01 μg/mL. Nesse caso com uma menor oferta de 

pectina a produção da enzima é retardada, apesar do resultado superior ao final do processo. 

Por tanto para a definição do tempo ótimo de fermentação, foi levado em consideração o menor 

tempo de produção, assim, o 4º dia de cultivo ou 96 horas foi determinado como o tempo ótimo 

de produção de PG de Aspergillus niger IOC 4003 por FES a partir do resíduo de mangaba 

extraído. Vale ressaltar que a biomassa lignocelulósica, como resíduos agrícolas e resíduos 

florestais, tem sido reconhecida como uma fonte potencial sustentável de açúcares para 

biotransformação em produtos de valor agregado, como enzimas (HIMMEL et al., 2007; LI et 

al., 2008). De tal modo, é enfatizado o potencial de reutilização do resíduo de mangaba na 

produção de Poligalacturonase (PG) usando FES. 
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Figura 3.5 – Atividade enzimática (A), da PG de A. niger IOC 4003 em resíduos de mangaba 

in natura e extraído e quantificação de proteínas (B), por tempo de fermentação. 

 

3.8.4 Estabilidade da Poligalacturonase. 

 

Após a avaliação do comportamento e do potencial dos resíduos extraído e não extraído 

(in natura) na produção de poligalacturonase, o extrato enzimático produzido após 96 h de 

fermentação foi avaliado quanto à estabilidade, variando-se a temperatura e o pH, conforme 

demonstrado nas Figuras 3.6 (A e B) respectivamente. Ressalta-se que a atividade foi expressa 

como atividade remanescente (%).  

 

 

Figura 3.6 - Estabilidade da PG de A. niger utilizando resíduo de mangaba extraído como 

substrato quando submetida a diferentes temperaturas (A) e pHs (B). 

 

Após incubação nas temperaturas superiores a 40 °C a atividade da PG é 

significativamente reduzida, conforme ilustrado na Figura 3.6 (A). De fato, no presente estudo, 

em temperaturas de até 35 °C, foi observado uma atividade relativa acima de 60% por 1 hora. 

Por exemplo, Anand et al. (2017) relatam uma temperatura ótima para a PG purificada em 30 

°C. Juwon et al. (2012) relataram uma temperatura ótima para o Aspergillus niger CSTRF PG 
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de 35 °C, enquanto Dey et al. (2014) obtiveram uma temperatura ótima de 50 °C para a PG de 

Aspergillus awamori Nakazawa MTCC 6652. No presente estudo foi observado que a 

estabilidade da PG acima de 80% foi obtida apenas na temperatura de 20 °C por até para 1 hora. 

É importante destacar que em temperaturas mais elevadas pode ocorrer desnaturação da 

proteína. Por tanto as temperaturas ótimas obtidas para a poligalacturonase analisada por este 

trabalho são adequadas para a manutenção de sua atividade.  

Em relação ao pH, o perfil de estabilidade da PG foi determinada pela medida da 

atividade residual após a incubação do extrato enzimático a 30 °C, com pH variando de 2 a 9 

por até 2 horas, como mostra a Figura 3.6 (B). Observa-se que em pHs alcalinos a atividade 

catalítica da PG é consideravelmente reduzida e que em pH 4 e 5 a PG manteve sua atividade 

relativa acima de 50% por até 1 hora. Estes resultados estão de acordo com os relatados por 

Juwon et al. (2012) e Dey et al. (2014) que obtiveram valores para o pH ótimo de 4,0 e 4,5, 

respectivamente. Em contraste com Anand et al. (2017) o pH ótimo da enzima purificada foi 

de 10,0 e foi estável na faixa de pH de 7-10. A Figura 3.7 mostra o perfil eletroforético das 

proteínas produzidas por Aspergillus niger IOC 4003 usando o resíduo mangaba, extraído e in 

natura.  

 

 

Figura 3.7 – Gel de eletroforese dos extratos brutos obtidos por FES do resíduo de mangaba 

por A. niger IOC 4003. 
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Alguns estudos mostram uma variação significativa nas massas moleculares das 

poligalacturonases produzidas pelo microrganismo Aspergillus niger. Por exemplo, Kant et al. 

(2013) utilizaram o microrganismo Aspergillus niger MTCC 3323 e obtiveram massas 

moleculares para poligalacturonases de 39 a 64 kDa. Já Sakamoto et al. (2002) relatam PG de 

A. niger com massas moleculares de 82 e 56 kDa após purificação. Para Juwon et al. (2012) a 

massa molecular encontrada de PG purificada de A. niger CSTRF foi de 79 kDa, enquanto Dey 

et al. (2014) relatam PG purificada com única banda no gel massa molecular de 30 kDa.  

No presente estudo como mostra a Figura 3.6 observou-se a presença de bandas mais 

fortemente marcadas das proteínas nos extratos enzimáticos brutos obtidos por FES de A niger 

IOC 4003 em resíduo de mangaba extraído e não extraído que podem estar relacionadas à 

presença de poligalacturonase previamente quantificada nos extratos (Seção 3.8.3). Foi 

realizada uma estimativa das massas moleculares referentes a essas bandas utilizando-se a 

correlação do deslocamento das proteínas obtendo-se os valores aproximados de suas 

respectivas massas moleculares para (a) 52 kDa e (b) 35 kDa. A massa molecular desta enzima 

produzida pelo fungo Aspergillus niger varia grandemente devido a diferentes fatores, como o 

uso de diferentes substratos e seus constituintes, os métodos de produção, extração e purificação 

empregados (DEY et al, 2014).  

 

3.8.5 Aplicação enzimática e propriedades do suco clarificado. 

 

 O extrato enzimático produzido foi aplicado ao suco de mangaba em duas carga 

enzimáticas em substituição à água. A caracterização físico-química e a análise dos compostos 

antioxidantes do suco de mangaba clarificado são apresentadas na Tabela 3.1. 

 

Tabela 3.1 - Análises físico-químicas no suco de mangaba clarificado pela ação de PG de A. 

niger IOC 4003 e suco in natura de mangaba. 

Propriedades Suco controle 
Suco clarificado 

(1,0 U/mL) 

Suco clarificado 

(2,0 U/mL) 

Proteínas totais (mg/mL) 0,0127±0,002 0,0133±0,007 0,0230±0,009 

Turbidez (%) 100,00±5,55a 92,22±7,63a 74,97±3,40a 

Viscosidade (%) 100,00 10,68±0,40 9,30±0,20 

pH 3,25±0,20a 3,66±0,40a 3,42±0,30a 

Fenólicos totais  

(mg GAE /100g) 
582,17±0,021a 589,88±0,023a 575,08±0,016a 
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Rendimento (%; v/m) 23,3 23,3 26,7 

Densidade (g/cm3) 1,0117±0,00012a 1,0122±0,00022b 1,0124±0,00017c 

Sólidos solúveis (brix) 3,78±0,04b 3,91±0,02ab 3,95±0,0025a 

Fonte: Própria autora (2019). Análise ANOVA (Analysis of Variance). Tipo de análise: one-way 

ANOVA, Type I (sequential). Post-hoc: homogeneous group (α = 0,05), teste Tukey HSD (High 

statistical difference). Letras iguais indicam que não há diferença estatística entre as médias.  

 

A utilização do extrato enzimático bruto (sem purificação) produzido por FES de A. niger 

em resíduo de mangaba extraído, para a clarificação do suco de mangaba, podem também estar 

atuando outras proteínas ou tendo auxílio de outras enzimas produzidas pelo microrganismo. No 

entanto, efetivamente obtivemos respostas que podem ser comparadas com a literatura presente.    

Com relação à concentração de proteínas totais, percebeu-se que houve um aumento na 

maior carga enzimática adicionada ao suco. Esse aumento foi de 4,72% para o suco clarificado 

com carga enzimática de 1,0 U / mL e cerca de 81,10% para o suco clarificado com carga 

enzimática de 2,0 U / mL. Esse fato pode ser explicado pela concentração de proteínas presentes 

no extrato enzimático, que consequentemente proporcionaria um aumento quando utilizado em 

uma maior proporção. Não houve diferença significativa entre os resultados obtidos para o teor 

de compostos fenólicos nos sucos estudados.  

O teor de compostos fenólicos no suco não clarificado foi de 582,17 mg GAE/100g, que 

foi ligeiramente menor do que para o suco clarificado, cerca de 589,88 mg GAE/100g. Esse 

resultado superior não se repete quando aumenta-se a carga enzimática. Isso pode ser justificado 

pelo processo de clarificação que remove moléculas orgânicas e inorgânicas e que com uma 

carga enzimática maior possivelmente reduziu o teor de fenólicos.  No entanto, os resultados 

apresentados neste trabalho foram superiores ao teor de compostos fenólicos presentes no fruto 

(mangaba) reportado por Lima et al. (2015a) com cerca de 490,0 mg GAE/100g.  

Outros estudos ainda relatam valores inferiores como os relatados por Lima et al. 

(2015b), por Rufino et al. (2010) e por Almeida et al. (2011) que encontraram 352,98, 169,0 e 

159,9 mg GAE / 100g, respectivamente para as frutas (mangaba). Sabe-se que com a produção 

da polpa há um aumento desses compostos fenólicos como mostra Dutra et al. (2017) que 

apresentaram valores de fenólicos totais de 6631,39 mg/100g e 8860,06 mg/100g para fruta e polpa 

processada de mangaba, respectivamente. Esses valores diferentes para quantificação de compostos 

fenólicos na mesma fruta podem ser justificados pela origem, gral de maturação e processos 

sofridos.    

A conhecida ação das poligalacturonases na hidrolise completa de pectina e de 

polissacarídeos ramificados para a clarificação de sucos de fruta corrobora diretamente com a 
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redução da turbidez e viscosidade dos sucos (UENOJO; PASTORE, 2007). A redução da 

turbidez obtida pela aplicação das cargas enzimáticas estudadas de 1,0 e 2,0 U / mL foram 

respectivamente de 92,22 ± 7,63 e 74,97 ± 3,40, que ocorre possivelmente pela ação da 

poligalacturonase anteriormente quantificada no extrato (Seção 3.8.3). Na literatura encontramos 

trabalhos que sugerem que a turbidez está correlacionada com a presença de pectina, por isso, a 

redução da turbidez é uma indicação da ação das pectinases, que atuam sobre as pectinas 

(ALVAREZ et al., 1998; GRASSIN; FAUQUEMBERGUE, 1996).  Porém, em se tratando de um 

extrato bruto (composto por diversos produtos da FES), quando utilizado numa quantidade maior 

(carga enzimática de 2 U / mL) é possível que esteja ocorrendo reações concorrentes às hidrólises 

esperadas e com isso interferindo diretamente no processo de clarificação e esperada queda na 

turbidez.  

As análises da redução da viscosidade no suco clarificado de mangaba mostraram que 

houve uma diminuição na viscosidade de cerca de 34% para a carga enzimática de 1,0 U/mL. 

As mesmas considerações sobre a interferência dos constituintes do extrato bruto podem ser 

pertinentes para a baixa redução na viscosidade para o uso de uma carga enzimática maior. Na 

literatura encontramos resultados semelhantes de redução de viscosidade em suco de maçã 

apresentados por Sandri et al. (2013), que obtiveram redução da viscosidade abaixo de 40%, 

mesmo utilizando enzima comercial ou extrato sintetizado por Aspergillus niger LB23. Outro 

trabalho apresentado por Ongaratto e Viotto (2016), mostrou uma redução de 20% na 

viscosidade no suco de pitanga. Esses resultados se mostram semelhantes aos obtidos no 

presente estudo para a aplicação do extrato bruto obtido por FES de A.niger IOC 4003 em 

resíduo extraído de mangaba, com uma carga enzimática de 1 U/mL.  

Para a análise de pH não houve diferença significativa entre as amostras, já para a 

densidade foi observada diferença significativa em todas as amostras com um discreto aumento 

da densidade com a aplicação das cargas enzimáticas. Para a elaboração do suco de mangaba 

no presente experimento, foi utilizada polpa comercial e obedecidas as orientações do 

fabricante quanto as proporções de polpa e água. O suco clarificado apresentou aumento do 

°Brix com a adição do extrato enzimático, porém, não alcançou 7,00 °Brix, que é o mínimo 

exigido pela legislação brasileira que determina os padrões gerais de identidade e qualidade 

estabelecidos para o suco tropical de Mangaba. A análise estatística mostrou diferença 

significativa entre o °Brix do suco in natura quando comparado com o suco submetido a carga 

enzimática de 2 U/mL, porém não houve diferença entre o °Brix do suco in natura e o aplicado 

com a carga enzimática menor.  No entanto, essa queda nos sólidos solúveis pode ser justificada 

pelo fato de se ter manipulado uma pequena amostra. Em escala industrial, as mangabas terão 
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variação no grau de maturação, consequentemente, variando-se também o seu °Brix. Uma 

mistura de polpas com maior e menor grau °Brix é utilizada industrialmente para atender às 

especificações do órgão regulador.  

Em relação ao rendimento, a melhor condição de ensaio foi com duração de 30 minutos 

de incubação e foi possível observar que com a carga enzimática de 1 U/mL não houve melhoria 

no valor obtido porém com a carga enzimática de 2 U/mL houve um aumento no percentual de 

rendimento do suco o que é esperado. 

Deste modo, permite-se concluir que para alguns parâmetros físico-químicos, a adição 

das proporções do extrato enzimático não ocasionou grandes alterações sendo possível 

adicioná-las sem maiores mudanças físicas no suco, o que é desejável. Mas é importante 

destacar que o suco tratado com a adição do extrato enzimático efetivamente teve propriedades 

significativamente modificadas, o que é interessante e comprovaria a ativa ação enzimática.  

 

 

3.8.6 Lignina recuperada do resíduo fermentado 

 

Lignina é um resíduo da indústria de papel utilizada comumente para gerar energia, 

alguns trabalhos relacionam a quantidade de lignina presente na madeira ao poder calorífico e 

comprovam que quanto maior o teor de lignina encontrado, maior o poder calorífico (THOMAZ 

et al., 2007; HAYKIRI-ACMA et al., 2010). Porém recentemente aplicações mais nobres vem 

sendo desenvolvidas como em resinas, biocombustíveis, fonte de compostos fenólicos e agente 

antioxidante (GONÇALVES et al, 2016; SCHUTYSER et al, 2018).  

A extração de lignina com NaOH é um caminho convencional pelo mecanismo de ação 

da hidrolise básica pois esses processos são menos efetivos na solubilização de celulose e 

hemicelulose sendo portanto, mais utilizado para a remoção da fração de lignina (CHANG & 

HOLTZAPPLE, 2000).  

No presente estudo na Seção 2.4.2 na tabela 2.1 foi apresentado a porcentagem 21,82 % 

de lignina presente no resíduo de mangaba e desse valor foi possível recuperar 75% do conteúdo 

inicial de lignina utilizando 4% NaOH (m/v) em 30 min, 121°C, dessa porcentagem foi 

determinado que 87,16% é lignina insolúvel ou Klason e 1,5% é lignina solúvel. Ainda foi 

possível observar que traços de glicose permaneceram após a hidrólise. Diferentemente de 

Nascimento et al., (2016) que relataram a presença de resíduos de xilose na lignina alcalina 

recuperada do bagaço de cana de açúcar e quantificaram de 5,9 a 7,8 % de lignina no bagaço 

de cana de açúcar com o mesmo mecanismo de hidrolise básica com NaOH 4% (m/v) e 
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recuperou desse valor uma massa de 50 a 55%. Já Gonçalves et al., (2016) obtiveram um 

rendimento de 91,1% (em relação ao total de lignina no licor), na recuperação de lignina 

utilizando o mesmo processo. 

Estes resultados demonstram a eficiência do método para recuperação de lignina 

utilizada neste trabalho. A lignina obtida foi utilizada para fabricação de biofilmes a base de 

quitosana. 

 

3.8.7 Análises dos filmes de quitosana adicionado de lignina e extrato etanólico.  

 

3.8.7.1 Análises de recobrimento em mamões papaia utilizando as soluções 

filmogênicas a base de quitosana.  

 

Os mamões recobertos pelas soluções filmogênicas formuladas na seção 3.6.3 foram 

avaliados quanto a perda de massa e ao apodrecimento (visual) a cada 24 horas durante 7 dias 

em armazenamento à temperatura ambiente, assim como mamões não-revestidos foram 

utilizados como controle e analisados nos mesmos tempos de armazenamento.  

 

Foram utilizados cinco mamões para cada solução filmogênica nos ensaios de 

recobrimento. A massa inicial foi admitida como 100% resultando ao final da análise a massa 

residual em % apresentados na Figura 3.8. 
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Figura 3.8 – Valores médios de perda de massa relativa em relação ao tempo em mamões papaia 

in natura e revestidos com soluções filmogênicas Q, QE, QL 0,05 e QL 0,1 as mesmas descritas 

na seção 3.6.3. 

 

Os mamões recobertos utilizando as soluções filmogênicas nas formulações estudadas 

e aplicadas com a metodologia descrita na seção 3.6.4, apresentaram uma perda de massa 

superior aos frutos in natura para todas as formulações nas condições do ensaio realizado, 

apesar de estatisticamente não haver diferença significativa, p > 0,05.  

Comparando a aplicação ou não da solução filmogênica de quitosana, 

independentemente de suas formulações, verifica-se a maior perda de massa fresca nos 

tratamentos com presença de quitosana Figura 3.8. Esta situação pode ser devido ao fato dos 

frutos tratados com quitosana terem permanecido com a cor verde por mais tempo, pelo 

retardamento do amadurecimento e, nesta condição, perderem mais massa fresca, decorrente 

das maiores taxas de respiração e transpiração.  

Estes resultados corroboram com os obtidos por Lin et al. (2008) ao avaliarem o efeito 

do revestimento de quitosana na qualidade de peras 'Yali' e verificaram redução significativa 

da perda de massa fresca em peras revestidas com 1,5% de quitosana em comparação com as 

não revestidas, durante o armazenamento a temperatura ambiente e umidade relativa controlada 

entre 80-90%. Para Chien et al. (2007) foi observado uma menor perda de massa fresca, cerca 

de (10,27%) em mangas minimamente processadas, tratadas com quitosana (2%), comparadas 

com o tratamento-controle (19,86%). Podemos concluir neste caso que a adição de extrato 

etanólico e soluções de lignina 0,05 e 0,1% em solução filmogênica de quitosana a 2% 

interferiram no desempenho da conservação por meio do retardo do amadurecimento e 

consequente maior perda de massa dos frutos recobertos estudados. 

A qualidade e vida de prateleira dos mamões recobertos foram avaliadas, por meio do 

amadurecimento e aparecimento de podridão, para tanto, é importante frisar que a ação 

antifúngica e antibacteriana de revestimentos de quitosana já foi constatada por diversos autores 

como Camili et al. (2007), que utilizaram a quitosana no recobrimento da uva “Itália”, 

verificando sua ação antifúngica suprimindo o crescimento do mofo cinzento. Já Assis e Alves 

(2002) verificaram a ação antifúngica de revestimento da quitosana no recobrimento de maçãs. 

Chien et al. (2007) também avaliaram os efeitos do revestimento comestível da quitosana na 

qualidade e vida de prateleira de fatias de manga. Nas figuras 3.9 a seguir são mostradas as 

imagens dos mamões recobertos e sem recobrimento. 
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Figuras 3.9 – Qualidade e tempo de prateleira de mamões papaia com e sem recobrimento de 

soluções filmogênicas de quitosana (Q) com adição de extrato etanólico (EX) e soluções de 

lignina (LIG 0,05 e LIG 0,1); formulados conforme a seção 3.6.3. 

 

 

É possível observar um maior apodrecimento nos mamões não recobertos e nesse caso 

a formulação da solução filmogênica contendo 0,05% de lignina apresentou um melhor 

resultado quanto ao tempo de prateleira. Esse resultado pode estar relacionado com a 

concentração de lignina utilizada nessa formulação bem como seus efeitos antioxidantes que 

colaborou para um retardamento no envelhecimento assim como no aparecimento de 

microrganismos. Além disso foi observado uma menor presença de microrganismos nos 

mamões recobertos com as soluções filmogênicas a base de quitosana. Esse aspecto pode estar 

ligado a atividade antimicrobiana da quitosana.   Pode-se então concluir que para todas as 

formulação das soluções filmogênicas houve um atraso no amadurecimento assim como a 
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inibição do aparecimento de microrganismos quando comparados com os resultados dos 

mamões sem recobrimento.   

 

3.8.5.2 Elaboração e análises nos biofilmes a base de quitosana adicionados de 

extrato etanólico e soluções de lignina.  

 

Para a realização de outros experimentos, as formulações descritas na seção 3.6.3 para 

as soluções filmogênicas de quitosana com adição de proporções de lignina e extrato etanólico 

foram elaboradas e obtidos os filmes após secagem em estufa a 40 °C. Os biofilmes obtidos 

estão apresentados conforme mostra a Figura 3.10.  Vale ressaltar que 0,05 e 0,1% foram 

valores de lignina que interferem minimamente na coloração dos filmes. 

 

 

Figura 3.10 – Biofilmes obtido pelo método de fundição por solvente: (A) biofilme de quitosana 

(Q); (B) biofilme de quitosana + extrato etanólico (QE); (C) biofilme de quitosana + sol. 

Lignina 0,05% (QL0,05); (D) biofilme de quitosana + sol. Lignina 0,1% (QL0,1).  

 

  

3.8.5.2.1 Propriedade antioxidante - Atividade de eliminação do radical (AER) dos 

filmes 

 

Os biofilmes estudados tiveram sua atividade antioxidante determinadas de acordo com 

a atividade de captura do radical DPPH conforme descrito na seção 3.6.3. Todos os filmes 

reagiram com este radical livre podendo ser observado inclusive pela perda da coloração da 

solução de DPPH e exibiram atividade antioxidante até que o equilíbrio fosse alcançado após 

72 h de experimentos, como mostrado na Figura 3.11. 
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Figura 3.11 - Atividade antioxidante para sequestro de DDPH no início e fim do experimento 

com redução aparente de intensidade da cor nas soluções contendo 100 mg dos biofilmes sendo: 

(A - Q), (B - QE), (C – QL0,05) e (D - QL0,1), nas formulações descritas na seção 3.6.3.  

 

Para o filme de quitosana adicionado de extrato (QE), observa-se uma maior redução 

dos radicais representando uma maior atividade antioxidante quando comparado as demais 

formulações de filmes avaliadas. Esse comportamento se justificada pela presença de 

compostos fenólicos no extrato incorporado. Para essa amostra a captura do radical DPPH 

atingiu valores aproximados de 38%. Alguns estudos presentes na literatura mostram valores 

diferentes para a atividade antioxidante de biofilmes de quitosana. O valor apresentado por 

Hromiš et al. (2015) foi de 28,96%, após 24 horas, para a atividade antioxidante do filme de 

quitosana. Esse resultado foi inferior ao apresentado por Crouvisier-Urion et al. (2017) que ao 

final de 72 horas obtiveram uma redução de 55% em filmes com formulação semelhante. No 

mesmo estudo, observou-se que não houve diferença significativa no potencial antioxidante 

entre filmes de formulações com adição de lignina e tratados com diferentes métodos de 

homogeneização. No presente estudo, o método de homogeneização foi o mesmo para todos os 

filmes porém devido as diferentes formulações os potenciais antioxidantes apresentados foram 

distintos. O filme constituído por quitosana (Q) apresentou 20,37% de eliminação, já as outras 

formulações com adição de lignina, mostraram 18,08% e 29,63%, respectivamente (QL0,05 e 

QL0,1). Esse resultado frente as formulações com adição de lignina se mostra coerente visto 

que segundo Delmer; Amor, (1995), a lignina tem em sua composição um polímero aromático 

constituído por estruturas básicas fenólicas responsáveis pela ação antioxidante. Por isso na 

formulação contendo o maior teor desse composto esperava-se um melhor resultado para essa 

análise.  
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De maneira geral todas as formulações apresentaram atividade antioxidante sendo a 

finalidade para a qual o filme seja aplicado o que determinaria a escolha da formulação a ser 

utilizada. Neste caso, para uma aplicação que necessite de uma maior ação antioxidante, por 

exemplo, o filme a ser escolhido seria o QE, como mostra a Figura 3.112. 

 

Figura 3.12 – Capacidade de sequestro do radical DPPH pela ação antioxidante dos biofilmes 

de quitosana nas formulações: (Q), (QE), (QL0,05) e (QL0,1) descritas na seção 3.6.3. 

 

 

3.8.5.2.2 Hidrofobicidade de superfície de biofilmes 

 

No presente estudo, a hidrofobicidade da superfície dos filmes foi avaliada por meio 

do ângulo de contato com a água, como mostra a Figura 3.13. Os filmes foram investigados 

na superfície em contato com o veículo durante a secagem.  

 

 

 

Figura 3.13 - Superfície de contato dos filmes a base de quitosana estudados nas formulações 

descritas na Seção 3.6.3. 
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Conforme Araújo et al., (2009), o ângulo de contato formado entre a superfície e a água 

é o critério primário de avaliação qualitativa da hidrofobicidade e permite avaliar o caráter 

hidrofóbico ou hidrofílico de uma superfície. Estes mesmos autores relatam que ângulos 

superiores a 50° indicam uma superfície hidrofóbica.  

No presente estudo todos os filmes a base de quitosana, com diferentes formulações, 

apresentaram o ângulo de contato superior a 50°, (Q – 55,9°; QE – 51,9°; QLIG 0,05 – 59,3° e 

QLIG 0,1 – 59,5°), mostrando assim que todas as formulações utilizadas apresentaram caráter 

hidrofóbico. Segundo Shahbazi et al. (2016), em filmes de quitosana 1% adicionados de k-

carragena, obtiveram valores moderadamente baixos de ângulo de contato (39°) para os filmes 

apenas com quitosana. Porém esses mesmos autores reportam um aumento considerável de 29° 

no ãngulo de contato dos filmes adicionados de k-carragena. Esses valores corroboram com os 

encontrados no presente estudo. 

Um aumento no valor do ângulo de contato de 55° a 59° pode ser notado quando 

adicionado lignina independente da concentração. Para o filme de quitosana e extrato (QE), o 

ângulo de contato diminui para 51,9°. Considerando que o processamento para a elaboração 

dos filmes foi o mesmo e que a parte física é muito semelhante, evitando, portanto, grandes 

diferenças na rugosidade do filme. Tal aumento no valor do ângulo de contato com a água 

revela uma mudança na superfície do filme com a ausência ou adição de lignina, o que 

possivelmente pode ser devido a uma modificação na química da superfície. No que diz respeito 

a modificação física, a rugosidade superficial pode ser avaliada usando medições do ângulo de 

contato (ERAL et al., 2013; GOOD et al., 1998). Essa modificação física nos filmes estudados 

não interferiu no caráter hidrofóbico de todas as formulações avaliadas. 

Assim sendo, os valores dos ângulos de contato e a característica hidrofóbica para todas 

as formulações de filmes estudados, nos leva a concluir, que a adição do extrato etanólico e das 

soluções de lignina utilizadas, não conferiram prejuízo a hidrofobicidade dos filmes a base de 

quitosana a 2% e que para aplicação em embalagens de conservação de alimentos essa 

característica seria adequada. 

 

  

3.8.5.2.3 Análise estrutural por espectroscopia de infravermelho por transformada 

de Fourier (FTIR) 

 

A análise de FTIR foi utilizada para investigar a interação entre a quitosana (base dos 

filmes) e os compostos adicionados nas formulações descritas na seção 3.6.3 (do extrato 
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etanólico e das soluções de lignina). A Figura 3.14 mostra o espectro de FTIR dos filmes nas 

formulações utilizadas, (Q, QE, QL0,05, QL0,1) onde pode ser observado que para o filme com 

a formulação contendo apenas quitosana (Q) existe uma divergência no comportamento dos 

picos em comparação com os outros filmes. Nas demais formulações a quitosana se liga a 

diferentes compostos químicos presentes, tanto no extrato como nas soluções contendo lignina.  

Conforme Bajer; Kaczmarek, (2010), quando a lignina é incorporada na composição 

dos filmes, os picos passam por mudanças espectrais na banda de absorção, indicando as 

interações entre os grupos hidroxila (OH), carbonila (= CO) e éter (ROR). Segundo Sudheer et 

al. (2017), que avaliou filmes de quitosana e lignina separadamente e em formulações contendo 

os dois componentes, picos característicos de lignina aparecem em 1503, 1454 e 1417 cm-1 e 

correspondem à vibração do anel aromático das unidades monômicas de fenilpropano. Com 

relação à quitosana, a faixa de absorção característica a 1553,31 cm-1 é atribuída à vibração de 

alongamento do grupo amino, outro pico de absorção a 1666 cm-1 para ligação amida e a 3280 

cm-1 para o grupo hidroxila (- OH). Uma ampla faixa de adsorção localizada entre 3550 - 3400 

cm-1 é atribuída aos grupos OH aromáticos e alifáticos. O intervalo a 1211 cm-1 corresponde ao 

alongamento de C-O-C do éter arílico e 1134 cm-1 corresponde ao alongamento de CO-C do 

éter (Sudheer et al., 2017). 

No presente estudo, esses picos característicos também podem ser observados, 

confirmando a interação da quitosana com os demais aditivos. Apesar de todas as amostras 

serem a base de quitosana é possível perceber que o filme constituído apenas de quitosana são 

observados picos distintos dos apresentados nas demais formulações.   
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Figura 3.14 - FTIR de biofilmes a base de quitosana adicionados de extrato etanólico e soluções 

de lignina nas formulações apresentadas na Seção 3.6.3. 

  

Entre as formulações adicionadas de extrato etanólico e soluções de lignina de diferentes 

concentrações, não houve grandes diferenças nos picos encontrados revelando assim que a 

adição desses compostos não provocam grandes mudanças estruturais nos biofilmes de 

quitosana, o que corrobora com os resultados de experimentos anteriores mostrando a efetiva 

ligação química, porém não culminando em prejuízo estrutural ou de características já 

conhecidas dos filmes de quitosana. 

 

 

3.8.5.2.4 Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) 

 

A análise de MEV dos filmes a base de quitosana com adição de extrato etanólico e 

soluções de lignina foi realizada para observar a microestrutura e a dispersão da lignina no 

biopolímero de quitosana (Figura 3.15). Como esperado, o filme somente de quitosana mostrou-

se liso e compacto, como pode ser visto na Fig. 3.15-A, apresentando micro-sulcos específicos 

compatíveis com superfície do molde e o processo de secagem. Na Figura 3.15-B é possível 

observar estruturas correspondentes à presença do extrato que torna o filme não homogêneo, 

possivelmente causando pontos de fragilidade na estrutura. Nas Figuras 3.15-C e 3.15-D, 
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observa-se que as partículas de lignina não foram bem dispersas no biopolímero de quitosana. 

No entanto, para o filme (QL0,1), observa-se uma estrutura mais compacta e homogênea, 

provavelmente devido a uma maior concentração e compactação da lignina presente. Esta 

dispersão não uniforme, aparentando estar mais aglomerada entre si, pode ser devido à 

dissolução da lignina em etanol e não na água. Como comentado por Shankar et al. (2015) uma 

dispersão uniforme de lignina em ágar deve-se à dissolução da mesma em água previamente 

preparada e aplicada para a preparação do biofilme. Uma vez que a estrutura do ágar semelhante 

a quitosana, que também é um polissacarídeo, acredita-se que a não homogeneidade da lignina 

nos filmes é devido à dissolução em etanol.  

 

 

Figura 3.15 - Micrografias de MEV mostrando a morfologia da superfície de (A) filme de 

quitosana – (Q), (B) quitosana e extrato etanólico – (QE), (C) quitosana e solução de lignina a 

0,05% - (QL0,05) e (D) quitosana e solução de lignina a 0, 1% - (QL0,1) com aproximação de 

300, 1500 e 5000x. 

 

  

Os resultados das análises anteriormente realizadas neste estudo, vem mostrando uma 

possível interação química dos componentes dos biofilmes a base de quitosana, apesar de 

proporcionar algumas diferenças físicas não representaria mudanças estruturais. Com a 

realização da análise de observação da Microestrutura dos filmes, foi possível constatar pontos 

de estrutura heterogenia com possível concentração dos compostos adicionados nas 

formulações estudadas.  
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Com isso podemos concluir que apesar de uma microestrutura distinta as formulações 

utilizadas na produção dos biofilmes de quitosana, não contribuíram para alterar fortemente 

características importantes dos filmes, como vemos nas análises anteriores deste estudo. Em 

que todas as formulações analisadas tem comportamentos no geral bem semelhantes, sendo 

assim possível a adição dos compostos propostos por esse estudo sem grandes perdas ou 

prejuízos nas conhecidas características dos biofilmes de quitosana.  

 

 

3.8.5.2.5 Estabilidade térmica dos biofilmes a base de quitosana. 

 

O efeito da adição de diferentes proporções de lignina e extrato etanólico na estabilidade 

térmica de biofilmes de quitosana foi estudado por análise termogravimétrica. Essa análise 

determina as alterações na massa das amostras de filmes com o aumento da temperatura 

(MARTINS et al., 2010). Segundo Matos et al. (2009), outro dado importante obtido através da 

curva de TG é a curva termogravimétrica derivada (DTG).  

Conforme esse mesmo autor a DTG expressa a derivada primeira da variação de massa 

(m) em relação ao tempo (dm/dt), sendo registrada em função do tempo ou da temperatura. Na 

curva DTG são obtidos picos cujas áreas são proporcionais a variação de massa das amostras, 

apresentando informações mais facilmente visualizadas. Os perfis TGA e DTG dos biofilmes a 

base que quitosana formulados anteriormente na Seção 3.6.3, são mostrados nas Figuras 3.16 e 

3.17.  

Como podemos observar na Figura 3.16 (TG) o aumento da temperatura, proporcionou 

uma perda de massa muito semelhante para os filmes que receberam adição de extrato e 

proporções de lignina (QE, QL0,05 e QL0,1). O filme constituído apenas por quitosana (Q) 

apresentou maior estabilidade térmica, no início da analise pois apresenta menor perda de massa 

com o aumento da temperatura. É possível observar três estágios de degradação em todas as 

formulações. Esse resultado é diferente dos reportados por outros autores como Tripathi, 

Mehrotra e Dutta (2010), que observaram apenas dois graus de degradação, porém pode ser 

justificado pelo grau de desacetilação da quitosana utilizada para elaboração dos filmes 

(MARTINEZ-CAMACHO et, al., 2010).  

Conforme Martins et al. (2012), o primeiro estágio de degradação está associado com a 

perda de água e material volátil presente no filme. O segundo estágio corresponde à degradação 

da quitosana com a decomposição de unidades amino, seguindo de despolimerização e a 

decomposição pirolítica do polissacarídeo. Possivelmente, no presente estudo, esses estágios 

de degradação ocorreram em três fases, sendo isso explicado pelo grau de desacetilação da 
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quitosana utilizada na base de todas as formulações estudadas e pelas possíveis ligações 

químicas ocorridas no processo de obtenção dos filmes retardando assim a decomposição em 

todas as formulações estudadas. 

Porem estudando a faixa de temperatura de 150 a 450 °C vemos algumas diferenças no 

percentual de perda de massa para as formulações. O filme com maior teor de lignina (QL0.1) 

apresentou maior perda de massa cerca de 53,85% nessa faixa de temperatura, já os filmes 

compostos de (Q) e (QE) apresentaram um comportamento de perda de massa muito similar 

em torno de 51,03 e 51,14%, respectivamente. Esse fato pode ser justificado devido as reações 

químicas ocorridas ao adicionar-se o extrato etanólico à base de quitosana que possivelmente 

deu origem a outros compostos com estabilidade térmica semelhantes ao filme constituído 

apenas de quitosana. A decomposição térmica do filme (QL0,05) começa a cerca de 70 °C e 

entre 150 e 450 °C ocorre uma perda de massa acentuada que resulta em cerca de 52,89%. 

É bem conhecido que a lignina se decompõe em uma ampla faixa de temperatura de 

150-600 ° C (Shankar et al., 2015). Na literatura encontramos relatos para a decomposição da 

lignina ocorrendo também entre 150 e 300 °C que se deve a clivagem das ligações α e β-aril-

alquil éter (MONTEIRO et al., 2012).  

  

 

Figura 3.16 - Perfil de TGA para os biofilmes a base de quitosana. 

 

O primeiro pico observado em DTG para todos os filmes relaciona-se à perda de 

compostos voláteis como etanol e água presentes na formulação dos biofilmes a base de 
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quitosana. A alteração mais pronunciada na massa da amostra inicial ocorre entre 250 e 340 °C 

para todos os filmes, onde um pico de DTG bem definido é observado a 270 °C.   

 

 

Figura 3.17 - Perfil de DTG para os biofilmes a base de quitosana. 

 

Portanto, a adição de extrato etanólico e proporções de lignina em biofilme a base de 

quitosana propostas por este estudo, proporcionaram um comportamento de perda de massa 

muito semelhante para todas as formulações, o que é interessante do ponto de vista da utilização 

das formulações propostas por este estudo, pois não houveram grandes diferenças, sendo assim 

possível a utilização dessas para a aplicação na elaboração de filmes de quitosana sem ocasionar 

prejuízos as características desses filmes. 

 

 

3.8.5.2.6 Análises de taxa de transmissão (TVw) e permeabilidade aos vapores de 

água (PVw), nos biofilmes a base de quitosana.  

 

Segundo Zhong; Song; Li, (2011), o processo de transferência de vapor de água depende 

das ações simultâneas de solubilidade da água e difusividade na matriz polimérica. Na Tabela 

3.2 estão apresentados os resultados experimentais obtidos para a taxa de transmissão (TVw) e 

permeabilidade aos vapores de água (PVw), determinadas para cada biofilme produzido.   

São encontrados na literatura relatos de valores de permeabilidade a vapor de água para 

filmes de quitosana de 2,38 e 124 g / m s Pa × 10-11, essa variação pode ser pela diferença da 

fonte de quitosana e também pela diferença de grau de desacetilação e peso molecular por 

exemplo (LAVORGNA et al, 2010; SÁNCHEZ-GONZÁLEZ et al., 2010).  
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Segundo Pereda et al. (2012) valores de permeabilidade ao vapor de água na ordem de 

10-11 gm-1s-1Pa-1, são suficientes para evitar migração de umidade de frutas para o ambiente 

durante refrigeração. Neste estudo para todas as formulações de biofilmes a base de quitosana 

foram encontrados valores de permeabilidade ao vapor de água na ordem de 10-13 g m-2 s -1 Pa-

1, sendo possível afirmar que diante de uma permeabilidade ainda menor que a apresentada na 

literatura, as formulações avaliadas poderiam nesse caso ser utilizadas para evitar a migração 

de umidade de frutas em refrigeração. 

Ainda segundo os resultados encontrados neste estudo, pode-se observar que os filmes 

de quitosana com a formulação contendo o maior teor de lignina (0,1%) apresentaram discreta 

diminuição taxa de transmissão e consequentemente menor permeabilidade ao vapor de água. 

Esse fato se deve possivelmente a maior concentração de lignina que se liga aos grupos 

hidroxila da quitosana diminuindo, assim, os espaços livres, tornando o caminho mais tortuoso 

do vapor de água ao longo da matriz polimérica. Conforme Fernández et al. (2007), 

normalmente utiliza-se da adição de materiais hidrofóbicos em filmes hidrofílicos para 

melhorar propriedades de barreira ao vapor de água.  Como foi mostrado na análise da 

microestrutura, o filme de quitosana com a maior concentração de lignina apresentou uma 

estrutura mais compacta e aglomerada, o que possivelmente influenciou na permeabilidade da 

estrutura ao vapor de água. Com isso podemos concluir que para a formulação com um maior 

teor de lignina, dentre as formulações testadas, se destaca no que diz respeito a menores taxas 

de transmissão e menor permeabilidade a vapor de água, sendo essa uma característica desejada 

quando o objetivo da aplicação do filme for diminuir os níveis de umidade em embalagens para 

alimentos, diminuindo a possibilidade de contaminação microbiana por exemplo.    

 

Tabela 3.2 – Valores de Taxa de transmissão e permeabilidade aos vapores de água nos 

biofilmes a base de quitosana. 

Biofilmes TVw* (10-6 g m-2 s-1) PVw** (10-13 g m-2 s -1 Pa-1) 

(Q) 3,724 1,324 

(QEX) 3,234 1,15 

(QLIG 0,05) 3,626 1,289 

(QLIG 0,1) 2,107 0,749 

TVw* Taxa de transmissão de vapores de água  

PVw** Permeabilidade aos vapores de água 
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3.9 - Conclusão 

 

No presente estudo a produção de PG obteve após 96 horas de cultivo uma atividade 

enzimática de 76,32 ± 0,11 U/g e 825,08 ± 0,00 μg/mL de proteínas totais. O extrato enzimático 

apresentou estabilidade à atividade de PG acima de 60% para temperaturas de 30 e 35 ° C, 

mantendo este nível de atividade no tempo de 1 hora de incubação. No entanto, com redução 

significativa da atividade em temperaturas superiores a 40 °C. Em relação ao pH, a atividade 

da PG foi consideravelmente reduzida em pH alcalino e, em pH 4 e 5, a PG manteve sua 

atividade relativa acima de 50% por até 120 minutos. O extrato enzimático quando aplicado 

com carga enzimática de 1,0 U/mL apresentou resultados satisfatórios no processo de 

clarificação do suco de mangaba.  

Na análise de recobrimento de mamão papaia com as soluções filmogênicas a base de 

quitosana pode-se observar que para todas as formulação estudadas houve um atraso no 

amadurecimento assim como a inibição do aparecimento de microrganismos quando 

comparados com os resultados dos mamões sem recobrimento. Sendo neste caso a formulação 

QL0,05 a que apresentou melhor resultado.  

Os biofilmes obtidos no presente estudo tiveram sua atividade antioxidante determinada 

de acordo com a atividade de captura do radical DPPH e todos os filmes apresentaram 

capacidade de sequestro do radical e apresentaram atividade antioxidante. Porém o filme 

constituído por quitosana e extrato etanólico (QE) apresentou atividade de eliminação do radical 

DPPH de 38% superior as demais formulações (Q-20,57; QL0,005-18,8 e QL0,1-29,63%) nos 

levando a concluir que para essa análise o biofilme a base de quitosana com adição de extrato 

etanólico do resíduo de mangaba, obteve o melhor desempenho.  

Para as demais análises (FTIR, MEV, TG, PVw) a adição de lignina nas proporções 

utilizadas apesar de apresentar diferenças na microestrutura dos filmes não provocou grandes 

alterações e influência nas características estudadas entre as formulações com adição de extrato 

e a formulação contendo apenas quitosana. O que é interessante do ponto de vista de possibilitar 

a aplicação desses compostos obtidos do resíduo de mangaba que é uma fonte de baixo custo.  

Assim, os resultados mostram que o resíduo de mangaba apresenta-se como uma fonte 

potencial de produtos de interesse biotecnológico com possibilidade de uso na produção de 

poligalacturonase, assim como na extração de extrato etanólico com características 

antioxidantes e lignina alcalina para aplicação em biofilmes de quitosana.
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4 - Considerações finais  

 

Os ensaios desenvolvidos nesse trabalho apontam a potencialidade do uso integral do 

resíduo despolpado de mangaba (Hancornia speciosa Gomes) para produção de biomoléculas 

como enzimas, proteínas, extrato antioxidante e lignina alcalina. Estes produtos foram 

aplicados no tratamento de clarificação do suco de mangaba e em formulações de filmes a base 

de quitosana.  

A alta concentração de compostos fenólicos totais e a importante atividade 

antioxidante indicam o grande potencial e a possível aplicação em alimentos funcionais. O 

resíduo ainda foi utilizado como substrato para a produção das enzimas como 

poligalacturonase e lipase por Aspergillus niger em FES.  

O resíduo lignocelulósico de mangaba após extração e caracterização apresentou 

possibilidades de uso com características de interesse industrial, para a obtenção de outros 

produtos como a produção de celulases e avaliação da atividade anti-inflamatória. 

Assim, trabalhos futuros podem ser realizados com outros microrganismos e diferentes 

processos fermentativos para uma potencialização dos resultados. A aplicação de extrato 

etanólico e lignina em biofilmes de quitosana, nas formulações utilizadas, apresentaram 

influencia em algumas análises sendo necessária uma maior investigação com diferentes 

proporções para melhorar efetivamente as características dos filmes a base de quitosana. No 

desenvolvimento de outros trabalhos sugere-se a avaliação de um maior número de 

formulações para se verificar de forma mais efetiva a influência nas características, físicas e 

bioativas dos biofilmes produzidos. A solução de lignina utilizada nos biofilmes foi produzida 

utilizando etanol, assim em outros trabalhos pode-se utilizar de outros solventes visando uma 

melhor homogeneização na produção dos biofilmes tornando mais homogenia a 

microestrutura e melhorando as características físicas.  

E possível ainda, a fim de legitimar os promissores resultados obtidos e enriquecer as 

pesquisas dessa área, aplicar métodos de ACV – Avaliação do Ciclo de Vida, visando à 

necessidade de preservação do ambiente onde geralmente são descartados esses resíduos, como 

também explorando o contexto de biorefinaria, para uma utilização integral desse resíduo 

verdadeiramente passivo de ser aplicado em diversos processos produtivos de interesse 

biotecnológico.  
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Dessa forma, os resultados mostrados na presente tese demonstram que o resíduo de 

mangaba apresenta-se como uma fonte potencial de produtos de interesse biotecnológico, que 

ainda pode ser bastante explorado. 
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