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RESUMO

COSTA, M.A.R. Utilizacdo de extratos enzimdticos no processo de extracdo do Oleo
essencial de Croton argyrophyllus. Itapetinga-BA: UESB, 2018. 73 p. (Dissertacdo —
Mestrado em Ciéncias Ambientais — Area de Concentragdo em Meio Ambiente e
Desenvolvimento).

Muitas espécies vegetais produzem substancias bioativas que podem ser utilizadas na
formulacdo de diversos farmacos, destacando-se o Croton argyrophyllus, que produz um 6leo
essencial rico em mono e sesquiterpenos, com propriedades farmacoldgicas ja comprovadas.
No entanto, o rendimento deste dleo essencial é baixo, tornando-se necessario buscar
alternativas para aumentar a eficiéncia de extracdo. A aplicacdo de extratos enzimaticos,
associado aos processos convencionais de extracdo dos Oleos essenciais, vem adquirindo
grande interesse da industria biotecnoldgica, tornando-se uma alternativa consistente para
minimizar os custos e proporcionar o aumento no rendimento de extracdo destes 6leos. Dentro
desta perspectiva, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar o teor do 6leo essencial obtido no
processo de extracdo por hidrodestilacdo das folhas de C. argyrophyllus, com e sem o pré-
tratamento enzimatico, realizado com extratos produzidos por fermentacdo em estado solido
da palma forrageira (Nopalea cochenillifera), com o fungo Aspergillus niger, bem como
realizar a anélise da composicdo quimica dos 6leos e analisar microscopicamente a estrutura
foliar. As condicBes 6timas para a obtencdo do extrato enzimatico foram: Temperatura de
30°C, Tempo de 96 horas e 60% de umidade. As atividades enziméticas quantificadas foram:
CMCase (10,75 U/mL), Celulases Totais (19,40 U/mL) e Poligalacturonase (28,74 U/mL).
Posteriormente, o extrato enzimatico foi utilizado no pré-tratamento das folhas frescas da
espécie em estudo, conforme planejamento pela matriz Doehlert, que foi utilizada para
otimizar a temperatura e o volume de extrato. Foram avaliadas cinco faixas de temperaturas
(25, 32,5, 40, 47,5 e 55°C) e trés volumes de extrato enzimatico (60, 120 e 180 mL), com o
tempo de contato das folhas frescas com o extrato enzimético sendo fixado em 3 horas,
seguindo a extracdo do 0Oleo essencial por hidrodestilagdo em aparelho de Clevenger, durante
2 horas. O modelo proposto foi bem ajustado, otimizando estatisticamente a temperatura em
41,3°C e o volume do extrato enzimatico em 130,73 mL, elevando o rendimento de dleo
extraido em até 9,81% em relacdo ao controle. A partir destas condigdes 6timas, realizou-se a
avaliacdo do tempo de contato no pré-tratamento, sendo estudadas sete faixas de tempo (60,
80, 100, 120, 140, 160 e 180 min), sendo o tempo de 140 min determinado como valor étimo.
Em paralelo, foi realizada a obtencdo do 6leo essencial das folhas secas, utilizando a mesma
técnica de hidrodestilacdo, sem o pré-tratamento enzimatico, com o tempo de extragdo
variando de 1 a 3,5 horas, obtendo-se um rendimento méaximo de 0,37% (g/g). Foram
realizadas avaliagbes micromorfologicas por Microscopia Eletrénica de Varredura na
estrutura foliar, podendo ser observado o rompimento dos tricomas glandulares e a presenca
de muitos tricomas estrelados. A avaliacdo dos constituintes quimicos do oOleo essencial foi
realizada por Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG/EM), nao
sendo observadas altera¢des significativas na composi¢ao quimica do 6leo obtido com e sem
0 pré-tratamento enzimatico. Os constituintes majoritarios identificados no éleo essencial
foram o biciclogermacreno (13,64%) e o B-cariofileno (15,57%). A combinagdo do pré-
tratamento enzimatico associado a técnica de hidrodestilacdo promoveu uma elevagdo no
rendimento do 6leo essencial das folhas de C. argyrophyllus, preservando a integridade dos
constituintes majoritarios do 6leo, demonstrando assim a eficiéncia do processo.

Palavras-Chaves: Croton argyrophyllus, Fermentagdo em Estado Soélido, Nopalea
cochenillifera, Hidrodestilaco.



ABSTRACT

COSTA, M.AR. Usage of enzymatic extracts in the process of essencial oil extraction
from Croton argyrophyllus. Itapetinga-BA: UESB, 2018. 73 p. (Dissertagdo — Mestrado em
Ciéncias Ambientais — Area de Concentracdo em Meio Ambiente e Desenvolvimento).

Many plant species produce bioactive substances that can be used in the formulation of
several drugs, mainly Croton argyrophyllus, which produces an essential oil rich in
monoterpenes and sesquiterpenes, with attested pharmacological properties. However, the
yield of this essential oil is low, it is necessary to look for alternatives to improve the
extraction efficiency. The application of enzymatic extracts, associated to the standard
extraction procedures of the essential oils, has obtained great interest of the biotechnology
industry, becoming a consistent option to minimize costs and optimize results. Thus, the aim
of this study was to evaluate the essential oil content obtained in the hydrodistillation process
of the leaves of C. argyrophyllus, with and without enzymatic pretreatment, with extracts
produced by solid state fermentation of forage palm (Nopalea cochenillifera), with the fungus
Aspergillus niger, as well as to perform the analysis of the chemical composition of these oils
and to analyze the leaf structure microscopically. The optimal conditions to achieve the
enzymatic extract were: Temperature at 30°C, time 96 h and 60% humidity. Quantified
enzymatic activities were: CMCase (10.75 U/mL), Total Cellulases (19.40 U/mL) and
Polygalacturonase (28.74 U/mL). Afterwards, the enzymatic extract was used in the
pretreatment of the fresh leaves of the species under study, as planned by the Doehlert matrix,
which was used to optimize temperature and extract volume. Five temperatures (25, 32.5, 40,
47.5 and 55°C) and three volumes of enzyme extract (60, 120 and 180 mL) were evaluated
with the time of contact of the fresh leaves with the enzymatic extract being fixed in 3 hours,
following the extraction of the essential oil by hydrodistillation in Clevenger apparatus,
during 2 hours. The proposed model was well adjusted, statistically optimizing the
temperature at 41.3 ° C and the volume of the enzymatic extract in 130.73 mL, increasing the
yield of extracted oil by up to 9.81% compared to the control. From these optimal conditions,
the contact time was evaluated in the pretreatment, being studied seven timeslots (60, 80, 100,
120, 140, 160 and 180 min), being 140 min determined as optimal value. In parallel, the
essential oil of the dried leaves was obtained, using the same technique of hydrodistillation,
without the enzymatic pre-treatment, at extraction time from 1 to 3.5 h, obtaining a maximum
yield of 0.37% (g/g). Micromorphological evaluations were performed by Scanning Electron
Microscopy in the leaf structure, being possible to observe the rupture of the glandular
trichomes and the presence of many starry trichomes. Chemical constituents were evaluated
by Gas Chromatography coupled to Mass Spectrometry (GC/MS). No significant changes
were observed in chemical composition with and without enzymatic pretreatment. The
predominant constituents identified in the essential oil were bicyclogermacrene (13.64%) and
-caryophyllene (15.57%). The enzymatic pretreatment associated with the hydrodistillation
technique promoted an increase in the yield of the essential oil of the leaves of C.
argyrophyllus, preserving the integrity of its major constituents, thereby demonstrating the
efficiency of the process.

Keywords: Croton argyrophyllus, Solid State Fermentation, Nopalea cochenillifera,
Hydrodistillation.



1 INTRODUCAO

O uso de plantas medicinais no tratamento de enfermidades é tdo antigo quanto a
espécie humana e atualmente, sua utilizacdo encontra-se em expansdo por todo o mundo,
representando um importante recurso natural e terapéutico para muitas comunidades e grupos
étnicos (SARAIVA et al., 2015; SADAT-HOSSEINI et al., 2017).

O Brasil possui uma das maiores biodiversidades de todo o mundo, com uma ampla
variedade de espécies vegetais, representando cerca de 20% de toda a flora mundial, o que lhe
confere relevante interesse junto a comunidade internacional em relacdo ao uso e exploragédo
desses recursos (DUTRA et al., 2016). Em meio as inimeras espécies vegetais que compde a
flora brasileira, 0 género Croton merece destaque, pois agrupa um grande nimero de espécies
produtoras de Oleos essenciais e metabolitos secundarios, que as torna fontes promissoras de
substancias bioativas utilizadas para o tratamento de inUmeras doencas, bem como para a
formulacdo de farmacos, coadjuvantes e inseticidas (LOPES et al., 2012; RAMOS et al.,
2013; SARAIVA et al., 2015; CARVALHO et al., 2016).

Os Oleos essenciais sdo produtos do metabolismo secundario de algumas espécies
vegetais, que apresentam uma composic¢ao quimica complexa de substancias volateis, dotados
de um forte aroma. Nas folhas de grande parte das espécies vegetais se encontram a maior
quantidade de glandulas especiais (tricomas), responsaveis por armazenar estes 0leos. As
propriedades farmacoldgicas atribuidas aos 6leos essenciais de especies vegetais sdo muitas, e
elas vém sendo cada vez mais estudas pela comunidade cientifica para aplicacdo nas
industrias alimenticia, farmacoldgica e biotecnoldgica (MORAIS et al., 2006; NAVARRETE
etal., 2011).

A extragdo de 0leos essenciais normalmente é realizada através de diferentes processos
convencionais, destacando-se a hidrodestilacdo, a destilacdo por arraste a vapor, a extragdo
por solventes organicos, a extracdo com fluido supercritico, enfloracdo e a prensagem a frio.
Entretanto, um dos grandes desafios é a obtencdo de quantidades adequadas desses produtos,
pois o teor dos Oleos extraidos normalmente € baixo e muitas vezes inferior a 1% para
diversas espécies vegetais (SERAFINI et al., 2002; SILVEIRA et al., 2012).



O desenvolvimento e o aprimoramento de novas técnicas para minimizar os custos do
processo de extragdo do dleo essencial e aumentar a sua eficiéncia € um dos grandes desafios
do setor. Uma alternativa ainda com poucos estudos encontrados na literatura, é a utilizacéo
do tratamento enzimatico associado aos métodos de extracdo de 6leos essenciais (REIS, 2015).

A aplicacdo de enzimas contribui para a degradacdo da parede celular vegetal,
facilitando a remocdo do dleo essencial, podendo ser aplicadas no material vegetal fresco
antes do processo de hidrodestilacdo, otimizando assim o tempo de extracdo, eliminando a
etapa de secagem e reduzindo a energia necessaria para o processo (REIS, 2015). O processo
de secagem pode ser critico para qualquer espécie aromatica, podendo ocasionar a reducdo do
teor do 6leo essencial, através do rompimento dos tricomas, favorecendo a volatilizacdo ou a
degradacéo das substancias presentes no 6leo essencial (MACHADO et al., 2013).

A desvantagem deste pré-tratamento enzimatico € o alto custo das enzimas comerciais,
principalmente as mais purificadas. No entanto, a utilizacdo de extratos enzimaticos brutos
pode ser uma alternativa economicamente viavel, visto que a producdo de extratos
multienzimaticos pode ser efetuada a partir da fermentacdo em estado sélido (FES), utilizando
como substrato, residuos agroindustriais, como: farelo de soja, farelo de trigo e de arroz,
bagaco de cana-de-acUcar, bagaco de laranja, polpa de café, entre outros. O aproveitamento da
biomassa vegetal regional também é importante para reduzir os custos de producdo de
biocompostos (SINGHANIA et al., 2009; RIGO et al., 2010).

Dentre as biomassas vegetais disponiveis, destaca-se a palma forrageira (Nopalea
cochenillifera), uma cactacea de origem mexicana, largamente cultivada na regido semiarida
nordestina, com enorme potencial produtivo, apresentando quantidades elevadas de nutrientes
digestiveis totais, com altos niveis de carboidratos soltveis e vitaminas (CHIACCHIO et al.,
2006). E por ser rica em nutrientes, a palma forrageira apresenta caracteristicas interessantes
para a producdo de enzimas celuloliticas por fermentacdo em estado sélido, sendo que a
aplicacdo destas enzimas no processo de extracdo do 6leo essencial de espécies aromaticas
podera contribuir para o desenvolvimento desta tecnologia, possibilitando a reducdo dos
custos do processo e um maior rendimento de obtencdo do 6leo essencial.

Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi realizar o pré-tratamento enzimatico nas
folhas de Croton argyrophyllus para aumentar o teor de Oleo essencial no processo de
extracdo por hidrodestilacdo, a partir da utilizando extratos multienzimaticos produzidos por
fermentagdo em estado sélido da palma forrageira com o fungo Aspergillus niger, bem como
realizar a determinacdo da composicdo quimica destes Oleos e analisar a estrutura foliar

através de estudos micromorfoldgicos.



2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Bioma Caatinga

A Caatinga representa o principal ecossistema da Regido Nordeste e é considerado o
unico bioma exclusivamente brasileiro. Sua area corresponde a 11% do territério nacional,
estando presente em ao menos dez estados, abrangendo uma por¢éo da regido sudeste (norte
de Minas Gerais) até o nordeste brasileiro (Ceard e Rio Grande do Norte), e constitui o
chamado Poligono das Secas (LEAL et al., 2003; ALVES et al., 2009).

O bioma apresenta um clima tipico de semiarido, com a temperatura anual variando de
25°C a 29°C e uma precipitacdo média anual em torno de 1000 mm, mas metade da regido
recebe menos de 750 mm e algumas areas mais centralizadas menos 500 mm (LEAL et al.,
2003; PRADO, 2003). Normalmente, as chuvas na Caatinga sdo concentradas em trés meses
consecutivos, ocasionando uma longa estacdo de seca e irregularidades pluviométricas ao
longo do ano, sendo que algumas localidades experimentam periodos de 7 a 11 meses de
baixa disponibilidade hidrica (PRADO, 2003).

A vegetacdo no bioma é representa basicamente por plantas xerofiticas e caducifolias
muito resistentes as secas, sendo adaptadas a escassez de agua, com fisionomia e floristica
diversificada (PRADO, 2003). E uma mistura de estratos herbaceo, arbustivo e arbéreo de
pequeno porte, tortuosa e espinhenta, com folhas pequenas ou modificas em espinhos para
evitar a evapotranspiracdo. Sao constituidas principalmente por espécies da familia Cactaceae,
Caesalpinaceae, Euphorbiaceae, Fabaceae e Mimosaceae (GIULIETTI et al.,, 2004;
CORDEIRO & FELIX, 2014).

Durante a estacdo seca, boa parte da vegetacdo da Caatinga perde suas folhas,
permanecendo na paisagem apenas 0s troncos com aspectos esbranquigcados das arvores e
arbustos, e devido a essas caracteristicas, o bioma recebe o nome de “Caatinga”, de origem
“Tupi-Guarani”, que significa “Mata Branca” (PRADO, 2003).

Até meados do século XX acreditava-se que a Caatinga seria o resultado da degradacéao
de formacgdes vegetais anteriores, como a Mata Atlantica ou a Floresta Amazonica (ALVES et

al., 2009). Este pensamento produziu convicgdes equivocas de que o bioma seria homogéneo,



com sua biota pobre em espécies e em endemismos, e com baixa prioridade de conservacao,
passando a ser considerado o bioma brasileiro mais desvalorizado e pouco estudado durante o
periodo, ficando sempre em segundo plano quando se discutem politicas para o estudo e a
conservacao da biodiversidade do pais (SILVA et al., 2003; ALVES et al., 2009).

Atualmente, novos estudos tém revelado o grande potencial da Caatinga, demonstrando
que o bioma abriga uma ampla biodiversidade, com alto grau de endemismo e elevado
potencial econdmico e farmacoldgico. Apresentando ambientes extremamente heterogéneos,
que incluem vérios subtipos de caatingas, as quais variam em fisionomia e composicédo
floristica, formando paisagens unicas, com trechos se constituindo em verdadeiros “mosaicos”
de vegetacdo, solo e disponibilidade de dgua (SILVA et al., 2003; ALVES et al., 2009).

De acordo com o Ministério do Meio Ambiente (MMA), o bioma abriga 178 espécies
de mamiferos, 221 espécies de abelhas, 591 de aves, 177 de répteis, 79 espécies de anfibios e
241 de peixes, com niveis de endemismos variando de 3% a 7% para as aves e mamiferos, a
57% nos peixes. Enquanto que Giulietti et al. (2004), identificou 932 espécies de plantas
vasculares, das quais 318 sdo endémicas da Caatinga.

A biodiversidade na Caatinga certamente € muito maior do que expressam o0s dados
relatados na literatura, pois ainda existem muitas outras espécies por descobrir, 0 que
evidencia a precariedade do conhecimento sobre este rico bioma. Além de exibir uma rica
biodiversidade, o bioma apresenta muitas espécies vegetais que sdo utilizadas pela populacéo
local, representando verdadeiras fontes de matéria-prima para a alimenta¢do humana e animal,
em reflorestamento e produtos madeireiros (lenha, carvéo, estacas), bem como fonte de
produtos medicinais e fitoterapicos (GIULIETTI et al., 2004).

Muitas pesquisas tém sido realizadas na Caatinga com o intuito de caracterizar a
biologia, ecologia e compostos quimicos da flora e, embora ainda ndo exista comprovagdo
cientifica para todos os usos fitoterapicos indicados, muitas destas espécies vegetais sdo
bastante utilizadas por comunidades tradicionais e curandeiros, como sedativos, estimulante
do apetite, na cura de distarbios intestinais e estomacais, febre, dor de cabeca, processos
inflamatorios, gripe, cancer, reumatismos e doencas de pele (GIULIETTI et al., 2004;
ALBUQUERQUE et al., 2007; SARAIVA et al., 2015).

Empresas fabricantes de esséncias e aromas, industrias de alimentos e farmacéuticas
também vém utilizando as plantas da Caatinga e, com isso, 0 nimero de pesquisas sobre as
suas propriedades tem aumentado consideravelmente e contribuindo com novos
conhecimentos sobre a biodiversidade da regido. Entretanto, este crescimento na procura por

plantas medicinais gera preocupacdes para as comunidades do entorno, sobretudo quando as



espécies sdo coletadas de forma ndo sustentavel, podendo resultar na destruicdo da
biodiversidade, acarretando em perda do patriménio genético do bioma, bem como da
qualidade de vida das populacdes rurais (GARIGLIO, 2010; PEREIRA JUNIOR et al., 2014).

A regido Nordeste compreende cerca de 27 milhdes de habitantes, a maioria carente e
dependente dos recursos do bioma para sobreviver, e por conta da elevada prética de atividade
extrativista, bem como as sucessivas temporadas de seca, a Caatinga tornou-se um dos biomas
mais alterados e ameacados do pais, com extensas areas degradadas e apresentando a menor
extensdo protegida dentre todos os biomas brasileiros, com 7,7% protegidos por unidades de
conservacao, sendo que apenas 1,2% destas unidades s&o de protecdo integral (GIULIETTI et
al., 2004; BRASIL, 2011; OLIVEIRA et al., 2015).

Atualmente, cerca de 46% da Caatinga ja foi desmatada e o que resta dos ecossistemas
naturais do bioma é altamente fragmentado. O desmatamento é um dos maiores problemas
associados a regido, favorecendo os processos de desertificacdo e a perda de biodiversidade
(BRASIL, 2011; OLIVEIRA et al., 2015).

Existem inUmeras espécies vegetais que ainda ndo foram completamente elucidadas no
bioma, além de outras que nem sequer foram descritas e que estdo sendo ameacadas de
extincdo. Desta forma, torna-se importante a existéncia de novas pesquisas e trabalhos de
etnobotanica, que sejam complementados com planos de conservacdo e recuperacdo de areas
degradadas, visando a preservacdo da Caatinga e dos conhecimentos tradicionais sobre seus
recursos naturais (GIULIETTI et al., 2004; ALVES et. al., 2009; BRASIL, 2011).

2.2 Género Croton

O género Croton é considerado o segundo maior da familia Euphorbiaceae, com
aproximadamente 1.300 espécies, podendo encontrar representantes tanto medicinais, quanto
toxicos. Esse género € distribuido predominantemente no continente americano, embora,
também sejam encontrados representantes na Africa, Asia e Oceania, sendo delimitado por
areas subtropicais e tropicais. Seu grande grupo abrange diversas especies arboreas, arbusteas,
ervas e cipos. (BERRY et al., 2005; SILVA et al., 2010; MEIRELES et al., 2016).

No Brasil, o género Croton apresenta cerca de 350 espécies distribuidas em diferentes
biomas, destacando-se o Cerrado, a Caatinga e os Campos Rupestres (BERRY et al., 2005;
LIMA & PIRANI, 2008). Entre as espécies de ocorréncia no Brasil, cerca de 300 sé&o
consideradas endémicas (POLLITO et al., 2004), e de acordo com Carneiro-Torres et al.

(2011), existem 68 espécies de Croton descritas na Caatinga, sendo apontado como um dos



principais géneros de ocorréncia nesse bioma. No entanto, este nimero néo é definitivo, tendo
em vista que este grupo é taxonomicamente pouco estudado, devido a sua variedade e
complexidade morfoldgica, o que dificulta a sua identificacéo.

Na regido do semiarido nordestino, as espécies do género Croton sdo conhecidas
popularmente por velames ou marmeleiros e sdo utilizadas para os mais variados fins, tendo
importancia no tratamento de enfermidades como micoses, processos inflamatorios, diabetes,
gripe, diarréia, indigestdo, doencas de pele, cancer, reumatismo, dor e distarbios
gastrintestinais (ALBUQUERQUE et al., 2007; SARAIVA et al., 2015).

Muitas espécies desse género produzem metabo6litos secundarios com propriedades
farmacoldgicas j& comprovadas cientificamente como, cicatrizantes, antiinflamatoria,
anticancerigena, antioxidante, antimicotica, antibacteriana e antiviral, o que as torna fontes
promissoras de substancias bioativas utilizadas para o tratamento de inimeras doencas e na
formulacdo de farmacos, coadjuvantes e inseticidas (ALMEIDA et al., 2013; CARVALHO et
al., 2016; COELHO et al., 2016; CORDEIRO et al., 2016; YAGI et al., 2016).

Os principais metabdlitos secundarios ndo volateis identificados nas espécies de Croton
pertencem, principalmente, as classes dos alcaldides, esterdides, terpendides e flavondides
(LOPES et al.,, 2012; BARRETO et al., 2013; QIU et al.,, 2016). Coelho et al. (2016),
investigou os efeitos de flavondides isolados das folhas de C. betulaster sobre células
tumorais de glioblastoma, verificando que os compostos isolados apresentaram atividade
antitumoral e que podem ser utilizados como medicamentos promissores adicionais para 0
tratamento do glioblastoma.

Ravanelli et al. (2016), investigaram o potencial antiviral de dois alcaldides isolados do
extrato hidroalcodlico das folhas de C. echinocarpus, uma planta nativa e endémica do Brasil,
amplamente distribuida na Mata Atlantica brasileira. Os autores verificaram que os alcal6ides
isolados exibiram um potencial anti-HIV significativo, inibindo 40% da atividade da enzima
reversa de HIV-1, indicando que C. echinocarpus apresenta uma boa fonte de alcaldides com
atividade antiviral.

Além da presenca de extratos bioativos, o género Croton apresenta uma grande
variedade de espécies aromaticas produtoras de 6leos essenciais, sendo estes 6leos ricos em
mono e sesquiterpenos e fenilpropanoides (MORAIS et al., 2006; LOPES et al., 2012). Estes
compostos volateis organicos sdo responsaveis pela fragrancia de muitas plantas, possuindo
uma grande diversidade estrutural, resultando em verdadeiras fontes de substancias bioativas,
0 que contribui para o aumento da importancia do género a partir do ponto de vista medicinal
(MORAIS et al., 2006).



C. campestris, conhecido popularmente como velame do campo, é uma das espécies do
género Croton produtoras de 6leo essencial e que apresenta substancias bioativas de interesse
farmacologico. De acordo com Almeida et al. (2013), o 6leo essencial das folhas e ramos de
C. campestri apresentam diferentes sesquiterpenos, que podem ser utilizados como fonte de
produtos naturais com atividade antimicrobiana. Esta espécie é bastante utilizada na medicina
popular como depurativo, bem como, para distdrbios gastricos, problemas respiratérios,
reumatismo e processos inflamatorios (FRANCISCO JUNIOR et al., 2014).

Em estudos realizados com C. zenhtneri, C. nepetaefolius e C. argyrophylloides, Morais
et al. (2006), demonstraram que 0s Oleos essenciais obtidos das trés espécies, comuns do
semiarido nordestino, apresentaram potencial antioxidante, com uma composic¢ao quimica rica
em constituintes monoterpendides e sesquiterpendides (E-anetol, formiato de anisila,
anisaldeido, metileugenol, 1,8-cineol, a-pineno e espatulenol), e que tal atividade antioxidante
pode estar relacionada com a agdo sinérgica destes compostos.

Algumas espécies tambeém apresentam potencial inseticida, como C. tetradenius,
investigado por Carvalho et al. (2016), que comprovaram que 0 Oleo essencial obtido das
folhas dessa espécie apresenta atividade inseticida sobre as larvas e adultos de Aedes aegypti,
e que esta atividade pode estar relacionada com a presenca de canfora na sua composi¢do
quimica. Silva et al. (2014), verificaram que extratos etanolicos obtidos dos caules de C.
linearifolius também apresentaram potencial inseticida contra larvas de Ae. aegypti.

Além da importancia medicinal e inseticida, algumas espécies do género Croton,
também podem ser utilizadas como alternativa para a restauracdo de florestas degradadas.
Apresentando caracteristicas ecoldgicas ideais, como crescimento rapido em locais
perturbados e uma boa producéo de flores e frutos por longos periodos do ano (LOPES et al.,
2012).

As espécies de C. urucurana e C. floribundus, foram cultivadas com a finalidade de
reflorestamento na regido Sudeste e apresentaram rapido crescimento, contribuindo para a
criagdo de um ambiente favoravel para as espécies ndo pioneiras (COLMANETTI et al.,
2016). Silva et al. (2012), observaram que C. blanchetianus e C. argyrophyllus também séo
comuns em areas com grandes perturbacdes, por apresentarem facilidade de reproducéo e
dispersdo, e de acordo com os autores, as duas espécies se destacaram em todas as classes de
tamanhos e areas estudadas.

O Croton argyrophyllus Kunth (Figura 1), objeto de estudo deste trabalho, é uma

espécie arbustiva, normalmente encontrada em paises da América do Sul, como Brasil,



Colémbia, Bolivia e Venezuela, com ampla distribuicdo em vegetacbes da Caatinga e do
Cerrado (SILVA et al., 2010).

Figura 1. Croton argyrophyllus. (Fonte: COSTA, M. A. R. 2017).

Na regido da Caatinga do nordeste brasileiro, a espécie é popularmente conhecida como
“velame falso”, “marmeleiro branco” ou ainda “alecrim-de-vaqueiro” (ALBUQUERQUE et
al., 2007; SILVA et al., 2010). Apresenta importancia na medicina popular, sendo utilizada
como alternativa para o tratamento de doencas cardiacas, disturbios do estbmago, figado,
diarréia e indigestdo (SILVA-FILHO et al., 2011; SARAIVA et al., 2015).

Alguns estudos ja demonstraram que o Oleo essencial de C. argyrophyllus apresenta
atividades biologicas. Cruz et al. (2017), relataram que o 6leo essencial de C. argyrophyllus €
composto por monoterpenos e sesquiterpenos (oxigenados e hidrocarbonados), e que estas
substancias sao responsaveis pelo efeito tdxico obtido sobre as larvas e adultos de Ae. aegypti,
constatando também, que este Oleo essencial apresenta uma boa margem de seguranca para
uso como inseticida boténico, podendo ser utilizado para o controle deste vetor.

Segundo Ramos et al. (2013), o 6leo essencial de C. argyrophyllus apresenta atividade
anti-inflamatoria e antioxidante e, de acordo com os referidos autores, tal efeito anti-
inflamatdrio pode estar relacionado, pelo menos em parte, com sua capacidade antioxidante.

Outras atividades biologicas ja identificadas para o 0leo essencial de C. argyrophyllus séo o



seu efeito antinociceptivo (RAMOS et al., 2016) e a atividade citotoxica (ARAUJO et al.,
2014).

Ja Costa et al. (2017), investigaram que o extrato etandlico e fragdes obtidos dos caules
de C. argyrophyllus, também apresentam potencial antioxidante, com altos teores de fendlicos
e flavonoides totais, estando estes correlacionados com os valores da atividade antioxidante
encontrados para 0s mesmos. Contudo, segundo Ramos et al. (2013), diversos mecanismos de
acao dessa espécie ainda permanecem desconhecidos, principalmente quando comparada a

outras espécies do mesmo género.
2.3 Oleos essenciais

Os Gbleos essenciais, também definidos como 6leos volateis ou estéreos, sdo produtos do
metabolismo secundario de algumas espécies vegetais, que apresentam uma cOmposicao
qguimica complexa de substancias volateis, dotados de um forte aroma, sendo mais viscosos e
menos densos do que &gua a temperatura ambiente (MORALIS et al., 2006; NAVARRETE et
al., 2011).

O armazenamento dos Oleos essenciais no tecido vegetal pode ocorrer em diversos
orgdos como flores, folhas, cascas do caule, frutos e sementes. No entanto, sdo nas folhas de
grande parte das espécies vegetais que se encontram a maior quantidade de células (tricomas)
especializadas em sintetizar e armazenar o O6leo essencial (MORAIS et al., 2006;
NAVARRETE et al., 2011).

Os principais constituintes quimicos presentes nos 0leos essenciais pertencem a classe
dos terpenos, podendo apresentar também outras classes de compostos volateis, como
fenilpropanoides, alcoois, aldeidos, ésteres de acidos graxos e hidrocarbonetos alifaticos. A
composicdo do Oleo essencial varia consideravelmente de espécie para espécie, podendo,
também, sofrer influéncia de fatores como a precipitacdo, radiacdo, temperatura, solo,
umidade, bem como do periodo e a época de coleta (MORAIS et al., 2006; SIMOES et al.,
2007; LOPES et al., 2012).

A depender da espécie, 0s Gleos essenciais podem conter mais de 100 constituintes
guimicos, com dois ou trés componentes majoritarios, que Ihes confere os sabores e odores
préprios. No 6leo essencial de C. argyrophyllus ja foram identificados diversos compostos
(sesquiterpenos e monoterpenos), formando um conjunto complexo de metabolitos
secundarios, tendo como principais constituintes o biciclogermacreno, espatulenol, -
cariofileno e a-pineno (RAMOS et al., 2013; ARAUJO et al., 2014; CRUZ et al., 2017).
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Os componentes majoritarios identificados no Oleo essencial das folhas de C.
argyrophyllus sdo responsdveis por suas atividades biologicas, j& comprovadas
cientificamente, como a atividade inseticida sobre larvas e adultos de Aedes aegypti (CRUZ et
al.,, 2017), o efeito anti-inflamatério e antioxidante (RAMOS et al., 2013), o efeito
antinociceptivo (RAMOS et al., 2016) e a atividade citotoxica (ARAUJO et al., 2014). No
entanto, é possivel que a atividade dos componentes majoritarios seja modulada por outros
componentes menores.

As propriedades farmacoldgicas atribuidas aos 6leos essenciais sdo muitas, e elas vém
sendo cada vez mais estudas pela comunidade cientifica, e utilizadas pela industria
alimenticia, farmacoldgica e biotecnolédgica. A volatilidade do 6leo essencial e o0 baixo peso
molecular dos seus constituintes permitem que eles sejam absorvidos e rapidamente
eliminados do organismo através das vias metabolicas. Outra vantagem é que 0s 0leos
essenciais podem gerar produtos com baixo impacto ambiental, seguros e acessiveis, quando
comparados aos produtos sintéticos. Essas caracteristicas favorecem a utilizacdo de 6leos
essenciais para a formulacdo de farmacos, coadjuvantes e inseticidas naturais, tornando-os
populares entre consumidores que preferem produtos naturais e mais sustentaveis (SIMOES
et al., 2007; NORRIS et al., 2015).

2.4 Métodos de extracao de 6leos essenciais

Existem diferentes métodos para extracdo de 6leos essenciais em plantas medicinais e
aromaticas. Dentre os processos convencionais mais utilizados, destacam-se a hidrodestilagéo,
a destilacdo por arraste a vapor, a extragdo por solventes organicos, a extracdo com fluido
supercritico, enfloracdo e a prensagem a frio (SERAFINI et al., 2002; SILVEIRA et al.,
2012).

Cada método de extracdo apresenta suas particularidades. A hidrodestilacdo utiliza o
principio de evaporar uma mistura de dgua e componentes volateis presentes no material
vegetal, por meio do aparelho de Clevenger (Figura 2). E um processo simples e econdmico,
amplamente utilizado em escala laboratorial, podendo servir de base para o desenvolvimento
de processos industriais. No entanto, essa técnica pode ocasionar a hidrélise de alguns
compostos presentes no 6leo essencial, visto que a matéria-prima permanece em contato
direto com a agua quente por longos periodos de tempo (SILVEIRA et al., 2012; BUSATO et
al., 2014).
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Figura 2. Extrator de Clevenger. (Fonte: COSTA, M. A. R. 2017).

A extracdo por solventes organicos apresenta algumas desvantagens: emprega
preferencialmente solventes organicos (éter, éter de petrdleo ou diclorometano), que podem
ocasionar na remocdo de céras e pigmentos da matéria-prima junto com o 6leo essencial,
influenciando negativamente na qualidade final do produto, além de ser bastante dificil
remover todo o solvente residual sem que ocorra um grande desperdicio de energia
(SERAFINI et al., 2002; SILVEIRA et al., 2012).

A destilagdo por arraste a vapor também é um método bastante simples e econémico,
sendo muito empregado em escala industrial, principalmente, para matérias sensiveis a
temperatura, entretanto, extraces mais demoradas apresentam compostos ndo apreciaveis
(SILVEIRA et al., 2012).

A destilacdo e extragdo simultdnea (SDE) € outra técnica tradicional e amplamente
utilizada, que combina a extracdo de vapor e a extracdo de solventes de modo a simplificar os
procedimentos experimentais, economizar solvente organico toxico e reduzir a perda da
amostra durante a sua transferéncia (ZHANG e LI, 2010). E uma técnica utilizada em todo
mundo para extracdo de amostras sélidas e liquidas, principalmente devido a sua
simplicidade, sendo o aparelho de Likens-Nickerson um dos dispositivos mais
comuns utilizados no processo (PETRONILHO et al, 2014).
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A extragdo por fluido supercritico possibilita a obtencdo de dleos essenciais de alta
qualidade, mantendo de forma muito significativa a integridade dos compostos ativos da
amostra, entretanto, € uma técnica que possui um custo inicial de instalacdo superior a outros
métodos (SERAFINI et al., 2002; SILVEIRA et al., 2012).

Outros métodos menos utilizados sdo a enfloracdo, que ¢ uma técnica normalmente
empregada por inddstrias de perfumes, na extracdo de Gleo essencial a partir de flores e a
prensagem a frio, empregada na extracdo de Oleos de espécies citricas (SILVEIRA et al.,
2012; BUSATO et al., 2014).

Apesar dos diferentes métodos disponiveis para realizar a extracdo de 6leos essenciais,
0 teor de Oleo extraido normalmente é baixo, muitas vezes, inferior a 1% para diversas
espécies vegetais, podendo ocorrer exce¢des, como no caso de botdes florais de cravo, onde
podem ser encontrados rendimentos superiores a 15% (SERAFINI et al., 2002).

De acordo com informacBes encontradas na literatura, as espécies do género Croton,
apresentam um rendimento de dleo essencial variando de 0,05 a 3,15%. Cruz et al. (2017),
estudando a espécie de C. argyrophyllus obteve um teor de dleo essencial das folhas secas
equivalente a 0,48%, com 3 h de extracdo. Ja o teor de 6leo essencial das folhas frescas de C.
argyrophyllus encontradas por Araujo et al. (2014) e Ramos et al. (2013), foi de 0,33% (3h) e
0,76% (2h), respectivamente. Todos os autores utilizaram o processo de hidrodestilacdo em
aparelho do tipo Clevenger para obtencdo do 6leo essencial.

Aumentar o rendimento de 6leo essencial nos processos de extracdo é um dos grandes
desafios encontrados, tornando-se necessario desenvolver e aprimorar novas técnicas. Uma
alternativa, ainda com poucos estudos encontrados na literatura, € a utilizacdo do tratamento
enzimatico associado aos métodos de extragdo de Oleo essencial. As enzimas promovem a
degradacdo do tecido celular vegetal facilitando a remocdo do 6leo essencial dos vacuolos
intracelulares, aumentando o rendimento na extragdo do 6leo sem ter a necessidade de alterar
as etapas do processo de extracdo (SANTOS, 2008; OGEDA & PETRI, 2010).

A indastria de Oleos vegetais ja vem aplicando as enzimas através da extracdo
combinada. A enzima normalmente é adicionada durante a etapa de cozimento, antes da
prensagem do gréo ou polpa, ocasionando uma pré-ruptura do tecido celular e aumentando o
rendimento da prensagem. Essa etapa deve ser efetuada na temperatura de maxima atividade
das enzimas, e a concentracdo de extrato enzimatico deve ser otimizada por questfes de
viabilidade econdbmica (SANTOS, 2008).

A aplicagdo dessa tecnologia para obtencéo de 6leos essenciais pode ser feita através do

pré-tratamento com solugdes multienzimaticas e ap6s o tempo de acdo realiza-se a extracao
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do dleo essencial por hidrodestilacdo. A extragdo combinada com processo multienziméatico
possibilita a ruptura da parede celular vegetal, pois 0s extratos enzimaticos utilizados possuem
diferentes atividades enzimaticas, que atuam sobre a superficie do material vegetal
provocando rompimentos na epiderme foliar, atingindo a estrutura armazenadora de 6leo e

promovendo, dessa forma, a maior extracdo do 6leo essencial (REIS, 2015).
2.5 A parede celular vegetal

A parede celular vegetal é formada por um complexo de polimeros, tais como celulose,
hemicelulose e ligninas (Figura 3), que formam uma estrutura em ligacGes cruzadas,
submersas em uma matriz de substancias pécticas e reforcadas com proteinas estruturais e
substancias arométicas (OGEDA & PETRI, 2010; REIS, 2015).

Pode-se dividir a parede celular vegetal em niveis estruturais: a parede celular primaria,
a parede secundaria e a lamela média. A parede celular primaria consiste principalmente de
polissacarideos como celulose, hemiceluloses e pectinas, possuindo um percentual de
aproximadamente 70% de agua. J& a parede secundaria, embora ndo esteja presente em todas
as ceélulas, fornece suporte estrutural, apresentando compostos de celulose e hemicelulose,
sendo muitas vezes impregnados de lignina. Enquanto que a lamela média preenche os
espacos entre as paredes primarias e as células adjacentes, e é constituida principalmente de
pectina, pectato e hemicelulose, sendo frequentemente dificil distingui-la da parede priméria,
principalmente nas células que formam paredes secundarias grossas (PRADE et al., 1999;
CHANG, 2007; FARINAS, 2011).

Pectina

Celulose
ﬂ

Hemicelulose

Lignina

Figura 3. Estrutura da parede celular vegetal representando as fibras de celulose,
hemicelulose, lignina e pectina. (Fonte: SANTANA, 2010).
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A celulose é um polissacarideo constituido por moléculas de glicose unidas entre si
através de ligagdes glicosidicas do tipo B-1,4, formando um polimero linear, que se entrelaca
em finos filamentos (macrofibrilas). A estrutura da celulose apresenta regides cristalinas,
impermeéveis a dgua e resistentes a degradacdo quimica e bioldgica, sendo regides altamente
ordenadas e estabilizadas por ligacdes de hidrogénio intra e intermoleculares. A celulose
também possui regides menos ordenadas ou amorfas, com menos ligacdes de hidrogénio,
sendo facilmente hidrolisiveis e hidratadas e mais acessiveis as enzimas (CHANG, 2007
FARINAS, 2011).

As hemiceluloses sdo heteropolissacarideos constituido por varios monossacarideos,
que incluem pentoses (xilose e arabinose) e hexoses (glicose, manose e galactose), acidos
urdnicos e grupos acetila, diferenciando-se da celulose, principalmente por apresentar sua
constituicdo em diferentes unidades de agUcares, formando cadeias bastante ramificadas e
curtas (FARINAS, 2011). As hemiceluloses estabilizam a parede celular através de grupos
que fazem ligacGes de hidrogénio com a celulose e ligacGes covalentes com a lignina, e
acredita-se que as interacdes entre hemiceluloses e as microfibrilas de celulose sejam mais
fortes do que as interagdes entre as hemiceluloses e ligninas (OGEDA & PETRI, 2010).

As xilanas sdo os polissacarideos mais comuns entre as hemiceluloses, sendo formadas
por unidades de B-D-xilopiranosil unidas por ligagdes glicosidicas B-1,4, e sdo encontradas
principalmente na parede celular secundaria dos vegetais em intima associacdo com a
celulose, apresentando baixo grau de ramificacdo (LI et al., 2007; GIRIO et al., 2010). A
xilana ligada covalentemente com a lignina tem importante papel na manutencdo da
integridade da celulose, protegendo as fibras contra a a¢do de celulases (WU et al., 2008).

A lignina representa um conjunto de polimeros amorfos, de alto peso molecular e
muitas ligacdes cruzadas, sendo caracterizada por uma estrutura aromatica de natureza
fenolica, tendo como funcéo, conferir rigidez a parede das células, sendo considerada um dos
maiores estoques de carbono e energia da natureza (FARINAS, 2011).

Ja as substancias pécticas sdo macromoléculas glicosidicas que formam o maior
componente da lamela média, contribuindo também para dar firmeza e estrutura aos tecidos
vegetais. S&o polissacarideos acidos de natureza coloidal, compostas de residuos de &cido
galacturonico unidos por ligagdes a-1,4, que podem apresentar diferentes graus de
esterificacdo (SANTI et al., 2014).

Uma vez que a parede celular vegetal apresenta essa estrutura resistente de celuloses,

hemiceluloses, ligninas e substancias pécticas, faz-se necessario a acdo de um conjunto de
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enzimas degradadoras para rompé-la e possibilitar o aumento do rendimento na extragdo do 6leo

essencial de espécies vegetais (REIS, 2015).

2.6 Enzimas degradadoras da parede celular vegetal

Existem muitos micro-organismos que desempenham um importante papel na
conversdo da biomassa vegetal, produzindo verdadeiros coquetéis enzimaticos capazes de
degradar os componentes da parede celular vegetal (FARINAS, 2011). Entretanto, esta
degradacéo ocorre lentamente na natureza, pois, a parede celular vegetal apresenta diferentes
tipos de polimeros (celulose, hemicelulose, substancias pécticas, proteinas e lignina) que sdo
dispostos e conectados de uma forma muito bem organizada, formando um material de
estrutura rigida e muito resistente ao ataque enzimatico (OGEDA & PETRI, 2010).

Desta forma, para que ocorra a degradacdo da parede celular vegetal de forma mais
eficiente, torna-se necessario a acdo de um conjunto de enzimas que precisam apresentar
diferentes atividades, como as celulases, pectinases, Xilanases e proteases, para ocasionar a
ruptura da parede celular e aumentar o rendimento na extracdo do 6leo essencial (SAHA et
al., 2006).

2.6.1 Celulases

As celulases sdo um complexo enzimatico que atuam sinergicamente na hidrolise da
celulose, que fazem parte da familia das glicosil-hidrolases e reconhecem as ligacdes B-(1,4)
entre as moléculas de glicose (HALCHAR et al., 2007). Podem ser produzidas por fungos ou
bactérias, sendo que as enzimas fungicas sdo amplamente disseminadas na natureza e
dominam as aplicagdes comerciais (CHANG, 2007). Este complexo de enzimas celuloliticas
pode ser dividido em pelo menos trés grandes grupos que estdo envolvidos no processo de
hidrélise da cadeia de celulose: endoglucanases, exoglucanases e B-D-glucosidases (Figura 4)
(OGEDA & PETRI, 2010; MENEZES & BARRETO, 2015).

As endoglucanases sdo as enzimas responsaveis por iniciar a hidrolise da molécula de
celulose. Elas atuam randomicamente nas regifes amorfas da celulose e de seus derivados,
hidrolisando ligagoes glicosidicas -(1,4) e liberando oligossacarideos de diversos tamanhos e
consequentemente, gerando novos terminais, sendo um redutor e um ndo redutor (OGEDA &
PETRI, 2010). As endoglucanases também sdo conhecidas como celulases e

carboximetilcelulases (CMC). Seus substratos naturais sdo a celulose e xiloglicana,
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apresentando especificidade variavel em carboximetilcelulose, avicel (celulose cristalina), [3-

glicana e xilana (LYNDY et al, 2002; REIS, 2015).

Celulases
Exo Endo Exo

Celobiohidrolase |

Geloblohidrotase i Atua sobre a regiao redutora

Atua sobre regidao nao redutora

Endoglucanase
Inicia o processo de hidrélise
internamente de forma aleatéria

Celobiose (Produto) Celobiose (Produto)

Oligossacarideos de diferentes

3 L pnrns s R
’%/%M* B-gﬁclidases

Figura 4. Mecanismo de acdo do complexo enzimético. (Fonte: SANTANA, 2010).

As exoglucanases, também conhecidas como glucanohidrolases e celobiohidrolases, séo
enzimas que atuam nos terminais redutores das cadeias de celulose, liberando celobiose das
extremidades das cadeias (FARINAS, 2011). A celobiohidrolase pode ser dividida em dois
tipos: enzima do tipo | (CBH 1), que hidrolisa terminais redutores, enquanto que a do tipo Il
(CBH I1) hidrolisa terminais n&o redutores (CASTRO & PEREIRA JUNIOR, 2010).

Normalmente estas enzimas sofrem inibicdo pelo seu produto de hidrolise (celobiose),
sendo necessaria a atuacdo de outras enzimas do complexo celulolitico, como as -
glicosidases. As B-glicosidases sdo enzimas que tém a propriedade de hidrolisar a celobiose
liberando glicose, diminuindo assim, a inibigc&o das endo e exoglucanases pela presenca deste
produto (LYNDY et al, 2002; CASTRO & PEREIRA JUNIOR, 2010).

2.6.2 Hemicelulases

As hemicelulases representam um grupo de enzimas capazes de degradar as estruturas
complexas da hemicelulose, permitindo que as fibras de celulose se tornem mais acessiveis,
sendo que as enzimas mais importantes desse grupo sdo as xilanases (hidrolisam ligacGes do

tipo B-1,4 entre as unidades de xilose), as arabinases ¢ as B-glicanases. As enzimas que
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degradam a xilana vém recebendo maior atencdo, devido a sua complexa estrutura e por ser
um dos polissacarideos mais comuns entre as hemiceluloses (GIRIO et al., 2010).

A degradacdo completa da xilana requer a acdo conjunta de diversas enzimas
hidroliticas e uma variedade dessas enzimas agem exclusivamente sobre as cadeias laterais,
pois, com a liberacdo das cadeias laterais, a cadeia principal de xilana é exposta a clivagem
pelas xilanases (FARINAS, 2011). A principal enzima para a despolimerizacdo da xilana € a
Endo-1,4-B-D-xilanase (1,4-pB-D-xilana xilohidrolase). Sua acdo ocorre na estrutura principal
da xilana, acarretando na diminuicdo do grau de polimerizacdo do substrato, enquanto que as
B-xilosidases (B-D-xilosideo xilohidrolase) hidrolisam xilo-oligossacaridios pequenos e
xilobiose a partir da extremidade n&o redutora, liberando xilose (POLIZELI et al., 2005;
GIRIO et al., 2010).

2.6.3 Enzimas Ligninoliticas

A degradagdo da lignina pode ser compreendida como o resultado da agdo coordenada
de um série de enzimas ligninoliticas intra e extracelulares que desestabilizam as ligacdes da
macromolécula, causando assim seu colapso (SANTOS et al., 2011a). Esta biodegradacédo da
lignina € um processo essencial na ciclagem de carbono, sendo que diversas enzimas estdo
envolvidas (peroxidases, lacases, manganés peroxidases, entre outras).

Estas enzimas que atuam na degradacdo da lignina podem ser agrupadas em
fenoloxidases e enzimas que produzem perdxido de hidrogénio. As fenoloxidases sdo enzimas
que pertencem as metaloproteinas, que podem se dividir em enzimas dependentes de
perdxido, ou peroxidades, que incluem a lignina peroxidase (LiP) e a manganés peroxidase
(MnP), sendo que esta ultima é a mais comum das ligninas peroxidases, desempenhando um
papel crucial na degradacdo da lignina. O outro subgrupo contém as lacases que s@o cobre-
proteinas e ndo dependem de perdxido para atuar (SANTOS et al., 2011a; REIS, 2015).

2.6.4 Enzimas Pectinoliticas

As enzimas pectinoliticas sdo enzimas que degradam substancias pécticas, hidrolisando
ligacbes glicosidicas ao longo da cadeia carbdnica, estando também associadas com a
degradacéo dessa substancia na parede celular vegetal (UENOJO & PASTORE, 2007). Estas
enzimas também sdo conhecidas como pectinases e sdo produzidas em diferentes
combinacges pelas plantas e micro-organismo (fungos e bactérias). As pectinases podem ser

classificadas em trés tipos: pectina esterase (desesterificante ou desmetoxilante) remove os
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grupos metil éster dando origem ao acido péctico; as despolimerizantes (incluem as enzimas
hidroliticas e as liases) catalisam a clivagem das liga¢Ges glicosidicas das substancias pécticas
e as protopectinases que solubilizam protopectina para formar pectina (JAYANI et al., 2005;
UENOJO & PASTORE, 2007).

Dentre a grande variedade de enzimas pécticas, as poligalacturonases (PGs) sdo as que
mais se destacam, por serem consideradas as maiores enzimas com funcgdo hidrolitica,
podendo apresentar acdo endo (hidrolise randémica) ou exo- (hidrolise sequencial) do acido
péctico. As poligalacturonases sdo Uteis pela alta atividade enzimatica, sendo também as

enzimas mais bem estudadas dentro do complexo pectinolitico (JAYANI et al., 2005).
2.7 Fermentacao em estado solido (FES)

O termo fermentacdo em estado solido (FES) é definido como o processo de
crescimento de micro-organismos, principalmente fungos filamentosos, em substratos solidos,
contendo umidade suficiente para manter o crescimento e o metabolismo do cultivo (Figura
5). Neste processo fermentativo, a agua encontra-se ligada a fase solida, formando uma fina
camada na superficie das particulas, sendo que a sua quantidade varia consideravelmente de
acordo com o substrato utilizado (CASCIATORI et al., 2015; BEHERA & RAY, 2016).

Figura 5. Representacdo da fermentacdo em estado sélido. (Fonte: COSTA, M. A. R. 2017).
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O ambiente fornecido ao micro-organismo neste sistema é bem diferente daquele
fornecido por outras técnicas de fermentacdo, como por exemplo, a fermentagdo submersa
(FS), que ocorre em meio liquido (TAVARES, 2012). Devido a disponibilidade restrita de
agua na FES, a fermentacdo pode ser efetuada apenas por um numero limitado de micro-
organismos, na qual as condigdes de crescimento aproximam-se do habitat natural destes
micro-organismos. Esta caracteristica pode estimular a producdo de algumas enzimas
especificas, mais concentradas ou em grandes quantidades, que ndo seriam produzidas pelo
mesmo organismo na fermentacdo submersa (RIGO et al., 2010; AMORIM et al., 2012;
CASCIATORI et al., 2015).

Dentre os diferentes grupos de micro-organismos utilizados na fermentagdo em estado
solido, os fungos filamentosos sdo o0s mais explorados, pois apresentarem um maior
crescimento e melhor adaptacdo em substratos sélidos. Estes fungos sao ideais para producéo
de substancias de interesse biotecnoldgico, possuindo crescimento rapido e baixo custo de
cultivo sob condigdes controladas (DURAND, 2003; CHANG, 2007).

As espécies do género Aspergillus sdo considerados fungos filamentoso mais comuns,
apresentando uma ampla distribuicdo mundial e estando presente no solo, no ar e na agua,
além de estarem associados com a deterioracdo de materiais vegetais e alimentos. Muitas
espécies de Aspergillus sdo capazes de sintetizar grande variedade de enzimas hidroliticas,
destacando-se o Aspergillus niger, um fungo filamentoso com esporos negros, comumente
denominado como “mofo negro”. Este fungo ¢ de facil manipulagio, sendo capaz de sintetizar
uma ampla faixa de enzimas a partir de uma grande variedade de matérias primas (SANTOS,
2008; SILVA et al., 2015).

Pandey et al (1999), relataram que o Aspergillus niger pode produzir 19 tipos de
enzimas, tais como celulases, xilanase, poligalacturonase, a-galactosidase, o-amilase,
glicoamilase, B-glicosidase e protease acida. Certamente o numero de enzimas produzidas é
maior, tendo em vista que novos estudos tém sido realizados e ja descrevem produtos do A.
niger como: lipase (AMORIM et al., 2012); amiloglicosidase (SANTANA et al. 2012);
lacase, lignina peroxidase e Mn peroxidase (SANTOS et al., 2011a); invertase (NOVAKI et
al., 2010), entre outras.

A FES tem recebido maior atencdo dos pesquisadores, por apresentar um potencial
econémico consideravel na producdo de enzimas e substancias de interesse da industria de
alimentos, farmacéutica e agricola. Além disso, a fermentacdo em estado sélido apresenta
interesse econdmico especial para paises com abundancia de residuos agroindustriais e

biomassa, pois tais residuos podem ser utilizados como substratos na fermentacao,
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diminuindo assim, os custos de producdo relacionados ao meio de cultivo e reduzindo os
impactos ambientais proporcionados por estes residuos (SINGHANIA et al., 2009; RIGO et
al., 2010; AMORIM et al., 2012).

A utilizacdo de biomassa regional ou residuos agroindustriais como substratos em
processos fermentativos fornece uma alternativa viavel para adi¢do de valor a estes materiais,
muitas vezes considerado sem nenhum valor comercial, ou, simplesmente, subutilizados ou
ndo utilizados (SINGHANIA et al., 2009). Entre os residuos agroindustriais destaca-se o
farelo de soja, farelo de trigo e de arroz, bagaco de cana-de-acUcar, bagaco de laranja, palha
de café e casca de maracuja (PELIEZER et al., 2007; SINGHANIA et al., 2009; RIGO et al.,
2010). Destacando-se também como biomassa, o farelo da palma forrageira, que por ser rica
em nutrientes e com baixo custo de producdo representa um importante recurso regional para
a producdo de enzimas por fermentacdo em estado sélido (SANTOS et al., 2012; REIS,
2015).

2.7.1 Palma forrageira

A palma doce ou forrageira (Nopalea cochenillifera) € uma cactdcea de origem
mexicana, largamente cultivada na regido semiarida nordestina, com enorme potencial
produtivo, sendo bastante utilizada na alimentacdo humana e animal. Apresenta uma
quantidade elevada de nutrientes digestiveis totais, com altos niveis de carboidratos soluveis,
vitaminas, nitrogénio e cinzas. Destacando-se 0s altos teores de célcio (3%); fésforo (0,15%)
e potassio (2,5%), bem como os niveis matéria seca (11%), proteina bruta (4,8%), fibra em
detergente neutro (26,8%) e fibra em detergente acido (18%) (CHIACCHIO et al., 2006).

Devido a sua composicdo, a palma forrageira (Figura 6) pode ser utilizada como matéria
prima em bioprocessos, apresentando potencial para a producdo de compostos de interesse
industrial, como bioetanol, glicose, proteinas, enzimas, medicamentos, entre outros
(SOCCOL et al., 2010). O aproveitamento de biomassa vegetal regional é importante para
reduzir os custos de producdo de biocompostos e por ser rica em macro e micro nutrientes, a
palma forrageira pode ser considerada um importante recurso para a producdo de enzimas,
servindo de suporte na fermentagdo em estado sélido (FES) (SANTOS et al., 2012).

Alguns estudos j& comprovaram a viabilidade da produgdo de enzimas a partir da FES
utilizando a palma forrageira como substrato e o fungo Aspergillus niger como micro-
organismo. Citando-se como exemplo, a producdo de CMCase e FPase (SANTOS et al.,

2012), CMCase, FPase, xilanase, lacase, lignina peroxidase e manganés peroxidase
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(CARVALHO et al., 2012; REIS, 2015; SANTOS et al., 2011(a); 2016) e amiloglucosidase
(SANTANA et al. 2012).

Estes autores comprovam que o coquetel enzimético produzido neste processo
fermentativo, apresenta enzimas celuloliticas para realizar a degradacdo da parede celular
vegetal e contribuir com a liberagdo do Oleo essencial, possibilitando assim, aumentar o

rendimento no processo de extracdo destes Oleos.
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Figura 6. Palma forrageira (Nopalea cochenillifera). (Fonte: COSTA, M. A. R. 2017).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Local de realizagdo dos trabalhos

Os experimentos foram realizados nos Laboratorio de Pesquisa de Produtos Naturais
(LAPRON), vinculado ao Nucleo de Pesquisa em Quimica Aplicada (NUPESQ), e no
Laboratério de Aproveitamento de Residuos Agroindustriais (LABRA), da Universidade

Estadual do Sudoeste da Bahia — UESB, Campus de Itapetinga, Bahia.
3.2 Obtencao do Extrato enzimatico
3.2.1 Preparacao e caracterizacdo do farelo de palma forrageira

A palma forrageira foi coletada no campo Agrostolégico da UESB — Campus de
Itapetinga. Posteriormente, o substrato foi higienizado em agua corrente, cortado em tiras e
seco em estufa de circulacéo de ar (SOLAB - Mod. SL 102) a 70°C por 36 horas. Em seguida,
a palma seca foi triturada em moinho de facas (SOLAB), a uma granulometria aproximada de
2 mm. A matéria seca (MS) do farelo de palma forrageira foi obtida levando-se em
consideragdo a quantidade de umidade medida através de determinador de umidade
infravermelho (MARTE 1D200).

A andlise fisico-quimica do residuo foi realizada no Laboratério de Forragicultura da
UESB, sendo determinados os valores de proteina bruta (PB), celulose (CL), cinzas (CZ),
hemicelulose (HC), lignina (LG), fibra em detergente neutro (FDN) e fibra em detergente
acido (FDA), seguindo a metodologia descrita por Van Soest et al. (1991) e Silva & Queiroz
(2002).

3.2.2 Preparo do inéculo do fungo

O micro-organismo utilizado foi o fungo filamentoso Aspergillus niger (ATCC 1004),
pertencentes ao Laboratdrio de Reaproveitamento de Residuos Agroindustriais (LABRA —
UESB), cedidas pela Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ-RJ).
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O preparo do indculo foi realizado através do repique do fungo em meio de cultura de
PDA (Potato Dextrose Agar — HIMEDIA) e Agar-Agar, sendo incubado por 7 dias a 30°C,
em estufa bacterioldgica (SOLAB — Mod. SL 101). Os esporos formados foram extraidos em
solucdo de Tween 80 (VETEC), a 0,01%, com auxilio de pérolas de vidro estéril. O nimero
de esporos em suspensdo foi quantificado em camara de Neubauer e observado em
microscopio binocular (BIOVAL L1000). A concentracdo de esporos utilizada em todos os

testes foi de 10’ esporos por grama de meio sélido (REIS, 2015).
3.2.3 Processo de fermentacao em estado solido (FES)

Foram utilizados erlenmeyers de 125 mL como biorreatores para 0 processo
fermentativo, tendo como substrato 10 g do farelo de palma forrageira. Os biorreatores
contendo o farelo da palma forrageira foram previamente autoclavados a 121°C e 1,0 atm, por
15 min. Apés o resfriamento, inoculou-se a suspensdo de esporos na concentracdo de 10’
esporos por grama de substrato seco. A umidade foi ajustada em 60%, o0 que equivale a
atividade de agua de 0,972 £ 0,002. O volume de &gua adicionado foi calculado em relacdo ao
conteido de matéria seca da biomassa vegetal e a umidade final determinada por medidor de
infravermelho (MARTE 1D200). Posteriormente, as fermentagcbes foram conduzidas em
estufa bacteriologica a 30°C durante 96 horas. As condi¢bes do processo fermentativo com
umidade de 60%, temperatura de 30°C e tempo de 96 horas foram descritas por Carvalho et
al. (2012) e Santos et al. (2012; 2016).

3.2.4 Obtencao do extrato multienzimético

Apos o processo fermentativo do farelo de palma forrageira, realizou-se a obtencéo do
extrato enziméatico. Em cada biorreator foi adicionado 50 mL de solucdo tampéo citrato de
sodio (pH 4,8 a 50 mM). Em seguida, os erlenmeyers permaneceram sob agitacdo em shaker
(SOLAB Mod. SL-180) a 170 rpm durante 30 minutos. Posteriormente, a biomassa
fermentada foi prensada mecanicamente e filtrada em compressa de gaze, para a obtengédo do
extrato enzimatico bruto, o qual foi centrifugado a 6000 rpm por 15 minutos (Centribio Mod.
CT-600R) para remocdo de sélidos mais finos. O sobrenadante foi utilizado para a dosagem
das atividades enzimaticas (SANTOS et al., 2012).
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3.3 Determinacéo da atividade enzimética do extrato

3.3.1 Preparo do reagente &cido 3,5-dinitrosalicilico (DNS)

A determinacdo dos acucares redutores foi realizada pelo método descrito por Miller
(1959). O método do DNS baseia-se na redugdo do acido 3,5-dinitrosalicilico a acido 3-
amino-5-nitrosalicilico, ocorrendo também, a oxidacdo do grupo aldeidico ou cetdnico a
grupos carboxilicos, favorecendo o desenvolvimento de cor laranja-marrom intensa.

O reagente DNS foi preparado utilizando-se duas solucgdes. A primeira solucdo (Solucéo
A) foi preparada com 5 gramas de acido 3,5-dinitrosalicilico previamente diluidos em 100 mL
de uma solucéo de hidréxido de sodio (2 M) recém-preparada. A segunda solucéo (Solucéo B)
foi preparada com 150 gramas de tartarato duplo de sddio e potassio (Sal de Rochelle), em
250 mL de &gua deionizada. Apds o preparo, as duas solucBes foram misturadas sob
aquecimento (50°C) e agitacdo constante, até a dissolucdo completa do DNS. Apos
resfriamento, a mistura foi transferida para um baldo volumétrico de 500 mL e o volume foi
aferido com agua deionizada. A solucdo de DNS foi armazenada em frasco de vidro ambar,
etiquetado e datado (VASCONCELOS et al., 2013).

3.3.2 Atividade de CMCase (endoglucanase)

A atividade da enzima CMCase (endoglucanase) foi determinada através da
quantificacdo dos acgucares redutores produzidos na hidrolise da carboximetilcelulose (CMC)
a 2% plv, diluida previamente em solucdo de citrato de sédio a 50 mM com o pH 4,8,
utilizando o método do acido dinitrosalicilico (DNS) (MILLER, 1959).

As reacOes foram conduzidas em tubos de ensaio contendo 250 ul de extrato
enzimatico e 250 pL da solugdo de CMC (2%). Para o controle da reagdo foram adicionados
250 pL da solugao tampao citrato de sodio (pH 4,8 a 50 mM) e 250 pL de extrato enzimatico.
Para a preparacdo do branco da reagdo foram adicionados 250 pL da solugdo de CMC e 250
uL da solu¢do tampao. Todas as amostras foram incubadas em banho-maria (Cientec CT-
266), a 50°C durante 10 minutos. Para interromper a rea¢do foram adicionados 500 pL da
solucdo de DNS, seguida da submersdo dos tubos em banho-maria com agua fervente
(SOLAB Mod. SL 150), por 5 minutos. Posteriormente, os tubos foram resfriados em banho
de gelo e, em seguida, foram adicionados 5,0 mL de &gua deionizada. Os ensaios foram
realizados em triplicata e a leitura da absorbancia foi realizada a 540 nm em
espectrofotometro UV-VIS (BEL PHOTONICS 2000 UV) (GHOSE, 1987).
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3.3.3 Atividade de Celulases totais — FPase (endoglucanase e exoglucanase)

A atividade de celulases totais (FPase) abrange uma mistura de endoglucanases e
exoglucanases e a quantificacdo da atividade enzimatica é determinada através da dosagem
dos agucares redutores pela degradacédo de uma tira de papel filtro Whatman n°1 (1,0 cm x 6,0
cm), sendo caracterizada pelo método de DNS (MILLER, 1959), conforme a metodologia
descrita por Ghose (1987), com modificacdes.

Nos tubos reacionais foram adicionados 1,0 mL de solu¢do tampéo citrato de sédio a 50
mM e pH 4,8 e 0,5 mL do extrato enzimatico. No controle da rea¢do foram adicionados 1,0
mL da mesma solucdo tampdo e 0,5 mL de extrato enzimatico, e no branco 1,5 mL de solucdo
tampdo. Os tubos foram colocados em banho-maria a 50°C por 5 minutos, com a finalidade de
elevar a temperatura do meio contendo a enzima até uma temperatura ideal de hidrdlise.
Posteriormente, foi adicionada uma tira de papel filtro Whatman n°1 (1,0 cm x 6,0 cm) nos
tubos reacionais e no tubo em branco da analise, mantendo-os por 60 minutos em banho-
maria a 50°C. A reacéo foi interrompida com a adi¢do de 3 mL da solucdo de DNS, seguida
da submersdo dos tubos em banho-maria com agua fervente, por 5 minutos. Posteriormente,
os tubos foram resfriados em banho de gelo e, em seguida, foram adicionados 20 mL de agua
deionizada. Os ensaios foram realizados em triplicata e o valor da absorbancia foi medido no
comprimento de onda de 540 nm em um espectrofotdbmetro UV-VIS (BEL PHOTONICS
2000 UV) (GHOSE, 1987).

3.3.4 Atividade de Poligalacturonase

A atividade da enzima poligalacturonase foi determinada pela quantificacdo dos
acucares redutores produzidos pela acdo do extrato enzimatico bruto, utilizando &cido
poligalacturdnico (1%) (diluido em solugédo tampéo citrato de sodio a 50 mM e pH 4,8) como
substrato, utilizando o método do acido dinitrosalicilico (DNS), adaptado por Miller (1959).

As reagOes foram conduzidas em tubos de ensaio contendo 250 pL de extrato
enzimatico e 250 pL da solu¢do de &cido poligalacturénico (1%). Para o branco da reagdo
foram adicionados 250 pL de extrato enzimatico e 250 uL da solu¢ao tampao citrato de sodio
(pH 4,8 a 50 mM). Todas as amostras foram incubadas em banho-maria, a 50°C durante 15
minutos. Para interromper a reacdo foram adicionados 500 pL da solugao de DNS, seguida da
submerséo dos tubos em banho-maria a 100°C, por 5 minutos. Posteriormente, os tubos foram

resfriados em banho de gelo e, em seguida, foram adicionados 5,0 mL de agua deionizada. Os
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ensaios foram realizados em triplicata e o valor da absorbancia foi medido na faixa de 540 nm
em espectrofotometro UV-VIS (BEL PHOTONICS 2000 UV). Metodologia adaptada de
Souza et al. (2010).

3.3.5 Calculo das atividades enzimaticas

A curva de regressdo linear padrdo para a quantificacdo das enzimas endoglucanase
(CMCase) e poligalacturonase foi constituida a partir das leituras das absorbancias das
solucdes de glicose nas concentragdes de 0,18; 0,36; 0,54; 0,72; 0,9; 1,08; 1,26; 1,44 e 1,62
mg/mL, pelo método do DNS (MILLER, 1959), enquanto a curva para as celulases totais
(FPase) foi construida com solucBes de glicose nas concentragdes de 1,0; 2,0; 3,0; 4,0; 5,0 e
6,0 mg/mL. Uma unidade de atividade enzimética (U) € definida como a quantidade de
enzima necessaria para liberar 1 umoL de agucar redutor por minuto em condicfes pre-
definidas (GHOSE, 1987).

A atividade enziméatica para CMCase e poligalacturonase foi calculada seguindo a
equacao (1):

Atividade enzimatica(U/mL) = T+*Va=Vs (1)

Onde:

X = Concentragéo de agucares redutores;
T = Tempo de reacdo;
Va = Volume de amostra;

Vs = Volume de substrato.
3.4 Otimizacéo do processo de extracdo de dleos essenciais das folhas C. argyrophyllus
3.4.1 Coleta do material vegetal e identificacdo botanica

As folhas de C. argyrophyllus foram coletadas no periodo matutino, no més novembro
de 2017, na Floresta Nacional de Contendas do Sincord, situada no municipio de Contendas
do Sincora — BA. O material vegetal foi encaminhado ao Laboratério de Pesquisa de Produtos
Naturais (LAPRON) da UESB, sendo que parte das folhas frescas foram colocadas em sacos
de polietileno (60 g de folhas) e armazenadas em Freezer a -18°C + 1°C. A outra parte do
material coletado foi pesada e, em seguida, seco em estufa de circulagdo de ar (SOLAB -
Mod. SL 102), a 40°C por um periodo de 18 horas.
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Exsicatas do material vegetal foram encaminhadas para o Herbario da Universidade
Estadual de Feira de Santana — UEFS, onde foram analisadas, identificadas e registradas, sob
numero HUEFS 4662 (Coordenadas geograficas: S13°55.25” W041°06.88).

3.4.2 Extracdo do 6leo essencial das folhas secas de C. argyrophyllus

O dleo essencial das folhas secas de C. argyrophyllus foi obtido através do processo de
extracdo por hidrodestilagdo em aparelho de Clevenger. Cerca de 60 gramas de folhas secas
(trituradas manualmente) e 1,0 litro de d4gua deionizada foram colocadas em baldo de fundo
redondo com boca esmerilhada e capacidade de 2,0 litros. Os processos de extracdo foram
conduzidos em triplicada e realizados em diferentes intervalos de tempo (60 min, 90 min, 120
min, 150 min, 180 min e 210 min), a temperatura aproximada de 100°C. O hidrolato foi
extraido com éter etilico (C4H100), a fracdo etérea posteriormente seca com sulfato de sddio
anidro (Na;SO,) e concentrada. O Oleo essencial foi pesado em balanca analitica e
armazenado sob refrigeracdo a temperatura de -4°C * 1°C, até a realizacdo das analises
posteriores.

O rendimento do 6leo essencial foi calculado de acordo com a seguinte equacéo (2):

Teor% = massa de 6leo (g) / massa de biomassa foliar (g) x 100 @)

3.4.3 Aplicacdo do extrato multienzimatico nas folhas frescas de C. argyrophyllus

As folhas frescas de Croton argyrophyllus (inicialmente armazenas em freezer), foram
submetidas a um pre-tratamento antes da extracdo do 6leo essencial por hidrodestilacdo. Este
pré-tratamento consistiu na aplicacdo do extrato multienziméatico (obtido conforme descrito
no item 3.2), nas folhas frescas de C. argyrophyllus. Este pré-tratamento enzimatico foi
realizado nas seguintes condi¢cdes: 60 gramas do material vegetal fresco foram cortadas com
auxilio de uma tesoura e colocados em baldo de fundo redondo de junta esmerilhada com
capacidade de 2,0 litros, sendo adicionados diferentes volumes do extrato enzimatico (60 mL,
120 mL e 180 mL), completando-se o volume com &gua deionizada até atingir 500 mL.
Posteriormente, os bal6es foram aquecidos em banho termostatico, onde foram estudadas
cinco faixas de temperaturas (25°C, 32,5°C, 40°C, 47,5°C e 55°C). O tempo para a realizagédo
deste pré-tratamento foi inicialmente fixado em 3h. Foram desenvolvidos tratamentos controle
em todas as etapas do processo, que consistiram na submersdo das folhas em 500 mL de agua

deionizada (sem a utilizacdo de enzimas) nas faixas de temperaturas e tempo avaliado.
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Foi utilizado planejamento estatistico Doehlert para otimizar as variaveis experimentais
aplicadas no pré-tratamento enzimatico das folhas frescas de C. argyrophyllus: temperatura e
volume de extrato enzimatico (Tabela 1). Segundo a matriz experimental Doehlert, a
combinacdo das variaveis estudadas originou sete condi¢fes experimentais diferentes, sendo
que o ponto central (40°C e 120 mL de enzima) foi realizado em triplicata, para possibilitar
uma estimativa do erro, totalizando assim 09 ensaios. A anélise dos dados foi realizada no

software Statistica 10.

Tabela 1. Planejamento estatistico Doehlert utilizado para a extracdo do 6leo essencial de C.
argyrophyllus, com os valores reais e codificados (entre parénteses)

Ensaios Temperatura (°C) Volume (mL)
1 40 (0) 120 (0)
2 40 (0) 120 (0)
3 40 (0) 120 (0)
4 55 (1) 120 (0)
5 47,5 (0,5) 180 (0,866)
6 25 (-1) 120 (0)
7 32,5 (-0,5) 60 (-0,866)
8 47,5 (0,5) 60 (-0,866)
9 32,5 (-0,5) 180 (0,866)

Fonte: BEZERRA et al. (2008).

3.4.4 Extracdo do 6leo essencial ap6s o pré-tratamento enzimatico

Apos a realizacdo do pré-tratamento estabelecido em cada condicéo experimental foram
realizadas as extraces do Oleo essencial pelo processo de hidrodestilacdo. Inicialmente,
foram adicionados mais 500 mL de agua deionizada nos bal6es utilizados no pré-tratamento
enzimatico e nas suas respectivas amostras controles, completando assim o volume para 1,0
litro. Posteriormente os balGes foram acoplados em aparelho de Clevenger, sendo que a
extracdo e o calculo do rendimento do 6leo essencial foram realizados conforme descrito no

item 3.4.2. O tempo do processo de extracéo dos 0leos essenciais foi fixado em 2 horas.

3.4.5 Avaliacao do tempo de prée-tratamento enzimatico

Apos a otimizacdo das variaveis temperatura e volume de extrato enzimatico realizado
no pré-tratamento descrito no item 3.4.3, realizou-se a avaliacdo do tempo de contato deste

pré-tratamento, objetivando avaliar o melhor tempo de reagdo das enzimas, visando aumentar
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o rendimento da extracdo do Oleo essencial. Inicialmente, o material vegetal (folhas frescas)
foi processado conforme descrito no item 3.4.3. Em seguida, foram avaliados sete faixas de
tempo de pré-tratamento enzimatico (60, 80, 100, 120, 140, 160 e 180 min), nas condigdes
previamente otimizadas de temperatura de contato e volume de extrato enzimatico. Todos os
ensaios foram realizados em triplicata, sendo também desenvolvidos testes controles nas
mesmas condicGes de tempo avaliados, sem a presenca de enzimas, conforme descrito no item
3.4.3. Ao término do pré-tratamento estabelecido em cada condicdo, a extracdo dos Oleos
essenciais foi conduzida pelo processo de hidrodestilacdo, conforme descrito no item 3.4.4.
Com a otimizacdo das variaveis temperatura, volume de extrato enzimatico e tempo de
contato, realizou-se a validacdo do processo a partir da aplicacdo das condi¢Ges Otimas
obtidas no pré-tratamento das folhas frescas de C. argyrophyllus e, em seguida, realizando a
extracdo do 6leo conforme descrito no item 3.4.4. As condi¢des 6timas encontradas no pré-
tratamento enzimatico, também foram aplicadas nas folhas que passaram pelo processo de

secagem em estufa.
3.4.6 Andlises cromatogréficas

A composicdo quimica dos Oleos essenciais obtidos das folhas frescas de C.
argyrophyllus, com e sem a presenca dos extratos enzimaticos, bem como do éleo essencial
obtido das folhas secas foram analisados por Cromatografia Gasosa acoplada a
Espectrometria de Massas (CG/EM), em parceria com a Universidade Federal Rural do Rio
de Janeiro (UFRRJ), com o objetivo de identificar e comparar os constituintes quimicos
majoritarios das amostras. O cromatografo utilizado foi da marca Shimadzu (GC-17A/
QP2010 Plus), equipado com coluna capilar Factor Four-VF-5ms (30 m x 0,25 mm de
diametro interno x 0,25 um de espessura de filme), utilizando hélio como gés de arraste a uma
vazdo de 1 mL.min™ e presséo de 12 psi. A programacéo da temperatura do forno foi de 60°C
a 260°C (3°C/min), depois 10°C/min até 290°C, com temperatura do injetor a 220°C,
interface a 310°C e fonte de ions a 250°C. Injetou-se 1 pL de solu¢do da amostra em
diclorometano a uma razéo de fluxo (split) 1:30. Os espectros de massas foram obtidos na
faixa de varredura de 40-500 u.m.a com energia de impacto de elétrons de 70 eV. As analises
quantitativas foram feitas utilizando um cromatdgrafo de fase gasosa (HP 5890 Series I1)
equipado com um detector de ionizacdo de chamas (DIC), nas mesmas condicdes

experimentais e temperatura do detector de 250°C.
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Para realizar a identificacdo das substancias do 6leo essencial foram calculados os indices
de retencdo (IR) para cada constituinte através da injecdo de uma série de padrdes de
hidrocarbonetos lineares (Cs-C20) nas mesmas condi¢es da amostra. Posteriormente, os dados
foram comparados com o valor tabelado por Adams (2007), bem como através da comparacao

com o banco de dados da biblioteca (Nist08).
3.4.7 Avaliacdo micromorfologica

A analise micromorfoldgica da superficie foliar de C. argyrophyllus foi realizada
utilizando-se microscopio eletrénico de varredura (Phenom Pure - Mod. 800-07332). As
folhas foram levemente desidratadas para evitar que a umidade danificasse o equipamento.
Esta desidratagéo foi realizada colocando as folhas em bancada e expondo a temperatura
ambiente por até 3 dias, sendo, em seguida, armazenadas sob refrigeracdo a temperatura de
-4°C + 1°C, até a realizacao das analises. Para a obtencdo das imagens, pequenos fragmentos
da folha foram fixados em fita de carbono dupla-face, e colocadas em um suporte “Stub”.
Posteriormente, a face abaxial e adaxial da folha de C. argyrophyllus foram fotografadas com
aumento de 500 a 2500X. As imagens foram obtidas das folhas, sem nenhum tipo de
tratamento ou passadas pelo processo de extracdo, e nas folhas que passaram pelo tratamento

enzimatico e a sua respectiva amostra controle (submersa apenas em &gua deionizada).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizacao fisico-quimica do farelo de palma forrageira

Os resultados obtidos na caracterizacdo fisiso-quimica do farelo da palma forrageira
estdo descritos na Tabela 2, podendo ser observados os valores para proteina bruta (PB),
material mineral (MM), cinzas (CZ), lignina (LG), celulose (CL), hemicelulose (HC), fibra
em detergente neutro (FDN), fibra em detergente acido (FDA) e matéria seca (MS). De
acordo com os dados, pode-se considerar que o farelo de palma forrageira apresenta nutrientes
(proteina bruta) que favorecem a producdo de enzimas através do processo fermentativo em

estado solido.

Tabela 2. Caracterizacdo fisico-quimica do farelo de palma forrageira (Nopalea
cochenillifera)

Componentes Concentracédo (% + DP)
Proteina Bruta 12,67 £ 0,54
Fibra em Detergente Neutro 25,13 +1,84
Fibra em Detergente Acido 14,94 £ 0,44

Cinzas 0,7+0,21

Lignina 8,49 £ 0,50
Celulose 6,45 + 0,06
Hemicelulose 10,19+ 1,40
Mateéria Seca 94,2+0,10

DP (desvio padréo).

A porcentagem de lignina, celulose e hemicelulose ndo se mostraram elevadas e
provavelmente, o micro-organismo Aspergillus niger, encontrou baixa resisténcia para
alcancar o substrato e iniciar o processo fermentativo. A composi¢do do substrato influencia
significativamente na atividade enzimatica, e a celulose, a hemicelulose e a lignina conferem
uma limitacdo para a assimilacdo da fonte de carbono pelo micro-organismo agente da
fermentacdo (REIS, 2015).
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Chiacchio (2006), obteve na caracterizagdo fisico-quimica da palma forrageira valores
de proteina bruta (4,81 + 1,16%) inferior ao obtido no presente trabalho, enquanto que para
FDN (26,79 £+ 5,07%) e FDA (18,85 * 3,17%), os resultados encontrados foram semelhantes
aos dados apresentados neste estudo, conforme observado na Tabela 2. Este autor também
relata que a palma forrageira apresenta carboidratos soluveis, vitaminas e ferro, destacando-se
ainda os teores de célcio (3%), potassio (2,5%) e fésforo (0,15%), que sdo necessarios ao
crescimento do micro-organismo, atribuindo ao farelo da palma forrageira, potencial para ser

utilizado como substrato na fermentacdo em estado sélido para obtencéo de enzimas.

4.2 Processo fermentativo

O fungo Aspergillus niger apresentou um bom crescimento no processo fermentativo
com o farelo da palma forrageira, nas condi¢6es de incubacéo estabelecidas (30°C; 96 horas e
60% de umidade), sendo possivel produzir diferentes enzimas. Na Tabela 3 estdo descritos 0s
valores experimentais obtidos para as atividades das enzimas CMCase (endoglucanase),

FPase (endoglucanase + exoglucanase) e poligalacturonase.

Tabela 3. Atividade enzimética obtida no processo fermentativo da palma forrageira com o
fungo Aspergillus niger

Enzima Atividade enzimatica (U/mL) Intervalo de Confianca (U/mL)
CMCase 10,75 10,44 - 11,06
FPase 19,40 18,44 — 20,35
Poligalacturonase 28,74 28,26 — 29,23

Intervalo de confianca ao nivel de 95% de significancia

Os resultados indicam que a producdo enzimética pode ter sido favorecida pela
composi¢do da palma forrageira, que é rica em nutrientes, fornecendo condi¢fes adequadas
para o crescimento do fungo Aspergillus niger. O valor obtido no presente trabalho para a
enzima CMCase (carboximetilcelulase) foi de 10,75 U/mL, sendo superior ao descrito por
Santos et al. (2012), que obtiveram uma atividade maxima de 7,47 U/mL para CMCase em 72
horas de incubacdo com 0,949 de atividade de &gua, na otimizacao e producao por Aspergillus
niger, usando farelo de palma forrageira como substrato. Carvalho et al. (2012), também
produziram enzimas celuloliticas utilizando o mesmo processo fermentativo com a palma
forrageira e 0 mesmo fungo filamentoso, relatando valores maximos de CMCase de 4,66

U/mL, em 92 horas de fermentagéo.
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A producéo de enzimas celuloliticas é relatada em muitos trabalhos na literatura, onde
sdo utilizados diferentes tipos de substratos, incluindo residuos agroindustriais. Por exemplo,
Jang e Chen (2003), reportaram valores de 40,3 U/mL para endoglucanase em 1% de CMC e
trés dias de fermentacéo, utilizando meio de cultura rico em nutrientes, com a estirpe mutante
Streptomyces, a T3-1. Santos et al. (2011b), utilizou o residuo proveniente do beneficiamento
da seriguela como substrato para a espécie fungica Rhizopus sp., e relataram uma maior
atividade para a CMCase de 11,06 U/g, em 72 horas de fermentacdo, com 0,971 de atividade
de agua. Esta diversificacdo no meio de cultura e as diferencas das condi¢cGes operacionais
utilizadas limitam a comparacdo dos resultados.

Para as celulases totais (FPase), a atividade enzimatica obtida foi de 19,40 U/mL. Valor
préximo ao encontrado por Carvalho et al. (2012), de 19,71 U/mL, em 96 horas de
fermentacdo com 85% de teor de agua. Reis (2015), utilizou as mesmas condicdes de
incubacédo deste trabalho (30°C; 96 horas e 60% de umidade), encontrando uma atividade
maxima de FPase de 17,32 U/mL. No entanto, os dados aqui apresentados sao superiores aos
valores maximos de FPase obtidos por Santos et al. (2012), que encontraram valores
otimizados de 9,42 U/mL, com o tempo de fermentacdo de 64 horas e 0,986 de atividade de
agua. Todos os autores acima utilizaram a palma forrageira como meio de cultivo e o fungo
Aspergillus niger.

Durante a hidrolise da celulose, as endoglucanases, decompdem os polissacarideos,
produzindo terminais para as exoglucanases atuarem e, portanto, as celulases totais sdo
capazes de atuar tanto nas regides cristalinas como nas regides amorfas da celulose (OGEDA
& PETRI, 2010). Deste modo, a atividade enzimatica de celulases totais (FPase) representa
um fator importante para a escolha das melhores condic¢des de producéo do extrato enzimatico
bruto. Vale salientar, também, que a maioria dos micro-organismos celuloliticos apresentam
atividade de endoglucanase, mas nem sempre apresentam de exo e por conseguinte, a
atividade de FPase é um diferencial (FRANCO, 2009).

Em relagdo a enzima poligalacturonase (PGs), a atividade enzimaética obtida foi de
28,74 U/mL. Os fungos sdo os principais micro-organismos responsaveis pela producéo de
pectinases, sendo que o fungo filamentoso Aspergillus niger € um dos mais utilizados na
industria de alimentos para producdo de enzimas pectinoliticas, destacando-se a
poligalacturonase. As poligalacturonases representam um das classes de enzimas com funcao
hidrolitica, podendo apresentar acdo endoglucanase (hidrdlise randémica) ou exoglucanase
(hidrélise sequencial) do &cido péctico (JAYANI et al., 2005; UENOJO & PASTORE, 2007).
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Bueno et al. (2005), investigaram a sintese de poligalacturonases a partir de trés fungos
da linhagem Aspergillus sp., testando diferentes proporgdes de meio de cultura (mistura de
galactose com pectina citrica), e observaram uma maxima atividade de 14,9 U/mL, em 48
horas de fermentacdo, concluindo que a producdo de poligalacturonases esta diretamente
ligada & natureza e concentracdo da fonte de carbono do meio de cultura e da linhagem de
fungo. Menezes et al. (2006), estudando a produgdo de poligalacturonases por meio da
fermentacdo semi-solida do residuo de maracujd misturado com farelo de trigo por
Aspergillus niger mutante, observaram uma atividade igual a 12,01 U/mL, com adic¢do de
fonte de nitrogénio, em 64 horas de fermentacdo. Resultados superiores foram encontrados
neste trabalho, com 96 horas de fermentacdo, porém, sem a adigédo de fontes de nitrogénio.

A industria de alimentos vem utilizando as enzimas pectinoliticas na extracdo de 6leos
vegetais, em alguns casos, em associacdo com outras enzimas como as celulases e
hemicelulases. A aplicagdo destas enzimas tem por finalidade realizar a degradacgéo da parede
celular vegetal, melhorar o processo de extracdo e a qualidade do 6leo vegetal (UENOJO &
PASTORE, 2007).

Além das enzimas que foram detectadas neste trabalho, no processo fermentativo da
palma forrageira por Aspergillus niger também é possivel produzir: xilanases, lacases, lignina
peroxidase e manganés (Mn) peroxidase, que sdo enzimas importantes para degradar a parede
celular vegetal. Em estudo realizado por Reis (2015) foi observado a producdo de xilanases
com atividade de 35,23 U/mL em 96 horas de fermentacdo e 60% de teor de agua, condicdes
fermentativas semelhantes ao utilizado neste trabalho. Enquanto Carvalho et al. (2012)
relataram uma producéo de 19,71 U/mL com o mesmo tempo de incubacéo e utilizando 85%
de teor de agua. As xilanases representam as principais enzimas responsaveis pela hidrdlise da
xilana, que é um dos principais polissacarideos constituinte das hemiceluloses (GIRIO et al.,
2010).

Esta diferenca nos valores da atividade enzimatica de xilanases observada pelos dois
autores pode ser explicada pela variacdo nos valores de umidade utilizados durante a
incubacdo. O controle da umidade é um fator critico e essencial em processos de fermentacdo
em estado solido, sendo que a extrapolacdo do nivel de agua ideal pode ocasionar a inibicao
do fungo e influenciar na producéo da enzima (SANTANA et al. 2012).

Reis (2015), tambem relataram a atividade maxima para lacase, que foi quantificada em
1,17 U/mL, lignina peroxidase de 2,34 U/mL e Mn Peroxidase de 1,13 U/mL, com 96 horas
de periodo fermentativo. Tais enzimas sdo importantes no processo de degradacdo de

polissacarideos estruturais, e a presenca de enzimas ligninoliticas e xilanoliticas no complexo
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enzimatico é de grande importancia para desestruturar o entrelagamento das fibras (GIRIO et
al., 2010; CARVALHO et al., 2012).

Os resultados experimentais confirmam que a palma forrageira proporcionou o
desenvolvimento do fungo filamentoso Aspergillus niger no processo de fermentacdo em
estado solido, possibilitando a producdo de extratos multienzimaticos com indices
consideraveis de atividade enzimética. O coquetel enziméatico produzido apresenta enzimas
importantes para realizar a degradacdo da parede celular vegetal e facilitar a remocéo do 6leo
essencial no processo de extracdo. Vale salientar que os fungos foram capazes de sintetizar as
enzimas tendo como indutor ou substrato apenas a palma forrageira e a agua, sem a

necessidade de adicdo de qualquer outro nutriente.

4.3 Obtencao do 6leo essencial de C. argyrophyllus

4.3.1 Extracdo do 6leo essencial

Os valores médios de massa (g) de 6leo essencial e o rendimento obtido a partir da
extracdo por hidrodestilacdo de 60 g de folhas secas de Croton argyrophyllus, em diferentes
intervalos de tempo e sem a realizacdo do pre-tratamento enzimatico estdo apresentados na
Tabela 4. O rendimento maximo de 6leo essencial obtido foi de 0,37% com 3 horas e meia de

extracdo, sendo que em todos 0s ensaios o0 rendimento é crescente ao longo do tempo.

Tabela 4. Rendimento do 6leo essencial obtido das folhas secas de C. argyrophyllus em
diferentes tempos de extracdo e sem a realizacdo de tratamento enzimatico

Tempo de Intervalo de _ Intervalo de
extracéo (h) Massa (g) Confianca (g) Rendimento (%)  confianca (%)
1 0,0726 0,0721-0,0732 0,12 0,11-0,12
15 0,1093 0,1061 -0,1125 0,18 0,18-0,19
2 0,1443 0,1395-0,1492 0,24 0,23-0,25
2,5 0,1758 0,1613-0,1903 0,29 0,27 -0,31
3 0,2006 0,1950 - 0,2050 0,33 0,32-0,34
3,5 0,2194 0,2091 - 0,2299 0,37 0,35-0,38

Intervalo de confianga ao nivel de 95% de significancia
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Em estudos realizados com a espécie C. argyrophyllus, Cruz et al. (2017) relataram um
teor de 6leo essencial equivalente a 0,48% a partir de 100 gramas de folhas secas, com 3 h de
extracdo por hidrodestilacdo em aparelho de Clevenger modificado, valor superior ao
encontrado neste trabalho. No entanto, o rendimento do 6leo essencial encontrado por Araujo
et al. (2014), foi de 0,33% com 3 horas de extracdo para as folhas frescas de C. argyrophyllus,
valor semelhante ao determinado neste estudo. J4 Ramos et al. (2013), relataram o rendimento
de 6leo essencial das folhas frescas de C. argyrophyllus de 0,76% com 2 horas de extracao.

A variacdo no rendimento do Oleo essencial pode ser explicada pela influéncia de
fatores abidticos, como luminosidade, temperatura, pluviosidade, nutricdo, época e horéario de
coleta, bem como, pela idade e estagio de desenvolvimento da espécie e pelas técnicas de
colheita e pds-colheita empregadas. Tais fatores também podem influenciar
significativamente na composicdo quimica do dleo essencial, ocasionando alteracGes ou
reducdo nos componentes majoritarios (MORAIS, 2009).

As espécies do género Croton produzem Oleos essenciais com rendimentos variados,
mas ndo muito superior a 3%, demostrando assim a necessidade de buscar técnicas mais
eficientes para proporcionar o aumento do rendimento de extracdo destes 6leos. Em trabalho
realizado por Chaves et al. (2006), o 6leo essencial das folhas secas de C. cajucara de dois
morfotipos, o branco e o vermelho, foram obtidos com rendimentos de 0,97% e 0,65%,
respectivamente, ap0s 4 horas de extracdo. Carvalho et al. (2016), estudando as folhas secas
de C. tetradenius, obtiveram o 6leo essencial com rendimento de 2,73%, apds 3 horas de
extracdo. Costa et al. (2008), obtiveram o 6leo essencial das folhas secas de C. zehntneri com
rendimento de 1,56%, apos 2 horas de extragéo.

Na Tabela 5 séo apresentados os resultados em massa e porcentagem do 6leo essencial
obtido das folhas frescas de C. argyrophyllus, com e sem o tratamento enzimatico, bem como
0 respectivo aumento de massa de Oleo extraido em todas as condi¢des avaliadas pelo
planejamento experimental desenvolvido com a matriz Doehlert. A realizagdo do pré-
tratamento enzimatico nas folhas frescas de C. argyrophyllus proporcionou aumento da massa
de oleo essencial em todas as condi¢Bes testadas, ou seja, qualquer condi¢cdo adotada na
matriz Doehlert ira proporcionar maior rendimento no processo de extragdo do 6leo essencial.
Destacando-se 0s ensaios 1 e 3 que apresentaram 0 aumento da massa de dleo extraido de
9,48% e 9,81%, respectivamente. Estes resultados confirmam a eficiéncia do uso dos extratos

multienzimaticos obtidos do farelo de palma forrageira na extracao de 6leos essenciais.
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Tabela 5. Matriz Doehlert com os valores reais para as variaveis independentes aplicadas no
pré-tratamento das folhas frescas de C. argyrophyllus (temperatura e volume de
extrato enzimatico), e a variavel resposta do aumento do teor de 6leo essencial,
apos 2h de extracao

Ensaios T(°C) V(mL) MCE(g) TCE (%) MSE(g) TSE (%) AOE (%)

1 40 120 0,0808 0,135 0,0738 0,123 9,49
2 40 120 0,0779 0,130 0,0719 0,120 8,34
3 40 120 0,0795 0,133 0,0724 0,121 9,81
4 55 120 0,0753 0,126 0,0732 0,122 2,87
5 47,5 180 0,0746 0,124 0,0698 0,116 6,87
6 25 120 0,0708 0,118 0,0702 0,117 0,85
7 32,5 60 0,0788 0,131 0,0761 0,127 3,55
8 47,5 60 0,0756 0,126 0,0725 0,121 4,28
9 32,5 180 0,0833 0,139 0,0796 0,133 4,65

T= temperatura / V= volume / MCE= Massa de 6leo extraido com enzimas / MSE= Massa de 6leo
extraido sem enzimas / TCE= Teor de 6leo obtido com auxilio de enzimas / TSE= teor de 6leo obtido
sem enzimas / AOE = Aumento da massa do Oleo extraido (%). Tempo de contato para o pre-
tratamento fixado em 3 horas.

As folhas da espécie em estudo apresentam o teor de umidade de 61,63%, indicando que
a maior parte do peso da amostra (folhas frescas) consiste em agua. O que pode justificar a
diferenca no rendimento do 6leo essencial em massa (g) obtido das folhas que passaram pelo
processo de secagem (Tabela 4), com as folhas frescas que foram submetidas ao pré-
tratamento enzimatico (Tabela 5), apos 2 horas de extracao.

Na Tabela 6 sdo apresentados os dados obtidos da analise de variancia (ANOVA),
demostrando que a falta de ajuste ndo foi significativo, com os dados se adequando ao modelo

proposto.

Tabela 6. Analise de Variancia (ANOVA) dos efeitos e interacBes das variaveis estudadas no
aumento de teor de oleo essencial

Fonte SQ GL QM F p
(1) Temperatura (L) 4,06574 1 4,06574 6,8911 0,119627
Temperatura (Q)* 64,83406 1 64,83406 109,8887 0,008978
(2) Vol. Enzima (L) 3,42454 1 3,42454 5,8043 0,137601
Vol. Enzima (Q)* 13,73498 1 13,73498 23,2797 0,040372
1L por 2L 0,56303 1 0,56303 0,9543 0,431654
Falta de Ajuste 0,14799 1 0,14799 0,2508 0,666176
Erro Puro 1,18000 2 0,59000
Total SS 78,79021 8
R2 0,98315
R2 ajustado 0,95505

*Estatisticamente significativa ao nivel de 5% de significancia; GL= Graus de Liberdade; SQ= Soma
dos Quadrados; QM= Quadrado Médio; F= Teste de Fisher; p= Probabilidade; R?= Coeficiente de
Determinacéo.
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O modelo ajustado para explicar o aumento da massa do o¢leo essencial é

estatisticamente significativo (p<0,05) e o coeficiente de correlagdo R?= 0,98315 e R? aj.=

0,95505 explica 95,5% da variacdo das respostas encontradas. Os termos estatisticamente

considerados significativos para explicar o aumento de massa de 6leo essencial foram os

termos quadréticos: temperatura e volume de enzima. Conforme observado na Tabela 6 e no

Grafico de Pareto da Figura 7.

Temperatura(Q)

Vol. Enzima(Q)

(1)Temperatura(L)

(2)Vol. Enzima(L)

1Lby2L |

-1 0,4828 1
-4,82491
2,625092
2,409216
,9768745
p=.05
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Figura 7. Gréfico de Pareto mostrando os efeitos da temperatura e volume de enzima no
aumento de massa do Oleo essencial extraido das folhas frescas de C.

argyrophyllus.

O modelo pode ser descrito pela equacdo (3), que corresponde a relagdo entre as duas

variaveis e a resposta, em termos de valores ndo codificados:

AOE% = 9,2122 + 0,58x — 1,8376x2 + 0,92527y — 2,53737y2 + 0,37517x.y (3)

Onde:

AOE% = Aumento de massa de 6leo;

X= Temperatura;

y = Volume de extrato enzimatico.
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A superficie de resposta mostrada na Figura 8 apresenta os resultados para o aumento de
massa de Oleo extraido (AOE%) das folhas frescas de C. argyrophyllus, em funcdo da
variacdo da temperatura e do volume de extrato enzimatico. A regido central da curva mostra
0s maiores valores do aumento de massa de Oleo extraido (>8,0%), evidenciando que as
condicGes das variaveis estudadas para proporcionar este aumento na extracdo de Oleo

essencial foram bem otimizadas.

Il >3
<6
O<2
Cl<-2
Il <-6
B <-10

Figura 8. Grafico de superficie de resposta para 0 aumento de massa de 6leo em funcéo do
volume de enzima e da temperatura de contato.

A Tabela 7 descreve os valores minimos e maximos das varidveis independentes
utilizadas neste planejamento experimental, bem como dos resultados obtidos, através do
software Statistica 10, para as condi¢des Otimas de aumento no rendimento da extragdo do
Oleo essencial da espécie em estudo. Verifica-se que os valores 6timos encontrados para a
temperatura foi de 41,34°C, o volume de extrato enzimatico de 130,73 mL e o valor maximo
previsto para 0 aumento no rendimento de extracdo do 0leo essencial foi de 9,35%. Os valores
otimos encontrados para as variaveis temperatura e volume de extrato enzimatico ficaram
dentro do dominio experimental, corroborando com o que foi observado no grafico de

superficie de resposta.
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Tabela 7. Valores minimos e maximos utilizados no planejamento experimental e valores
6timos obtidos através da analise estatistica

Variaveis Valores Minimos ~ Valores Otimos  Valores Maximos
Temperatura (°C) 25,00 41,34 55,00
Volume de Enzima (mL) 60,00 130,73 180,00
Rendimento maximo (%) - 9,35 -

O méaximo aumento de massa de 0leo essencial alcancado a partir da aplicacdo destes
valores otimizados na etapa de pré-tratamento com o tempo de contato de 3 horas (180 min),
foi de 9,66% (Tabela 8), proximo do que foi previsto pela modelo estatistico de 9,35%,
validando assim o modelo.

Apds a otimizacdo das variaveis temperatura e volume de extrato enzimatico, foi feito a
avaliacdo do tempo de contato no pré-tratamento, com a finalidade de determinar o melhor
tempo de reacdo das enzimas, para que ocorresse 0 aumento no rendimento de extracdo do
0leo essencial. Na Tabela 8 e na Figura 9 é possivel observar os resultados obtidos para o
aumento de massa de 6leo obtida com a variacdo do tempo de pré-tratamento enzimatico, nas
condicBes 6timas definidas de temperatura (41,3°C) e volume de extrato enzimatico (130,73
mL).

Tabela 8. Aumento no teor de 6leo essencial das folhas frescas de C. argyrophyllus a partir
da variacdo do tempo de pré-tratamento enzimatico com as condi¢des 6timas pré-
definidas (temperatura e volume de enzima)

) Tempo MCE TCE MSE TSE AOE Intervalo de
ENsaios  (min) (g (%) 9) (%) (%)  Confianca (%)*
1 60 0,0681 0,113 0,0648 0,108 5,08 4.37-5,79
2 80 0,0697 0,116 0,0657 0,109 6,19 5,79 - 6,60
3 100 0,0685 0,114 0,0637 0,106 7,43 7,14 -7,71
4 120 0,0714 0,119 0,0660 0,110 8,12 7,73-8,51
5 140 0,0691 0,115 0,0634 0,106 9,06 8,63 -9,49
6 160 0,0743 0,124 0,0679 0,113 9,38 8,93-9,84
7 180 0,0704 0,117 0,0642 0,107 9,66 9,22 -10,09

*Intervalo de confianca ao nivel de 95% de significancia; MCE= Massa de 6leo extraido com enzimas
| MSE= Massa de 6leo extraido sem enzimas / TCE= Teor de 6leo obtido com auxilio de enzimas /
TSE= teor de 6leo obtido sem enzimas / AOE = Aumento da massa do 6leo extraido (%).

Analisando os resultados, observa-se que a partir do tempo de 140 minutos, o0 aumento
de massa de Oleo essencial obtida na extracdo comeca a estabilizar, ndo sendo observadas
diferencas significativas apos este periodo, visto que os intervalos de confianca, neste caso, se

sobrepdem. Desta forma, pode-se concluir que com 140 minutos de pré-tratamento enzimatico
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foi possivel atingir o maior aumento na extragdo do 6leo (9,06%), conforme apresentado na
Tabela 8 e na Figura 9.

12,00

110,00 T |

8,00

6,00 /

4,00

2,00

Aumento no rendimento de dleo (%)

0,00 T T T T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

Tempo (min)

Figura 9. Aumento no rendimento de extracdo do 6leo essencial de C. argyrophyllus em
funcdo do tempo de contato, com as condi¢des 6timas de temperatura e volume de
enzima.

A partir das variaveis otimizadas, temperatura (41,3°C), volume de extrato enzimatico
(130,73 mL) e tempo de contato (140 min), obteve-se um aumento no rendimento da extracéo
do oleo das folhas frescas da especie em estudo de 9,06% (Tabela 8), validando o modelo
estatistico que previa um aumento maximo no rendimento de 6leo de 9,35% (Tabela 7). As
condicBes otimizadas do pré-tratamento enzimatico também foram aplicadas nas folhas que
passaram pelo processo de secagem em estufa, obtendo-se um aumento no rendimento de
extracdo do oleo essencial de 6,77% (intervalo de confiancga: 5,75 — 7,79%), resultado abaixo
do que foi obtido com as folhas frescas.

O aumento no rendimento da extracdo do 6leo essencial esta diretamente relacionado as
interacbes das varidveis durante a etapa de pré-tratamento enziméatico, como temperatura,
volume de extrato enzimatico e tempo de contato, pois as enzimas precisam trabalhar nas
condicgdes otimas de reacdo para romper a parede celular vegetal e proporcionar uma maior
extracdo de 0leo essencial. Desta forma, estudos sobre a otimizagdo destas variaveis tornam-

se essenciais, principalmente para espécies vegetais que ja possuem propriedades
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farmacoldgicas comprovadas, como o C. argyrophyllus, tendo em vista que o rendimento do
6leo essencial de uma espécie vegetal é um fator importante para a sua aplicagdo em escala
industrial.

Dentre as metodologias utilizadas na otimizagédo de processos, o planejamento Doehlert
vem se mostrando uma alternativa pratica e econdmica em relagdo a outras metodologias de
superficie de resposta mais usados, como o composto central e Box-Behnken, principalmente
por exigir poucos pontos experimentais para sua aplicacdo, apresentando uma alta eficiéncia e
facilidade na otimizacdo de variaveis (BEZERRA et al., 2008).

Utilizando uma matriz Doehlert com trés variaveis, Reis (2015), aplicou o extrato
enzimatico bruto obtido da fermentagdo em estado sélido da palma forrageira por Aspergillus
niger, como pré-tratamento nas folhas de Mentha arvensis, obtendo um aumento maximo da
massa do Oleo extraido de 194%. A otimizacdo do pré-tratamento enzimatico foi definida nas
condicBes de 36°C, com o tempo de contato de 126 minutos e a concentracdo enzimatica de
55 mL, em 1 hora de extracdo por hidrodestilacdo. Tempo de contato e temperatura proximos
aos valores otimizados neste estudo com as folhas frescas de C. argyrophyllus, mais com o
volume de extrato enzimatico e tempo de extracdo superior ao determinado por Reis (2015).

Estudando o efeito do pré-tratamento enzimatico na extracdo do 6leo essencial das
folhas frescas de Croton grewioides, Tavares (2012), obteve um aumento no rendimento de
extracdo, variando de 6,24% a 14,14%, em pré-tratamento enzimético realizado a 50°C,
durante 1 hora e utilizando de 150 a 550 mL de extrato enzimatico bruto, obtido da
fermentacdo em estado solido do residuo da acerola por Aspergillus niger. O mesmo autor
também estudou a utilizacdo do extrato enzimatico bruto obtido do residuo do caju por
Aspergillus niger, sendo observado o0 aumento na extragdo de Oleo essencial de 2,88% a
10,1%, com as mesmas condigdes de pré-tratamento, em 1 hora de extracao.

A utilizacdo de extratos enzimaticos obtidos a partir do aproveitamento da biomassa
agroindustrial, bem como da biomassa de espécies regionais, como por exemplo, o farelo de
palma forrageira, tem se mostrado uma alternativa de alta eficiéncia no processo de extracéo
de Oleos essenciais. 1sso porque as enzimas sdo biomoléculas capazes de catalisar reacGes
com especificidade, promovendo a degradacdo das paredes celulares vegetais, facilitando a
extracdo dos oOleos essenciais (PINELO et al., 2006). Entretanto, ainda existem poucos
estudos na literatura sobre a aplicacdo destes extratos enzimaticos na extracdo de Oleos
essenciais.

Hosni et al. (2013) avaliaram a extracdo de 0Oleos essenciais das folhas de tomilho e

alecrim a partir do pré-tratamento enzimatico com celulases e hemicelulases, associado ao
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processo de hidrodestilagdo por duas horas. A aplicacdo destas enzimas comerciais
proporcionou um aumento maximo de 109% no teor de 6leo obtido das folhas de tomilho,
enquanto que nas folhas de alecrim, o tratamento enzimatico promoveu a elevacdo maxima do
rendimento em 50%. Baby & Ranganathan (2016), também utilizaram enzimas comerciais
para avaliar o efeito do pré-tratamento enzimatico na extracdo de 6leos essenciais obtidos das
sementes de cardamomo. O processo de extracdo foi realizado por destilagdo por arraste de
vapor durante quatro horas, sendo observado o aumento maximo no teor de 6leo de 16%, com
um pre-tratamento enzimatico de 90 minutos.

As enzimas comerciais sdo mais pesquisadas e utilizadas na extracdo de o6leos
essenciais, sendo aplicadas principalmente em oleaginosas de interesse comercial, pela
industria de alimentos. No entanto, a utilizacdo em maior escala de enzimas comerciais,
principalmente enzimas purificadas, que apresentam um alto custo, limita o uso desta
tecnologia, sendo que o custo de uma enzima é um dos principais fatores que determinam a
economia de um processo e a sua utilizacdo (ALTUN & CETINUS, 2007).

4.3.2 Andlise cromatogréafica do 6leo essencial

A composicdo quimica dos O6leos essenciais das folhas de C. argyrophyllus foi
determinada por Cromatografia Gasosa (CG) acoplado a Espectrometria de Massas (CG-EM),
com a finalidade de verificar possiveis alteracdes nos constituintes quimica do éleo essencial
extraido com e sem a utilizacdo do extrato enzimético, bem como do 6leo obtido das folhas
secas.

A andlise da composicdo quimica do 6leo essencial extraido sem a enzima (OEC),
amostra controle, revelou a presenga de 72 compostos, sendo identificados 64. Na amostra de
o0leo extraido com a presenca do extrato enzimatico (OEE) foram encontradas 55 compostos e
identificados 51. Enquanto o 6leo extraido das folhas secas (OEFS), sem nenhum tipo de
tratamento, revelou a presenca de 59 compostos e identificados 49. A maioria dos compostos
identificados nas trés amostras de 6leo pertence a classe dos monoterpenos e sesquiterpenos,
apresentando, tambem, outros tipos de constituintes de classes diferentes em menor

proporcéo, conforme pode ser observado na Tabela 9.
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Tabela 9. Composicdo quimica do 6leo essencial obtido de folhas frescas com e sem o
tratamento enzimatico e do 6leo obtido das folhas secas de C. argyrophyllus

IRL!

K2

C. argyrophyllus (%)°

Constituinte OEC OEE OEFS
(controle) (enzima) (F.secas)

Monoterpenos hidrocarbonados
a-Tujeno 848-930 926 0,41 0,39 0,82
a-Pineno 927-939 939 5,84 5,34 7,64
Canfeno 937-953 954 0,37 0,36 0,51
Sabineno 950-976 975 1,43 1,21 2,00
B-Pineno 974-980 979 1,40 1,16 1,64
Mirceno 977-992 990 0,96 0,96 1,01
0-2-Careno 998 1002 0,05
a-Felandreno 989-1006 1002 0,43 0,43 0,90
9-3-Careno 1008-1012 1011 0,27 0,29
a-Terpineno 1002-1019 1017 0,33 0,43 0,45
o-Cimeno 1016-1028 1026 0,70 0,71 1,06
Silvestreno 1025-1033 1030 1,37 1,4 0,73
(E)-p-Ocimeno 1033-1051 1050 1,48 1,48 1,29
y-Terpineno 1048-1062 1059 1,19 1,34 1,03
Terpinoleno 1067-1090 1088 0,33 0,46 0,33
Monoterpenos oxigenados
1,8 Cineol 1030-1036 1031 1,15 0,73 1,41
Cis-Hidrato de sabineno 1059-1070 1070 0,67 0,42 0,34
Trans-Hidrato de sabineno 1097 1098 0,35
Linalol 1087-1100 1096 0,74 1,24 1,14
Cis-p-Mentha-2-en-1-ol 1097-1124 1121 0,19 0,23 0,16
a-Canfolenal 1125 1126 0,09
Trans-Pinocarveol 1121-1143 1139 0,24 0,31 0,23
Trans-Verbenol 1140-1149 1144 0,19 0,15 0,11
Pinocarvone 1162 1164 0,08
Borneol 1146-1170 1169 0,82 0,93 0,76
Terpineno-4-ol 1167-1181 1177 2,01 2,51 1,72
a-Terpineol 1178-1193 1188 0,72 1,07 0,66
Mirtenol 1194 1195 0,10
Trans-Piperitol 1207 1208 0,11
Sesquiterpenos hidrocarbonados
v-Elemeno 1285-1341 1436 0,26 0,27 0,23
a-Copaeno 1338-1380 1376 0,46 0,47 0,91
-Bourboneno 1377-1389 1388 0,65 0,74 0,74
B-Elemeno 1386-1396 1390 3,22 3,42 3,51
B-Cariofileno 1393-1429 1419 12,66 13,22 15,57
[-Copaeno 1427-1435 1432 0,28 0,44
Aromadendreno 1432-1445 1441 0,64 0,73 0,80
a-Humuleno 1457-1461 1454 3,59 3,79 4,30
9-epi-p-Cariofileno 1463-1467 1466 1,1 1,05 1,25



Germacreno-D

B-Selileno
Biciclogermacreno
Germacreno-A

o-Cadineno

Cis-Calameno

a-Cadineno

Germacreno-B
Sesquiterpenos oxigenados
10-epi-Cubebol

Oxido de Cariofileno
Maaliol

B-Nerolidol

Espatulenol

Viridiflorol

Guaiol

Ledol

Epdxido de Humuleno Il
1-epi-Cubenol

a-Muurolol

B-Eudesmol

a-Cadinol

(2)-a-Santalol
Germacra-4(15),5,10(14)-trien-1-a-
ol

Outros constituintes
Diacetona (cetona)
(2E)-Hexenal (aldeido)
(42)-Hexenol (alcool)
(2E)-Hexenol (alcool)
n-Nonanal (aldeido)
Criptona (cetona)

a-Acetato de Fenchil (ester)
Acetato de Bornila (ester)
Total identificado
Monoterpenos hidrocarbonados
Monoterpenos oxigenados
Sesquiterpenos hidrocarbonados
Sesquiterpenos oxigenados
Outros constituintes

1485-1489
1488-1492
1502-1506
1508-1513
1525-1529
1535
1539
1560

1518
1552
1567
1570
1587-1591
1596-1600
1600
1607-1611
1613-1618
1632
1650-1654
1656
1659-1664
1676-1679

1691-1694

835-840

847-852

850-855
864
1104
1184
1219

1190-1288

1485
1490
1500
1509
1523
1529
1538
1561

1535
1583
1567
1563
1578
1592
1600
1602
1608
1628
1646
1650
1654
1675

1686

839
855
877
862
1100
1185
1220
1288

6,83
0,92
13,64
3,04
1,07
0,26
0,23
0,73

1,15
0,58
0,42
0,25
6,16
1,34
0,5
1,69
0,95

1,26
2,19
2,04

1,39

0,55
0,34
0,08

0,08
0,12
0,24
94,65
16,56
7,46
49,3
19,92
1,41

7,10
0,75
12,93
3,07
1,38

7,42
1,92
1,98
1,57

1,07
2,51
2,06

1,17

0,54
0,14
0,55
0,42
0,22

0,25
94,57
15,96

7,59

49,2

19,7

2,12

7,12
0,92
12,98
2,74
1,58

1,2

5,66
1,14
1,71
0,86
0,42
0,71
0,21
1,64

1,6

0,38

0,52

0,22
95,3
19,41
6,53

53,09
15,53

0,74

45

'Indices de retencdo com coluna capilar Factor Four/VF-5ms. “indices de Kovats em coluna capilar
DB-5 (ADAMS, 2007). *Substancias listadas por ordem de eluicdo em coluna capilar Factor Four/\V/F-

5ms. OEC = Oleo extraido sem enzima — controle; OEE = Oleo extraido com enzima; OEFS = Oleo

extraido das folhas secas.
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A classe de compostos mais representativa foram os sesquiterpenos hidrocarbonados,
com aproximadamente 50% do percentual do 6leo essencial de C. argyrophyllus, seguida dos
sesquiterpenos oxigenados (15,53% a 19,92%), monoterpenos hidrocarbonados (15,96% a
19,41%) e monoterpenos oxigenados (6,53 a 7,59%). Observa-se que 0s percentuais destas
classes de compostos estdo proximos entre as trés amostras de 6leo essencial analisados e
mesmo que o Oleo essencial obtido sem a enzima (OEC) tenha apresentando maiores
quantidades de constituintes, a proporcao entre as classes de monoterpenos e sesquiterpenos
se manteve como as demais amostras, principalmente quando comparado com o 6leo extraido
com a enzima (OEE).

Comparando a amostra de 6leo obtida sem a enzima (OEC) com a amostra de dleo
obtida com a aplicacdo dos extratos enzimaticos (OEE), verifica-se que, os percentuais de
cada constituinte identificado para ambas as amostras foram semelhantes, ocorrendo poucas
alteracbes, conforme observado nos percentuais dos constituintes majoritarios encontrados
para os dois Oleos (OEC - OEE): biciclogermacreno (13,64% - 12,93%), B-cariofileno
(12,66% - 13,22%), germacreno-D (6,83% - 7,10%), espatulenol (6,16% - 7,42%), a-pineno
(5,84% - 5,34%), a-humuleno (3,59% - 3,79%), B-elemeno (3,22% - 3,42%) e germacreno-A
(3,04% - 3,07%), respectivamente.

Observa-se também a presenca de 19 compostos minoritarios que sao diferentes entre as
duas amostras de 6leo (OEC e OEE), com variagdes de 0,05% a 1,15%, sendo que a amostra
OEC apresentou uma maior quantidade de constituintes diferentes em relacdo a amostra OEE.
Esta variacdo na quantidade dos compostos pode estar relacionada a aplicacdo das enzimas no
pré-tratamento, ou podem ter ocorrido a volatilizacdo e/ou reacfes de degradacdo, tendo em
vista que os Oleos essenciais, em geral, podem ser alterados na presenca da luz, calor, ar e
umidade, o que dificulta a sua conservacdo (GUIMARAES et al. 2008).

A semelhanga no percentual dos constituintes identificados para as duas amostras (OEC
e OEE), tanto os majoritarios como para 0s minoritarios, indicam que a utilizacao dos extratos
enzimaticos com objetivo de aumentar a extracdo do 6leo essencial ndo ocasionou alteragdes
significativas na composic¢do quimica dos 6leos extraidos, demostrando assim a viabilidade de
aplicacdo destes extratos. Entretanto, novos testes devem ser realizados com a finalidade de
comprovar com mais seguranga se as enzimas podem provocar alguma alteracdo neste 6leo,
ou se realmente ocorreu alguma reacdo de degradacédo que explique a diferenga na quantidade
de constituintes entre as duas amostras de 0leo.

Com relacdo a andlise da composicdo quimica do dleo essencial extraido das folhas
secas (OEFS), verifica-se que houve uma semelhanga nos compostos encontrados,
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principalmente em comparacdo com a amostra OEE. Indicando que a aplicacdo do pré-
tratamento enzimético nas folhas frescas de C. argyrophyllus, pode substituir a etapa de
secagem e proporcionar economia de energia no processo de extracdo dos 6leos essenciais,
contribuindo também com o aumento do rendimento obtido nestes 0leos.

No entanto, ocorreu uma diferenca maior no percentual dos constituintes presentes no
6leo obtido das folhas secas, quando comparado com as duas amostras de 6leo obtidas das
folhas frescas (OEC e OEE). Os componentes majoritarios se mantiveram, sendo o B-
cariofileno (15,57%) e o biciclogermacreno (12,98%), seguidos do a-pineno (7,64%),
germacreno-D (7,12%), espatulenol (5,66%), a-humuleno (4,30%), B-elemeno (3,51%) e o
germacreno-A (2,74%). As estruturas quimicas dos constituintes majoritarios identificados no
6leo essencial estdo descritas na Tabela 10.

As variagdes nos constituintes do 6leo essencial obtido das folhas secas em comparagao
com o Gleo obtido das folhas frescas podem estar relacionadas ao processo de secagem. A
secagem do material vegetal tem por finalidade facilitar o acesso do vapor de agua as
glandulas armazenadoras dos Oleos essenciais. Entretanto, por se tratar de substéncias
quimicas volateis, o processo de secagem pode ser critico para qualquer espécie aromatica,
podendo ocasionar a reducdo do teor do Oleo essencial, favorecendo a volatilizacdo ou a
degradacdo das substancias presentes no 6leo (BORSATO et al., 2008; MACHADO et al.,
2013).

Tabela 10. Estruturas quimicas dos constituintes majoritarios identificados por CG/EM nos
6leos essenciais das folhas de C. argyrophyllus

B-elemeno

a-pineno B-cariofileno o—humuleno

\
Germacreno-D Germacreno-A  Biciclogermacreno  (-)-Espatulenol




48

Diversos trabalhos apresentam dados compativeis com os encontrados neste estudo,
onde as especies do género Croton produzem o6leos essenciais que sdo caracterizados pela
predominancia de monoterpenos e sesquiterpenos. Estas substancias volateis proporcionam o
aroma dessas plantas e exibem uma enorme variedade estrutural, e podem ser utilizadas como
fonte de novas moléculas biologicamente ativas e menos tdxicas, que poderdo ser utilizadas
na formulacdo de novos farmacos, coadjuvantes e inseticidas (FERNANDES, 2016).

Costa et al. (2008), identificaram 7 constituintes quimicos no 6leo essencial obtido das
folhas secas de C. zehntneri, sendo classificados em mono e sesquiterpenos, demostrando
também que o Gleo apresenta potencial bioldgico contra bactérias patogénicas. Carvalho et al.
(2016), comprovaram a atividade toxica sobre o Ae. aegypti do Oleo essencial de C.
tetradenius, sendo identificados 25 constituintes, divididos principalmente em monoterpenos
hidrocarbonados e oxigenados, seguindo em menor proporgéo por sesquiterpenos.

Morais et al. (2006) avaliaram a composi¢do quimica do 6leo essencial de trés espécies
de Croton da regido nordeste (C. zenhtneri, C. argyrophylloides e C. nepetaefolius), e
confirmaram a presenca de diferentes monoterpenoides, sesquiterpenoides e arilpropanoides,
destacando-se o a-copaeno, a-pineno, B-pineno, B-felandreno, metileugenol, trans-cariofileno
e 0 anetol. Estas substancias foram consideradas pelos autores como as principais
responsaveis pela atividade larvicida sobre Ae. Aegypti.

Alguns estudos ja foram realizados com o 6leo essencial de C. argyrophyllus e tiveram
seus constituintes analisados, sendo que boa parte dos constituintes foram semelhantes aos
encontrados neste trabalho. Em estudos realizado por Cruz et al. (2017), foram identificados
45 compostos no 6leo obtido das folhas secas de C. argyrophyllus, apresentando os seguintes
compostos majoritarios: o espatulenol (22,80%), B-cariofileno (15,41%), a-pineno (14,07%),
biciclogermacreno (10,43%), Germacreno-D (5,69%) e o 1,8-Cineol (5,18%). Os referidos
autores constataram que este 6leo essencial apresenta uma boa margem de seguranca para uso
como inseticida botanico para o controle do vetor Ae. aegypti.

Segundo Araujo et al. (2014), o 6leo essencial obtido das folhas frescas dessa mesma
espécie, apresenta uma significativa atividade citotoxica em macr6fagos murinos J774 e na
sua composicdo quimica foram identificaram 24 constituintes, sendo 0s compostos
majoritarios o biciclogermacreno (27,78%), seguido por d-elemeno (8,67%), B-elemeno
(8,50%), prenopsan-8-ol (8,50%), B-cariofileno (6,27%) e espatulenol (4,83%).

Ramos et al. (2013), constataram que o 0leo essencial obtido das folhas frescas de C.

argyrophyllus apresenta atividade anti-inflamatoria e antioxidante, e que a sua atividade
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bioldgica pode ser atribuida a alta concentracdo de biciclogermacreno (14,60%) e espatulenol
(8,27%). Os autores identificaram 42 compostos, e encontraram como demais constituintes
majoritarios o P-cariofileno (6,79%), B-elemeno (6,19%), B-felandreno (5,75%), mirceno
(4,81%) e oxido de cariofileno (3,68%).

No trabalho mais atual de Ramos et al. (2016), foram identificados 31 constituintes do
oleo essencial das folhas frescas de C. argyrophyllus, tendo como compostos majoritarios o
biciclogermacreno (14,80%), B-cariofileno (8,0%), espatulenol (7,9%), B-felandreno (6,5%),
mirceno (5,9%), germacreno B (4,9%), B-elemeno (4,9%), a-pineno (4,6%) e o-elemeno
(4,4%). A atividade antinociceptiva estudada pelos autores foi atribuida aos compostos
majoritarios biciclogermacreno, -cariofileno e o espatulenol.

Existe uma diferenca marcante na quantidade de constituintes e no percentual dos
compostos majoritarios identificados do dleo essencial de C. argyrophyllus nos estudos
citados e no que foi observado neste trabalho (Tabela 9). Estas diferencas na composicao dos
6leos essenciais podem estar relacionadas com a influéncia de fatores abioticos, como o local,
época e horario de coleta, radiacdo, temperatura, precipitacdo, as condi¢bes do solo, pela
idade e estdgio de desenvolvimento da espécie no periodo de coleta e pelas técnicas de
colheita e pos-colheita empregadas, bem como a utilizacdo do processo de secagem e
acondicionamento do material vegetal (MORAIS, 2009). Estes fatores podem exercer
variagbes na composi¢do quimica e no rendimento dos dleos essenciais estudados nos
diferentes trabalhos.

Morais et al. (2006), estudando algumas espécies do género Croton, verificaram que a
composicao do 6leo essencial apresenta variacdo ao longo do dia. Para o C. argyrophylloides,
os principais componentes identificados as 6:00 h foram a-pineno (14,2%), espatulenol
(9,8%) e 1,8-cineol (8,2%) e as 13:00 h foram o espatulenol (14,3%), B-cariofileno (10,3%) e
felandreno (7,4%). J& para o C. nepetaefoluis os principais compostos identificados as 6:00 h
foram metil-eugenol (39,62%), a-copaeno (19,05%) e biciclogermacreno (5,03%), enquanto
que as 13:00 h foram os mesmos compostos majoritarios identificados, mais em
concentracdes diferente, metil-eugenol (27,8%), a-copaeno (18,92%) e biciclogermacreno
(7,9%). Estes resultados demostram que a variacdo de um fator (horario de coleta) ja traz
diferencgas significativas na composi¢do quimica dos 6leos essenciais.

Geralmente, os constituintes majoritarios sdo responsaveis pelas atividades bioldgicas
presentes nos 6leos essenciais extraidos de diferentes espécies aromaticas (RIELLA et al.

2012; RAMOS et al. 2017). Neste contexto, as acOes bioldgicas do 6leo essencial de C.
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argyrophyllus, relatadas pelos diferentes autores poderiam ser atribuidas as altas
concentracdes de biciclogermacreno, B-cariofileno, espatulenol ¢ o-pineno, por serem 0s
constituintes mais representativos destacados nestes estudos e no presente trabalho. No
entanto, as substancias em menores concentracées também podem estar contribuindo com tais
atividades bioldgicas, possivelmente através de um efeito sinérgico (RAMOS et al., 2017).

Substancias minoritarias encontradas neste 6leo, como o a-copaeno, a-pineno, -pineno,
e linalol tém sido considerados bons agentes larvicidas, corroborando com os estudos
realizados por Cruz et al. (2017). Estes constituintes também ja foram encontrados em outras
espécies de Croton, apresentando também toxicidade sobre o Ae. aegypti (MORAIS et al.
2006; NICULAU et al. 2013; CARVALHO et al. 2016).

O biciclogermacreno, um sesquiterpeno normalmente encontrado em 6leos essenciais de
diversas espécies vegetais, pode servir como intermediario chave na formacéo de diferentes
sesquiterpendides como o viridiflorol, o ledeno e o espatulenol. Desta forma, a presenca de
espatulenol no 6leo essencial de C. argyrophyllus pode ser um subproduto, pelo menos em
parte, formado a partir da auto oxidacdo do biciclogermacreno (TRAN e CRAMER, 2014;
RAMOS et al. 2017).

A espécie de C. argyrophyllus vem apresentando uma rica diversidade de constituintes
quimicos presentes no seu 0leo essencial, oferecendo componentes ativos promissores para o
desenvolvimento de farmacos e inseticidas botanicos. Alguns estudos ja comprovaram este
potencial farmacoldgico da espécie, mas o baixo rendimento obtido na extracdo dos dleos
essenciais pelas técnicas convencionais pode inviabilizar a sua aplicacdo em escala industrial.
Assim sendo, torna-se essencial a busca por novas metodologias que favore¢cam o aumento no
rendimento de extragdo destes 0leos, sendo que a aplicacdo de extratos enzimaticos na etapa
de pré-tratamento, demostrou ser uma alternativa promissora para proporcionar este aumento

na extracdo dos 6leos essenciais para a espécie de C. argyrophyllus.

4.3.3 Andlise micromorfolégica

A analise das folhas de C. argyrophyllus por microscopica eletrénica de varredura
revelou a presenca de tricomas estrelados em abundancia, estando presentes em maior
guantidade na face abaxial da folha, ocorrendo na face adaxial em menor densidade, conforme
pode ser observado nas Figuras 10 e 11. As imagens na Figura 10 foram realizadas nas folhas
frescas apos a coleta, sem sofrer nenhum tipo de tratamento com o extrato enziméatico e nem

terem sido submetidas ao processo de extragao.
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Figura 10. Micrografia eletrbnica de varredura das folhas de C. argyrophyllus: Face adaxial
(A) e face abaxial (B, C e D).

Também foram observadas algumas estruturas semelhantes a tricomas glandulares na
face abaxial da folha, conforme observado na imagem B, C e D da Figura 10. Ja na face
adaxial da folha (A), ndo foram observados tricomas glandulares. Os tricomas glandulares sdo
0s responsaveis pela maior produgdo e armazenamento de 6leo essencial em espécies vegetais
aromaticas e, normalmente, a maior quantidade destes tricomas sdo encontrados na face
abaxial (REIS, 2015), confirmando o que foi observado pelas imagens.

Na Figura 11, séo observadas as eletromicrografias das folhas submetidas ao tratamento
enzimatico nas condicOes otimizadas (Temperatura de 41,3°C, volume de enzima 130,73 mL

e tempo de contato 140 min) e das folhas da amostra controle, submersas apenas em agua.
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Figura 11. Micrografia eletrdnica de varredura das folhas frescas apds tratamento enzimatico
faces adaxial (E3) e abaxial (E1 e E2) / Controle - Faces adaxial (F1) e abaxial (F2 e F3).
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Visualizando as eletromicrografias apresentas na Figura 11 é possivel verificar que
ocorreu um maior rompimento dos tricomas glandulares com a utilizagdo dos extratos
enzimatico na etapa de pré-tratamento (E1 e E2), quando comparados com as folhas
submersas apenas em agua (amostra controle), onde foram encontrados tricomas intactos (F2
e F3). Confirmando assim a eficiéncia da aplicacdo dos extratos enziméticos na etapa de pré-
tratamento visando o aumento na extracdo do 6leo essencial sobre as folhas frescas (9,06%).
Entretanto, ndo foi possivel quantificar adequadamente o rompimento destes tricomas
glandulares, pelo fato das folhas apresentarem uma grande quantidade de tricomas estrelados
na face abaxial, dificultando assim, a visualizagdo dos tricomas glandulares.

Os tricomas exercem papel importante na defesa de espécies vegetais e a producdo
destas estruturas foliares pelas plantas geralmente esta associado a pressdo de herbivoria. Os
tricomas glandulares, por exemplo, produzem substancias repelentes ou que provocam
irritacdo. Outras estruturas apresentam fungdo de reduzir a perda de agua, diminuir a
incidéncia luminosa e formarem uma densa cobertura que pode servir como barreira mecanica
(BARBOSA et al., 2010).

Estas caracteristicas de protecdo foliar podem explicar a grande quantidade de tricomas
estrelados que foram observados na folha da espécie em estudo. Entretanto, tais tricomas nédo
sdo especificos para armazenar Oleo essencial, possuindo uma funcdo mais especifica na
defesa fisica da espécie (BARBOSA et al., 2010).

A face adaxial das folhas da espécie em estudo ndo apresentam tricomas glandulares
(Figural0 (A); Figura 11 (E3 e F1)), apresentando poucas quantidades apenas na face abaxial.
Estes tricomas sdo 0s principais responsaveis por armazenar e sintetizar a maior quantidade de
oleo, e pelas eletromicrografias é possivel observar poucas destas estruturas, o que pode
justificar o baixo rendimento de 6leo obtido para a espécie de C. argyrophyllus, mesmo com a

aplicagdo de pré-tratamentos enzimaticos.
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5. CONCLUSOES

Os resultados experimentais confirmam a viabilidade na utilizagdo da palma forrageira
como substrato para a produgdo de extratos multienziméticos pelo fungo Aspergillus niger.
Através da fermentacdo em estado sélido realizada no presente estudo foram produzidas
diferentes enzimas hidroliticas (celulases totais, endoglucanases e poligalacturonase), que
apresentaram significativa atividade enzimatica.

Os 6bleos essenciais das folhas secas de C. argyrophyllus foram obtidos com rendimento
médio de 0,37% pelo processo convencional de extracdo por hidrodestilacdo sem aplicacéo de
extratos enzimaticos, sendo considerado um baixo rendimento quando comparado com outras
espécies do mesmo género.

Os valores 6timos de temperatura, volume de extrato enziméatico e tempo de contato
para realizar o pré-tratamento das folhas frescas de C. argyrophyllus foram bem otimizados,
onde o efeito sinérgico destas enzimas, associado a técnica de hidrodestilacdo, possibilitou a
extracdo do Oleo essencial das folhas frescas com elevacdo do rendimento em até 9,81%.
Enquanto que o pré-tratamento enzimatico aplicado nas folhas secas, com os valores
otimizados para as folhas frescas, proporcionou o aumento no rendimento de 6leo essencial
em 6,77%, demonstrando a eficiéncia do pré-tratamento enzimatico associado a técnica de
hidrodestilacao.

A composigdo quimica dos Oleos essenciais ndo sofreu alteragdes marcantes pela
aplicacdo do extrato enzimatico no processo. Entretanto, o processo de secagem das folhas
provocou algumas alteracBes em relacdo ao 6leo obtido das folhas frescas. Os componentes
majoritarios encontrados no oleo essencial de C. argyrophyllus foram o B-cariofileno e o
biciclogermacreno.

Foi observada uma correlagdo entre o rendimento do 6leo essencial obtido das folhas de
C. argyrophyllus e a quantidade de estruturas especializadas para a sintese e armazenamento

do oleo essencial na planta (tricomas).
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