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RESUMO

TAVARES, lasnaia Maria de Carvalho, Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia, Fevereiro
de 2012. Producéo e aplicacdo de extratos enzimaticos brutos produzidos por fermentagao
em estado sélido, a partir de residuos agroindustriais na extragdo de 6leo essencial: Prof.
D.Sc. Marcelo Franco. Co-orientador Prof. D.Sc. Baraquizio Braga do Nascimento Junior.

A utilizacdo de enzimas na extracdo de 6leos estd sendo muito estuda atualmente, porém é
pouco aplicada industrialmente, uma vez que o processo € encarecido pelo preco de enzimas
purificadas, mas a utilizacdo de extratos enzimaticos brutos com altas concentragdes de enzimas
especificas pode ser um modo de minimizar este problema. Dentro desta perspectiva, o objetivo
deste trabalho foi testar a utilizacdo de extratos enzimaticos brutos produzidos a partir de
residuos agroindustriais de caju (Anacardium occidentale L.) e de acerola (Malpighia
emarginata D.C.) por fermentacdo em estado solido na extracdo de Oleos essenciais
provenientes de plantas aromaticas nativas da espécie Croton grewioides da regido do sudoeste
da Bahia. Em uma primeira etapa, foi utilizado o fungo filamentoso Aspergillus niger, incubado
a uma temperatura de 30°C para fermentagdo em estado sélido dos residuos, analisando o efeito
da variacdo da umidade (30, 40 e 50%, para o residuo de caju, e de 50, 60 e 70%, para o de
acerola) e tempo (24, 48, 72 e 96 horas) sobre a producdo das enzimas CMCase
(endoglucanase), FPases (exo e endoglucanases) e Xilanases. Na segunda etapa, 0 extrato
enzimatico foi utilizado no pré-tratamento no material vegetal, a uma temperatura de 50° C por
60 minutos, seguido da extracdo do 0Oleo pela técnica da hidrodestilagdo, com um aparelho de
Clevenger. Foi estudada a variagdo quantitativa e qualitativa de 6leo obtido durante os tempos
de 1 a 4 horas de extracdo e também na presenga de concentragBes crescentes de extrato
enzimatico bruto. Em paralelo, foi realizado o teste controle, no qual a mesma quantidade de
material vegetal foi submetida ao tratamento nas mesmas condicGes, porém, apenas com tampao
citrato. Os constituintes quimicos destes Oleos foram analisados e identificados em
cromatografo gasoso. O microrganismo selecionado obteve rapido crescimento em todas as
umidades testadas nos dois residuos, produzindo, assim, valores de atividade consideravel de
todas as enzimas analisadas em tempo reduzido. Pode ser destacado ainda que o fungo
sintetizou a enzima, utilizando como Unico indutor o residuo agroindustrial e adicionado
somente de agua, em concentracdes diferentes. As condigdes de fermentacdo selecionadas para
a producao de extrato enzimatico bruto para aplicacdo na extracdo de 6leo essencial foi de 48
horas e 50% de umidade para ambos os residuos. Estas foram escolhidas por serem
consideradas as condi¢fes de producdo mais eficientes, por atingirem valores de atividades
enzimaticas mais proximas dos maximos. Foi comprovada a eficacia da utilizacdo dos extratos
enzimaticos brutos para o aumento do rendimento da extracdo do 6leo de Croton. Obteve-se um
aumento da massa de Oleo mé&ximo médio de 14,14 e 10,01% para acerola e caju,
respectivamente. Estes Oleos extraidos ndo sofreram nenhuma alteracdo quimica ou
incorporacdo de nenhuma substancia volatil, seja pela variacdo do tempo de extracdo ou pelo
aumento da concentracdo de extrato enzimatico. O Extrato enzimético bruto, produzido a partir
de residuo de acerola, foi considerado mais eficiente para a extracdo de 6leos essenciais.

Palavra-chave: Aspergillus niger, Croton grewioides, rendimento, hidrodestilac&o.



ABSTRACT

TAVARES, lasnaia Maria de Carvalho, Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia, Fevereiro
de 2012. Producao e aplicagdo de extratos enzimaticos brutos produzidos por fermentagéo
em estado sélido, a partir de residuos agroindustriais na extracdo de 6leo essencial de
Croton grewioides: Prof. D.Sc. Marcelo Franco. Co-orientador Prof. D.Sc. Baraquizio Braga do
Nascimento Junior.

The use of enzymes in the extraction of oil is currently being widely studied, however little is
applied industrially, since the process becomes more expensive the price of purified enzyme,
but use the crude enzyme extract with high concentrations of specific enzymes may be a way of
minimizing this problem. Within this perspective, the objective of this study was to test the use
of crude enzyme extract produced from agroindustrial waste of cashew (Anacardium
occidentale L.) and acerola fruit (Malpighia emarginata DC) by solid state fermentation to
extract essential oils from herbs native species of Croton grewioides the southwest region of
Bahia. In the first step was used for the filamentous fungus Aspergillus niger incubated at a
temperature of 30 ° C for solid state fermentation of waste examined the effect of varying
moisture (30, 40 to 50% residue of cashew and 50, 60 and 70% of acerola fruit) and time (24,
48, 72 and 96 hours) of enzyme CMCase (endoglucanase) FPases (endoglucanases and exo) and
xylanases. In the second step, the enzyme extract was used in the pretreatment in the plant
material at a temperature of 50 ° C for 60 minutes, followed by extraction of the oil by steam
distillation technique, with a device Clevenger. We studied the quantitative and qualitative
variation of the oil obtained during the time 1-4 hours of extraction, and also in the presence of
increasing concentrations of crude enzyme extrac. In parallel, control test was performed in
which the same amount of plant material was treated under the same conditions, but only with
citrate buffer. The chemical constituents of these oils were analyzed and identified by gas
chromatography. The microorganism selected achieved rapid growth in all humidities tested in
two residues, thereby producing significant amounts of activity of all enzymes analyzed in a
short time. It may be noted also that the fungus synthesizing enzyme, using a single inductor
agroindustrial residue and water added only in different concentrations. The fermentation
conditions selected for the production of crude enzyme extract for application to the extraction
of essential oil was 48 hours and 50% RH for both residues. These were chosen because they
are considered the conditions of production more efficient, by reaching values of enzymatic
activities closer to the maximum. The efficacy of the use of crude enzyme extract to increase the
efficiency of extraction of oil from Croton. Was obtained increases the mass of oil and
maximum average of 14.14 to 10.01% and cashew acerola, respectively. These oils extracted
experienced no chemical modification or addition of any volatile substance, either by varying
the time of extraction or by increasing the concentration of enzyme extract The crude enzyme
extract, produced from the residue of acerola was considered more efficient for the extraction of
essential oils.

Keyword: Aspergillus niger, Croton grewioides, income, hydrodistillation.
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1 INTRODUCAO

O uso de Oleos essenciais como agentes medicinais é conhecido desde a remota
antiguidade. Ha registros pictoricos de seis mil anos atras, entre os egipcios, de préaticas
religiosas associadas a cura de males, as ungdes de realeza e a busca de bem estar fisico, através
de aromas obtidos de partes especificas de certos vegetais, como resinas, flores, folhas e
sementes. No entanto, foi apenas a partir da Idade Média, através do processo de destilacdo
introduzido pelos cientistas mulgumanos, que se iniciou a real comercializacdo de materiais
aromaticos (SIANI et al., 2000).

Para a remocdo destes Oleos essenciais, tem-se utilizado outros processos fisicos e/ou
mecénico, além da hidrodestilagdo, como a retirada por solventes ou prensagem, no intuito de
romper as células, facilitando a saida destes 6leos. Uma alternativa para otimizar o processo de
extracdo é o emprego de enzimas celuloliticas, que degradam a parede celular.

A utilizacdo destas enzimas para aumentar o rendimento da extracdo de 6leos tem sido
muito estudada (HANMOUNGJAI et al., 2001; SHANKAR et al., 1997). Nesse processo, ha a
ruptura da parede celular, nesse caso, pelo uso de enzimas especificas, facilitando o processo de
extracdo, ocasionando um aumento na velocidade de extracdo e no rendimento, e ainda tornando
possivel 0 uso de métodos de extracdo mais econdmicos e menos nocivos a0 meio ambiente
(SANTOS, 2008). A extracdo enzimatica de Oleos vegetais, principalmente para aumentar o
rendimento de obtencdo de OGleo, fornece resultados promissores, quando aplicada
simultaneamente com processos puramente mecanicos (SANTOS e FERRARI, 2005). Por
exemplo, elimina o consumo de solvente, resultando em uma diminuicdo no consumo de
energia e, consequentemente, no custo da extragdo (BARRIOS et al., 1990).

A partir das observacOes feitas sobre a acumulacdo do 6leo nos espacos intracelulares
em células vegetais, os pesquisadores tém estudado substancias capazes de afetar a estrutura das
células com objetivo de melhorar a extracdo de 6leo, mas a aplicacdo de um tratamento
enzimatico requer uma estratégia especifica para cada caso (SOSULSKI, 1962).

A selecdo das enzimas requer o conhecimento da composi¢cdo do tecido vegetal da
oleaginosa a ser processada. Considerando que a parede celular é composta de diferentes grupos
de polissacarideos, o extrato enzimatico deve conter diferentes enzimas com atividades de
celulases, hemicelulases, pectinases, amilases e proteases (FREITAS et al., 1996).

A desvantagem da utilizacdo de enzimas na extracdo de Oleos esta associada a
quantidade de enzimas usadas durante a hidrdlise, superior a 1% em relagdo ao peso da matéria-
prima, o que, devido ao alto custo das enzimas comerciais, limita 0 uso desta tecnologia
(FREITAS, et al., 1996). O custo de producdo de uma enzima depende de multiplos fatores,
como a quantidade e o processo de producdo e recuperacdo, assim como o estado de pureza em

que esta é vendida. Quanto mais purificada uma enzima estiver, mais cara ela serd (SAID e
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PIETRO, 2004). A utilizacdo de enzimas ndo purificadas, ou seja, na forma de extrato
enzimético bruto (EEB), pode ser uma alternativa economicamente vidvel quanto as aplicagoes
de enzimas.

Os custos da aplicacdo de técnicas que utilizam enzimas ainda podem ser minimizados,
reduzindo os custos da etapa de produgdo, com a utilizacdo de substratos de baixo custo como
os residuos agroindustriais. O uso destes materiais agroindustriais deve-se ao fato de
apresentarem varias caracteristicas, tais como: sdo recursos renovaveis; sua producdo depende
de outra atividade produtiva, muitas vezes, € um subproduto ou produto secundario; sdo
produzidos em grande quantidade e, normalmente, constituem um problema localizado, quando
considerados rejeitos ou descarte industrial, que necessitam de algum tratamento ou alguma
aplicacdo (GUTIERREZ e TORRES, 1992).

A utilizacdo de residuos agroindustriais na producdo de enzimas celuloliticas, aliada a
aplicacdo das mesmas em forma de EEB, possibilita uma nova estratégia para a ampliacdo da

aplicacdo da tecnologia em processos e produtos, como na extracdo de 6leos essenciais.
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OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Utilizar extratos enzimaticos brutos (EEB), provenientes de fermentagdo em estado
solido (FES) de residuos agroindustriais de acerola (Malpighia emarginata) e de
caju (Anacardium occidentale L.), na extracdo de Oleo essencial das folhas do

Croton grewioides, planta nativa da regido do sudoeste da Bahia.

2.2 Objetivos especificos

Producéo de EEB através da variacdo do tempo fermentacéo, e atividade de agua
sobre a fermentacéo dos residuos de acerola e de caju;

Verificacdo das atividades enziméticas especificas das diferentes enzimas
celuloliticas produzidas por FES, a partir dos residuos agroindustriais;

Avaliar o rendimento da extracdo do dleo essencial do Croton grewioides e possivel
alteracdo quimica, com e sem a aplicagdo de extrato enzimatico na etapa de pré-
tratamento, em diferentes tempos de extragéo;

Avaliar efeito quantitativo e qualitativo da extracdo de 6leo essencial extraido com
a aplicacdo de concentracOes crescentes dos extratos enzimatico bruto na etapa de
pré-tratamento;

Identificar e quantificar os principais constituintes aromaticos do 6leo essencial
obtidos com e sem a aplicacdo dos EEB,;

Comparar os constituintes aromaticos do 6leo essencial da espécie vegetal com e
sem presenca dos extratos enzimaticos, obtido por fermentacdo dos residuos por
microrganismos;

Estabelecer uma nova aplicagdo de extratos enzimaticos produzidos a partir de
residuos agroindustriais, diminuindo, assim, a acdo poluidora dos residuos gerados
na producéo e industrializacdo de alimentos e diminuindo o custo de produgéo das
mesmas;

Buscar alternativa para a utilizagdo do EEB em substituicdo as enzimas purificadas.
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3 REVISAO DE LITERATURA
3.1 Residuos agroindustriais

O setor agroindustrial brasileiro gera uma grande quantidade de residuos. Dentre 0s
residuos solidos de agroindustrias estdo aqueles provenientes das industrias processadoras de
frutas e hortalicas (bagacos, tortas, refugo e restos). Estes sdo provenientes de cascas e sementes
ndo aproveitados durante o processamento que, frequentemente, S0 0s maiores componentes de
vérios frutos e, geralmente, ndo recebem a devida atencdo. Nesse sentido, ndo ocorre o
reaproveitamento ou a reciclagem desse material, possivelmente, em decorréncia da falta de
valor comercial (SILVA et al., 2005; SOONG e BARLOW, 2004; MATOS, 2005).

O aumento na producgéo desses residuos vem provocando impactos ambientais, pois sua
taxa de geracdo é muito maior que sua taxa de degradacdo; dessa forma, é cada vez mais
premente, a necessidade de reduzir, reciclar, ou reaproveitar os residuos gerados pelo homem,
com o objetivo de recuperar matéria e energia, de preservar 0S recursos naturais e evitar a
degradacgéo do meio ambiente (STRAUS e MENEZES, 1993).

Esses residuos gerados podem ser usados como substrato para o crescimento celular. A
matéria organica presente neste material ¢ usada como fonte de energia para o crescimento e 0
carbono para a sintese de biomassa celular e dos produtos do metabolismo microbiano. A
utilizacdo dos residuos da agroindustria brasileira, além de fornecer diferentes alternativas de
substratos para fermentacdo, também ajuda na diminuicdo dos problemas de poluigdo. Varios
residuos agroindustriais podem ser utilizados como substrato, como o bagaco de laranja, farelo
de trigo e de arroz, farelo de soja, polpa de magca, polpa de café, quirela do milho, bagaco de
cana, bagaco de abacaxi, pedinculo de caju etc (PANDEY et al., 1999; PANDEY, 2002).

311 Caju

O caju € uma fruta tropical, cuja producdo, no Brasil, estd concentrada no Nordeste,
sendo de grande importancia social e econémica para a regido. A agroindustria do caju no
Nordeste produz cerca de 217.062 toneladas de castanha e 2 milhGes de toneladas de
pseudofruto, a parte carnosa e suculenta do caju, por ano (OLIVEIRA e ANDRADE, 2011).
Apesar da potencialidade do pseudofruto como matéria-prima para diversos produtos, cerca de
90% da sua producéo é descartada todos os anos, em funcdo da sua alta perecibilidade e pelo
fato do principal neg6cio do caju ser a comercializacdo da améndoa (PAIVA et al., 2000).
Entretanto, por serem rica em vitamina C e compostos fendlicos, substancias com alto potencial
antioxidante tém despertado o interesse de diferentes grupos de pesquisa (COURI et al., 2003;
MARX et al., 2003).
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A agroindustria do caju no Nordeste brasileiro gera méao-de-obra para 1,5 milhdes de
pessoas (IBGE, 2011). O aproveitamento efetivo desta producdo, através do processamento da
polpa de caju, depende do desenvolvimento de novas tecnologias, como a utilizagdo industrial
do penduculo de caju direcionada para o mercado interno com a producdo de sucos e doces
(MAIA et al., 2001). Estas industrias geram residuos conhecidos popularmente como bagaco de
caju, que, em geral, pequena parte é reaproveitada, como por exemplo, para enriquecimento da

racdo animal ou entdo sdo descartados (FERREIRA et al., 2004)
3.1.2 Acerola

A acerola (Malpighia emarginata D.C.), pelo seu inegavel potencial como fonte natural
de vitamina C e sua grande capacidade de aproveitamento industrial, tem atraido o interesse dos
fruticultores e passou a ter importancia econdémica em varias regides do Brasil (NOGUEIRA et
al., 2002). O Brasil ¢ o maior produtor, consumidor e exportador de acerola no mundo
(CARVALHO, 2000). Existem plantios comerciais em praticamente todos os estados brasileiros
(ALVES, 1996). Contudo, € na regido nordestina, por suas condi¢fes de solo e clima, onde a
acerola melhor se adapta (PAIVA et al., 1999).

A acerola é um fruto tropical de grande potencial econdmico e nutricional, devido,
principalmente, ao seu alto contetdo de vitamina C que, associada com os carotenoides e
antocianinas presentes, destacam este fruto no campo dos alimentos funcionais. Além disso,
pode-se destacar, ainda, o seu facil cultivo, o sabor e aroma agradaveis e a grande capacidade de
aproveitamento industrial, que viabiliza a elaboracdo de varios produtos a0 mesmo tempo em
que promove a geracdo de empregos. No entanto, ha caréncias quanto a dados de producdo
(areas plantada e colhida) de acerola e comercializacdo do fruto in natura e de seus produtos
(FREITAS et al., 2006).

Aliado ao aspecto nutricional e funcional do fruto, a acerola apresenta uma elevada
producdo e um forte potencial para industrializacdo, gerando residuo agroindustrial que,

geralmente, resulta em acimulo de lixo e impacto ambiental (CAETANO et al, 2009).
3.2 Parede celular vegetal

De acordo com Capek et al. (1995), a parede celular de plantas compreende um
complexo de polimeros tais como polissacarideos, proteinas e lignina mutuamente conectados
em uma estrutura rigida. A arquitetura é descrita como um esqueleto de celulose e
hemiceluloses em ligacBes cruzadas, imersas em uma matriz de substancias pécticas e
reforcadas com proteinas estruturais e substancias arométicas (Figura 1) (ALBERSHEIM et
al.,1996).
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Figura 1: Substancias presentes na parede celular vegetal. Fonte: (bmb.msu.edu).

As paredes primarias e secundarias e a lamela média s&o niveis estruturais encontrados
em paredes celulares vegetais (Figura 2). A lamela média preenche os espacos entre as paredes
priméarias e as células adjacentes, sendo constituida principalmente de pectina, pectato e
hemicelulose. As camadas primérias e secundarias contém quantidades variaveis de celuloses,
hemiceluloses e pectinas. A parede secundaria, embora ndo esteja presente em todas as células,
fornece um suporte estrutural a célula, apresentando também lignina (PRADE et al., 1999).

Trés camadas de
parede secundaria

\ &&{.\v\%

N

Figura 2: Estrutura da parede celular vegetal. Fonte: (RAVEN et al, 2001).

Os polimeros encontrados nas paredes celulares vegetais podem ser agrupados como
celulose (glicana B-D-1,4), substancias pécticas (galacturononanas e ramnogalacturonanas;
arabinanas; galactanas e arabinogalactanas ), hemiceluloses (xilanas — incluindo arabinoxilanas
e [4-O-metil] glicoronoxilanas — glicomananas e galactoglicomanas, xiloglicanas e glicanas 3 -
D-1,3 e B -D-1,4), outros polissacarideos (calose, arabinogalactanas Il e glicoronomananas) e
glicoproteinas. As arabinogalactanas do tipo I apresentam cadeias lineares p -D-1,4 galactana,
enquanto as do tipo Il apresentam cadeias internas altamente ramificadas com ligacdes
intergalactose 1,3 e 1,6 (ASPINALL, 1980).
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A celulose forma o material estrutural basico em todas as plantas superiores terrestres.
A celulose ¢ um polissacarideo composto de unidades B-D-glicopiranosil, ligados por pontes
glicosidicas B-1,4, formando um polimero linear. Cada unidade glicose é rotacionada 180° em
relacdo a sua vizinha e o comprimento da cadeia linear pode ser de 2 a 10 mil residuos de
glicose. As regies cristalinas da celulose sdo impermeaveis a agua e sdo resistentes a
degradacdo quimica e bioldgica. Devido as similaridades estruturais entre celulose, xilanas e
glicomananas (todos glicanas com ligagdo P-1,4), pode haver a adsor¢do fisica destes
polissacarideos na superficie da celulose (SANTQOS, 2008).

As Xxilanas sdo os polissacarideos mais comuns entre as hemiceluloses, compostos de
unidades D-xilopiranosil com liga¢cdes B-(1,4) e sdo componentes principalmente das paredes

celulares secundarias, apresentando baixo grau de ramificagdo (ASPINALL, 1980).

3.3 Enzimas degradadoras da parede celular

Enzimas, coletivamente denominadas de enzimas degradadoras da parede celular
vegetal, compreendem pectinases, celulases, xilanases e proteases. Estas enzimas podem
apresentar agdo tanto sinérgica como sequencial na degradacéo dos substratos. A parede celular
das plantas superiores € constituida de até 90% de carboidratos e 10% de proteinas. Como
descrito, as paredes celulares apresentam celulose, hemiceluloses, substancias pécticas,
proteinas e lignina. Entretanto, a proporcéo e a distribuicdo destes componentes so varidveis de
acordo com células de diferentes tecidos, idades, condi¢des fenoldgico-ambientais e
mecanismos de defesa da planta hospedeira (WULFF, 2002).

As celulases destacaram-se como 0 mais importante grupo de enzimas necessarias para

a degradacdo de paredes celulares de plantas vasculares (SAHA et al., 2006).
3.3.1 Celulases

Nos ambientes naturais, a celulose é degradada exclusivamente por microrganismos,
distribuidos entre o grupo das eubactérias e dos fungos. A degradacdo microbiana da celulose é
realizada através da atuacdo de um complexo enzimatico, as celulases (Figura 3). Essas enzimas
fazem parte da familia das glicosil-hidrolases, que hidrolisam oligossacarideos e polissacarideos
e reconhecem as ligagdes o—1,4 entre as moléculas de glicose (HAICHAR et al., 2007). O
complexo enzimatico celulolitico consiste de trés classes de enzimas que atuam
sinergisticamente na hidrdlise da celulose: endoglucanases (1,4- a. —D-glucanglucanohidrolase),
exoglucanases (exo 1,4-a-D-glucan-celobiohidrolase) e o-Dglucosidases ou celobiases
(JUHASZ et al., 2005).
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Figura 3: Mecanismo de acéo das celulases através do sinergismo entre endoglucanases, exoglucanases e
B-glucosidades ou celobiases. Fonte: (MARTINS, 2005).

As endoglucanases (EC 3.2.1.4) sdo as enzimas responsaveis por iniciar a hidrélise da
molécula de celulose. Essas enzimas atuam randomicamente na regido amorfa da cadeia de
celulose, clivando ligagGes o—1,4 na regido central da molécula e liberando como produto
oligossacarideos de diversos graus de polimerizagdo (DIENES et al., 2004). A
carboximetilcelulose (CMC) é utilizada como substrato preferencial para a atividade dessas
enzimas (CAO e TAN, 2002).

As exoglucanases ou celobiohidrolases (EC 3.2.1.91) atuam nas extremidades da
molécula de celulose microcristalina, liberando unidades de celobiose (CAO e TAN, 2002). As
celobiohidrolases podem ser de dois tipos: a tipo I, que hidrolisa terminais redutores, e as do
tipo I, que hidrolisa terminais ndo redutores. As celobiohidrolases sofrem inibi¢do pelo seu
produto de hidrolise, a celobiose, por isso, é de grande importancia na atuacdo de outras
enzimas do complexo celulolitico — as a—glucosidases (BON et al., 2008). As o—glucosidases
sdo enzimas que catalisam a hidrolise da celobiose, a glicose, reduzindo, assim, a inibicdo das

endoglucanases e exoglucanases pela presenca deste dimero (PETROVA et al., 2002).
3.3.2 Hemicelulases

Devido a sua complexa estrutura, a degradacdo completa da xilana requer a acédo
conjunta de diversas enzimas hidroliticas. As endoxilanases p-1,4 (EC 3.2.1.8) clivam a
estrutura principal da xilana, e as B-xilosidases (EC 3.2.1.37) clivam Xilose das extremidades

ndo redutoras de oligbmeros de xilose. A remogdo dos grupos laterais é catalisada por a-
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glicuronidases (EC 3.2.1.134), a-L-arabinosidases (EC 3.2.1.155) e acetilesterases (EC
3.1.1.72). No caso da manana, outro tipo de hemicelulose, a parte central da molécula é
hidrolisada por p-1,4-endomananases, produzindo manobiose e oligossacarideos, 0s quais sdo
clivados por B-manosidases para liberar manose (BRAITHWAITE et al., 1995).

3.4 Microrganismo utilizado

Aspergillus niger, como sugere seu nome, € um fungo filamentoso negro comumente
denominado como “mofo negro” (WAINWRIGHT, 1995). De acordo com UCSF (2000), citado
por Prado (2002), o A. niger apresenta como caracteristicas particulares coldnias brancas a
amarelo palido, mais rapidamente forma milhares de esporos. Os conidios (esporos) sao
esféricos, medem de 3 a 5 um e tornam-se rugosos ao atingir a maturacdo (Figura 4). O A. niger
apresenta hifas finas, septadas e conidiéforos com vesiculas recobertas por conidios negros
(UCSF, 2000).

Figura 4: Esporos de A. Niger. Fonte: (http://biomedicinaunic.blogspot.com/2010/09/fungos.html)

Conforme Wainwright (1995), existem cerca de 200 espécies de Aspergillus,
comumente isolados do solo, de plantas em decomposicdo e do ar. As espécies de Aspergillus
produzem um grande nimero de enzimas extracelulares, muitas das quais sdo aplicadas na
biotecnologia. Pandey et al (1999) relataram que 0 A. niger pode produzir 19 tipos de enzimas,
tais como celulases, xilanase, poligalacturonase, a-galactosidase, a-amilase, glucoamilase, -
glucosidase e protease acida. A enzima que sera produzida depende do tipo de substrato da
fermentacdo. Outros autores também descrevem produtos do A. niger como: a-amilase
(BRUCHMANN, 1980; SMITH, 1991); amiloglucosidase ou glucoamilase (REED, 1975;
BRUCHMANN, 1980; KNORR,1987; WARD, 1989; SMITH, 1991; PANDEY e
RADHAKRISHNAN, 1992; FELLOWS, 1994; WAINWRIGHT, 1995; COSTA, 1996);
pectinases, hemicelulases, poligalacturonase (WARD, 1989); acido citrico (WAINWRIGHT,
1995; PRADO, 2002) pectinases, proteases, celulases, invertase, lactase, hemicelulase, glucose
oxidase, catalase, &cido gluconico (SMITH, 1991; FELLOWS, 1994; WAINWRIGHT, 1995);
pectina esterase, pectina liase (SMITH, 1991).
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3.5 Producéo de enzimas por FES

Estudos tem sido realizados na busca de enzimas capazes de hidrolisar a celulose de
maneira cada vez mais efetiva, seja pela otimizacdo de processos fermentativos, pela
combinacdo de enzimas para a obtencdo de complexos celuloliticos mais eficientes ou pelo
melhoramento de espécies de microrganismos através de métodos de engenharia genética
(JORGENSEN et al., 2005; KANG et al., 2004).

A FES é um processo de cultivo de microrganismos, principalmente fungos
filamentosos, em substratos sélidos umedecidos, mas com auséncia de agua livre entre as
particulas do material sélido. Este tipo de material é geralmente fragmentado e de natureza
granular ou fibrosa que permite a retengdo de &gua por higroscopia ou capilaridade. A
guantidade de agua presente varia consideravelmente de acordo com o material utilizado. Os
substratos amilaceos (arroz, trigo, centeio, cevada, milho, mandioca) sdo geralmente
fermentados entre 25 e 60% de umidade inicial, no entanto, os substratos celulésicos (palhas,
cascas, bagaco, farelos e outros) permitem trabalhar com teores de umidade mais elevados - 60
a 80% sem o aparecimento de agua livre (SOCCOL, 1992).

O ambiente fornecido ao microrganismo neste sistema é bem diferente daquele
fornecido por outras técnicas de fermentacdo, como por exemplo, a fermentacdo submersa (FS),
que ocorre em meio liquido. A disponibilidade restrita de agua pode estimular a producédo de
algumas enzimas especificas, que ndo seriam produzidas pelo mesmo organismo na
fermentacdo submersa. Em alguns casos, onde as enzimas podem ser produzidas por FES ou FS,
a FES pode apresentar algumas vantagens como maior produtividade volumétrica e maior
rendimento (MOO-YOUNG et al., 1983) (MITCHELL e LONSANE 1992) (SATO e SUDO,
1999), quando comparados com o processo de fermentagdo submersa.

Por outro lado, as enzimas de interesse biotecnolégico tém sido tradicionalmente
produzidas por fermentacdo submersa (FS), devido & maior facilidade de controle e de operacéo
do processo. Lonsane e Ghildyal (1992), em uma extensiva revisdo sobre a producdo de
enzimas por FES, relatam a producdo em escala industrial de alguns tipos de enzima, entre as
quais pectinases, a-amilases e glucoamilases. Ja os relatos de producdo em escala de laboratério
sdo muitos e incluem além das j& citadas, as proteases, celulases, lipases, catalases e xilanases.

Além disso, este método de fermentacdo apresenta outras vantagens sobre a
fermentagdo submersa, tais como a obtengdo de extratos concentrados de enzimas, facilitando o
processo de purificacdo, e a possibilidade de utilizacdo de residuos agroindustriais como
substratos de fermentagdo, diminuindo os custos de producdo relacionados ao meio de cultivo
(MITCHELL et al., 2003; MITCHELL et al., 2000; LONSANE e GHILDYAL, 1992;
LONSANE e KRIAHNAIAH, 1992).
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3.6 Oleos essenciais

O termo 6leo essencial € utilizado para designar os liquidos oleosos volateis dotados de
forte aroma, extraidos principalmente de plantas, geralmente, por arraste a vapor, podendo
também ser empregados na extragdo de outros processos fisicos. A 1SO (International
Standardatization Organization) define Oleos essenciais, ou Oleos volateis, como produtos
obtidos de partes de plantas por meio de destilagio por arraste com vapor d’agua (SIMOES e
SPITZER, 2000).

Sua principal caracteristica é a volatilidade, diferindo-se, assim, dos dleos fixos,
mistura de substancias lipidicas, obtidos geralmente de sementes. De forma geral, sdo misturas
complexas de substancias volateis lipofilicas, geralmente odoriferas e liquidas, seus
constituintes variam desde hidrocarbonetos terpénicos, alcoois simples e terpénicos, aldeidos,
cetonas, fendis, ésteres, éteres, Oxidos, perdxidos, furanos, acidos organicos, lactonas,
cumarinas, e até compostos com enxofre. Na mistura, tais compostos apresentam-se em
diferentes concentragfes, normalmente, um deles é o composto majoritario, existindo outros em
menores teores e alguns em baixissimas quantidades ou tragos (SIMOES et al., 2003).

Os 0leos essenciais e 0s extratos das plantas possuem um interesse crescente para a
indlstria e para a pesquisa cientifica devido as atividades antimicrobiana, antioxidante,
antiflngica, antiviral e antiparasitaria, o que os torna Uteis como um aditivo natural para as
industrias de alimentos, de farmacos e de cosméticos (BAKKALI et al., 2008; KAMEL et al.,
2007; MABBERLEY et al., 1997).

A aplicacdo destes 6leos essenciais pelo homem vem de tempos Antes de Cristo.
Civilizagbes japonesas, chinesas e egipcias usavam como incenso para mortos,
embalsamamento e como matéria prima para perfumes (CINIGLIO, 1993). Os 6leos essenciais,
sejam de origem artificial ou natural, possuem aplicacdo em diversas areas, sendo constituinte
primario ou secundario da industria de perfumes, medicamentos, indUstria quimica, de
alimentos, como combustiveis, conservantes, inseticida, entre outros (ROMANI,1972).

Segundo Bizzo et al. (2009), o Brasil tem lugar de destaque na producdo de Oleos
essenciais juntamente com a India, China e Indonésia, apontando os quatro grandes produtores
mundiais. Os Oleos essenciais de plantas aromaticas sdo produtos de larga aplicacdo nas
indastrias de quimica fina, perfumaria e de medicamentos. Sua principal caracteristica € o alto

valor agregado que possuem.

3.7 Género Croton

No Brasil sdo registradas aproximadamente 300 espécies de Croton que crescem em
matas, campos e cerrados de Norte a Sul do pais (ALBUQUERQUE e ANDRADE, 2002). A

maioria das espécies deste género produtoras de 6leos essenciais € encontrada no Nordeste, na
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regido de caatinga, onde sdo popularmente conhecidas como “velame” ou “marmeleiro” e sdo
usadas para os mais diversos propositos, principalmente, medicinais (SILVA et al., 2008;
DOURADO e SILVEIRA, 2005).

A regido de Jequié, no Sudoeste da Bahia, situa-se na zona limitrofe entre a Caatinga e a
Zona da Mata. Cercada de montanhas, a cidade tem um clima quente durante quase todo o ano.
Nesta regido ocorre uma grande diversidade em plantas do género Croton, endémicas, e
produtoras de 6leos essenciais, incluindo do Croton grewioides (Figura 5), que foi utilizado

neste estudo.

Figura 5: Croton grewioides. Fonte: (O autor).

Nesta regido, o género Croton, devido & alta incidéncia e distribuicdo de espécies,
possui, sem davida, 0 maior nimero de plantas produtoras de 6leos essenciais, entretanto, até o
momento, poucas espécies tiveram o0s seus constituintes volateis estudados (MORENO et al.,
2009), dentre essas, destacam-se: C. sonderianus (DOURADO e SILVEIRA, 2005), C.
zenhtneri (COSTA et al.,, 2008; FONTENELLE et al., 2008), C. nepetaefolius, C
argyrophylloides (FONTENELLE et al., 2008), C. regelianus (TORRES et al., 2008), C.
grewioides (SILVA et al., 2008) e C. heterocalyx (MORENO et al., 2009). Dentre as espécies
mencionadas, C. grewioides e C. zenhtneri apresentaram 0&leos essenciais constituidos
principalmente por fenilpropanoides, enquanto as demais apresentaram 6leos ricos em terpenos.

Fenilpropanoides sdo amplamente usados na industria de alimentos como material de
partida para a sintese de varios produtos com aplicacbes como conservantes e flavorizantes de
alimentos (XU et al., 2007).

Apesar da ampla ocorréncia de espécies do género Croton no semiarido baiano, e da
utilizacdo de varias destas espécies para fins medicinais, nao existe qualquer relato na literatura
sobre a utilizacdo destes 6leos como aromatizantes, nem mesmo daquelas espécies, cujo 6leo

essencial é rico em fenilpropanoides, como por exemplo, C. grewioides e C. zenhtneri, cujas
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folhas tem aroma caracteristico de uma mistura de erva-doce e cravo-da-india. Entretanto, esse
aroma mostra-se variavel entre exemplares desta planta, coletados em diferentes localidades do
Nordeste (COSTA et al., 2008). Isso se deve a variacdo na concentracdo dos constituintes
quimicos mais abundantes nos seus 6leos essenciais (CRAVEIRO et al., 1978).

Muitas vezes, esta constituicdo quimica pode variar significativamente em uma mesma
espécie, em funcdo de uma série de fatores, tais como condigdes geogréficas, climéticas e

sazonais, horario de coleta, técnica de extracdo e estocagem do material (LAHLOU, 2004).

3.7.1 Metilchavicol

O metilchavicol, também chamado de estragol, € um ingrediente natural aromatico presente
em diversos vegetais. E formados por um chavicol de metila e um éter terpenoides (Figura 6),
relativamente ndo téxico, volatil, € um dos principais componentes do 6leo essencial de muitas
plantas, como Pimpinella anisum (erva-doce), Ravensaraanisata (ravensara), Ocimum
basilicum (manjericdo), Foeniculum vulgare (funcho), Artemisia dracunculus (estragdo),
Croton zehntneri ("canela da Cunha", no Nordeste do Brasil) e Croton grewioides (velame ou
marmeleiro), que sdo muito utilizadas na medicina popular e na aromaterapia (COELHO et al.,
2003) (CRAVEIRO 1981; SILVA et al., 2008).

_CH,

HECRD

Figura 6: Estrutura quimica do metilchavicol. Fonte: (VICENZI et al., 2000).

Sua mais ampla aplicacdo é na industria de alimentos como agente flavorizante, como
por exemplo, em bebidas alcoolicas, peixe enlatado, conservas, gorduras e 6leos (Conselho da
Europa, 2001).

3.4 Meétodos fisicos e quimicos de extracdo de 6leo essencial

A hidrodestilacdo de Clevenger (Figura 7) € um processo simples e amplamente
utilizado para a extracdo de Oleos essenciais de matrizes vegetais em escala laboratorial. Essa
técnica de extracdo € baseada na imersdo em agua da matriz a ser tratada e o aquecimento, até a
fervura, provocando a formacdo de vapor, o qual arrasta os compostos mais volateis; apds
condensacdo, estes compostos separam-se da agua por decantacdo (DAMIANI, 2006). Outros
processos de extracdo também sdo muito empregados, que variam conforme a localizacdo do

oOleo essencial na planta e com a finalidade de utilizacdo do mesmo.
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Figura 7: Extrator de Clevenger modificado. Fonte: (SILVA et al., 2003).

Dentre os métodos de extracdo mais utilizados destacam-se: a enfloracdo, que é
empregado apenas por indastrias de perfumes, no caso de algumas plantas com baixo teor de
6leo de alto valor comercial, como na extracdo de dleo essencial de pétalas de flores; a
prensagem, que é empregado na extracdo de 0Oleo essencial de frutos citricos (BRUNETON,
1991); a extracdo com solventes orgénicos, na qual a extracdo se da, preferencialmente, com
solventes organicas (éter, éter de petr6leo ou diclorometano) que, entretanto, extraem outros
componentes lipoliticos, além do 6leo essencial, por isso, 0s produtos obtidos raramente
possuem valor comercial, além de ser praticamente impossivel remover todo o solvente residual
sem um grande dispéndio de energia e custos (BRUNETON, 1991; MAUL et al., 1996); a
extracdo por fluido supercritico permite recuperar de modo eficiente ndo somente os aromas de
6leos essenciais como varios outros tipos, sendo um dos principais métodos de escolha para
extracdo industrial de 6leos essenciais (SIMOES, 2000).

As principais desvantagens da extracdo pelo método de Clevenger residem no fato de
que a hidrodestilacdo requer uma quantidade relativamente grande de amostra e de que alguns
componentes volateis sdo perdidos devido a alta temperatura de extracdo (BELO, 2009).

Porém, esses efeitos negativos podem ser minimizados utilizando alternativas nas quais
reduza o tempo de extragdo e aumente o rendimento do 6leo extraido. Para se realizar a extragdo
do dleo, que se encontra nos vacuolos intracelulares, ha necessidade de se romper paredes e
membranas celulares. Os tratamentos mecénico e/ou térmico causam a ruptura das estruturas
celulares, porém, ndo sdo suficientes, ja que parte do dleo permanece na célula, sem ser

extraido. Através da hidrolise, rompe-se a parede celular e h& maior liberagdo de dleo,
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ocorrendo também o rompimento do complexo molecular lipoproteina e lipopolissacarideo em
moléculas simples, liberando 6leo extra que, por outro método, ndo seria extraido (SHANKAR,
1997).

3.8 Utilizag&do de enzimas na extracao de 6leos

O uso de enzimas na extragdo de 0leos vegetais foi pesquisado intensamente na Ultima
década e foi aplicado para todas as oleaginosas de interesse comercial, como mostrado nos
trabalhos de revisdo publicados por Dominguez et al. (1994) e por Freitas et al. (1996). A
aplicagdo dessa tecnologia em escala comercial esta restrita, entretanto, a obtengdo de 6leo de
oliva. Este 6leo tem longa tradicdo na alimentagdo humana e a aplicacdo de enzimas em escala
industrial representou uma contribui¢do da tecnologia para aumentar a quantidade e estabilidade
do 6leo extra-virgem, obtido na primeira prensagem do fruto (CHRISTENSEN, 1991).

A aplicagdo da tecnologia enzimatica na industria de Oleos pode ser feita de duas
formas: extragdo aquosa e extracdo combinada.

Na extracdo aquosa, a matéria-prima é submetida a um pré-processamento que, em
geral, consiste na diluicéo e trituracdo a quente da polpa para inativagdo das enzimas naturais e
preparo de uma emulsdo homogénea. A seguir, a mistura é transferida para um reator com
controle de temperatura e agitacdo. A enzima é adicionada nesta etapa e o substrato é mantido
sob incubacdo. A diluicdo, o tempo e a concentracdo do preparado enzimatico sdo parametros
relevantes e devem ser otimizados durante o desenvolvimento do processo. A temperatura deve
ser fixada em funcdo da atividade maxima da enzima, de preferéncia no pH natural da emulsao
(FREITAS, et al., 1996).

O alto rendimento alcancado até entdo, com a maioria das oleaginosas, esta associado a
aplicagdo de uma quantidade significativa de enzima, da ordem de 1%, inviabilizando seu uso
em escala industrial, devido ao alto prego das enzimas comerciais (SANTQOS, 2008).

Em estudo realizado por Santos (2008), foi utilizada a extragdo combinada utilizando
um complexo de enzimas precipitadas na extracdo de 6leos essenciais de interesse farmacéutico,
apresentando resultados satisfatérios, aumentando em média 60% o rendimento da extrag&o,

permitindo, assim, futuros estudos para sua implantacido em escala industrial.
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4 MATERIAIS E METODOS

A Figura 8 descreve, de maneira geral, as etapas realizadas neste trabalho:

' Coleta e secagem do residuo l Coleta do Material Botanico
Repicagem dos fungos Aplicacao das enzimas na extracao
dos 6leos essenciais

Preparo dos residuos

Teste de tempo de extragdo do 6leo

(ajuste da umidade)

Determinacéo da concentracao
enzimatica para a extragdo dos
6leos

Otimizacéo da fermentacéo

EEB Constituintes Quimicos :
l Determinacéo de atividade enzimétic,

Figura 8: Fluxograma das etapas realizadas durante a parte experimental.

4.1 Otimizacéo do processo de fermentacédo em estado sélido para obtencao do

extrato enzimatico bruto
4.1.1 Obtengdo e preparacdo do residuo

Os residuos de acerola (Malpighia emarginata D.C.) e de caju (Anacardium occidentale
L.) (Figura 9) foram cedidos por uma agroindustria de beneficiamento de polpa de frutas,
localizada na regido sudoeste da Bahia; esse material foi seco em estufa de secagem e
esterilizacdo SOLAB a 70°C, por 24 horas. Posteriormente, o residuo foi triturado em moinho
de facas tipo Wiley (ACB LABOR) com granulometria 20 mesh.
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Figura 9: Residuo de acerola e caju, secos a 70°C, por 24 horas, e triturados,

granulometria final de 20 mesh. Fonte: (O autor).

4.1.2 Obtenc¢éo do In6cuo
4.1.2.1 Preparo e obtengéo de suspensdo de esporos

O microrganismo (Aspergillus niger) foi obtido através de uma cepa pertencente ao
Laboratoério de Reaproveitamento de Residuos Agroindustriais - LABRA da UESB, campus de
Itapetinga.

A obtencdo do inéculo para a FES foi realizada através da propagacdo das culturas
esporuladas de Aspergillus niger em PDA (Potato Dextrose Agar), HIMEDIA acidificado
(Figura 10), propagadas a 30 °C, por 7 dias, em estufa bacterioldgica (modelo SL 101 SOLAB).
Apos a propagacdo, os esporos foram recuperados em solucéo de gua destilada estéril contendo
Tween 80 (VETEC) a 2%. O nimero de esporos em suspensdo foi quantificado em cadmara de
Neubauer duplamente espelhada com auxilio do microscépio binocular (BIOVAL L1000),

conforme o método de Freire (1996), descrito por Amorim (2011).

Figura 10: Aspergillus niger propagados em PDA por 7 dias a 30 °C. Fonte: (O autor).
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4.1.3 Obtencdo do Extrato enzimatico bruto
4.1.3.1 Fermentacdo em estado solido

As fermentacfes foram realizadas empregando erlenmeyers de 125 ml como biorreatores,
contendo 10 g de residuo (Figura 11), previamente autoclavados a 121°C, por 15 minutos, em
autoclave Pismapec. ApoOs resfriamento, a cada erlenmeyer foi adicionada quantidades
crescentes de agua até a padronizacdo de sua consisténcia, de forma que os substratos sélidos

ficassem umedecidos, mas com auséncia de agua livre entre as particulas do material sélido.

Figura 11: Biorreatores contendo residuos de caju (1) e acerola (2). (Fonte: O autor).

Em virtude das caracteristicas particulares de cada substrato, como natureza granular ou
fibrosa, que permite a retencdo de agua por higroscopia ou capilaridade, composi¢do quimica,
estrutura, entre outras, foram ajustados em faixas diferentes de umidade em cada residuo,
obtendo, assim, valores diferentes de atividade de agua entre os residuos, sendo a umidade
ajustada em 30, 40 e 50% para o residuo de caju (Tabela 1), que equivale a atividade de agua
(aw) de 0,927, 0,938 e 0,960, respectivamente, e foi ajustada a umidade em 50, 60 e 70% para 0
residuo de acerola (Tabela 2), que equivale a atividade de &gua de 0,967, 0,98 e 0,99%,
respectivamente. As atividades de &gua foram determinadas por meio de um higrometro
(Aqualab).

Tabela 1: Umidade e aw dos meios esterilizados, obtidos para cada volume de agua, adicionado
a 10 g de residuo de acerola.

Umidade (%) Residuo de acerola

Volume de 4gua adicionado a

10g de residuo (mL) aw
50% 9,42 0,967
60% 14,42 0,981
70% 21,98 0,990
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Tabela 2: Umidade e aw do residuo de caju esterilizados, obtidos para cada volume de agua,
adicionado a 10 g de residuo de caju.

Umidade (%) Residuo de caju
Volume de 4gua adicionado a
10g de residuo (mL) aw
30% 4,16 0,927
40% 6,48 0,938
50% 9,72 0,969

Posteriormente a umidificacdo, foi adicionada a cada erlenmeyer uma suspensao contendo
10" esporos por grama de substrato seco. Os cultivos foram realizados a 30°C, sendo
interrompidos a cada 24 horas para andlise da atividade enzimatica até atingir o tempo de 96

horas. Todos os cultivos foram realizados em triplicata.

4.1.3.2 Extragdo do fermentado

Para a obtencdo do EEB produzido, a cada erlenmeyer foi adicionado 50 mL de solucdo
tampéo de citrato de sédio (VETEC) pH 4,8 a 50 mM. Essa suspensdo foi agitada com auxilio
de um bastdo de vidro e o extrato enzimético foi extraido através da prensagem manual. A
solucéo obtida foi centrifugada a 1000 rpm por 10 min em centrifuga (CETRIBIO modelo 80-
2B) para remogdo de solidos mais finos, e o sobrenadante foi utilizado para a dosagem das
atividades enzimaticas (SANTOS et al., 2011(a)).

4.1.4 Analise da Atividade Enzimética
4.1.4.1 Atividade deCMCase (endogluconase)

A atividade da enzima CMCase (endoglucanase) foi determinada através da dosagem dos
acucares redutores produzidos na degradagio da carboximetilcelulose ou “CMC”
(CROMOLINE) a 2% p/v, diluido previamente em solugéo de citrato de sédio com o pH 4,8 a
50 mM, utilizando o método do &cido dinitrosalicilico (DNS) formado por: hidroxido de sodio
(Fmaia); &cido L(+) tartarico P.A. (VETEC); &cido 3,5 Dinitrosalicilico (VETEC) (MILLER,
19509).

Os ensaios reacionais foram conduzidos em tubos de ensaio contendo 0,5 mL de
solucdo tampéo de citrato de sédio com o pH 4,8 50 mM, adicionado de 0,5 mL de extrato
enzimético e 0,5 mL de CMC (2% p/v). Em outro tubo, foi efetuado o controle da reacéo, sendo

adicionados 0,5 mL da mesma solucdo tampéo e 0,5 mL de extrato enzimatico. O branco da
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andlise continha 0,5 mL de DNS e 0,5 mL de solucdo tampdo. Todas as amostras foram
incubadas em estufa (QUIMIS) a 50°C, durante 10 minutos. A interrupcdo da reacdo foi
realizada com a adicdo de 0,5 mL DNS, seguida pela submersao dos tubos em &gua fervente por
5 minutos e posterior adigdo de 6,5 mL de &gua destilada. A leitura da absorbancia foi realizada
a 540 nm, em espectrofotometro (BEL PHOTONICS 2000 UV). A unidade de atividade

enzimatica (U) foi definida como a quantidade de enzima capaz de liberar 1 umol de produto.

4.1.4.2 Atividade de FPase (celulase total)

Para a dosagem de celulases totais, utilizou-se uma tira de papel filtro (1x6 cm nol
Whatman) submersa em 1,0 mL de solucdo tampao de citrato de sédio 50 mM pH 4,8 e 0,5 mL
de extrato enzimatico dentro de tubos de ensaio. No controle da reacdo, foram adicionados 1,0
mL da mesma solucéo tampdo e 0,5 mL de extrato enzimatico, enquanto o controle do substrato
foi adicionado 1,5 mL de solucdo tampdo e uma tira de papel filtro. As amostras foram
incubadas em estufa a 50°C por lhora. A reagdo foi interrompida com a adi¢cdo de 3 mL de
DNS.Todos os tubos foram submetidos a &gua fervente por 5 minutos, logo apds, foram
adicionados 20 mL de agua destilada para posterior medigdo de absorbancia a 540 nm, realizada
em espectrofotobmetro BEL PHOTONICS 2000 UV (GHOSE, 1987). A unidade de atividade

enzimatica (U) foi definida como a quantidade de enzima capaz de liberar 1 pmol de produto.

4.1.4.3 Atividade de xilanase

A atividade da enzima xilanase (endo-1,4-p-xilanase, EC 3.2.1.8) foi determinada
segundo Miller (1959). A reacdo consiste na mistura contendo 1,0 mL de extrato enzimatico,
1,0 mL de solugdo de 1% de xilana (Sigma) em 0,05 M de tampé&o acetato pH 5,0 em tubo de
ensaio, incubada 50° C, por 30 minutos, e o0 sistema enzima-substrato foi agitado
periodicamente para manter a xilana em suspensdo. No controle da reacdo, foram adicionados
1,0 mL da mesma solucdo tampédo e 1,0 mL de extrato enzimético, enquanto o controle do
substrato foi adicionado 1,0 mL de solucdo de 1% de xilana, também incubados a mesma
temperatura pelo mesmo periodo de tempo. Ap6s o periodo de incubacdo, a reacdo foi
interrompida adicionando-se 2,0 mL da solugdo de &cido 3,5- dinitrosalicilico (DNS). Todos o0s
tubos foram submetidos a agua fervente por 5 minutos, logo, o volume dos tubos foi completado
até 10 mL com &gua destilada. Os tubos contendo as reaces foram lidos em espectrofotdmetro
em 550nm. A unidade de atividade enzimatica (U) foi definida como a quantidade de enzima

capaz de liberar 1 umol de produto.
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4.2 Extracao de 6leo essencial
4.2.1 Preparo dos Substratos

Os substratos utilizados neste projeto foram das folhas da espécie vegetal do Género
Croton grewioide, que ocorrem no semiarido baiano, na regido do sudoeste da Bahia, dos quais

foram extraidos os 6leos essenciais.

4.2.1.1 Coleta do Material Botanico para Herborizacéo e Identificacéo
da Espécie

A planta em estudo foi identificada pelo Herbario da Universidade Estadual de Feira de
Santana, pela boténica Daniela Carneiro, especialista do género. As exsicatas foram depositadas
no acervo do Herbério da Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia (HUESB), localizado no
Campus de Jequié-BA.

4.2.1.2 Coleta do Material Vegetal para Obtencéo dos Oleos Essenciais

Foram coletadas as partes aéreas (galhos e folhas) do Croton grewioide, no distrito do
municipio de Jequié-BA, Posto Dantas. Apds a coleta do material vegetal, estas foram levadas
imediatamente ao laboratério de Produtos Naturais, onde foram retiradas as partes de interesse
(folhas), sendo imediatamente colocadas em sacos de polietileno. Cada saco continha cerca de
300g de folha e foram armazenadas em Freezer. O material foi posteriormente utilizado no
estudo de extracdo de 6leo essencial através do método de hidrodestilacdo, utilizando o aparelho

do tipo Clevenger.

4.2.2 Aplicacdo das enzimas na extragdo dos 6leos essenciais

Para a extragdo dos 6leos essenciais, foi utilizada a técnica da hidrodestilagdo com um
aparelho de Clevenger. Antes da extracdo, 36 gramas do material vegetal foram submetidas a
um pré-tratamento com o EEB, contendo as enzimas produzidas em condi¢bes determinadas,
apos estabelecimento dos parametros estudados. O tratamento com as enzimas se deu por uma
hora, a uma temperatura de 50°C. Em paralelo, foi realizado o teste controle, no qual a mesma
quantidade de material vegetal foi submetida ao tratamento nas mesmas condig¢Ges, porém,
apenas com tampdo citrato, de acordo com a metodologia descrita por Sousa (2008). Apo6s o
pré-tratamento, os baldes foram acoplados ao aparelho de Clevenger, realizando a extragdo do

6leo essencial.
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4.2.3 Avaliagdo do tempo de extracao de 6leo essencial

Foi testada a aplicacdo dos EEBs na etapa de pré-tratamento testando tempos de
extracdo de 1, 2, 3 e 4 horas, no intuito de comparar o rendimento obtido com e sem 0s extratos
enzimaticos ao longo do tempo de extracdo e verificar sua influencia na composicao quimica do
6leo extraido. Os testes foram realizados conforme descrito no item anterior, com quantidades
iguais de EEB de caju e acerola, 350 mL. Foram recolhidas, com ajuda de hexano, aliquotas do
Oleo essencial extraido a cada hora, sendo este procedimento realizado em triplicata. O dleo
obtido neste processo, apds evaporacdo do solvente, foi seco com 0,2 g sulfato de sddio anidro,
pesado e armazenado em freezer para as analises e procedimentos posteriores. A variagdo
quantitativa foi verificada pelas massas obtidas através da pesagem dos éleos extraidos apds o
pré-tratamento com e sem EEB, enquanto que a qualitativa foi verificada através de analises

cromatograficas.

4.2.4 Determinacdo da concentracdo enzimatica para a extracdo dos

6leos

Foram testadas quantidades crescentes de EEB dos dois residuos, adicionados na etapa
de pré-tratamento. Analisou-se a variagdo da massa e constitui¢cdo quimica de 6leo extraido em
relacdo ao aumento da concentragdo enzimatica. Os testes foram realizados de acordo com o
item 4.2.2. Apo6s a hidrodestilacéo, o 6leo foi recolhido, seco com 0,2 g sulfato de sédio anidro,
pesado e armazenado em freezer para as andlises e procedimentos posteriores. A variagdo
guantitativa foi verificada também pelas massas obtidas através da pesagem dos Gleos extraidos
apos o pré-tratamento com e sem EEB, enquanto que a qualitativa também foi verificada através

de anélises cromatograficas.

4.2.5 Analises cromatogréficas

Os Oleos essenciais foram analisados por cromatografia gasosa em um CG-FID
(cromatdgrafo gasoso com detector de ionizagdo por chama) Varian, modelo 3800 para
identificacdo e andlise de possivel alteracdo dos constituintes volateis presentes nos 6leos
essenciais. As condi¢des cromatograficas foram: Coluna DB5 (30m x 0,25 mm i.d. x 0,25 pm);
Temperatura inicial de 50°C; Tempo inicial de 2 minutos; Tempo final de 70 minutos;
Temperatura final de 240°C; Temperatura do injetor de 240°C; Temperatura do detector de
280°C; Gas de arraste nitrogénio; Programacdo de temperatura: 50°C até 280°C com rampa de
aquecimento de 20°C/min. Modo de injecdo com divisao de fluxo de 1:50.

Para serem injetadas no CG, todas as amostras de O6leo foram diluidas em
diclorometano, para serem injetadas na coluna, em uma proporcdo de 10uL de 6leo para 1 mL

de (1:100) diclorometano. Além de diclorometano e 6leo, as amostras injetadas também
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continham uma terceira substdncia que foi utilizada como padrdo interno, o anizol, em
concentracdo idéntica ao do 6leo (1uL). Através da razédo entre o dleo e o anizol, foi possivel
saber se houve alteracdo quantitativa dos constituintes do 6leo em funcéo dos tratamentos e a

variagdo na concentragdo destes constituintes.

4.2.6 Andlises estatisticas

As andlises estatisticas necessarias foram realizadas no pacote estatistico Statystical
Analysis System® versdo 9.0, procedimentos GLM e REG (SAS Institute Inc., Cary, NC,
USA), licenciado pela Universidade Federal de Vigosa. Foi utilizado o teste F para as Analises
de Variancia (ANOVA) a 5% de probabilidade.

Aos dados experimentais foram ajustados modelos lineares, observando o coeficiente de
determinagéo e a concordancia com o fendmeno estudado. Os modelos foram avaliados e 0s

respectivos graficos construidos, utilizando o software SigmaPlot® 11.0.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Processo de fermentagdo em estado sélido

Durante o processo de FES, o fungo degrada a biomassa vegetal através da producéo de
enzimas extracelulares (SANTOS et al., 2011 (b)). Os residuos agroindustriais podem ser
utilizados neste processo ndo sé como fonte de carbono como também como suporte sélido
(PANDEY et al., 2000). O microrganismo Aspergillus Niger, utilizado neste trabalho para o
cultivo dos residuos de caju e acerola, produziu quantidades diferentes CMCase, FPase e
Xilanase para cada residuo, durante os ensaios, com base em trés repeticGes experimentais.

Na fermentagdo, utilizando o residuo de caju e acerola como substrato, o Aspergillus
niger apresentou pico de atividade da enzima CMCase em 48 horas e 50% de umidade para 0s
dois residuos, apresentando um pico de atividade enzimatica de 6,79 U/mL para o residuo de
caju (Figura 12), e de 11,7 U/mL para o residuo de acerola (Figura 13).

Atividade enzimética (U/mL)
H

20 30 40 50 60 70 80 90 100

Tempo (horas)

Figura 121: Efeito do tempo e umidade de fermentacéo do residuo de caju sobre a producéao de

endoglucanase (CMCase) por Aspergilus niger.
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Figura 13: Efeito do tempo e umidade de fermentag&o do residuo de acerola sobre producgéo de

endoglucanase (CMCase) por Aspergilus niger.

Com estes resultados, foi possivel verificar que os substratos de baixo custo testados
favoreceram a producdo de endoglucanases, assim como demonstrado no estudo realizado por
Ferreira et al. (2011), que produziu estas enzimas também por FES com Aspergillus niger a
partir de residuo de caja, obtendo valores maximos de atividade enzimatica de 3 U/g em 72
horas com 50% de umidade, e por Santos et al. (2011(c)), que também produziu estas enzimas
utilizando 0 mesmo método de fermentagdo e mesmo fungo, cultivado em residuo de manga e
obteve pico de 8,7 U/g em 72 horas com 0,92 de atividade de agua. Santos et al. (2011(b)
utilizou outro tipo de substrato de baixo custo, a palma mitda (Nopalea cochenillifera), também
sem a adi¢do de qualquer substancia enriquecedora, cultivada por Rhizopus sp., e obteve na
producdo de CMCase (endoglucanase), de 5,7 U/mL a 0,949 de atividade de agua em 96 horas
de fermentacdo. Pode-se observar também que o tempo de fermentacdo para obtengdo do pico
de produc&o de enzimas deste trabalho foi inferior ao encontrado na literatura.

Outros trabalhos s&o citados na literatura, mostrando a producdo de endoglucanases,
utilizando variados substratos. Utilizando ainda residuos agroindustriais como substrato, porém
acrescidos de fontes de nutrientes, foram encontrados maior producdo de CMCase de 552,0
U/L, em farelo de trigo, e de 327,7 U/L, em bagaco de cana de agucar, ambas quando cultivada
por Streptomyces sp. M23 acrescida de milhocina como fonte de nitrogénio (FRANCO, 2009).
Outra estirpe de Streptomyces, a T3-1, produziu 40,3 U/mL em 1,5% de CMC e sulfato de
amonio, ureia e peptona (JANG e CHEN, 2003), porém, a estirpe era transformante e 0s
nutrientes utilizados ndo eram substratos de baixo custo. Streptomyces sp. isolada de solo do

Canada foi cultivada em uma solucéo de sais de Mandel contendo peptona, tween 80 em 1,0%
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de celulose cristalina e produziu 11,8 U/mL de CMCase (ALANI et al., 2008), enquanto
Thermomonospora sp., um actinomiceto alcalotermofilico (GEORGE et al., 2001), quando
cultivado em meio contendo celulose de papel em pd, extrato de levedura e Tween 80,
apresentou um pico de atividade de 23 U/mL, enquanto que, quando cultivada em farelo de
trigo, a atividade foi de 8,5 U/mL.

A atividade da FPase também constitui um fator importante na avaliagdo para a escolha
da melhor condic¢do de producdo do EEB, quando esta esta presente, a celulase vai apresentar
uma atividade de endo e outra de exo celulase e, portanto, é capaz de atuar tanto nas regifes
cristalinas como nas regides amorfas da celulose. E bem sabido que a maioria dos
microrganismos celuloliticos apresenta atividade de endoglucanase (BHAT e BHAT, 1997),
mas nem sempre apresentam de exo e, por conseguinte, a atividade de FPase é um diferencial
(FRANCO, 2009). Através da FES, obteve-se neste trabalho valores de atividade desta enzima
gue variaram entre 0,66 a 4,09 U/mL para o cultivo em residuo de caju e de 0,56 a 4,8 para o
cultivo em residuo de acerola.

As maiores atividades de FPase, obtidas por extragdo da enzima do residuo sélido
fermentado de caju e acerola, verificadas neste experimento, foram de 4,09 (Figura 14) e 4,80
U/mL (Figura 15), respectivamente, no tempo de 48 horas, e umidade de 50% (atividade de
agua de 0,969) para o residuo de caju, no tempo de 72 horas, e umidade de 60% (atividade de
agua de 0,981) para o residuo de acerola. Valores préximos ao encontrado em cultivo de mesmo
fungo, utilizando residuo de manga, foi obtido pico de atividade de 3,36 U/g em um tempo
maior, apds 98 horas de fermentacdo, em aproximadamente 0,92 de atividade de agua
(SANTOS et al.,2011(c)). Em outro trabalho realizado por Santos et al. (2011(b)), utilizando a
palma midda (Nopalea cochenillifera) como substrato na producdo, a FPase (endoglucanse +
exoglucanase) por Risopus sp. foi obtido valor maximo de atividade de 8,7 U/mL a 0,993 de

atividade de 4gua em 72 horas de fermentagéo.
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Figura 14: Efeito do tempo e umidade de fermentagdo do residuo de caju sobre a producéo de endo e

exoglucanase (FPase) por Aspergilus niger.

Atividade enzimatica (U/mL)
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Figura 15: Efeito do tempo e umidade de fermentacdo do residuo de acerola sobre a producdo de endo e

exoglucanase (FPase) por Aspergilus niger.

Em trabalhos envolvendo a quantificacdo da atividade de FPase por fungos, observam-
se valores mais baixos de atividade enzimética. Jorgensen e Olsson (2006) obtiveram para
Penicilium brasilianum IBT 20888, quando cultivado em biorreator em meio contendo extrato
de levedura e madeira de um tipo de pinheiro submetido a explosdo a vapor, valores de 0,59
U/mL de FPase. Trichoderma viride NCIM 1051 em 1,0% de bagaco de cana tratado com
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NaOH resultou em uma atividade FPésica de 0,4 U/mL (ADSUL et al., 2004). Aspergillus niger
1Z9 em meio contendo bagago de cana de agucar tratado com hidréxido de sodio (NaOH)
apresentou pico de atividade de 0,2 U/mL (AGUIAR e MENEZES, 2000). A estirpe
Streptomyces sp. M23 forneceu atividade de 61,2 U/L em meio contendo farelo de trigo, e de
37,8 U/L quando cultivada em meio contendo bagaco de cana, acrescidos de milhocina
(FRANCO, 2009). Neste ultimo trabalho, o tempo de incubacgéo foi de 3 a 4 dias, enquanto em
todos 0s outros casos acima descritos 0s tempos de incubacdo variaram de 7 a 10 dias, bem
maiores que aqueles utilizados em nosso trabalho.

A producdo méxima de Xilanase foi observada em 48 horas de crescimento do
microrganismo para 0s dois residuos, umidade de 40 % (atividade de agua de 0,939) para FES
do residuo de caju (Figuras 16) e de 60% (atividade de dgua de 0,981) para o residuo de acerola

(Figura 17), atingindo os picos de 4,04 e 4,06 U/ml para os respectivos residuos.
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Figura 16: Efeito do tempo e umidade de fermentagdo do residuo de caju sobre a producad de xilanase

por Aspergilus niger.
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Figura 17: Efeito do tempo e umidade de fermentacdo do residuo de acerola sobre a produgdo de xilanase

por Aspergilus niger.

As xilanases possuem um importante papel na hidrélise da celulose por hidrolisar
xilana, polissacarideo formado por unidades monoméricas de Xxilose, que é um dos principais
constituintes da hemicelulose (HECK et al., 2002; DUMITRIU, 2005).

Os resultados encontrados para xilanase ficaram abaixo aos obtidos por Qinnghe et al.
(2004), que obtiveram 24,98 U/mL de atividade de xilanase, utilizando como substrato sabugo
de milho e aveia, utilizando fungo Pleurotus ostreatus- CY012 em fermentacéo liquida, sob
condigbes otimizadas, utilizando farelo de trigo; valores superiores aos encontrados neste
trabalho.

LU et al. (2003) observou a producdo de xilanase por Aspergillus sulphureus em FES,
em escala piloto, utilizando koji (massa de arroz cozido fermentado), seco como meio.
Obtiveram valores de 650 Ul /g, quando a FES foi realizada naturalmente (sem ajuste de
umidade e temperatura) e valores superiores a 1000 Ul/ g, quando a temperatura média
e atividade de agua foram equilibradas, concluindo, assim, que a producdo de xilanase foi
fortemente afetada pela atividade de agua do meio. A melhor umidade do meio para se atingir a
produtividade enziméatica maxima foi de 40-50%, o que, de acordo com 0s autores, corresponde
a valores de aw na faixa de 0,93 a 0,96, faixa na qual se enquadra o residuo de caju para as
enzimas estudadas neste trabalho.

Os picos de atividade enziméatica de CMCase, FPase e Xilanase foram atingidos em
valores de umidade que variaram de 40 e 50%, para o residuo de caju, e de 50 e 60%, para 0

residuo de acerola. Estes valores correspondem a uma variagdo de atividade de &gua que
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ficaram entre 0,939 e 0,969 para o residuo de caju, e 0,967 e 0,981 para o residuo de acerola,
dependendo da enzima produzida.

A &gua representa um papel primordial na FES, pois é responsavel pela difusdo de
solutos, gases e metabolitos inibitdrios, bem como pela absorcéo celular (PANDEY, 2003).

Para cada espécie de microrganismo utilizado, existe um valor 6timo de umidade do
substrato para o crescimento celular, que pode ndo coincidir com o melhor valor para a
expressdao do produto que se pretende obter no processo, como por exemplo, enzima
(AMORIM, 2011). Na FES, o microrganismo possui um limite de agua para suas atividades
metabolicas e seu crescimento, a atividade de dgua 6tima para fungos € por volta de 0,7; para
leveduras 0,8, e para bactérias 0,9, uma pequena flutuacdo nesses valores 6timos causa um
grande distdrbio no crescimento e metabolismo dos microrganismos (ANDRADE, 1999).

Observa-se em todos 0s casos a ocorréncia de um pico de produgdo enzimatica em curto
periodo, nos tempos de 48 e 72 horas, dependendo da enzima e do residuo, seguido de um novo
aumento ao final da fermentagcdo. A queda da atividade pode estar relacionada a
desestabilizacdo da enzima pelo efeito do pH, temperatura ou ainda a producdo de enzimas
inibidoras pelo microrganismo, conforme ja demonstrado por Palma et al. (2000). O aumento de
atividade enzimatica ao final das fermentac6es pode estar correlacionado a varios fatores como
a producdo de novas enzimas, queda de atividade da enzima inibidora, indisponibilidade de
substrato ou retroalimentacéo.

As enzimas produzidas a partir dos dois residuos testados apresentaram picos de
producdo enziméatica em diferentes tempos de fermentacdo, com valores de atividade enzimética
variando também com a umidade. Sendo assim, as condi¢Bes tempo e umidade para a producédo
do EEB, consideradas mais eficientes, foi de 48 horas de fermentacdo e 50% de umidade para
ambos os residuos, pois atingiram valores de atividades enzimaticas préximos dos picos
méaximos. Os valores de produgdo enzimatica encontrados nestas condigdes foram de 6,8 e 11,7
U/mL para CMCase, de 3,2 e 4,1 U/mL para FPases, e de 2,6 e 4,1 U/mL Xilanases para 0s

residuos de caju e acerola, respectivamente.

5.2 Extracéo do 6leo essencial

5.2.1 Avaliacdo do tempo de extracéo

Na Tabela 3 estdo apresentados os valores médios das massas do OS (6leo essencial
extraido sem pré-tratamento com EEB) OC (6leo essencial extraido ap6s pré-tratamento com
EEB obtido a partir da fermentacéo de residuo de caju) e OA (6leo essencial extraido apos pré-
tratamento com EEB obtido a partir da fermentac&o de residuo de acerola), recolhido em tempos

de 1 a 4 horas, assim como o rendimento obtido a partir de 36 g de material vegetal.

42



Tabela 3: Massa do dleo essencial obtido com e sem pré-tratamento com EEB, produzido a partir de

residuo de caju e acerola recolhido ap6s diferentes tempos de extracéo e seu rendimento.

Tempo  Oleo extraido s/ enzima Oleo extraido ¢/ EEB de Oleo extraido ¢/ EEB de

de caju acerola
ext(rs;;éo Massa Rendimento Massa Rendimento Massa Rendimento
(9) (%) (9) (%) (0) (%)

1 1,031 +0,086 2,86 1,082 +0,078 3,00 1,171 +0,080 3,25
2 1,053 +0,081 2,93 1,116 +0,072 3,10 1,195 +0,086 3,32
3 1,070 +0,077 2,97 1,145 +0,078 3,18 1,210 +0,085 3,36
4 1,083 +0,071 3,01 1,159 +0,082 3,22 1,221 +0,083 3,39

* Valores de massas correspondem a média + desvio padrao

Pode ser observado que em todos os tempos de extracdo, o rendimento dos Oleos
extraidos apds aplicacdo de EEB na etapa de pré-tratamento é maior do que o rendimento do
Oleo extraido sem a utilizacdo dos extratos enzimaticos. Para todos os casos o rendimento é
crescente ao passar do tempo de extracdo. ApoOs quatro horas de extracdo, que é o tempo
méaximo utilizado, o rendimento do OS foi de 3,01%, enquanto do OC foi de 3,22, e do AO de
3,39. Isso demonstra a eficiéncia da aplicacdo dos EEBs, pois houve aumento do rendimento
dos 6leos extraidos utilizando extrato enzimatico..

As diferencas entre o rendimento dos 6leos extraidos apds pré-tratamento com EEB
produzido a partir de residuo de caju e de acerola podem também serem explicadas através das
diferencas quantitativas e qualitativas das enzimas presentes nos dois EEBs. O que demonstra
que o substrato ou fonte de alimentacdo do fungo é o fator determinante na producéo do EEB, o
tipo de EEB interfere diretamente em sua aplicacdo na extracdo de 6leo essencial.

Pode ser observado também que, logo na primeira hora, o rendimento da de extracdo de
OC ¢ praticamente igual ao de OS com 4 horas de extracdo, enquanto que para 0 AO o
rendimento é 0,03%, maior que com 4 horas de extragdo do OS. Isso possibilita a reducéo do
tempo de extragcdo nos processos, utilizando-se enzimas, diminuindo o custo do processo e
possiveis alteracbes quimicas durante a extracdo de 6leos pouco estaveis.

De acordo com Guimardes et al. (2008), os 6leos essenciais, em geral, ndo sdo muito
estaveis, principalmente na presenca de ar, calor, luz, umidade e metais, podendo sofrer
alteracdo em sua composic¢do, quando expostas a estes fatores. Para verificar uma possivel
alteracdo na composicdo quimica dos OC e OA, esses 6leos foram submetidos & analise
cromatografica, uma vez que 0s mesmos foram expostos a altas temperaturas por um longo
periodo de tempo, além da possivel adi¢do de compostos dos EEB.

Através dos cromatogramas obtidas por meio de GC-FID, verificou-se a presenca de um
Unico composto majoritario, o metilchavicol, em todas as amostras (sem e com tratamento

enzimatico e de tempos de 1 a 4 horas), e nenhuma alteracdo quimica dos 6leos extraidos. Na
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Figura 18, 19 e 20 estdo representados os cromatogramas referentes as analises dos OC, OA e
OS, respectivamente, no maior tempo de extracdo (4 horas). Os cromatogramas referentes aos
demais tempos de extracdo dos tratamentos com e sem enzima estdo no APENDICE (Figuras
A-1aA-9).
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Figura 18: Cromatograma referente ao OC apds 4 horas de extragao.
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Figura 19: Cromatograma referente ao OA apo6s 4 horas de extracao.
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Figura 20: Cromatograma referente ao OS apds 4 horas de extracéo.

Os picos apresentados nos cromatogramas sdo 0s mesmos em todos os tratamentos. O
primeiro pico que apresenta tempo de retencdo de aproximadamente 0,7 minutos é
correspondente ao solvente utilizado na amostra, o diclorometano (Figura A-10). O segundo
pico que aparece no tempo de aproximadamente 3,3 minutos é referente ao padrdo interno, que

¢ o0 anizol (Figura A-11), jA& o terceiro pico que apresenta tempo de retencdo de
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aproximadamente de 5,9 minutos, é referente a substancia presente no 6leo, o metilchavicol. A
razdo entre as areas dos picos do anizol e do metilchavicol sdo de aproximadamente 1, o que
leva a supor que o 6leo esta praticamente puro, podendo conter somente tracos de outras
substancias, e que ndo houve alteragdo de sua constituicdo quimica, nem adicdo de outras
substancias volateis.

5.2.2 Determinacdo da concentracdo enzimatica

Os experimentos utilizando diferentes concentragdes de EEBs obtidos a partir da
fermentacdo de residuos de acerola (Malpighia emarginata D.C.) e de caju (Anacardium
occidentale L.) para a extracdo de Oleos essenciais foram realizados com tempo de pré-
tratamento estipulado em 1 hora. Estes demonstraram a eficcia da utilizacdo destes extratos
enzimaticos, com um aumento méaximo médio de 14, 14 e 10,01%, respectivamente, para a
producdo de 6leo, em relagdo a extracdo sem a aplicacdo das enzimas. Foram utilizadas
concentragbes de EEB/tampdo crescentes para 0s dois residuos, e somente tampdo nos
tratamentos controles.

Na Tabela 4 estdo apresentados os valores dos volumes utilizados de EEB, proveniente
da fermentagdo do residuo de caju, que variam de 150 a 550 mL. Também estdo apresentados 0s
valores das massas do 6leo extraido, com e sem o0 auxilio destas enzimas, e 0 aumento desta

massa em porcentagem, que variaram entre 2,88 a 10,01%.

Tabela 4: Aumento da massa de 6leo essencial de Croton grewioides, apds 1 hora de extracéo,

utilizando extrato enzimatico bruto obtido a partir de residuo de caju.

o Massa de 6leo obtida (mg)*
Extrato enzimatico

Amostra Aumento do 6leo
(ml) Sl/extrato Clextrato i
extraido (%)
1 150 488,5 503 2,88
2 250 472 493 4,25
3 350 544 583 6,7
4 450 564,6 515 8,72
5 550 607 681 10,1

Na Tabela 5 estdo os valores dos volumes de EEB, produzido a partir de residuo de
acerola, que tiveram uma maior variacdo de 50 a 550 ml, assim como as massas dos 6leos
extraidos, com e sem adi¢do de extrato enzimético, e 0 aumento desta massa em porcentagem

que variou entre 3.03 a 14,14 %.
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Tabela 5: Aumento da massa de 6leo essencial de C. grewioides, apds 1 hora de extracdo,

utilizando extrato enzimatico bruto obtido a partir de residuo de acerola.

o Massa de 6leo obtida (mg)*
Extrato enzimatico

Amostra o o Aumento do 6leo
(ml) S/enzimético Clenzimatico i
extraido (%)
1 50 607 626 3,03
2 150 727 776,5 6,24
3 250 668 720,5 7,28
4 400 693,5 774 10,4
5 550 640,5 746 14,14

O EEB, produzido a partir de residuo de acerola, pode ser considerado mais eficiente
quando comparado ao de caju, por apresentar maior aumento da massa do 6leo extraido. A
melhor eficiéncia da aplicacdo do EEB de acerola pode ser explicada a maior quantidade de
enzimas celuloliticas presentes neste residuo.

Quando comparados 0 aumento da massa do 6leo extraido ap6s a aplicacdo dos dois
extratos, pode ser observado que, com um volume inicial reduzido (50 mL), o aumento da
massa Vverificado com a extragdo utilizando EEB, produzido a partir de residuo de acerola, foi de
3,3%. Para que o EEB produzido a partir de residuo de caju atinja eficiéncia semelhante de
2,88%, foi necessaria a adigdo de 150 mL de extrato, um volume cerca de 3 vezes maior.
Porém, na concentragdo méxima (550 mL) essa diferenca ndo é tdo relevante, 0 aumento da
massa de dleo gerado pelo EEB obtido a partir do residuo de caju € de 10,1%, um aumento ndo
t&o superior do obtido a partir do residuo de acerola, que é de 14,14%.

A partir da analise estatistica ANOVA dos resultados experimentais, observou-se que
houve diferenca significativa para a massa de 6leo extraido com e sem pré-tratamento com
EEB, a 5% de probabilidade pelo teste F. Essa diferenga ocorreu, possivelmente, influenciada
pela diferenca entre dos tipos e das propor¢des de enzimas presentes nos EEB, produzidos a
partir de residuo de caju e acerola.

Analisando o comportamento das curvas (Figura 21 e 22), percebe-se que a quantidade
de EEB aplicado no pré-tratamento, exerceu uma influéncia semelhante em ambos os casos, ou

seja, com o0 aumento do volume de EEB aplicado, houve um aumento da extracéo de oleo.
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Figura 21. Aumento da massa de 6leo essencial extraida, pelo volume de EEB produzido a partir de
residuo de caju, utilizado no pré-tratamento das folhas de Croton grewioides.
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Figura 22. Aumento da massa de 6leo essencial extraida pelo volume de EEB produzido a partir de

residuo de acerola, utilizado no pré-tratamento das folhas de Croton grewioides.

Os resultados obtidos de aumento da extragdo do 6leo essencial em funcdo do volume
de extrato aplicado foram bem ajustados no modelo linear (Equacdes 1 e 2), R? igual a 0,992,
para os valores apresentados na Figura 21, e para os valores apresentados na Figura 22, R igual
a 0,987, sendo todos os pardmetros significativo (P<0,001). De acordo com estas equagdes, a

variagdo positiva de um mL no volume de EEB aplicado na etapa de pré-tratamento, acarreta no
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aumento de 0,0194% de aumento da massa do OC, e um aumento de 0,0212% de aumento da

massa do AO.
EEB caju B =-03326 + 0,0194V R =10992 @
EEB acerola R = 2,604 +Q,0212V R =10937 (2)

O uso de enzimas na extracdo de 6leos vegetais foi pesquisado intensamente ha alguns
anos e aplicado para todas as oleaginosas de interesse comercial, como mostrado nos trabalhos
de revisdo publicados por Rosenthal et al. (1996), Freitas et al. (1996) e Dominguez et al.
(1994). Essa tecnologia estéa voltada a area alimenticia, por isso, poucos dados estdo disponiveis
sobre a aplicacdo de enzimas na extracdo de 6leos essenciais. Em estudo realizado por Santos
(2008) sobre utilizagdo de enzimas na extracdo de 6leo essencial para fins farmacéuticos, foi
obtido aumento de extracdo maximo superior ao encontrado neste trabalho, cerca de 60 %,
quando utilizando EEB em concentracdo maxima, 1% em relacdo ao material vegetal. Porém, a
producdo do EEB, neste caso, diferenciou-se por utilizar outra técnica fermentativa, a FS em
meios de cultura selecionados e enriquecidos, e também por precipitar as enzimas apds a
extragdo, obtendo, assim, um EEB mais concentrado.

Em trabalho realizado por Sowbhagha et al (2011), testou-se quatro enzimas purificadas
na extracdo de 0leo volatil de aipo. O rendimento de 6leo volatil, depois de aplicagdo individual
por pulverizacdo de celulase, pectinase, protease e viscozyme no pré-tratamento, teve aumento
de de 22 a 27%. A obtencdo do 6leo foi por hidrodestilacéo, sendo observada uma alteragéo na
composicdo dos seus constituintes, o terpeno principal e o limoneno aumentaram sua
concentragdo de 63% para 82% com tratamento enzimatico; outros compostos principais
tiveram alteragGes menos significativas, de 16 a 17%, o que ndo ocorreu neste trabalho.

Mesmo com a utilizacdo de altas concentracGes de EEB, ndo foi verificada nenhuma
alteracdo na composicdo quimica dos o6leos extraidos nem a incorporacdo de nenhuma
substancia volatil do extrato enzimatico a estes 6leos, como pode ser observado nas Figuras 23,
24 e 25, que representam as analises cromatograficas dos OC e OA nas concentragcdes maximas
de EEB (550 ml) e do OS, respectivamente. Verificou-se a presenca de um Unico composto

majoritario, em tempo de retencdo, de aproximadamente 5,9, 0 mesmo descrito no item 5.2.1.
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Figura 23: Cromatograma referente ao OC apds pré-tratamento com 550 ml de EEB.
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Figura 24: Cromatograma referente ao OA ap0s pré-tratamento com 550 ml de EEB.
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Figura 25: Cromatograma referente ao OS apdés pré-tratamento com 550 ml de EEB.

Através das razdes entre as areas dos picos da substancia utilizada como padréo e da
substancia majoritaria encontrada no 6leo, foi possivel verificar que ndo houve alteracdo
quantitativa nem qualitativa do 6leo, uma vez que esta razdo € a mesma para 0 OC, OA, para 0

controle OS, igual a 1.
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6 CONCLUSOES

e Os resultados experimentais confirmaram a viabilidade da producdo de EEB contendo as

enzimas CMCase, FPase e Xilanase, a partir dos residuos de caju e acerola;

e As condi¢Bes consideradas mais eficientes foram de 48 horas para ambos os residuos,
contendo 50% de umidade para os dois residuos, pois atingiram valores de atividades
enziméticas de CMCase (6,8 e 11,7 U/ml), FPases (3,2 e 4,1 U/ml) e Xilanases (2,6 e 4,1 U/ml)

mais préximos dos maximos;

e Aplicando-se EEBs na etapa de pré-tratamento aumentou o rendimento do dleo extraido,
comprovando-se assim a eficcia da utilizacdo dos mesmos. Houve um aumentando a massa do
Oleo extraido em até 10,1%, para o residuo de caju, e em 14,14%, para o residuo de acerola.

Sendo o de acerola considerado mais eficiente;

e O tipo de substrato (residuo agroindustrial) utilizado para a producdo dos extratos
enzimaticos interfere na composicdo quantitativa das enzimas presentes, o que influenciou
diretamente na diferenca de rendimento entre os 6leos produzidos a partir do residuo de caju e

acerola;

e A composicdo quimica dos 6leos ndo é alterada nem pelo tempo de extragdo dos 6leos nem

pela quantidade de extrato utilizado.
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7 SUGESTAO DE TRABALHOS FUTUROS

Mais estudos devem ser realizados para saber quais das enzimas celuloliticas presentes séo
as principais responsaveis pelo aumento de rendimento na extracdo do 6leo essencial através de
aplicacédo individual de enzimas celuloliticas purificadas. Também séo relevantes novos estudos

sobre a utilizagdo de outros tipos de residuos, como substrato, para a producgdo de enzimas.
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APENDICE

As Figuras A-1 a A-9 representam os cromatogramas do OC, AO, obtidos apds pré-
tratamento, com 300 ml de EEB, e OS nos tempos de 1, 2 e 3 horas de hidrodestilag&o.

-

Figura A-1: Cromatograma referente ao OC apds 1 hora de extragdo.
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Figura A-2: Cromatograma referente ao OA apds 1 hora de extragao.

Figura A-3: Cromatograma referente ao OS ap0s 1 hora de extracéo.
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Figura A-6: Cromatograma referente ao OS ap6s 2 horas de extracgao.
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Figura A-8: Cromatograma referente ao OA ap6s 3 horas de extracéo.
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Figura A-9: Cromatograma referente ao OA apoés 3 horas de extracao.
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As Figuras A-10 e A-11 sdo referentes aos cromatogramas das injecfes do

Diclorometano (utilizado como solvente) e do Anizol (utilizado como padrdo), respectivamente.

Figura A-10: Cromatograma referente ao Diclorometano.

|

Figura A-11: Cromatograma referente ao Anizol.

As Figuras A-12 a A-20 sdo referentes aos cromatogramas dos OC e AO, ap6s pré-
tratamento com concentragdes crescentes de EEB.
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Figura A-12: Cromatograma referente ao OC ap06s pré-tratamento com 50 ml de EEB.
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Figura A-13: Cromatograma referente ao OC ap6s pré-tratamento com 150 ml de EEB.
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Figura A-15: Cromatograma referente ao OC ap6s pré-tratamento com 350 ml de EEB.

Figura A-16: Cromatograma referente ao OC ap6s pré-tratamento com 450 ml de EEB.

falts

Figura A-18: Cromatograma referente ao OA ap0s pré-tratamento com 150 ml de EEB.
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Figura A-20: Cromatograma referente ao OA apds pré-tratamento com 400 ml de EEB.

Figura A-21: Cromatograma referente ao OS.
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