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REIS, N.S. Aplicacdo de enzimas produzidas porAspergillus niger na extracdo do 6leo
essencial de Mentha arvensis. Itapetinga-BA: UESB, 2015. 65p. (Dissertacao: Mestrado em
Engenharia e Ciéncia dos Alimentos — Area de Concentragcdo em Ciéncia dos Alimentos).

RESUMO

A Mentha arvensis € uma espécie vegetal, aromatica, produtora de éleo essencial rico em
mentol. Para a remogdo dos 6leos essenciais das folhas de Mentha arvensis pode-se aplicar
enzimas antes do processo de hidrodestilacdo. A extracdo combinada do uso de extratos
enzimaticos e o processo de hidrodestilagdo neste estudo, resultou num aumento de 194% na
elevacdo da massa de 6leo extraida. Dentro desta perspectiva, 0 objetivo deste trabalho foi
avaliar a utilizacdo enzimas, na extracdo de 6leos essenciais das folhas de Mentha arvensis
por hidrodestilacdo.O extrato enzimatico foi produzido durante a fermentacdo em estado
solido da palma forrageira por Aspergillus niger. As atividades enzimaticasquantificadas
foram; Carboximetilcelulase (3,35 U/mL), Celulases Totais (17,32 U/mL), Xilanase (35,23
U/mL), Lacase (1,17 U/mL), Lignina Peroxidase (2,34 U/mL), Mn Peroxidase (1,13 U/mL) e
Amiloglucosidase (2,24 U/mL). Na segunda etapa, o extrato multienzimatico foi utilizado no
pré-tratamento no material vegetal, conforme a matriz de Doehlert em cinco faixas de
temperaturas (30°C, 35°C, 40°C, 45°C e 50°C), cinco faixas de tempo (100 min, 115 min, 130
min, 145 min e 160 min), e trés volumes de extrato enzimético (50 mL, 100 mL e 150 mL),
seguido da extracdo do Oleo, pela técnica da hidrodestilacdo, durante 1 hora de extracdo. Os
valores otimizados, estatisticamente, foram 55 mL de extrato multienzimatico, 36°C de
temperatura e 128 minutos tempo de pré-tratamento. A elevacdo da massa de 6leo extraida foi
de 194% em comparagdo com o controle.Através da avaliagdo micromorfoldgica foi
observado o rompimento dos tricomas glandulares peltados tanto na face adaxial como
abaxial, os tratamentos quando analisados por ANOVA com teste de Tukey a 5% de
significancia apresentaram diferencas significativas. Os constituintes quimicos foram
analisados e identificados por analise cromatografica, comprovando que ndo ocorreu nenhuma
alteracdo quimica ou incorporacdo de substancia volatil. Estes resultados indicam que o pré-
tratamento enzimético reduz o tempo de hidrodestilacdo, preserva a integridade do
componente majoritario do 6leo, além de apresentar maior quantidade de 6leo.

Palavra-chave: Hidrodestilacdo, Fermentacdo em Estado Sélido, Palma Forrageira,
Microscopia Eletronica de Varredura.



REIS, N.SApplication of enzymes produced by Aspergillus niger in the extraction of
essential oil of Mentha arvensis. Itapetinga-BA: UESB, 2015. 65 p. (Dissertation: Master of
Engineering and Food Science - Concentration Area in Food Science).

ABSTRACT

Mentha arvensis is a species, aromatic, producer of essential oil rich in menthol. For the
removal of the essential oils of Mentha arvensis leaves can be applied before the enzymes
hydrodistillation process. The combined use of enzymatic extraction process extracts
hydrodistillation this study resulted in a 194% increase in the mass of the extracted oil. From
this perspective, the objective of this study was to evaluate the use enzymes, the extraction of
essential oils from the leaves of Mentha arvensis by hydrodistillation. The enzyme extract
was produced during solid-state fermentation of forage cactus by Aspergillus niger. The
enzymatic activities were quantified; Carboxymethylcellulase (3.35 U / ml) Total cellulases
(17.32 U / ml), Xylanase (35.23 U / mL), laccase (1.17 U / ml), lignin peroxidase (2.34 U / mi
), manganese peroxidase (1.13 U / ml) and Amyloglucosidase (2.24 U / ml). In the second
step, the multienzyme extract was used in the pretreatment of the plant material, as Doehlert
matrix in five tracks temperatures (30 ° C 35 ° C 40 ° C 45 ° C and 50 ° C), five time slots
(100 min, 115 min, 130 min, 145 min and 160 min),and three volumes of enzyme extract (50
ml, 100 ml and 150 ml), followed by oil extraction, the technique of hydrodistillation for 1
time of extraction. The optimized values statistically was 55 mL of enzymatic extract, 36 ° C
and 128 minute time pretreatment. The increase in weight of extracted oil was 194%
compared with the control. By micromorphological evaluation was observed disruption of
peltate glandular trichomes in both upper side as abaxial, treatments when analyzed by
ANOVA with Tukey test at 5% significance significantly different. The chemical constituents
were analyzed and identified by chromatographic analysis showing that there has been no
chemical change or volatile substance incorporation. These results indicate that the enzyme
pre-treatment reduces the time hydrodistillation major component preserves the integrity of
the oil, besides higher amount of oil.

Keyword: Hydrodistillation, SSF showed, Forage Palma, Scanning Electron Microscopy.
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CAPITULO |

1.1 INTRODUCAO

As plantas medicinais sdo utilizadas pelo homem desde a antiguidade devido aos seus
efeitos terapéuticos atribuido aos 6leos essenciais. Dentre essas plantas, a familia das
Lamiaceae € bastante pesquisada por agrupar um grande nimero de espécies produtoras de
Oleos essenciais. Varios géneros dessa familia sdo classificados como medicinais e
aromaticos, entre eles pode citar; Mentha, Plectranthus, Origanum, Ocimum e Thymus
(LORENZI, SOUZA, 2008). O género Mentha compreende cerca de 30 espécies que se
desenvolvem em diversas regides da Europa, Asia, Australia e América do Sul, entre essas
espécies destaca-se a Mentha arvensis que produz 6leo essencial cujo constituinte majoritario
é o mentol (DORMAN et al., 2003).

A extracdo de 6leos essenciais pode ser efetuada através de diferentes processos
fisicos e mecéanicos, sendo os mais usados; a hidrodestilacdo, extracdo por solventes
organicos, destilacdo a vapor e prensagem a frio (YUSOFF et al.,2011), entretanto, algumas
desvantagens sdo observadas nestes processos como; equipamentos de alto custo, elevado
volume de solvente organicos que apresentam o inconveniente de retirar junto com o 6leo
essencial, ceras e pigmentos da matéria-prima, que sao caracterizados como contaminantes do
6leo (BIASI e DESCHAMPS, 2009).

Normalmente, antes da extracdo dos 6leos essenciais, as plantas medicinais passam
por um processo de secagem, para a estabilizacdo da composi¢cdo quimica pela reducdo do
desenvolvimento microbiano. O tempo de secagem recomendado pode variar de 3 a 7 dias,
porém esta é uma etapa critica para qualquer espécie aromatica, pois pode ocasionar a redu¢do
do teor do Gleo essencial, ja que os tricomas (células armazenadoras do Oleo essencial) sdo
estruturas frageis e o rompimento pode favorecer a volatilizacdo e/ou degradacdo dos
componentes presentes nos 6leos (BORSATO et al., 2008).

Com intuito de elevar o teor de 6leo essencial e excluir a etapa de secagem podemos
aplicar o tratamento enzimatico. A utilizagdo de enzimas contribui para a degradacdo da
parede celular vegetal facilitando a remogéo do 6leo essencial. Nesse contexto, a aplicacdo de
extrato multienzimatico, ou seja, as enzimas em estado bruto, antes do processo de
hidrodestilacdo pode ser uma aplicacdo tecnologicamente viavel, pois, minimiza o tempo de
extracdo e elimina a etapa de secagem realizada para plantas do género Mentha, reduzindo a

energia do processo.
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A producéo de extratos multienzimaticos pode ser efetuada a partir da fermentacéo em
estado solido de biomassas. As biomassas vegetais possuem em sua composi¢cdo material
lignoceluldsico que apresentam macronutrientes e micronutrientes que servem como suporte
solido e meio de nutricdo para o crescimento de micro-organismos. Dentre as biomassas
vegetais a palma forrageira (Nopale cochenillifera), pode ser utilizada como matéria-prima
para bioprocessos. (GRORAI et al.,2009). A palma forrageira € uma cactécea pertencente ao
género Nopalea, facilmente cultivada em regiGes &ridas, que é rica em carboidratos e
apresenta em sua composicdo mineral; célcio, potassio, fosforo, além de baixos teores de
matéria seca, proteina bruta, fibra em detergente neutro e fibra em detergente dcido (SANTOS
etal., 2011a).

As biomassas utilizadas em muitos trabalhos na literatura sdo os residuos
agroindustriais como; bagaco de cana-de-acUcar, bagaco de laranja, farelo de trigo e de arroz,
farelo de soja, polpa de café, quirela do milho, bagaco de abacaxi etc. Entretanto, devido a
falta de homogeneidade de seus componentes a produgdo de enzimas em larga escala é
improvavel.

A palma forrageira pode ser utilizada como matéria-prima para a fermentacdo em
estado sélido na producdo de extrato multienzimatico aliada a sua aplicacdo nas folhas de
Mentha arvensis para a extracdo de 6leos essenciais, otimizando o tempo de extracdo por
hidrodestilagdo, podendo promover o aumento do teor de Oleo essencial, devido o

rompimento dos tricomas causados pela a¢do das enzimas.
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo Geral

Utilizar extrato multienzimatico produzidos por fermentacdo em estado solido da
palma forrageira com fungo Aspergillus niger, no pré-tratamento das folhas de Mentha

arvensis L. para otimizar o processo de extracdo por hirodestilacéo.

1.2.2 Objetivos Especificos

Avaliar a utilizacdoda biomassa de palma forrageira, como meio de cultivo na FES, para
producdo de enzimas lignocelulésicas, utilizando o Aspergillus niger.

Otimizar o tempo de extracdo de 6leos essenciais com aplicacdo de extratos multienzimaticos
nas folhas de Mentha arvensis L.

Verificar através de estudo micromorfologico (Microscopia Eletronica de Varredura) os
possiveis danos causados as estruturas secretoras (tricomas) por meio da acdo das enzimas.
Comparar a presenca do constituinte aromatico majoritario do 6leo essencial da espécie
vegetal com e sem presenca dos extratos multienzimatico (analise cromatografica gasosa),

obtido por fermentacdo da palma forrageira usando a espécie fungica Aspergillus niger.

15



1.3 REFERENCIAL TEORICO

1.3.1 Género Mentha

As plantas do género Mentha, popularmente denominadas de “mentas” sdo espécies
aromaticas ricas em 6leo essencial. O género Mentha compreende cerca de 30 espécies que se
desenvolvem em diversas regides da Europa, Asia, Australia, Africa do Sul e América do Sul
(DORMAN et al., 2003).

Dentre as espécies mais populares destaca-se a Mentha arvensis. A Mentha arvensis,
foi introduzida no Brasil pelos japoneses e ficou conhecida como horteld-japonesa ou vique. E
uma planta medicinal e aromatica pertencente a familia das Lamiaceae, produtora de um o6leo
essencial rico em mentol, cujas aplicagdes nas industrias de alimentos, farmacéuticas e de

cosméticos lhe atribui uma grande importancia econémica (DESCHAMPS, 2006).

Figura 1.1 — Espécie Mentha arvensis L., popularmente conhecida como horteld -

japonesa. Fonte: A autora.

1.3.2 A Parede Celular Vegetal

A parede celular vegetal é formada por uma estrutura de celulose, hemicelulose e
ligninas em ligagdes cruzadas, submersas em uma matriz de substancias pécticas e reforcadas

16



com proteinas estruturais e substancias aromaticas. A parede celular esta dividida em niveis
estruturais como; parede priméria, parede secundaria e lamela média.

A parede primaria possui um percentual de aproximadamente 70% de agua, os 30%
restantes correspondem a matéria seca que estd representada em sua maioria por
polissacarideos (celulose, hemicelulose e pectina). A parede secundaria é composta
principalmente por celulose apresentando também lignina, enquanto, a lamela média preenche
0s espacos entre as paredes primarias e as células adjacentes, sendo constituida
principalmente de pectina, pectato e hemicelulose (PRADE et al., 1999).

A celulose é um polissacarideo composto por unidades de glicose ligadas entre si
através de ligagdes B-1,4, formando microfibras. Estas microfibras se entrelagam, formando
finos filamentos, denominados macrofibrilas. As moléculas de celulose possuem duas regides,
cristalina e amorfa, sendo a regido cristalina impermeavel a agua e resistente a degradacéo
quimica e bioldgica, pois apresenta um numero elevado de interacdes moleculares intra e
internamente, como ligacBes de hidrogénio e forcas de Van der Waals. Ja a regido amorfa é
facilmente hidrolisavel, pois nesta regido ha menos interacbes de hidrogénio, sendo

facilmente hidratada e mais acessivel as enzimas (PERCIVAL et al, 2006).

Lignina Hemicelulose

Figura 1.2: Estrutura da parede celular vegetal representando as fibras de celulose,
hemicelulose e lignina. Fonte: SANTANA, 2010.

As hemiceluloses sdo polimeros constituidos de varios monossacarideos,
principalmente de D-xilose e por outras subunidades, com D-manose, D-glicose, L-arabinose,

D-galactose, acido glicordnico e acido galacturdnico. A hemicelulose esta fortemente ligada a
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celulose por grupos de ligacbes de hidrogénio e também através de ligacbes covalentes. A
xilana, principal polissacarideo presente na hemicelulose, ¢ um homopolimero linear formado
por mondmeros de B-D-xilopiranosil unidos por ligagdes glicosidicas B-1,4 (LI et al., 2007).
As xilanas sdo encontradas principalmente na parede celular secundaria dos vegetais em
intima associacdo com a celulose por meio de fortes interacbes estabelecidas por pontes de
hidrogénio e forgas de van der Waal. A xilana ligada covalentemente com a lignina tem
importante papel na manutencdo da integridade da celulose, protegendo as fibras contra a
acao de celulases (WU et al., 2008).

A lignina é encontrada como parte integral da parede celular, imersa em meio a
celulose e hemicelulose. A lignina é composta basicamente de unidades de fenilpropandides
ramificados dispostas aleatoriamente formando uma macromolécula tridimensional e amorfa
(ESPOSITO e AZEVEDO, 2004). A lignina representa um dos maiores estogues de carbono e
energia da natureza e é, ainda, o maior depdsito natural de estruturas quimicas aromaticas.

Como a parede celular vegetal é composta por essa estrutura resistente de celuloses,
hemiceluloses, ligninas e substancias pécticas, faz-se necessario a agdo de um conjunto de

enzimas degradadoras para romper a parede celular vegetal.

1.3.3 Oleos Essenciais

Oleos essenciais também denominados 6leos volateis, Gleos etéreos ou esséncias, de
acordo com suas caracteristicas fisico-quimicas, podem ser definidos como compostos
quimicos volateis, menos densos e mais viscosos que a dgua a temperatura ambiente, podendo
ser extraidos a partir de uma grande variedade de plantas, sendo normalmente encontrados,
em baixas concentracbes, em glandulas especiais da planta, denominadas tricomas
(NAVARRETE et al., 2011).

De acordo com Alves (2012) o armazenamento dos 6leos essenciais no corpo vegetal
pode ocorrer em diversos 6rgaos como flores, folhas, cascas do caule, frutos, sementes. Nas
espécies de mentas os Oleos essenciais estdo concentrados nas folhas isso porque, sdo nas
folhas que se encontram a maior quantidade células especializadas em sintetizar e armazenar
0 6leo essencial, as células especificas para a producdo de 6leo da familia Lamiaceae sdo
denominadas de tricomas glandulares (MORAIS et al.,2006).

O oleo essencial da Mentha arvensis é rico no monoterpeno mentol que confere sabor
e aroma de menta a remédios, balas, creme dental e outros produtos da industria de alimentos,
cosmética e farmacéutica (UPADHYAY et al., 2014).
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O mentol é uma molécula pertencente a classe dos monoterpenos, compostos do
metabolismo secundario das plantas. Sua biossintese compreende 8 reacGes metabdlicas e
uma complexa organizagdo espacial, envolvendo enzimas localizadas nos plastideos, no
reticulo endoplasmatico, mitocéndrias e citoplasma (WILDUNG e CROTEAU, 2005). O
MEP (metil eritritol fosfato) plastidico € a primeira molécula nessa cadeia de reacdes,
originando o geranil difosfato que, pela acdo da enzima limonenosintase é convertido em
limoneno, composto que da origem a maioria dos terpenos do 6leo essencial de Mentha. O

mentol € derivado direto da mentona pela agcdo da enzima citoplasmatica mentona redutase.

1.3.4 Processos de Extracéo de Oleo Essencial

Para a remocdo de dleos essenciais de plantas medicinais e aromaticas, utilizam-se
diferentes métodos de extracdo. Dentre 0s processos convencionais destacam-se; a
hidrodestilacdo, a destilacdo por arraste a vapor, a extracdo por solventes organicos, a
extracdo com fluido supercritico, enfloragdo, sendo os métodos mais utilizados a
hidrodestilacdo e destilacdo por arraste a vapor devido a simplicidade e economia do processo
(BIASI e DESCHAMPS, 2009).

Dentre esses processos algumas desvantagens podem ser citadas como, por exemplo, 0
emprego de solvente por apresentar o inconveniente de retirar junto com o 6leo essencial,
ceras e pigmentos da matéria-prima, que sdo caracterizados como contaminantes do 6leo,
causando indesejaveis efeitos colaterais na qualidade do produto final, além elevar o custo do
processo, pois é dificil remover todo o solvente residual sem um grande dispéndio de energia,
também vale mencionar os equipamentos utilizados para a extracdo de Oleo essencial por
fluido supercritico possuem elevado custo (BELO, 2009).

Na literatura podem-se encontrar varios trabalhos sobre a extracdo de dleo essencial por
diferentes métodos, sendo possivel observar que mesmo com os processos fisicos e mecanicos
utilizados o teor do 6leo essencial obtido é baixo. Alves (2012), estudando a extracdo do 6leo
essencial das folhas secas da Mentha arvensis obteve um teor de dleo essencial equivalente a
0,23%. O teor de 0Oleo essencial de folhas frescas para M. arvensis encontrado por Garlet et al.
(2007) variou entre 0,79 e 1,07 %. Em estudos realizados por Watanabe et al(2006),
avaliando a extracdo do 6leo de Mentha arvensis através da destilacdo por arraste a vapor e
extracdo com etanol, alcangcaram um teor de 6leo igual a 0,5% , mais vale citar que o tempo

utilizado durante a extracdo durou 1 hora.
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Ha poucos relatos na literatura sobre a extracdo de Oleos essenciais através de
tratamento enzimético. Porém, muitos estudos vém sendo realizado sobre a extracdo de 6leos
vegetais, a partir do uso de enzimas especificas associada simultaneamente a processos
mecanicos. As enzimas promovem a degradacdo da parede do tecido celular vegetal
facilitando a remocdo do Oleo vegetal dos vacuolos intracelulares (SANTOS e FERRARI,
2005). A tecnologia enzimética na industria de 6leos vegetais pode ser aplicada através de
extragdo combinada.

Na extracdo combinada, a enzima 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 (SANTQOS, 2008). Preferencialmente, essa etapa deve ser efetuada
na temperatura de maxima atividade das enzimas. A concentracdo do extrato enzimatico deve
ser otimizada e, por questdes de viabilidade econémica, deve ser inferior a 0,1% em relacao
ao peso da matéria prima. A grande vantagem da extracdo combinada esta associada ao fato
de ndo se alterar nenhuma etapa do processamento convencional, além de aumentar o
rendimento do 6leo essencial.

Na realizacdo deste trabalho, foi possivel aplicar a solu¢do multienzimatica nas folhas
de Mentha arvensis e apds o pré-tratamento conduzir a extracdo do Oleo por hidrodestilacdo
em aparelho de Clevenger. A extracdo combinada com processo multienzimatico pode
possibilitar a ruptura da parede celular vegetal, pois as multienzimas possuem diferentes
atividades como; celulases, xilanases, proteases, pectinases, que atuam sobre a superficie do
material vegetal causando danos na epiderme foliar, atingindo os tricomas promovendo dessa

forma, a extracao do 6leo essencial.

1.3.5 Enzimas Degradadoras da Parede Celular Vegetal

O resultado da associacdo dos diferentes tipos de polimeros que compdem a matéria
vegetal (celulose, hemicelulose e lignina), o grau de cristalinidade e o empacotamento
provocado pela estrutura complexa da lignina, obtém-se um material de estrutura rigida e
muito resistente ao ataque enzimatico, dessa forma a degradacdo da celulose na natureza
ocorre lentamente a partir das extremidades susceptiveis (LIMA, 2007). Logo, as enzimas que
séo proteinas com funcgéo especifica de acelerar rea¢fes quimicas por meio de catalise, podem
ser utilizadas para facilitar o processo de degradacao da parede celular vegetal.

Como a parede celular vegetal é composta principalmente por celulose, hemicelulose e

lignina, é necessario que as multienzimas possuam diferentes atividades como; pectinases,
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celulases, xilanases e proteases para ocasionar a ruptura da parede celular (SAHA et al.,
2006).

1.3.5.1 Celulases

As celulases sdo enzimas que 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). A classificacdo das celulases, de acordo com
seu local de atuacdo no substrato celulésico, as divide em trés grandes grupos: endoglucanase,
exoglucanase e [-glicosidase, que em conjunto, constituem um complexo de enzimas

celulases.

Celulases
Exo Endo N ) Exo

Celobiohidrolase |

Celobiohidrolase i Atua sobre a regiao redutora

Atua sobre regiao nao redutora

Endoglucanase
Inicia o processo de hidrélise
internamente de forma aleatéria

Celobiose (Produto) Celobiose (Produto)

Oligossacarideos de diferentes

g &%/\‘Z/\TL;:'&\;‘Q(: + B-glio!aidaaes

Figura 1.3: Mecanismo de acdo do complexo enzimatico. Fonte: Google imagem.

As endoglucanases sdo as enzimas responsaveis por iniciar a hidrolise e pela rapida
solubilizacdo do polimero celulésico (reducdo do grau de polimerizagdo), devido a sua
fragmentacdo em moléculas menores. Tais enzimas hidrolisam randomicamente as regides
internas da estrutura amorfa da fibra celuldsica, liberando oligossacarideos e,
consequientemente, novos terminais, sendo um redutor e um ndo redutor. As endoglucanases
tambeém sdo conhecidas como celulases e carboximetil celulase. Seu substrato natural é a
celulose e xiloglicana, apresentando especificidade variavel em carboximetil celulose (CMC),
avicel (celulose cristalina), B-glicana e xilana (PERCIVAL ZHANG et al, 2006).
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As exoglucanases sdo enzimas que atacam as unidades de celobiose nas terminagdes
deixadas pelas endoglucanases. Duas classificacOes sdo utilizadas para definir este tipo de
atividade enzimatica: 1,4-p-D-glucana-hidrolases e celobiohidrolase. Celobiohidrolase pode
ser dividida em dois tipos: enzima do tipo I (CBH 1), que hidrolisa terminais redutores (R),
enquanto que a do tipo 1l (CBH II) hidrolisa terminais ndo redutores (NR). Essas enzimas
geralmente sofrem inibi¢&o pelo seu produto de hidrolise (celobiose) e possuem acédo limita
sobre substratos de carboximetil celulose e hidroxetilcelulose (CASTRO e PEREIRA, 2010).

As B-1,4-glicosidases, que hidrolisam a celobiose liberando glicose. As B-glicosidases
tem um papel importante na hidrélise de materiais lignoceluloliticos. A celobiose, principal
substrato para a B-glicosidase é um potente inibidor de exocelulases e sua auséncia diminui o
processo de sacarificagdo das biomassas (ALMEIDA, 2009; LYNDY et al., 2002).

1.3.5.2 Hemicelulases

As hemicelulases sd@o um grupo de enzimas capazes de hidrolisar os polissacarideos
entre elas, as mais importantes sdo as xilanases (hidrolisam ligacdes do tipo B-1,4 entre as
unidades de xilose), as arabanases e as [B-glicanases(KOBLITZ, 2010). Devido a sua
complexa estrutura, a degradacdo completa da xilana requer a agdo conjunta de diversas
enzimas hidroliticas. As Endo-1,4-pB-D-xilanases (1,4-pB-D-xilana xilohidrolase) clivam
ligacGes glicosidicas internas da cadeia principal da xilana, acarretando na diminuicéo do grau
de polimerizagdo do substrato e as B-D-xilosidases: (B-D-xilosideo xilohidrolase) hidrolisam
xilooligossacaridios pequenos e xilobiose a partir da extremidade ndo redutora, liberando
xilose. As B-xilosidases purificadas geralmente n&o hidrolisam xilana, sendo a xilobiose seu
melhor substrato (CHAVEZ; BULL; EYZAGUIRRE, 2006).

1.3.5.3 Enzimas Ligninoliticas

Segundo SANTOS et al.,(2011) a degradacao da lignina pode ser compreendida como
um processo multienzimatico por reacdo ndo especifica, resultante da acdo coordenada de
uma série de enzimas ligninoliticas intra e extracelulares (grupo de oxidoredutases-
representadas por peroxidases, lacases, manganés peroxidases e outras oxidases produtoras de
perdxido de hidrogénio e de metabdlicos intermediarios de baixa massa molecular) as quais,

desestabilizam as ligagdes da macromolécula,causando assim seu colapso.
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A lacase € uma das enzimas que participa do processo de degradacdo de material
lignocelul6sico, por ser um polifenol oxidase que contém quatro nucleos de cobre, sendo
capaz de oxidar o substrato utilizando oxigénio molecular como aceptor de elétrons. Entre 0s
substratos oxidados pela lacase destaca-se; orto e n-difenol além de compostos aromaticos
contendo hidroxila e grupos amino.

No processo de degradacgdo da lignina, LiP que é uma hemeproteina monomérica com
massa molecular de cerca de 40 KDa, € inicialmente oxidada pelo H2O> e oxida nicleos
aromaticos da molécula de lignina (fendlicos e ndo fenodlicos), gerando radicais cationicos.
Estes reagem espontaneamente com nucleofilos (primariamente H20) e com oxigénio
molecular, gerando uma “combustdo enzimatica” onde ligacdes C-C e C-O sdo quebradas,
despolimerizando a lignina e abrindo os anéis aromaticos (MOREIRA, 2006).

A Manganés peroxidase (MnP) é a mais comum das ligninas peroxidase modificadas
que desempenha um papel crucial na degradacao da lignina. As MnPs séo glicoproteinas, que
oxidam Mn2* e a Mn®*", sendo este Gltimo cation responsavel por oxidar unidades fendlicas
(fendis monoaromaticos e compostos aromaticos) da lignina, estando envolvido na sua
fragmentacdo (SANTOS et al., 2010).

1.3.6 Fermentacdo em Estado Soélido

Dentre os processos usados para a producdo de enzimas, a fermentacdo em estado sélido
(FES) é tida como uma técnica de baixo custo, pois neste processo ocorre o crescimento de
um microrganismo sobre um substrato sélido, que pode ser usado como fonte de carbono e
energia , com a minima quantidade de agua livre entre as particulas (PANDEY, 2002).

O baixo teor de umidade significa que a fermentacdo pode ser efetuada apenas por um
namero limitado de micro-organismos, principalmente leveduras e fungos filamentosos.
Durante a fermentacdo em estado sélido, 0 microrganismo pode crescer entre os fragmentos
do substrato (dentro da matriz do substrato) ou sobre a superficie do substrato, consumindo o
substrato e secretando metabdlitos, dentre os quais, as enzimas (MITCHELL et al.,2006).

A técnica de FES tem recebido uma maior atengdo dos pesquisadores, tanto para produgdo
de enzimas, quanto para obtencdo de substancias de interesse da industria de alimentos, pois
tem mostrado que pode ofertar maior produtividade ou produtos com melhores caracteristicas
do que a fermentacdo submersa (ROBINSON e NIGAM, 2003).
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Figura 1.4: Representacdo Fermentacdo em Estado Sdélido. Fonte: A autora.

1.3.6.1 Biomassa - Palma Forrageira

A palma forrageira (Nopalea coccinellifera) é uma cactacea de origem mexicana,
rastica, resistente e adaptada a regides secas. No semiérido brasileiro, essa forrageira é
aplicada nos diversos sistemas de produgdo pecuario, no entanto, € uma planta de enorme
potencial produtivo e de multiplas utilidades, podendo ser usada na alimentagédo humana,
na producdo de medicamentos, cosméticos e corantes, na conservacao e recuperacao de solos,
como cercas vivas e paisagismo. A composicdo quimica relativa possui alto valor de
nutrientes digestiveis totais. Os niveis de carboidratos sollveis também sdo elevados, bem
como os teores de cinza, vitaminas e ferro, devendo serem destacados 0s teores de
calcio (3%); potassio (2,5%) e fosforo (0,15%) (CHIACCHIO et al. 2006), além
de baixos teores de matéria seca (11,69 = 2,56%), proteina bruta (4,81 + 1,16%),
fibra em detergente neutro (26,79 *+ 5,07%) e fibra em detergente &cido (18,85 + 3,17%)
(SANTOS et al., 2011a).

O aproveitamento de biomassa vegetal regional é importante para reduzir os custos de
producéo de biocompostos. Por ser rica em macro e micro nutrientes a palma forrageira pode

ser utilizada como suporte na fermentacdo em estado sélido.
1.3.6.2 Micro-organismos utilizados na Fermentacdo em Estado Solido (FES)

Os micro-organismos utilizados na Fermentacdo em Estado Sélido (FES) podem ser,
tanto bactérias, leveduras como os fungos filamentosos, pois estes crescem em substratos
solidos. Contudo, sdo os fungos filamentosos 0s micro-organismos mais adaptaveis a este tipo
de processo. Os fungos filamentosos sintetizam uma grande variedade de enzimas hidroliticas,
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sendo o0s géneros Aspergillus e Trichoderma os principais produtores de enzimas,
responsaveis por 20% da producéo do mercado mundial.

O Aspergillus niger € um bom produtor de varias enzimas tais como pectinesterase,
endo e exopoligalaturonase, pectina liase (GRASSIN et.al, 1999). Em estudos anteriores,
Pandey et al.,(1999), relataram que o A. niger pode produzir 19 tipos de enzimas, tais como
celulases, xilanase, poligalacturonase, «o-galactosidase, a-amilase, glucoamilase, [-
glucosidase e protease acida. A enzima que sera produzida depende do tipo de substrato da

fermentacao.

1.3.6.3 Enzimas Produzidas

Neste trabalho a partir da fermentacdo em estado solido da palma forrageira por
Aspergillus niger foi possivel produzir e quantificar as atividades de; CMcase, FPase,
Xilanase, Lacase, Lignina Peroxidase,Manganés Peroxidase e Amiloglucosidase.

Em estudos realizados por Yon et al.,(2014), foi possivel produzir celulases a partir da
fermentacao em estado sélido sobre o farelo de arroz e de milho por Aspergillus niger.

Santana et al.,(2012), estudando a fermentacdo em estado solido da palma forrageira
por Aspergillus niger obtiveram a producdo de amiloglucosidase. Tavares (2012), observou
que através do processo fermentativo em estado solido dos substratos de caju e acerola por
Aspergillus niger, foi possivel a producdo enzimatica de celulases, corroborando com Santos
(2012), que obteve bons resultados das atividades enziméticas de celulases totais e
endoglucanases a partir da fermentagdo em estado solido da palma forrageira por Aspergillus

niger.

1.4 Considerac0es Finais

A utilizacdo de extratos multienzimaticos obtidas por meio da fermentacdo em estado
solido da palma forrageira por Aspergillus niger pode ser uma alternativa viavel na extracdo
de dleos essenciais, tornando o processo mais econdmico por reduzir o tempo de extracdo e
energia do processo.

Este é o primeiro relato a avaliar o teor de oOleo essencial das folhas de Mentha
arvensis,e concomitantemente os danos causados aos tricomas (celulas armazenadoras do 6leo

essencial) através de Microscopia Eletrénica de Varredura.
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CAPITULO 1

Producdo de extrato multienzimatico por fermentacdo em estado sélido sobre a palma

forrageira por Aspergillus niger.

Resumo:

As enzimas microbianas sdo um dos produtos biotecnologicos mais utilizados nas ultimas
décadas, sendo produzidas por uma grande variedade de micro-organismos e substratos de
diversas origens. O presente trabalho teve por objetivo a producdo de extrato multienziméatico
por fermentacdo em estado sélido da palma forrageira com Aspergillus niger. Os
experimentos foram conduzidos no Laboratério de Microbiologia da Agroindustria, na
Universidade Estadual de Santa Cruz — UESC. As fermentac6es sélidas foram realizadas em
Erlenmeyers contendo 10 g de farelo de palma, ao qual foi adicionada uma suspensao
contendo 107 esporos por grama de substrato. Foram adicionados volumes de agua estéril
(12,5 mL) o que equivale a uma atividade de agua aproximada de 0,985. Os cultivos foram
conduzidos a 30°C em estufa bacterioldgica. As incubagfes ocorreram a temperatura de 30°C,
durante 96 horas e com umidade 60%. As atividades enzimaticas foram quantificadas para;
Carboximetilcelulase (3,35 U/mL), Celulases Totais (17,32 U/mL), Xilanase (35,23 U/mL),
Lacase (1,17 U/mL), Lignina Peroxidase (2,34 U/mL), Mn Peroxidase (1,13U/mL) e
Amiloglucosidase (2,24 U/mL). Durante os processos fermentativos o fungo sintetizou e
excretou a enzima sem a necessidade de qualquer outro indutor além da palma forrageira e
agua, demonstrando a viabilidade de utilizacdo da palma forrageira como matéria-prima para

0 bioprocesso.

Palavras-chave: fungos filamentosos, Nopalea cochenillifera, biotransformacéo.
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Multienzymatic extract production by solid state fermentation on the cactus by

Aspergillus niger.

Summary:

Microbial enzymes are one of the most biotechnological products used in the past decades and
is produced by a wide variety of microorganisms and substrates of various origins. This work
aimed at the production of enzymatic extract by solid state fermentation of cactus with
Aspergillus niger. The experiments were conducted in the Microbiology Laboratory of Agro-
Industry, the State University of Santa Cruz - UESC. The solid fermentations were carried out
in flasks containing 10g of palm meal, to which was added a suspension containing 107 spores
per gram of substrate. Sterile water were added (12.5mL) which is equivalent to an
approximate water activity of 0.985. The cultures were conducted at 30° C in a bacteriological
incubator. Incubations were at 30° C for 96 hours and 60% humidity. The enzymatic activities
were quantified for; Carboxymethylcellulase (3.35 U/mL) Total cellulases (17.32 U/mL),
Xylanase (35.23 U/mL), laccase (1.17 U/mL), lignin peroxidase (2.34 U / mL), manganese
peroxidase (1,13U / mL) and Amyloglucosidase (2.24 U/mL).During the fermentation process
the  yeast enzyme  synthesized and excreted  without any  inducer
Apart from cactus and water, demonstrating the feasibility of the use of fresh feedstock palm

for the bioprocess.

Keywords: filamentous fungi, Nopalea cochenillifera, biotransformation.
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2.1 Introducao

A palma forrageira € uma cactacea do género Nopalea, origindria do continente
Americano, sendo o México o centro de sua origem. Devido as suas caracteristicas
morfofisioldgicas, essa cactdcea € uma cultura bastante adaptada ao semiarido brasileiro. De
acordo com Dessimoni et al.,(2014), a palma forrageira possui grande quantidade de agua, é
rica em residuos minerais como calcio, magnésio, sodio e potassio e vitaminas A, C e do
complexo B, apresenta elevado teor de carboidratos sollveis, além de alto
coeficiente de digestibilidade da matéria seca, essas caracteristicas fazem da palma uma 6tima
biomassa para a fermentacdo em estado solido na tentativa de produzir compostos de alto
valor agregado.

Devido a sua composicdo essa biomassa vegetal apresenta potencial biotecnoldgico
para a producdo de compostos de interesse industrial como bioetanol, glicose, proteinas,
medicamentos, enzimas e compostos de aroma, entre outros, além de ser utilizada nas regides
semiaridas como alimento para animais (SOCCOL et al., 2010). Dentre esses biocompostos,
as enzimas sdo aplicadas em diversos processos industriais. As enzimas sdo utilizadas com a
finalidade de aumentar a eficiéncia dos processos industriais, entretanto, o uso de enzimas
purificadas eleva o custo do procedimento. Diante disso, o uso da palma forrageira como
matéria-prima para bioprocessos, viabiliza a produgdo de extrato multienzimético, tornando
economicamente viavel a aplicacdo destas enzimas em diversos processos tecnologicos.

Nesse sentido, avaliou-se nesta etapa a viabilidade da palma forrageira (Nopalea
cochenillifera) produzida em abundéncia no semiarido brasileiro na producdo de

multienzimas, utilizando como agente da fermentacdo o fungo filamentoso Aspergillus niger.
2.2. Material e Métodos
2.2.1 Obtencéo e Preparacao do Farelo de Palma Forrageira

As amostras foram coletadas no campo Agrostoldgico da Universidade Estadual do
Sudoeste da Bahia - Campus de Itapetinga. Apés a higienizacdo a palma foi cortada em tiras,
secos em estufa de secagem e circulagéo de ar a 65°C por 24 horas (SOLAB), e triturados em

moinho tipo Willey (ACB LABOR) a uma granulométrica aproximada de 2 mm. O teor de

agua inicial foi de 2% quantificado em determinador de umidade infravermelho (MARTE
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ID200). A massa seca foi 12%, determinada em estufa de secagem a 105°C (DELEO-A3
SEDT) por 24 horas.

2.2.2 Preparo do Inéculo

Os micro-organismos Aspergillus niger foram obtidos através de cepas pertencentes ao
Laboratorio de Reaproveitamento de Residuos Agroindustriais LABRA da UESB, campus de
Itapetinga.

Para obtencéo dos indculos, os micro-organismos foram cultivados em placas de Petri,
contendo 20 mL de meio solido Potato Dextrose Agar, HIMEDIA acidificado para A. niger.
Foram incubados por 7 dias em estufa a 30° C.

A solucéo de esporos foi obtida atraves da propagacéo das culturas esporuladas de
Aspergillus niger. ApGs a propagacdo, os esporos foram recuperados em solucdo de agua
destilada estéril contendo Tween 80 (vetec) a (0,01%). O nimero de esporos em suspensdo foi
quantificado em cédmara de Neubauer duplamente espelhada. A concentracdo utilizada em

todos os testes foi de 107 esporos/ mL.

2.2.3 Bioprocesso — Fermentacdo em estado solido

Foi utilizado erlenmeyers de 125 mL como biorreatores para o processo fermentativo
tendo como meio de cultivo o farelo de palma forrageira. Foram pesados 10g da biomassa e
submetidos a esterilizacdo em autoclave a 121°C e 1,0 atm de pressdo por 15 minutos. Ap6s
resfriamento, foi inoculada sobre o farelo de palma a suspenséo de esporos na concentracéo
de 10’esporos/grama da biomassa. As fermentacBes foram conduzidas em estufas
bacterioldgicas B.O.D a 30°C durante 96 horas. O célculo do volume de dgua adicionado para
se chegar a umidade desejada (60%) foi realizado mediante o contelido de matéria seca da
biomassa vegetal, através do determinador de umidade infravermelho MARTE 1D200. As
condigdes do processo fermentativo com temperatura de 30°C, tempo de 96 horas e umidade
de 60% foi descrita por Santos (2012).

2.2.3 Obtencéo do extrato multienzimatico

Para a obtencdo dos extratos enzimaticos apds o processo fermentativo do farelo de

palma forrageira, foi adicionado em cada biorreator 50 mL de solu¢do tampéo de citrato de
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sodio (pH 4,8 a 50 mM). Os extratos foram homogeneizados com auxilio de um bastdo de
vidro. A extracdo foi realizada por prensagem manual para a obtencdo do extrato bruto
enzimético, o qual foi centrifugado a 15.115 x g por 15 minutos em centrifuga (Heraeus
Megafuge 16R) para remocdo de solidos mais finos, e o sobrenadante foi utilizado para a
dosagem das atividades enzimaticas (SANTOS et al., 2011(a)).

2.2.4 Determinacéo da atividade enzimética

2.2.4.1 Atividade de Carboximetilcelulase (endoglucanase)

A atividade da enzima CMCase (endoglucanase) foi determinada através da dosagem
dos acucares redutores produzidos na degradacdo da carboximetilcelulose ou
CMC (SIGMA) a 2% (p/v) diluido previamente na solucdo tampéo citrato de sédio com o pH
4,8 a 50 mM, utilizando o método do &cido dinitrosalicilico (DNS) (MILLER, 1959). Os
ensaios reacionais foram conduzidos em tubos de ensaio contendo 250 pL de extrato
enzimatico e 250 uL de CMC. Para o controle da reacdo foram adicionados 250 pL da
solucdo tampéo citrato de sodio e 250 pL de extrato enzimatico. No branco da analise foi
adicionado 250 pL de CMC e 250 pL de solucdo tampdo. Todas as amostras foram incubadas
em banho-maria a 50°C durante 10 minutos e a interrup¢do da reacdo foi realizada com a
adicdo de 0,5 mL de DNS. Os tubos foram submersos em &agua fervente por 5 minutos e
posteriormente foram adicionados 5,0 mL de agua destilada. A leitura da absorbancia foi
medida na faixa de 540 nm realizada em espectrofotometro (BEL PHOTONICS 2000 UV).
Uma unidade de atividade enzimatica (U) é definida como a quantidade de enzima necesséaria

para liberar 1 umoL de produto por minuto (GHOSE, 1987).

2.2.4.2 Celulases Totais (complexo endoglucanases e exoglucanases)

A atividade de celulases totais abrange uma mistura de exoglucanases e
endoglucanases, determinada pelo método de DNS (MILLER, 1959) através dos agucares
redutores liberado pela degradacdo de uma tira de papel filtro Whatman n°1 (1,0 cm x 6,0
cm). Nos tubos reacionais foram adicionados 1,0 mL de solugdo tampéo citrato de sodio pH
4,8 a50 mM e 0,5 mL do extrato enziméatico e uma tira de papel filtro. Para o controle da
reacdo foram adicionados 1,0 mL da mesma solucdo tampéo e 0,5 mL de extrato enzimatico,

e no branco da analise foram adicionados 1,5 mL de solu¢do tampéo e uma tira de papel filtro.

34



As amostras foram incubadas em banho-maria a 50°C por 60 minutos. A reacdo foi
interrompida com a adigdo de 3 mL de DNS e todos os tubos foram submetidos a agua
fervente por 5 minutos. Foram adicionados 20 mL de &gua destilada para posterior medigao
da absorbancia a 540 nm realizada em espectrofotémetro (BEL PHOTONICS 2000 UV).

Uma unidade de atividade enzimatica (U) é definida como a quantidade de enzima

necessaria para liberar 1 umoL de produto por minuto (GHOSE, 1987).

2.2.4.3 Atividade da Xilanase

A atividade da enzima xilanase foi determinada segundo MILLER (1959) atraves da
liberagdo de acucares redutores pela hidrolise da xilana. Nos tubos reacionais foram
adicionados 125uL de extrato enzimatico e 125uL de solucéo xilana 1% (SIGMA) diluida em
tampdo citrato de sodio pH 4,8 a 50 mM. Para o controle da reacdo, foram adicionados 125uL
da solugdo tampdo citrato de sddio e 125uL de extrato enzimatico, enquanto no branco para
zerar o espectrofotdbmetro foram adicionados 125uL da solucdo tampdo citrato de sédio e
125uL de solucdo xilana 1%. Todas as amostras foram incubadas em banho-maria a 50°C
por 10 minutos. Apos o periodo de incubacéo, a reacdo foi interrompida pela adicdo de 250
uL da solucdo de &cido 3,5- dinitrosalicilico (DNS). Todos os tubos foram submetidos a dgua
fervente por 5 minutos. Foram adicionados 20 mL de &gua destilada para posterior medigdo
da absorbancia a 540 nm realizada em espectrofotémetro (BEL PHOTONICS 2000 UV).
Uma unidade de atividade enzimatica (U) é definida como a quantidade de enzima necessaria

para liberar 1 umoL de produto por minuto (GHOSE, 1987)..

2.2.5.4 Atividade da Lacase

A atividade de lacases foi determinada utilizando-se como substrato 0,1 mL de uma
solugdo etandlica de siringaldazina (4-hidroxi-3,5-azino-metoxibenzaldeido) em concentracéo
de 1 mM . A reacgéo de oxidacdo foi conduzida em 0,3 mL de tampéo citrato-fosfato 50 mM e
pH 5,0 e 0,6 mL de multienzimas ndo purificadas. A reacdo foi quantificada apds 10 minutos
através da leitura da absorbancia em espectrofotémetro (BELPHOTONICS 2000 UV) no
comprimento de onda de 525 nm. A atividade enzimatica foi calculada com base na
absortividade molar dos substratos oxidados (es2s=44.600 M *.cm™) (SZKLARZ et al.,1989).

2.2.5.5 Atividade Enzimatica Lignina Peroxidase
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Foram utilizados seis tubos de ensaios de 10x100 mm, tréspara as amostras nédo
fervidas e os demais para as amostra fervidas. Foi adicionado em cada tubo 0, 6 mL da
amostra a ser analisada, 0,2 mL do tampdo citrato-fosfato, 0,1 mL de H202. Um tubo foi
fervido por 10 minutos (controle) e depois retirado e resfriado. O tempo inicial (zero) foi
determinado como a medicdo da absorbancia no momento em que se adiciona 0,1 mL de
siringadalzine. Depois foi feita outra medicdo no tempo final apds 10 minutos. De cada tubo
foram retirados aliquotas de 1,0 mL de cada tubo contendo as amostras fervidas e nédo fervidas
foram medidas no comprimento de onda 460 nm (eswo = 29400 Mlcm?) (
ARCHIBALD,1992).

2.2.5.6 Atividade Enzimatica de Manganés Peroxidase

A manganés peroxidase foi determinada pela oxidagdo de 0,5 mL de vermelho de
fenol 0,1% (a dissolucdo do vermelho de fenol em &gua foi feita pelo ajuste continuado do pH
em 7,4) em 1,25 mL de tampdo succinato de sédio 20 mM ( pH 4,5), 1,5 mL de lactato de
sodio, 0,5 mL de albumina (1% ), 0,5 mL de MnSO4 1 mM, 0,5 mL da mistura contida no
tubo de ensaio, foi removida e a esse volume foi feita a adicdo de 30pL de hidréxido de sédio
6,5 M para interromper a reacao e realizar a leitura no espectrofotdmetro. A cinética da reacdo
foi avaliada a partir da absorbancia do produto de reacdo em 610 nm. A atividade de MnP foi
calculada com base na absortividade molar do vermelho de fenol oxidado (gs10 = 65000 M-
Lem™) (ANASTASI et al.,2009).

2.2.5.7 Atividade Enzimatica da Amiloglucosidase

A atividade amiloglucosidase é determinada pela através da liberagdo de acUcares
redutores, dosados pelo método DNS (Miller, 1959) citado por COSTA (1996), descrito por
SOCCOL (1992) e por PANDEY et al., (2005). Os agucares sdo expressos em glucose
equivalente. Uma unidade de amiloglucosidase € definida como sendo a quantidade de enzima
liberada por 1 pmoL de agtcar redutor (expresso como glucose) por minuto nas condigOes de
ensaio (Alazard e Raimbault, 1981) citado por SOCCOL (1992).

A amiloglucosidase foi quantificada através da adicdo de 1 mL de uma solucdo
contendo 1% de amido soltvel (Sigma-Aldrich) em tampéo fosfato 0,5 M e pH 7,0 (Vetec) e

1 mL do extrato multienzimatico em tubos de ensaio esses foram incubados por 30 minutos a
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37° C em incubadora de bancada com agitacdo orbitalar (Quimis). Os acUcares redutores

produzidos nessa incubacdo foram quantificados pela técnica de Miller (1959).

2.2.6 Resultados e Discussao

A palma forrageira foi utilizada como fonte de macro e micro nutrientes, sem a adi¢ao
de qualquer substancia enriquecedora, servindo de matriz solida para o crescimento do micro-
organismo selecionado (PANDEY et al., 2000). Na Tabela 2.1 estdo descritos os valores
experimentais obtidos para as enzimas CMCase, FPase, Xilanase, Lacase, Peroxidase, Mn

Peroxidase e Amiloglucosidase.

Tabela 2.1Valores experimentais para as atividades de producédo das enzimas, CMCase,

FPase, Xilanase, Lacase, Peroxidase, Mn Peroxidase e Amiloglicosidase.

Atividade Enzimética( U/mL)

CMCase 3,35
FPase 17,32
Xilanase 35,23
Lacase 1,17
Lignina Peroxidase 2,34
Mn Peroxidase 1,13
Amiloglucosidase 2,24

*Atividade Enzimética quantificada a U/mL; valores obtidos a partir da média de trés

repeticOes experimentais.

A producdo enzimaética esta associada as condi¢bes de cultivo, (temperatura, tempo e
umidade). Neste trabalho as incubac¢des ocorreram a 30°C durante 96 horas com umidade de
60%. Nestas condic¢des o fungo filamentoso, Aspergillus niger, produziu diferentes enzimas,
sendo analisadas as atividades de carboximetilcelulase, celulases totais, xilanase, lacase,
lignina peroxidase, Mn peroxidase e amiloglucosidase.

A atividade enzimatica da carboximetilcelulase (CMCase) pelo fungo filamentoso A.

niger foi igual a 3,35 U/mL. A producéo desta enzima foi favorecida pela composi¢do da
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palma forrageira que é rica em nutrientes fornecendo condic¢bes adequadas ao crescimento do
micro-organismo. Para essa enzima especifica, o valor obtido no presente trabalho é superior
ao descrito por Ferreira (2011), que relatou valor maximo de CMCase de 3 U/mL utilizando a
fermentacdo em estado solido do farelo caja por Aspergillus niger, em cultivo de 72 horas
com 50 % de umidade. Tavares (2012), relatou que na fermentacao, 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 dois residuos, apresentando um pico de
atividade enzimatica de 6,79 U/mL para o residuo de caju, e de 11,7 U/mL para o residuo de
acerola.

No entanto, a comparacdo dos resultados de diferentes estudos é limitada dada as
diferencas no tipo de substrato e nas condi¢fes operacionais utilizadas. Franco (2010), por
exemplo, reporta valores de atividade de CMCase superiores a 552,0 U/L, em farelo de trigo,
e de 327,7 U/L, em bagaco de cana de aglcar, ambas quando cultivada por Streptomyces sp.
M23 acrescida de milhocina como fonte de nitrogénio.

Em relacdo a enzima celulase total (FPase), a atividade enzimética obtida foi de 17,32
U/mL. Apesar do A.niger ser um fungo que geralmente apresenta uma produtividade inferior
em termos de FPase quando comparada aos fungos do género Trichoderma, os dados aqui
apresentados sao superiores aos valores maximos de FPase obtidos por Latifian et al. (2009),
utilizando o Trichoderma reeseiem substrato farelo de arroz (2,3 U/mL). Os valores maximos
encontrados por Tavares (2012), foram de 4,09 U/mL para o residuo de caju e 4,80 U/mL para
o residuo de acerola respectivamente, o tempo de fermentacdo de 48 horas e atividade de agua
de 0,969 com umidade de 50%.

A diferencga entre o valor da atividade enzimética encontrada neste trabalho para os
resultados de trabalhos na literatura pode ser devido, a composicao dos diferentes substratos,
uma vez que a hemicelulose e a lignina conferem uma limitacdo para a assimilacédo da fonte
de carbono pelo micro-organismo agente da fermentacdo. A atividade da FPase também
constitui um fator importante na avaliacdo para a escolha da melhor condicdo de producdo do
extrato enzimatico bruto, 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 regides cristalinas como
nas regides amorfas da celulose. E bem sabido que a maioria dos micro-organismos
celuloliticos apresenta atividade de endoglucanase, mas nem sempre apresentam de exo e, por
conseguinte, a atividade de FPase é um diferencial (FRANCO, 2009).

A producdo de xilanase observada em 96 horas de crescimento do micro-organismo

Aspergillus niger foi de 35,23 U/mL. Segundo Lee et al.(2009), a enzima xilanase produzida
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por Aspergillus tém despertado um consideravel interesse de pesquisa devido aos seus
potenciais de aplicagdes biotecnoldgicas nos diversos processos industriais, destacando-se na
indUstria de polpa celulésica e papel, no setor de alimentos e bebidas (clarificacdo de sucos de
frutas e vinhos, etc.), também sendo aplicada na extracdo de 0leo vegetal e outros.

Sales et al.,(2010), estudando a producdo de xilanase por meio da fermentacdo em
estado solido do bagaco de cana-de-agucar por Aspergillus aculeatus observaram uma
atividade igual a 30,05 U/ mL. A atividade xilanolitica também foi observada por Ladeira
(2010), através da fermentacéo em estado sélido do farelo de trigo, bagaco de cana-de-agucar
e sabugo de milho por Bacillus sp.sendo os valores encontrados respectivamente,1,32U/mL
,0,80 U/mL e 0,30 U/mL. Nos trabalhos citados para atividade desta enzima, é possivel
observar que o fungo Aspergillus niger apresentou uma maior produtividade em termos de
xilanase quando comparado aos demais fungos, outra condicdo a ser apontada sdo 0s
substratos utilizados que apresentam diferentes composi¢des que influenciam no crescimento
do micro-organismo.

Em relacdo a enzima lacase a atividade obtida neste trabalho foi de 1,17 U/mL.Santos
et al. (2011(b)) relataram a atividade da lacase utilizando a fermentacdo em estado sélido do
farelo de cacau por Aspergillus niger igual a 8,49 U/mL em 72 horas de fermentacdo e
umidade de 60%, ja nos estudos de Neto et al (2012) com producdo de lacases por
fermentacdo em estado solido do residuo da pupunha por Bactris gasipaes,0 valor maximo
encontrado nas condi¢des com 50 % de teor de agua e a 72 horas de fermentacéo, a 35 °C foi
de 5,17 U/mL. A reducdo da atividade enzimatica da lacase pode ter sido devido ao
decaimento dos nutrientes ao longo do tempo de cultivo, interferido na atividade enzimatica,
provocando a diminuicdo da produgdo microbiana e consequentemente a producdo enzimatica
(GUPTA, 2010).

Outros trabalhos sdo citados na literatura, mostrando a producdo de lacase, utilizando
variados substratos. Utilizando ainda residuos agroindustriais como substrato, porém
acrescidos de fontes de nutrientes, de acordo com Karp et al. (2012), foram encontrados maior
producdo de lacase de 11,6 U/mL trabalhando com Pleurotusostreatus,em fermentagdo no
estado solido em meio a base de bagaco de cana acrescido de levedura, em estudos realizados
por D’Agostini et al. (2011), observaram maior atividade de lacase (80 U/mL) de Pleurotus
ostreatus, utilizando sulfato de amdnio como fonte de nitrogénio em fermentacdo no estado
solido com cascas de soja. Neste trabalho é importante ressaltar que néo foi utilizado nem um
tipo de indutor, suprimento, além da palma in natura, ou pré-hidrélise do substrato,
demonstrando assim que as enzimas séo constitutivas.
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Em relacdo ao processo fermentativo deste trabalho, a atividade da enzima lignina
peroxidase atingiu o valor 2,34 U/mL e a atividade da enzima Mn peroxidase 1,13 U/mL.
Estas enzimas pertencem ao grupo de enzimas dependentes de peroxido de hidrogénio ou
peroxidases. Pode ser observado que os valores encontrados para a Mn Peroxidase e Lignina
Peroxidase, foram préximas fato que deve estar relacionada ao conjunto estrutural ou arranjo
estrutural do residuo, ou ainda a formacgdo de compostos fendlicos durante a fermentacdo que
induzem estas duas enzimas (SANTOS, 2011).

Nos resultados das pesquisas realizadas por Filho (2011), atraves da fermentacdo do
bagaco de cana por Pleurotus sajor durante 72 horas, verificou-se a atividade da lignina
peroxidase e manganés peroxidase com valores respectivamente de 3,47 U/mL e 2,33 U/mL.
Santos et al., (2011b) com a utilizagéo do farelo de cacau e Aspergillus niger encontraram 0s
valores de 8,44x10' UI/L e 1,79x10™ UI/L para Lignina Peroxidase e Mn Peroxidase
respectivamente, em 72 horas de fermentacdo a 30°C. As baixas atividades enzimaticas
encontradas para as enzimas lignina peroxidase e manganés peroxidase quantificadas neste
trabalho, pode ter sido influenciada pelo tempo de fermentacdo. Uma pressuposi¢édo para este
resultado é que a presenca de nutrientes dispersos ao longo da fermentacdo pode ter
contribuido para o crescimento do micro-organismo e a deterioracdo desses nutrientes ao
longo do tempo pode ter afetado a producéo das enzimas.

A atividade da amiloglucosidase alcancada na realizacdo deste trabalho foi 2,24 U/mL.
Em trabalhos anteriores, Mafra (2012), observou que 0 extrato enzimatico bruto obtido a
partir da fermentacdo em estado solido da palma forrageira por Aspergillus niger apresentou
uma atividade da amiloglucosidase de 60,32 U/mL em 72 horas com a atividade de &gua de
0,891.

A reducdo da atividade enzimética neste trabalho € justificada pelo tempo de
fermentacdo, pois, de acordo com Whitaker (1994) apds 72 horas de fermentacdo ocorre o
esgotamento de nutrientes ou por acimulo de produtos inibidores da sintese enzimatica,
geralmente as enzimas apresentam mecanismo de controle que séo estimulados ou inibidos
por produtos do meio. Porém, Moreira et al., (1999) relataram que a atividade maxima na
(144 U/mL) producdo de amiloglucosidase por Aspergillus tamarii ocorreu ap6s 120 horas de
fermentagdo, concordando com Alva et al., (2007), que também verificaram uma maior
atividade de 16,42 U/mL amilolitica de Aspergillus em 144 horas de fermentacao.

Segundo Biazus et al. (2006), a producdo de enzima a principio € lenta, acelerando

posteriormente até alcangar seu valor méximo, apresentando a melhor atividade enzimatica no
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terceiro dia de fermentacdo, sendo a partir desse ponto observada a reducdo da atividade

enzimatica.

2.2.7 Conclusao

Os resultados experimentais confirmaram a viabilidade da producdo de extrato
multienzimatico a partir da fermentacdo em estado sélido utilizando a palma forrageira como
substrato e o Aspergillus niger como micro-organismo. Vale salientar que o fungo excretou a
enzima tendo como indutor ou suprimento apenas o farelo da palma forrageira e a agua. O

extrato multienzimatico obtido apresentou diferentes atividades enzimaticas.
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CAPITULO Il

O efeito da acdo das enzimas no processo de extracdo de Oleo essencial da Mentha

arvensis.

Resumo:

A utilizacdo de extratos enzimaticos como um pré-tratamento de obtencdo de 6leos vem
adquirindo grande interesse pela indUstria biotecnoldgica, e estd sendo uma nova metodologia
para reducdo de custos, pois 0 processo consome pouca energia. Neste sentido, este trabalho
avaliou a aplicacdo de extratos multienzimaticos, no processo de extracdo do 6leo essencial
das folhas de Mentha arvensis por hidrodestilacdo. Os extratos multienzimaticos foram
produzidos pelo fungo Aspergillus niger durante a fermentagdo em estado solido da palma
forrageira. O pré-tratamento foi otimizado com auxilio da matriz de Doehlert, as varidveis
otimizadas foram; o volume de extrato, a temperatura e o tempo de contato. Estatisticamente,
os resultados foram 55 mL de extrato multienzimatico, 36°C de temperatura e 128 minutos de
tempo. A elevacdo da massa de 6leo extraida foi de 194% e teor de 3,94% em comparagdo
com o controle. Através da avaliagdo micromorfolégica foi observado o rompimento dos
tricomas glandulares peltados tanto na face adaxial como abaxial, os tratamentos quando
analisados por ANOVA com teste de Tukey a 5% de significancia apresentaram diferencas
significativas. Por meio da analise de cromatografia gasosa, ndo foi observado alteracdo
quantitativa ou qualitativa do 6leo essencial extraido. Estes resultados demonstraram que 0
pré-tratamento enzimatico pode reduzir o tempo de hidrodestilacdo, apresentando vantagens

do ponto de vista de custo de producéo e de integridade do componente majoritario do 6leo.

Palavra-chave: Extrato enzimético bruto, Hidrodestilagdo, Tricomas.
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The effect of the action of enzymes in the essential oil extraction process of Mentha

arvensis.

Summary:

The use of enzymatic extracts as a pretreatment to obtain oils has gained interest in the
biotechnology industry, and being a new methodology to reduce costs because the process
consumes little energy. Thus, this study evaluated the application of multi-enzyme extracts,
the essential oil extraction process of the leaves of Mentha arvensis by hydrodistillation. The
multi-enzyme extracts were produced by the fungus Aspergillus niger during solid-state
fermentation of cactus. The pretreatment was optimized with the aid of Doehlert matrix
variables were optimized; the volume of extract, temperature and contact time. Statistically
speaking, the results were 55 ml of enzymatic extract, 36 ° C and 128 minutes of time. The
increase in weight of extracted oil was 194% and 3.94% content compared with the control.
By micromorphological evaluation was observed disruption of peltate glandular trichomes in
both upper side as abaxial, treatments when analyzed by ANOVA with Tukey test at 5%
significance significantly different. By gas chromatography analysis, there was no
quantitative or qualitative change in the essential oil extracted. These results demonstrated
that the enzymatic pretreatment can reduce the time hydrodistillation, with advantages from

the standpoint of production cost and oil major component integrity.

Keyword: Crude enzymatic extract, Hydrodistillation, Trichomes.
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3.1 Introducgéo

A Mentha arvensis, produz um 06leo essencial rico em mentol. O mentol e um
monoterpeno utilizado pela industria de alimentos, farmacéutica e de cosmeticos com a
finalidade de conferir sabor e odor de menta a remédios, balas, pastas de dentes e outros
produtos da industria (GARLET et al., 2007)

O dleo essencial pode ficar armazenado em diversos orgaos do vegetal como em flores
(laranja), folhas (capim-limé&o), cascas do caule (canela), madeira (pau-rosa), entretanto, sao
nas folhas, que se encontra o maior nimero de estruturas especializadas para sintese e 0
armazenado do 6leo, sendo que os tricomas glandulares sdo as estruturas secretoras na familia
das Lamiaceae (SANTANA, 2013).

Para a remocao dos 6leos essenciais varios métodos de extracdo saoutilizados, como; a
hidrodestilacdo, a extracdo por solventes organicos, a destilacdo a vapor,a prensagem a frio,
dentre outros (YUSOFF et al.,2011).

Normalmente, as plantas aromaticas passam por um processo de secagem antes da
extracdo do 6leo. A etapa de secagem tem a finalidade de conservar a grande quantidade de
material vegetal que sera processado, no entanto, o processo de secagem é critico para
qualquer espécie que contenha 6leos essenciais, pois estes sao substancias quimicas volateis.

Nesse sentido, a utilizacdo de extratos multienzimaticos no pré-tratamento torna-se
favoravel, pois ao eliminar a etapa de secagem, minimiza a demanda de energia envolvida no
processo. Durante o pré-tratamento enzimatico os Oleos essenciais sdo removidos dos
tricomas e ficam suspensos em agua, fato que ndo permite sua evaporacao.

Muitos trabalhos tém enfocado o uso de enzimas para producéo de glicose; tratamento
de residuos, remocdo manchas, clarificacdo, desengomagem,na extracdo de cha verde,
proteina de soja, aromatizantes e producdo de Agar. As enzimas também pode ser utilizado
na extracdo de dleo essencial, pois elas degradam a parede celular vegetal promovendo o
rompimento dos tricomas, facilitando a remogdo dos Oleos essenciais, 0 que pode ser

visualizado através na microscopia eletrénica de varredura.

3.2 Material e Métodos

3.2.1 Coleta do Material Vegetal para Obtencéo dos Oleos Essenciais
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O material vegetal utilizado neste projeto, as folhas de Mentha arvensis, foram
coletadas no Horto de Plantas Medicinais da Universidade Estadual de Santa Cruz na cidade

de Ilhéus-Ba. Uma exscicata encontra-se depositada no Herbario HUESC sob registro 14.524.

3.2.2 Aplicagéo das Multienzimas nas Folhas de Mentha arvensis

Foi realizado um pré-tratamento nas folhas de Mentha arvensis, antes da extracdo do
Oleo essencial. Este pré-tratamento consistiu na aplicagdo de multienzimas nas folhas de
Mentha arvensis. Para isso, foi realizada a pesagem de 30g de biomassa foliar fresca, estas
folhas foram colocadas em baldo de fundo redondo com boca esmerilhada com capacidade de
1L, onde foi adicionado diferentes concentraces de multienzimas (50 mL, 100 mL e 150 mL)
sendo adicionadoagua destilada até obter um volume final de 500 mL. Posteriormente, 0s
baldes foram colocados em banho termostatico, onde foram estudadas cinco faixas de
temperaturas(30°C, 35°C, 40°C, 45°C e 50°C), foram avaliadas cinco faixas de tempo(100
min, 115 min, 130min, 145 min e 160 min).Ao término do pré-tratamento estabelecido em
cada condicdoa extracdo dos 6leos essenciais foi conduzida pelo processo de hidrodestilacéo,
onde os baldes foram acoplados ao aparelho de Clevenger. Foram desenvolvidos testes
controle em todas as etapas do processo. No controle as folhas ficaram submersas em 500 mL

de &gua destilada nas faixas de temperaturas e tempos avaliadas.

3.2.3 Extracdo do Oleo Essencial

A extracdo do O6leo essencial foi realizada no Laboratério de Fitotecnica na
Universidade Estadual de Santa Cruz-UESC. As amostras foram submetidas ao processo de
extracdo por hidrodestilacdo usando um aparelho Clevenger. Cerca de 30g de folhas frescas
foram colocados em baldo de fundo redondo com capacidade de 1L, sendo adicionados agua
destilada e extrato multienzimatico e ap6s o tempo de contato, o processo de extracdo duroul
hora. O hidrolato foi extraido com diclorometano, seco com sulfato de sédio anidro e
concentrado.

Os teores foram determinados pela quantificacdo da massa dos O6leos, utilizando
balanga analitica e expressa em percentual massa/massa (g de 6leo por 100g de material
vegetal). Os frascos contendo os 6éleos foram mantidos em resfriamento até 0 momento da

andlise cromatogréafica. A equacdo (1) representa a formula do teor de 6leo:
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Teor% = g (massa de 6leo)/g (massa de biomassa foliar fresca) x 100 (1)

3.2.4 Analises cromatograficas

Os Oleos essenciais foram analisados por cromatografia gasosa em umCG-FID
(cromatdgrafo gasoso com detector de ionizagdo por chama)Varian, modelo 3800. As
condig¢des cromatograficas foram:Coluna DBS5 (30m x 0,25 mm i.d. x 0,25 um); Temperatura
inicial de 50°C; Tempo inicial de 5 minutos; Tempo final de 65,33 minutos; Temperatura
final de 240°C; Temperatura do injetor de 240°C; Temperatura do detector de 280°C; Gas de
arraste nitrogénio; Programacdode temperatura: 50°C até 280°C com rampa de aquecimento
de 20°C/min. Modo de injecdo com divisao de fluxo de 1:30.

Para serem injetadas no CG, todas as amostras de O6leo foram diluidas em
diclorometano, em uma propor¢dode 10pLde dleo para 1 mL de (1:100) diclorometano. Além
de diclorometano e 6leo,as amostras injetadas também continham uma terceira substancia que

foi utilizada como padrao interno, o alcool isoamilico(1uL).

3.2.5 Avaliacdo Micromorfoldgica

A analise micromorfoldgica da superficie foliar para avaliacdo da integridade dos
tricomas foi realizada no Centro de Microscopia Eletrdnica (CME) da Universidade Estadual
Santa Cruz (UESC-Bahia) utilizando microscépio eletrénico de varredura.

Foram retirados fragmentos de aproximadamente 1,0cm da regido mediana das folhas
frescas, folhas frescas que passaram pelo pré-tratamento com as multienzimas, folhas frescas
que ficaram submersas apenas em agua destilada,que posteriormente foram fixadas com uma
solucdo de glutaraldeido 2,5 % em tampdo cacodilato de sédio 0,1M e armazenadas em
resfriamento. No periodo de anélise, os fragmentos foram desidratados em gradiente
progressivo de acetona, levados a secagem em ponto critico (marca BAL-TEC, modelo
CPDO030), fixados a um suporte “Stub” e em seguida metalizados com fina camada de ouro,
cerca de 20 a 30nm de espessura por um sistema de evaporagdo “sputtering” utilizando o
aparelho Sputter Coater, BAL-TEC SCD050.0s fragmentos das folhas de Mentha arvensis
foram fotografados em cinco replicatas sob aumento X160. A contagem e determinacdo da

frequéncia dos tricomas foram obtidas através do programa ANATI QUANTI.
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3.2.6 Analise Estatistica

A otimizacéo das varidveis experimentais (volume de extrato enzimatico, temperatura

e tempo de contato) deste estudo foi realizado utilizando-se a matriz de Doehlert.Segundo a

matriz experimental Doehlert,a combinacdo dos niveis dos fatoresestudados originoutreze

condigdes experimentais diferentes. Também foi realizada uma triplicata com os valores do

ponto central (50 mL, 40°C, 130 min) para possibilitar uma estimativa do erro.A tabela 3.1

demonstra as condi¢des experimentaisavaliadas neste estudo.

Tabela3.1: Matriz de Doehlert utilizada para otimizacdo da extracdo de Gleo essencial de

Mentha arvensis.

Ensaios Volume (mL) Temperatura (°C) Tempo (min)

1 50 50 130
2 80 45 115
3 20 45 115
4 80 45 145
5 20 45 145
6 50 40 100
7 50 40 130
8 50 40 160
9 80 35 115
10 20 35 115
11 80 35 145
12 20 35 145
13 50 30 130
14 50 40 130
15 50 40 130

Para a determinacdo da densidade dos tricomas o experimento foi conduzido a partir

do delineamento experimental inteiramente casualizado (DIC), com cinco repeti¢cbes, 0s
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dados foram submetidos a analise de variancia e as médias foram comparadas pelo teste de

Tukey ao nivel de 5% de significancia.

3.3 Resultados e Discussao

3.3.1 Extracdo do 6leo essencial

Na tabela 3.2 € possivel observar os resultados obtidos para a massa de 6leo obtida, o

teor de dleo essencial e aumento de massa de dleo extraido em todas as condicfes avaliadas.

Tabela 3.2: Aumento do teor de 6leo essencial de Mentha arvensis, apds 1 hora de extracéo,

utilizando extrato multienzimatico obtido do farelo de palma forrageira.

Ensaios Te Tem V  *MSE *TSE MCE TCE AOE
(°C)  (min) (mL)  (9) (%) @ (%) (%)

1 50 130 50 0,2144 2,99 0,2267 3,16 5,73
2 45 115 80 0,1982 2,76 0,2367 3,29 19,42
3 45 115 20 0,1226 1,70 0,152 2,11 24

4 45 145 80 0,0688 0,095 0,2022 2,82 1938
5 45 145 20 0,0952 1,32 0,1977 2,75 107,6
6 40 100 50 0,1846 2,57 0,251 350 36

7 40 130 50 0,1058 1,47 0,2718 3,79  156,8
8 40 160 50 0,1231 1,71 0,2294 3,19 86,35
9 35 115 80 0,1949 271 0,2195 3,06 12,62
10 35 115 20 0,1943 2,70 0,2089 291 7,51
11 35 145 80 0,1617 2,25 0,2388 3,33 47,7
12 35 145 20 0,1726 2,40 0,2035 2,83 18

13 30 130 50 0,1705 2,37 0,2541 3,54 49,03
14 40 130 50 0,0965 1,34 0,2831 3,94 194
15 40 130 50 0,0852 1,18 0,2255 3,14 164,67

Te= temperatura / Tem = tempo / V= volume / TSE=teor de 6leo obtido sem enzimas / MSE=Massa de dleo
extraido sem enzimas / MCE=Massa de 6leo extraido com enzimas / TCE=Teor de 6leo obtido com auxilio de
enzimas / AOE = Aumento da massa do 6leo extraido (%).

*As amostras que ndo receberam tratamento enzimatico foram submersas apenas em agua destilada (500 mL).

52



O resultado de aumento da massa de 6leo extraido nos ensaios 4 e 14(193,8% e
194%), confirmam a viabilidade do uso dos extratos multienzimaticos na extragdo dos 6leos
essenciais.

Os resultados obtidos na elevacdo do teor de 6leo demonstraram que em todas as
condicBes, houve aumento na massa de Oleo extraida e, portanto, um maior teor,
comprovando que o estudo das variaveis independentes (temperatura, tempo de contato e
volume de extrato enzimatico) assim como as suas interagfes, proporcionaram um maior
rendimento ao processo de extracdo, ou seja, qualquer condi¢do adotada na matriz de Doehlert
proporcionaram maior rendimento no processo de extragdo de 6leo.

O volume de extrato enziméatico de 55 mL, que proporcionou estatisticamente um
aumento na massa do 6leo extraido e consequentemente um maior teor, a explicacdo para tal
correlacdo se encontra no fato de que a velocidade maxima da reacéo esta interligada a funcéo
da enzima disponivel. Santos (2008), utilizando enzimas na extracdo de Gleo essencial para
fins farmacéuticos obteve um aumento de extracdo de 60 %, quando utilizou extrato
enzimatico em concentracdo maxima, 1% em relacdo ao material vegetal. Porém, a producéo
do extrato enzimatico neste caso, diferenciou-se por utilizar outra técnica fermentativa, a
fermentacdo submersa em meios de cultura selecionados e enriquecidos, e também por
precipitar as enzimas ap6s a extracdo, obtendo, assim, um extrato enziméatico mais
concentrado.

Sowbhagha et al (2011), aplicaram extrato enzimatico purificado na extracdao de 6leo
volatil de aipo. O rendimento depois da aplicacdo do extrato enzimatico purofoi de 22 a 27%.

A temperatura 6tima obtida neste trabalho foi de 36 °C. Em estudos realizados por
Tavares (2012), na extracdo do 6leo essencial do Croton grewioide a temperatura utilizada no
pré-tratamento enzimatico foi de 50°C durante 1 hora, utilizando-se 350 mL do extrato
enzimatico obtido por meio da fermentacdo em estado solido do caju por Aspergillus niger
alcancando um teor de 6leo igual a 3%.

Na tabela 3.3 sdo apresentados os resultados da ANOVA para o modelo adotado:
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Tabela 3.3: Andlise de Variancia (ANOVA) de efeitos principais e interacdes estudadas das

variaveis estudadas no aumento de teor de 6leo essencial.

Fonte

©

SQ QM F p
(1) Temperatura (L) 0,230400 1 0,230400 1,274101 0,376185
Temperatura (Q) 0,089653 1 0,089653  0,495779 0,554302
(2) Tempo (L) 0,004225 1 0,004225 0,023364 0,892542
Tempo (Q) 0,092963 1 0,092963 0,514083 0,547804
(3) Volume (L) 0,451250 1 0,451250 2,495392  0,254950
Volume (Q) 1,320016 1 1,320016  7,299628  0,114033
1L por 2L 0,000050 1 0,000050 0,000276 0,988243
1L por 3L 0,045000 1 0,045000 0,248848 0,667350
2L por 3L 0,072200 1 0,072200 0,399263 0,592065
Falta Ajuste 0,336475 3 0,112158 0,620230  0,665409
Erro Puro 0,361667 2 0,180833

Total SQ 2,879893 14

R? 0,7576

GL = Graus de Liberdade; SQ = Soma dos Quadrados; QM = Quadrado Médio; F = Teste de Fisher; p =
Probabilidade; R?= Coeficiente de Determinagéo.

O modelo pode ser descrito pela equacdo (2) em termos de valores ndo codificados, que

corresponde a relacdo entre as trés variaveis e a resposta.

Téleo = -7,478+0,174x - 0,0027x2 +0,0912y-0,0003y?+0,08182-0,000722-0,00003xy+0,0005xy-

0,0002yz

Téleo = teor de 6leo,
x=volume,

y = temperatura e

z = tempo de contato.

()
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Os resultados obtidos a partir da equacéo (2) correspondem aos gréficos de curva de
niveis nas Figuras: 3.1, 3.2, 3.3 e 3,4.
Através do software Statistica 8.0foi possivel obter os valores 6timos para producgéo de

oleo essencial de Mentha arvensis sendoa temperatura de 36°C,0 tempo de contato 126
minutos e concentragdo enzimatica de 55mL.

1913 0210 80 WDY

=36
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Figura 3.1: Gréafico Superficie de resposta em funcdo do tempo e da temperatura.
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Figura 3.2: Grafico Superficie de resposta em fungéo do volume e da temperatura.
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Figura 3.3: Gréafico Superficie de resposta em funcdo do volume e do tempo.
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Para validacdo do modelo estatistico foi analisado o efeito do extrato enzimético sobre
as estruturas armazenadoras do 6leo (tricomas) avaliadas nas condi¢des descritas na tabela
3.4. Foram observadas cinco condicdes experimentais que ndo foram descritas pela matriz de

Doehlert, mas que estdo dentro dos limites avaliados.

Tabela 3.4: Condicbes experimentais para validagdo do modelo estatistico.

Temperatura (°C) Tempo de contato (min) Volume Extrato
Enzimatico (mL)

30 180 15
36 126 55
40 120 25
45 130 30
48 110 35

3.3.2 Avaliacdo Micromorfologica

Os tricomas da espécie Mentha arvensis podem ser classificados em tricomas tectores
(ndo glandulares), tricomas glandulares peltados e tricomas glandulares capitados, dentre
estes, os tricomas glandulares peltados sdo os responsaveis pela maior producdo de Gleo

essencial. A maior quantidade de tricomas glandulares capitados encontra-se

preferencialmente na face abaxial, ocorrendo na face adaxial em menor densidade. (ALVES,
2012).
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Figura 3.4: Eletromicografia de varredura da folha fresca: Face Abaxial-1/ Face Adaxial-2.
Eletromicrografia de varredura do controle nas condigdes 36°C/126min/Agua: Face Abaxial-
3/ Face Adaxial-4.

Na figura 3.4, sdo observadas as eletromicrografias das folhas frescas ao serem
colhidas ndo foram tratadas com extrato multienzimatico e nem ficaram submersas em agua
destilada, foram posteriormente processadas para analise micromorfoldgica, foi possivel
observar que tanto na face abaxial (1) como na face adaxial (2), os tricomas glandulares
peltados permaneceram integros, isso porque, possivelmente, apenas a presenca da dgua nao
altera a parede celular vegetal, o que pode estar relacionado a composi¢do da parede celular
que possui impermeabilidade a agua.

A amostra controle onde as folhas frescas ficaram submersas em &gua destilada
durante 126 minutos em temperatura de 36°C, figura 3.4 (3 e 4), pode-se notar que 0s
tricomas glandulares peltados tanto na face abaxial (3) como na face adaxial (4) ndo sofreram

nenhum rompimento.
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det WD HV
ETD |16.4 mm|10.00 kV| 3.0 |11.49 mm| 200 x

Figura 3.5: Eletromicografia de varredura:Tratamento (36°C, 126 min, 55 mL)-Faces abaxial (A) e
adaxial (B) / Tratamento - (30°C, 180 min, 15 mL)-Faces abaxial (C) e adaxial (D) / Tratamento-
(40°C, 120 min, 25)- Faces abaxial (E) e adaxial (F) / Tratamento- (45°C, 130 min, 30 mL)- Face
abaxial(G) e adaxial(H) / Tratamento- (48°C, 110 min, 35 mL)-Faces abaxial (1) e adaxial(J).

A visualizacdo das eletromicrografias do ponto étimo apresentada na figura 3.5 (A e
B) confirma que na temperatura de 36°C, tempo de 126 minutos e 55 mL de extrato
multienzimatico houve o maior rompimento dos tricomas e, portanto, 0 maior teor de 6leo
essencial.

As enzimas presentes no extrato possivelmente devem ter clivado a regido amorfa da
celulose, facilmente hidrolisavel, devido h& poucas ligacdes de hidrogénio, alcancando toda
superficie foliar, rompendo a parede celular vegetal, promovendo a extracdo do 6leo. Os dleos
secretados dos tricomas ficam sobre a superficie foliar em contato com agua formando uma
emulsdo, que pode ser recuperado pelo processo de hidrodestilacdo obtendo-se um
rendimento significativo, sem ser necessario um tempo extenso de extracao.

O processo de extracdo de 6leo essencial auxiliado pelo extrato multienzimatico
provocou o rompimento dos tricomas a temperaturas brandas se comparado a etapa de
secagem. Neste trabalho as folhas ndo foram secas, entretanto, quando sdo submetidas ao
processo de secagem, as temperaturas elevadas provocam o0s rompimentos dos tricomas,
porém, estas temperaturas, provocam o baixo rendimento do 6leo devido a volatilizagéo.
Logo, o pré-tratamento enzimatico pode reduzir o tempo de hidrodestilacdo, apresentando
vantagens do ponto de vista de custo energético, visto o menor tempo de exposi¢do do
material vegetal a temperatura de ebulicdo da agua, preconizando as bases para um processo
tecnoldgico que envolve uma extragdo combinada do pré-tratamento enzimatico associado a

hidrodestilagdo na obtengéo do 0leo essencial das folhas de Mentha arvensis.
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O rompimento dos tricomas glandulares peltados, na face abaxial, quando analisados
por ANOVA com teste de Tukey a 5% de significancia apresentaram diferenca significativa,
contudo a avaliagdo micromorfoldgica demonstrou quehouve maior rompimento na
temperatura de 36°C, tempo de 126 minutos e concentracdo de 55 mL conforme previsto
através da andlise estatistica com a matriz de Doehlert. Na tabela 3.5 estdo os valores das
densidades dos tricomas glandulares peltados na superficie abaxial das folhas de Mentha

arvensis.

Tabela 3.5: Densidade de tricomas glandulares peltados (mm?) na superficie abaxial de folhas
de Mentha arvensis submetidas a diferentes concentragcdes enzimaticas, tempo e temperatura.

Tratamento Enzimaético Densidade Tricomas Glandulares Peltados (mm?)

Integros Danificados
T1(30°C, 180 minutos, 15 mL ) 12 a 35a
T2 (40°C, 120 minutos, 25 mL) 9b 39Db
T3(45°C,130 minutos,30 mL) 10 ab 45¢
T4(48°C, 110 minutos, 35 mL) 9b 49 d
Ts (36°C, 126 minutos, 55 mL) 6¢C 51d

Os valores seguidos pela mesma letra, nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P > 0,05).

A face adaxial possui uma menor densidade de tricomas glandular capitado, mas em
ambas as faces ha uma grande frequéncia de tricomas glandulares peltados, que sdo 0s
responsaveis por armazenar e sintetizar uma maior quantidade de 6leo essencial. A tabela 3.6
apresenta os valores das densidades dos tricomas encontrados na face adaxial das folhas de

Mentha arvensis.
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Tabela 3.6: Densidade de tricomas glandulares peltados (mm?) na superficie adaxial de folhas

de Mentha arvensis submetidas a diferentes concentra¢oes enzimaticas, tempo e temperatura.

Tratamento Enzimatico DensidadeTricomas Glandulares Peltados (mm?)
integros Danificados
T1(30°C, 180 minutos, 15 mL ) 4a 24 a
T2 (40°C, 120 minutos, 25 mL) 2b 31b
T3(45°C,130 minutos,30 mL) 1b 27 b
T4 (48°C, 110 minutos, 35 mL) 1b 39¢c
Ts (36°C, 126 minutos, 55 mL) 1b 41c

Os valores seguidos pela mesma letra, nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
(P> 0,05).

Nesta face, 0 rompimento dos tricomas peltados quando avaliados por ANOVA com
teste de Tuckey a 5% de significancia apresentou diferenca significativa, a avaliacdo
micromorfolégica permitiu a visualizacdo dos tricomas danificados demonstrando que estes
sofreram maiores rupturas quando utilizou-se de maiores concentragcdes enzimaticas.

Foi verificado a influéncia do tratamento enzimatico sobre a integridade dos tricomas
glandulares peltados, houve rompimentos nos tricomas, o que justifica 0 aumento de massa de

0leo extraido.

3.3.3 Andlise Cromatograéfica

De acordo com Guimardes et al. (2008), os Oleos essenciais, em geral, sao
degradados na presenca de ar, calor, luz, umidade e metais. Para verificar uma possivel
alteracdo na composi¢do quimica do Oleo essencial extraido com auxilio do extrato
multienzimatico foram efetuadas analises cromatograficas.

Através dos cromatogramas obtidos por meio da cromatografia gasosa CG-FID,
verificou-se a presenca de um Unico composto majoritario, 0 mentol, em todas as amostras

(sem e com tratamento enzimatico). A utilizacdo dos extratos multienziméaticos nas
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concentracdes avaliadas neste trabalho, ndo ocasionou nenhuma alteracdo na composicdo
quimica dos 6leos extraidos nem a incorporacao de substancia volatil do extrato enzimético a
estes Gleos, como pode ser observado na Figura 3.6 (A e B), que representa 0os cromatogramas

dos 6leos extraidos sem enzima e do 6leo extraido com auxilio de multienzimas.

Diclorometano

Alcool isoamilico
PZEAILIER Mentol

Diclorometano

Alcool isoamilico

Figura 3.6: Cromatograma referente ao 6leo extraido sem enzimas (OS) ap6s 1 hora de

extracdo- A e referente ao 6leo extraido com extrato multienzimatico - B.

Os picos apresentados nos cromatogramas, figura (3.6), sdo 0s mesmos em todos 0s
tratamentos. O primeiro pico que apresenta tempo de retencdo de aproximadamente 2,0
minutos é correspondente ao solvente utilizado na amostra, o diclorometano. O segundo pico

gue aparece no tempo de aproximadamente 2,48 minutos € referente ao padrédo interno, que é
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0 alcool isoamilico, j& o terceiro pico que apresenta tempo de retencdo de aproximadamente
de 5,54 minutos, é referente a substancia presente no 6éleo, o mentol.

A razdo entre as areas dos picos do alcool isoamilico e do mentol sdo de
aproximadamente 1, em todos os tratamentos, significando que ndo houve alteracdo de sua

constituicdo quimica, nem adicao de outras substancias volateis.

3.4 Concluséao

Aplicando-se o extrato multienziméatico na etapa de pré-tratamento nas folhas de
Mentha arvensis houve um aumento méximo da massa do Oleo extraido de 194%. A
composicdo quimica dos Oleos ndo sofreu alteracdo pela concentracdo multienzimatica

utilizada no processo.
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