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Resumo

A espécie Caryocar Coriaceum (pequi), como é popularmente conhecida, € um fruto que em algumas regides é
bastante utilizado na culinaria popular brasileira. Além de possuir um gosto peculiar, o 6leo extraido do fruto traz
beneficios a salde sendo muito utilizado na medicina popular. Frente ao exposto, este estudo apresentou como
objetivo analisar, através de experimento com abordagem qualitativa, a viabilidade econdmica da extracdo de dleos
essenciais de pequi por via enzimatica. Através da suspensdo do fungo, Rhizopus Microsporus, foi estabelecido o
melhor tempo de fermentacdo de 72 horas e a atividade hidrolitica mais eficiente para que através do extrato
multienzimético da celulase fosse realizado a técnica de extracdo do 6leo do pequi. Apds a realizagdo de todas estas
etapas para obtencdo do 6leo, seja por meio de enzimas ou agua, observou-se que a enzima, Rhizopus Microsporus,
possui uma grande atividade para a extracdo do 6leo essencial do pequi, quando se compara a hidodestilagdo somente
com o Gleo e agua. Dessa forma, a utilizagdo do fungo filamentoso, Rhizopus Microsporus, pode ser uma alternativa
viavel na extracdo de 6leos essenciais, tornando o processo mais econdmico por reduzir o tempo de extracdo e a
energia do processo e ser ambientalmente correto, ou seja, tornou o processo da extragdo do 6leo menor, visto que,

com a enzima amplia essa extracéo.
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Abstract

The species Caryocar Coriaceum (pequi), as it is popularly known, is a fruit that in some regions is widely used in
Brazilian popular cuisine. In addition to having a peculiar taste, the oil extracted from the fruit brings health benefits
and is widely used in popular medicine. Given the above, this study aimed to analyze, through an experiment with a
qualitative approach, the economic viability of extracting essential oils from pequi by enzymatic route. Through the
suspension of the fungus, Rhizopus Microsporus, the best fermentation time of 72 hours and the most efficient
hydrolytic activity were established, so that the pequi oil extraction technique was carried out using the
multienzymatic cellulase extract. After performing all these steps to obtain the oil, either through enzymes or water, it
was observed that the enzyme, Rhizopus Microsporus, has a great activity for the extraction of essential oil from
pequi, when compared to wet-distillation only with oil and water. Thus, the use of the filamentous fungus, Rhizopus
Microsporus, can be a viable alternative in the extraction of essential oils, making the process more economical by
reducing the extraction time and energy of the process and being environmentally correct, in other words, made the

process of extracting the oil smaller, since, with the enzyme, it expands this extraction.
Keywords: Caryocar Coriaceum; Enzymes; Extraction; Essential oil.

Resumen

La especie Caryocar Coriaceum (pequi), como se le conoce popularmente, es una fruta que en algunas regiones es
muy utilizada en la cocina popular brasilefia. Ademas de tener un sabor peculiar, el aceite extraido de la fruta aporta
beneficios para la salud y es muy utilizado en la medicina popular. Dado lo anterior, este estudio tuvo como objetivo
analizar, a través de un experimento con enfoque cualitativo, la viabilidad econémica de la extraccion de aceites
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esenciales de pequi por via enzimatica. Mediante la suspension del hongo Rhizopus Microsporus se establecio el
mejor tiempo de fermentacion de 72 horas y la actividad hidrolitica mas eficiente, por lo que se realizé la técnica de
extraccion del aceite de pequi utilizando el extracto multienzimatico de celulasa. Luego de realizar todos estos pasos
para obtener el aceite, ya sea a través de enzimas 0 agua, se observo que la enzima, Rhizopus Microsporus, tiene una
gran actividad para la extraccion de aceite esencial de pequi, en comparacién con la destilacion himeda solo con
aceite y agua. Asi, el uso del hongo filamentoso, Rhizopus Microsporus, puede ser una alternativa viable en la
extraccion de aceites esenciales, haciendo mas econémico el proceso al reducir el tiempo de extraccion y la energia
del proceso y ser ambientalmente correcto, es decir, hizo que el proceso de extraccién del aceite fuera méas pequefio,
ya que, con la enzima, expande esta extraccion.

Palabras clave: Caryocar Coriaceum; Enzimas; Extraccién; Aceite esencial.

1. Introducgéo

A Chapada Diamantina é protegida na categoria de parque nacional, situada no centro do estado brasileiro da Bahia é
uma regido de serras, na qual, Rio de Contas pertence a esta area, cujo municipio possui uma populacgdo estimada em 2020 era
de 12.932 habitantes, considerada como a primeira cidade planejada do Brasil com 1.050 m de altitude. Rio de Contas
esta situado na Serra das Almas e compreende &reas baixas, recobertas de caatinga, e chapadas elevadas com vegetacao do tipo
“gerais”, onde o clima é ameno (IBGE, 2020). Uma das caracteristicas marcantes encontradas é por ser uma regido que
possuem muito pequi, de um modo geral, possui uma vegetacdo bastante diversificada, variando de acordo com as condicGes
climéticas da regido (Silva et al., 2003, p. 45).

O pequizeiro é uma planta perene, com safra entre os meses de novembro e fevereiro, dependendo da regido (Lorenzi,
2000). Por ser explorada de forma extrativista, € um fruto tipico da regido do cerrado, pertencente ao género Caryocar e a
familia Caryocaraceae. A espécie Caryocar Coriaceum ocorre nos Estados da Bahia, Goias, Piaui, Ceard e Pernambuco. Essas
regides ricas em pequi tém suas arvores como frondosa e engalhada, podendo alcangar até dez metros de altura. Seu fruto, de
cheiro e sabor peculiares, é bastante apreciado pela populagdo nas regides de ocorréncia (Lorenzi, 1992). De uma maneira
geral, mesmo com a exploragdo extrativa, inimeras familias se beneficiam na época de safra do pequi, tendo a cultura como
fonte de renda desde a comercializagdo do 6leo até a venda do fruto.

Além disso, o pequi é rico em carotendides, substancias quimicas do tipo pigmento que encontramos na hatureza e
gue possuem importantes fung@es biolégicas no ser humano, atuando na prevencao de alguns tipos de cancer, na inibicdo das
mucosas contra Ulceras gastricas, na capacidade de prevenir a fotossensibilizagdo em certas doengas de pele, no aumento da
resposta imunoldgica a determinados tipos de infeccdo e nas propriedades antienvelhecimento. Encontra-se ainda na
composi¢do do 6leo de pequi a vitamina A e diversos &cidos graxos (Rieger, 1987).

Vale lembrar que o 6leo essencial atua na captura de fragrancia e muitos outros 6leos além da fragrancia contem
principio ativo que agem em certas plantas medicinais, que é o caso do dleo do pequi que além destas funcionalidades, pode
ser utilizado no preparo de emulsdes que sdo empregadas em algumas formas farmacéuticas como em cosméticos, para
aplicacdo topica, ou seja, as emulsdes por ser um sistema instavel sofre consequéncias com mudancas na temperatura, pressao
e volume, resultante da mistura de dois liquidos imisciveis entre si e uma terceira fase contendo agente emulsificante que é
utilizado para aumentar a sua estabilidade. Portanto, o 6leo do pequi ndo contem tais restri¢des e pode ser incorporado em suas
fases ativos hidrossoltveis e/ou lipossoliveis, dependendo de suas caracteristicas e dos efeitos desejados (Junior, 2004).

Existe uma variedade de métodos para a extracdo do 6leo, que pode variar de acordo ao seu tipo de rendimento. Entre
0s tipos de métodos mais utilizados cita-se as extragdes por solventes ou por prensagem mecanica (Freire et al., 2005). Neste
estudo a técnica abordada € a extragdo enzimatica, na qual, sua caracteristica principal esta na utilizagdo da agua como solvente
e as enzimas para a hidrolise das paredes celulares que prendem o 6leo na oleaginosa, ou seja, € um processo ambientalmente

correto pois ndo ird utilizar solventes toxicos e inflamaveis.
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Frente ao exposto, esta pesquisa apresenta como objetivo analisar, através de experimento, a viabilidade econdmica da
extracdo de 6leos essenciais de pequi por via enzimatica por fermentagdo em estado sélido de cacau e café do fungo Rhizopus

Microsporus.

2. Metodologia

Este estudo caracterizou-se como uma pesquisa experimental com abordagem qualitativa, onde a pesquisa para o
embasamento tedrico contou com dados que submetem o fendbmeno estudado as condi¢Bes controladas da experiéncia, que
podem abranger os mais variados campos (Gil, 2008).

O carater experimental desta pesquisa consistiu em avaliar a relacdo entre causas e efeitos de um determinado
fendmeno. Considerando o método experimental a melhor metodologia aplicada no setor cientifico, esta pesquisa é capaz de
isolar as estruturas do meio exterior para que nao haja nenhum tipo de interferéncias.

Assim, a intencionalidade inerente aos atos das pessoas, quanto as reacdes, estd incorporada na pesquisa qualitativa,
cujo tipo explica as complicacGes das relagcBes consideradas esséncia e resultado da atividade humana criadora, afetiva e
racional que pode ser apreendida no cotidiano, por meio da vivéncia, suas crencas, concepcdes, valores, significados e préticas
individuais que ira ser compreendido a complexidades e os detalhes das informagdes obtidos na pesquisa. E para o pesquisador
experimental, é seu dever cumprir a legislacdo vigente para que ndo descumpra nenhuma regra que possa colocar em pauta a
qualidade de seu trabalho e resultado, ou seja, os produtos utilizados, mesmo em fase de experimentagdo, precisam estar
aprovados pela ANVISA (Demo, 2000).

A pesquisa foi realizada no laboratdrio de salide de uma instituicdo de ensino superior privada, no interior do Sudoeste
da Bahia, Brasil.

De posse das andlises de extracdo do pequi por via enzimética realizada em laboratério, foram realizadas comparac6es
em artigos e periédicos com o resultado obtido. Apos isso, foi identificado se a modificacdo enzimética esta entre os
parametros aceitos de sua atividade. A extragdo enzimatica € um dos métodos mais alternativos, caracterizado por ser uma
técnica simples e ambientalmente sustentavel, uma vez que possui maior seletividade e especificidade do produto e menos
subprodutos prejudiciais aos testes, ela tem o objetivo de delinear se o que foi pensado para este estudo esta entre os
parametros e se consequentemente responde as questdes da pesquisa (Azevedo, 2013).

Por ser uma pesquisa experimental, o principal objetivo é dar amplo apoio a &rea biolGgica, genética,
comportamentais, clinicos, ambientais, entre outros. Diante destes preceitos humanos e naturais, a ética esta conectada a este

tipo de pesquisa, pois ndo ha implicagdes morais e ambientais, ou que traga maleficios e riscos aos humanos.

2.1 Experimento
- Microrganismo e inéculo

Para esse estudo foram utilizados fungos filamentosos cedidos pela FIOCRUZ. A cultura foi cultivada em Agar
Batata-Dextrose a 37 °C por 72h e permaneceu a 4 °C para manutencdo. A suspensdo do fungo Rhizopus Microsporus
(011240290N) foi preparada previamente e cultivado em Agar Batata-Dextrose em uma placa de petri durante um periodo de 3

dias em um incubadora bacteriol6gica a 37 °C.

- Residuo lignocelul6sicos
O estudo selecionou o café e o cacau como residuos agroindustriais, fornecidos por indistrias de chocolate de IIhéus e

industria de café localizada na cidade de Vitoria da Conquista, Bahia, Brasil. Este residuo foi seco em estufa a 50 °C, por 24
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horas. Em seguida, o residuo foi triturado em moinho até alcangar o tamanho de particula desejado, posteriormente foi

transferido para um recipiente de plastico até a utilizacdo. Na qual, foi efetuada a analise da composicao fisico-quimica.

- Fermentacdo em estado solido

Foram utilizados 10 g de residuo agroindustrial, sendo 7 g de residuo de café e 3 g de residuo de cacau, para cada
frasco Erlenmeyer de 150 mL, em seguida foi passado pela esterilizacdo em autoclave por 20 min a 121 °C. Cada frasco
Erlenmeyer de 150 mL, foi utilizado um disco micelial de 1,5 cm do Rhizopus Microsporus em cada Erlenmeyer e agua
destilada estéril foi adicionado ao meio até atingir a umidade desejada (50%) e foi incubado em uma camara de germinagdo em
um ambiente controlado a temperatura de 37 °C por 3 dias. A cada 24 h foi determinada a atividade do complexo celulolitico,

com o intuito de estabelecer o melhor tempo de fermentac&o e a atividade hidrolitica mais eficiente (Santos, 2012).

- Obtencdo do Extrato Multienzimatico
Para a obtencdo dos extratos enzimaticos apds o processo fermentativo foi adicionado 50 mL de tampdo de acetato de
sodio (100 M) com pH 6 ao substrato fermentado, e a mistura foi submetida a agitacdo e a fase liquida sera separada por

filtracdo utilizando a peneira e posteriormente armazenado em um recipiente fechado sob acondicionamento (Santos, et al.,

2011).

- Determinacéo da atividade enzimética
Atividade de Carboximetilcelulase (endoglucanase)

A atividade da enzima CMCase (endoglucanase) foi determinada através da dosagem dos aglcares redutores
produzidos na degradacdo da carboximetilcelulose ou CMC (SIGMA) a 2% (p/v). Os ensaios reacionais foram conduzidos em
tubos de ensaio contendo total de 1 mL contendo 50 pL de extrato bruto, fra¢es do isolado ou enzima purificada, 100 pL de
solugdo de carboximetilcelulose e 150 pL de tampdo de acetato de sodio (0,1 M, pH 6). No branco da andlise foi adicionado
100 pL de CMC e 200 pL de solucdo tampéo. Todas as amostras foram incubadas em banho-maria a 50°C durante 40 minutos
e depois 10 minutos em banho de gelo com a interrupcéo da reacdo foi realizada com a adigdo de 200 UL de DNS. Os tubos
foram submersos em &gua fervente por 5 minutos e posteriormente foram adicionados 500 pL de dgua destilada. A leitura da
absorbancia foi medida na faixa de 540 nm realizada em espectrofotdmetro (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).

- Aplicacdo das Multienzimas no Pequi

Foi realizado um pré-tratamento Caryocar Coriaceum, onde foram congelados até o seu uso, antes da extracdo do
6leo essencial. Este pré-tratamento consistiu na aplicacdo de multienzimas Caryocar Coriaceum. Para isso, foi realizada a
raspagem de 30 gramas da biomassa foliar fresca, foram colocadas em baldo de fundo redondo com boca esmerilhada com
capacidade de 1L, onde foi adicionado a concentra¢do de multienzimas 50 mL, sendo adicionado agua destilada até obter um
volume final de 1000 mL. Posteriormente, os baldes foram colocados em banho termostatico, a 50°C, e foram avaliadas
durante o tempo de 60 min. Ao término do pré-tratamento estabelecido a extracdo dos dleos essenciais foi conduzida pelo
processo de hidrodestilagdo, onde os bal6es foram acoplados ao aparelho de Clevenger. Foram desenvolvidos testes controle
em todas as etapas do processo. No controle, as biomassas ficaram submersas em 1000 mL de &gua destilada nas faixas de

temperaturas e tempos avaliadas (Tavares, 2012).
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- Extrag&o do Oleo Essencial

A extragdo do 6leo essencial foi realizada no laboratdrio de salde, de uma instituicdo de ensino superior privada, no
interior do Sudoeste da Bahia. As amostras foram submetidas ao processo de extragdo por hidrodestilacdo usando um aparelho
Clevenger. Cerca de 30g da raspagem do Caryocar Coriaceum e foram colocados em baldo de fundo redondo com capacidade
de 1L, sendo adicionados agua destilada e extrato multienzimatico e apds o tempo de contato, ficou em um periodo no funil de
separacgdo. Os teores foram determinados pela quantificacdo da massa dos éleos, utilizando balanca analitica e expressa em
percentual massa/massa (g de Oleo por 100g de material vegetal). Os frascos contendo os 6leos foram mantidos em
resfriamento até o momento da analise cromatografica. A equacéo (1) representa a formula do teor de 6leo:

Teor% = g (massa de 6leo)/g (massa de biomassa foliar fresca) x 100 (1) (Reis, 2015).

3. Resultados e Discussao

Os resultados da prospec¢do quimica evidenciaram que para a producdo enzimatica sdo necessarios avaliar alguns
aspectos importantes que sdo associadas as condigdes de cultivo, como a temperatura, tempo e umidade. Nesta pesquisa a
incubacdo ocorreram por 48 horas a 37° C com umidade controlada. Diante disso, as condi¢des do fungo filamentoso, Rhizopus
Microsporus, foram semeadas em residuos do café e cacau, utilizando um filete do fungo correspondente a 1/4, na qual, 0s
resultados obtidos de sua atividade amiloliticas, esta relacionado as linhagens selecionadas para o in6culo, e dependendo da
escolha de cultivo pode inferir no potencial para producéo de amilases.

O residuo do cacau e café demonstram alta capacidade fermentativa, sendo importante para 0 meio ambiente quanto a
melhora da economia. Desta maneira, foi utilizado estirpes de leveduras e o residuo obtido da polpa do café e as &guas
residuaria da lavagem do grdo do café como substrato para a fermentacdo, na qual, foi possivel evidenciar o efeito da
composicdo do meio de cultivo e do tamanho de inoculo do desempenho fermentativo de levedura pré-selecionada (Hermosa,
2014).

Ademais, o residuo denominado farelo de cacau, também conhecido como casca ou testa da semente do cacau tem
desempenhado um papel de destaque no reaproveitamento de residuos solidos, pois, a fermentagdo em estado sélido, em
virtude do crescimento microbiano, ocorre a sintese de diversos compostos, muitos dos quais apresentam grande interesse para
0 segmento industrial, além de elevado valor agregado (Lessa, 2012).

As amilases sdo enzimas que tém por funcdo degradar o amido, e a sua producdo € uma das etapas mais delicadas em
escala industrial, nestas condi¢des, vem se buscando fontes de carbono, nitrogénio e outros nutrientes, para a obtencdo da
mesma de forma prética e custo acessivel (Akcan, 2011). Com isso, a busca em se utilizar substratos sintéticos e baratos vem
ganhando muitas proporcdes, pois a utilizagdo de residuos agricolas e industriais surge como alternativa economicamente
rentavel para a producdo industrial de enzimas. Dessa forma, os principais residuos agroindustriais tém-se casca de café, cacau,
bagaco de cana-de-agucar, farelo de mandioca, farelo de trigo, polpa de beterraba, farelo e casca de arroz, entre outros.

O residuo utilizado no processamento de semear o fungo filamentoso, apresenta uma composicao rica em compostos
lignocelulésicos, sendo, proveniente de um fruto rico em nutrientes, que tem sido gerado em uma quantidade relativamente
expressiva. Foi observado que este residuo, abundante é de baixo custo, podendo-se tornar um substrato alternativo a ser
utilizado em fermentacdo em estado solido para producgdo de endoglucanases, xilanases, amiloglucosidases e outras enzimas.

J4 as celulases, sdo enzimas responsaveis pela degradacdo da celulose, principal composto presente nas células
vegetais. Enzimas sdo moléculas capazes de “acelerar” reagdes quimicas e estdo presentes em todas as células. A celulose é um
polissacarideo formado por varias unidades de glicose unidas entre si através de ligagdes quimicas. As celulases realizam a

quebra das ligagGes quimicas existentes entre as unidades de glicose que formam a celulose. No caso das celulases, trés
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enzimas fazem parte desse grupo, elas recebem os nomes de endoglucanases, exoglucanases e beta-glicosidases (Zanchetta,
2013). Diante disso, obtém-se uma reagao da celulose satisfatoria com a média de leitura de espectrofotdmetro de (0,446 A).

A extracdo enzimatica, que se caracteriza por utilizar a &gua como solvente e enzimas para a hidrolise das paredes
celulares. E um método ambientalmente correto sem danos ao meio ambiente e existe o beneficio da ndo utilizacdo de
solventes tdxicos como extracdo com solventes sendo eles, hexano e etanol. Com isso, a técnica de extragcdo enzimatica é
pouco estudada na literatura e € um processo seguro e facil. Apos a extracdo do 6leo é realizado um célculo de rendimento,
levando em conta suas propriedades fisico-quimicas (Azevedo, 2013).

Além disso, o pré-tratamento enzimatico pode reduzir o tempo de hidrodestilacdo, apresentando vantagens do ponto
de vista de custo de producdo e de integridade do componente majoritario do dleo. Vale ressaltar que pode ocorrer diferencas
quando submetido ao pré-tratamento enzimatico, como a modificacdo na estrutura vegetal e esse parametro pode ser explicada
pela atuacdo de diferentes enzimas presentes no extrato enzimatico bruto, tais como; Xilanases, celulases e amiloglucosidades.

Este estudo demonstrou, ainda, que durante o pré-tratamento que teve a durag¢do de 60 minutos em banho maria a
50°C e posteriormente adicionado ao clevenger a temperatura de 100° C, na qual, atingindo o seu ponto de ebulicdo a 35
minutos teve uma redugdo de 750 mL do vapor d’agua durante 5 horas, percebeu a necessidade da utilizagdo de um funil de
separacdo, sendo retirado ap6s 24 horas. Pois, devido a quantidade de massa obtida do pequi tornou-se a hidrodestilagdo
demorada, e a utilizacdo do funil tornou-se possivel uma melhor separacdo do éleo, pesando em torno de 3 g de éleo para 30 ¢
obtida de biomassa do pequi.

Em busca de maiores resultados da pesquisa foi feita um segundo processo de extra¢do do dleo sem adicéo do extrato
enzimaético, utilizando somente a dgua destilada, sendo que o processo de ebulicdo ocorreu com 30 minutos, com 4 horas de
hidrodestilagdo. Entretanto, devido a baixa obtencdo do Oleo a partir da utilizacdo da agua colocou-se em um funil de
separacdo com duracdo de 3 horas obtendo a separacéo total de 6leo e dgua, obtendo 1 g de dleo para 30 g de biomassa do
pequi.

Apos a realizacdo de todas estas etapas para obtencéo do 6leo seja por meio de enzimas ou agua, observou-se que a
enzima celulase do fungo Rhizopus Microsporus, possui uma grande atividade para a extracdo do 6leo essencial do pequi, que
guando se compara ao O/A, observa-se que o rendimento foi pouco. E quando analisados esses pardmetros frente a uma escala
industrial é notério a eficacia e custo/beneficio de sua extragdo, sendo uma alternativa valiosa para 0 mercado industrial que
busca ndo utilizar solventes organicos que danificam o meio ambiente, visto que, as caracteristicas obtidas das enzimas sao
eficazes para processo de hidrolise das paredes celulares que prendem o 6leo na oleaginosa, ou seja, é perceptivel que é um

processo ambientalmente correto pois ndo ird utilizar solventes toxicos e inflamaveis..

4. Consideracdes Finais

A utilizacdo de extratos multienzimaticos obtidas por meio da fermentagdo em estado sélido do fungo filamentoso,
Rhizopus Microsporus, pode ser uma alternativa viavel na extracdo de 6leos essenciais, tornando o processo da extracdo do
6leo menor, visto que, com a enzima amplia essa extracdo, sendo um processo Menos ONeroso e mais econdmico por reduzir o
tempo de extragdo e a energia do processo e ser ambientalmente correto. Além de encontrar poucas revisdes de literatura, o que
denota o0 pouco conhecimento sobre os beneficios do fruto e da metodologia aqui aplicada, este estudo demonstrou-se
satisfatorio nos parametros obtidos, embora, vale ressaltar, que realizar testes adicionais quanto a aplicabilidade do 6leo
essencial do pequi (Caryocar Coriaceum) exerce grandes beneficios. Logo, sugere-se a realizagdo de outras pesquisas a fim de

buscar evidéncias que possam validar as técnicas aqui apresentadas.
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