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RESUMO

SILVA, J. P. P. Extracdo aquosa de 6leo do buriti (Mauritia flexuosa) assistida por enzimas,
2016, 86f. Dissertagdo: Mestrado em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos. Universidade Federal
do Para, Belem - PA.

O objetivo deste trabalho foi investigar a utilizacdo de diferentes enzimas no processo de
extracdo aquosa de 6leo do Buriti (Mauritia flexuosa L.) visando obter maior rendimento de
extracao e teor de compostos antioxidantes no éleo. Para avaliacdo da eficiéncia das diferentes
enzimas (celulase, pectinase e alcalase) no processo de extracdo aquoso foi realizado um
planejamento fatorial completo 22 com trés repeticGes no ponto central utilizando delineamento
composto central rotacional (DCCR) combinado com a metodologia de superficie de resposta
(MSR), as variaveis independentes estudadas foram concentracdo de enzima ([E]), tempo de
reacao (t) e temperatura de reacdo (T) e as varidveis de resposta foram rendimento em 6leo e
carotenos totais. Um segundo estudo foi realizado, para avaliar o aumento da escala utilizando
a enzima celulase (planejamento fatorial completo 2° com trés repeticdes no ponto central
utilizando DCCR combinado com a MSR, as variaveis [E], te T, as variaveis de resposta foram
rendimento em Oleo e carotenos totais), foi realizado também a cinética de extracdo para
celulase e para as combinacdo de enzimas. Dentre as enzimas estudadas a celulase foi a que
apresentou maior rendimento de extracdo de 6leo com 95,91 % e a maior concentracdo de
carotenos totais com 3028,10 pg Bcaroteno/g 6leo, nas condi¢des operacionais T a 55°C, [E] a
4% e t de 3 horas. A variavel mais significativa para esse planejamento foi a temperatura,
seqguida do tempo, que tiveram efeito positivo sobre o rendimento e a concentracdo de
carotenos. A andlise de variancia foi realizada e verificou-se a significancia da regressdo e ndo
significancia da falta de ajuste no nivel de 95% de confianca (p < 0,05), o coeficiente de
determinacéo (R?) foi 87,56 % para rendimento e 91,97 % para os carotenos totais. No segundo
estudo, o rendimento maximo foi de 76,5 % e a maior concentracdo de carotenos totais foi
3119,47 ng Pearoteno/g 6leo, nas condi¢des de T de 55 °C, [E] de 2 % e t de 6 horas, a analise
de variancia foi realizada e verificou-se a significancia da regresséo e néo significancia da falta
de ajuste no nivel de 95% de confianca (p < 0,05), o R? foi 97,68 % para rendimento e 94,50 %
para 0s carotenos totais, mostrando uma boa correlagdo com a variaveis independentes. Na
cinética de extracdo de 0Oleo, a celulase obteve um rendimento maior que as combinacGes de
enzimas. O processo de extracdo aquosa enzimatico para o 6leo de buriti é viavel e obteve leo
com elevada concentracdo de compostos antioxidantes.

Palavras — chave: atividade enzimatica, antioxidante, carotenos, rendimento.



ABSTRACT

SILVA, J. P. P. Aqueous extraction of Buriti oil (Mauritia flexuosa) assisted by enzymes,
2016, 86f. Dissertation: Masters in Food Science and Technology. Federal University of Pard,
Belém - PA.

The objective of this study was to investigate the use of different enzymes in the aqueous
extraction process of Buriti oil (Mauritia flexuosa L.) to obtain the highest yield and antioxidant
compounds content in the oil. To evaluate the efficiency of the different enzymes (cellulase,
pectinase and alcalase) in the aqueous extraction process, a full factorial design 22 was carried
out with three replications at the center point using a central composite design (CCRD)
combined with response surface methodology (RSM), the independent variables are the
percentage concentration of enzyme in relation to fruit weight ([E]), reaction time (t) and
reaction temperature (T), the response variables were the oil yield and total carotenes. A second
study was conducted to evaluate the increase in scale using the enzyme cellulase (full 23
factorial design with three replications at the center using combined CCRD with the MSR, the
variables [E], t and T, the response variables were yield oil and total carotenes) and the
extraction kinetis was evaluuated using cellulase and the combination of enzymes. Among the
enzymes, cellulase was the one with the best oil extraction with 95.91% of the total pulp oil
content with Buriti peel and the highest concentration of total carotenoids with 3028.10
Bcaroteno ug / g oil, using the operating conditions: T 55 © C, [E] 4% et 3 hours. The most
significant variable for this design was the temperature, followed by the time which had a
positive effect on the yield and the carotenes’s concentration. Analysis of variance was
performed and it was possible to verify the significance of the regression, and no significant
lack of fit with 95% of level of confidence (p <0.05), the coefficient of determination (R?) for
yield was 87.56% and 91.97% for total carotenes. In the second study, the maximum yield was
76.5% and the highest concentration of total carotenes 3119.47 Bcaroteno ug / g oil was
obtained by the assay 8 using T =55 °C, [E] = 2% and t = 6 hours, analysis of variance was
performed and it was possible to observe the significance of the regression, and no significant
lack of fit with 95% of level of confidence (p <0.05), the R2 for the yield was 97.68% and
94.50% for total carotenes, showing a good correlation with the independent variables. In the
oil extraction Kkinetics, the cellulase obtained a higher yield than the combinations of enzymes.
The aqueous enzymatic extraction process for Buriti oil is viable and obtained oil with a high
concentration of antioxidant compounds.

Keywords: enzymatic activity, antioxidants, carotenes, yield.
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Introducéo

1 INTRODUCAO

A floresta amazénica é rica em frutos oleaginosos e representa um grande potencial
econbmico para a regido. Um dos principais desafios para os pesquisadores é explorar e
compreender as propriedades fisicas e quimicas desses produtos naturais visando promover
uma alternativa para transformar estes recursos em matérias primas para a inddstria
(ALBUQUERQUE et al., 2003; ZANATTA et al.,, 2008; MANZI; COOMES, 2009;
FERREIRA et al, 2011).

Os frutos das palmeiras da Amazonia s&o fontes alternativas e abundantes de 6leos
vegetais com um elevado valor nutritivo, ja que sdo ricos em carotenos, tocoferois e acidos
graxos insaturados (FRANCA; MEIRELES, 1997; DURAES et al., 2008).

Os Oleos vegetais sdo importantes componentes nutricionais da dieta humana,
fornecendo energia, A&cidos graxos essenciais e vitaminas lipossollveis. Atribuem
caracteristicas de sabor, aroma e textura aos alimentos e promovem a sensa¢do de saciedade
pos-ingestdo (KITTS, 1996).

Os processos convencionais para extrair 6leo de sementes oleaginosas ou polpas de
frutas envolvem a extracdo mecanica e/ou extragdo com solvente. Normas de seguranca
ambientais e riscos a salde publica exigem da inddstria de alimentos alternativas a solventes
organicos na extracdo de 6leo como € o caso da extracdo aquosa assistida por enzimas que é
uma tecnologia emergente (JIAO JIAO et al., 2014). Esta tecnologia tem sido amplamente
aplicada para a extracdo de diferentes 6leos como canola, semente de meldo, oliva, semente de
uva, gergelim, amendoim, soja, dendé e semente de abobora (LATIF, DIOSADY; ANWAR,
2008; NYAM et al., 2009; NAJAFIAN et al., 2009; PASSOS et al., 2009; JIANG et al., 2010;
TOWA et al., 2010; LATIF; ANWAR, 2011; WANG et al., 2011a; WANG et al., 2011b; Ql,
2012; TEIXEIRA et al, 2013).

As enzimas sdo Uteis para a extracdo de oleo, devido a sua elevada eficiéncia e
especificidade e por possuirem a capacidade de hidrolisar e romper os constituintes da parede
celular das matrizes oleaginosas e melhorar a liberacéo de contetdos intracelulares (RANALLI;
DE MATTIA, 1997).

Tendo em vista a escassa literatura sobre 0 emprego de enzimas no processo de
extracdo de Oleos vegetais da regido amazonica, o presente trabalho visou estudar e avaliar
melhores condicdes para extracdo de 6leo do Buriti, com o intuito de gerar um produto com

alto valor agregado.

15



Obijetivos

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho foi investigar a utilizacdo de diferentes enzimas no processo de
extracdo aquosa de 6leo do Buriti (Mauritia flexuosa L.) visando obter maior rendimento e

compostos antioxidantes no éleo.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Extrair o 6leo de buriti utilizando diferentes enzimas;
e Selecionar a melhor condicdo de extragdo com base no rendimento e na concentracdo

de antioxidantes.

16



Revisdo da Bibliografia

3 REVISAO DA BIBLIOGRAFIA
3.1 BURITI

A palmeira buriti (Mauritia flexuosa Lf), pertencente a familia Arecaceae, é
amplamente distribuida na floresta amazénica do Brasil (DELGADO; COUTURIER; MEJIA,
2007; MELO et al., 2011). Cresce em pantanos, bem como &reas sazonalmente inundadas ao
longo dos rios e florestas (CUNHA et al., 2012). Possui elevado valor ecoldgico, cultural e
econémico, tendo uma grande importancia para a subsisténcia da populacao local, quase todas
as partes da palmeira, das raizes aos frutos, é Util para as necessidades e as atividades humanas,
tais como alimentacdo, vestudrio, habitacdo, dentre outros (DARNET et al.,, 2011;
BATAGLION et al., 2014; RULL; MONTOYA, 2014).

O fruto de buriti tem a polpa amarela e sabor peculiar, rica em carotenos e acido
ascorbico, que é bastante consumida pela populacao ribeirinha e utilizado para a fabricacdo de
doces, geleias, sorvetes, compotas e vinhos (LORENZI et al, 2006; SILVA et al, 2007,
CANDIDO; SILVA; ALGOSTINI-COSTA, 2015).

A composicdo da polpa do buriti ja foi estudada por varios autores (Tabela 1), os

valores lipidicos sdo expressivos, demonstrando ser uma importante fonte de lipidios.

Tabela 1 - Composicao centesimal da polpa do buriti (%).

Manhaes; Carneiro;

Componentes 'I;ia:vazr(e)%gt Sabaa-Srur, Carneiro, I;)Iarr;eglelt Mgrcl)qies,
B 2011 2011 B

Umidade 67,229 62,93+0,12  54,35+0,15 50,5+1,14 69,82+0,13

Cinzas 1,440,3 0,94+0,06  0,66+0,008 0,6+0,00 1,14+0,05

Lipidios 3,8+1,0 13,85+0,69  18,16+1,52 19,0+0,72 14,67+0,58

Proteinas 1,5+0,4 2,1+0,19 1,30£0,002 3,7+0,02 2,67+0,24

Carboidratos 26,1 8,25 25,23 26,2 11,7

Destaca-se a importancia do 0leo vegetal obtido da polpa pela sua composi¢do em

tocoferdis, carotenos (B-caroteno) e 4cidos graxos essenciais que permitem sua aplicacdo em
diversas industrias: alimenticia, cosmética e de combustivel (ROSSO; MERCADANTE, 2007;
MELO et al, 2008).
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3.2 OLEO DE BURITI

A floresta tropical da Amazodnia inclui uma das areas mais ricas em biodiversidade
do mundo e possui uma abundante reserva de plantas com potencial para obtencdo de 6leos
vegetais (ZANATTA et al, 2008; RODRIGUES; DARNET; SILVA, 2010; BATAGLION
etal., 2014).

Babacu (Orbignya phalerata Mart.), buriti (Mauritia flexuosa) e maracuja (Passiflora
edulis) s@o exemplos de espécies economicamente importantes, cujos 6leos e gorduras tém
encontrado diversas aplicagdes nas industrias de alimentos, farmacéuticas, cosméticas e téxteis
(FERREIRA et al., 2011).

O 6leo extraido da polpa do fruto de buriti possui grande interesse devido as suas
propriedades fisicas e quimicas (MELO et al., 2011).

O ¢leo de buriti contém altas concentracfes tocoferdis e carotendides, especialmente
B-caroteno que é responsavel pela cor vermelho-alaranjado do 6leo (DURAES et al., 2008).
Além disso, possui alta concentracdo de acidos graxos insaturados, sendo o principal o &cido
oleico (Tabela 2), o que corresponde cerca 75 % do teor total, essa composicdo é proxima a
apresentada pelo azeite de oliva e 6leo de canola (RIBEIRO; COELHO; BARRETO, 2012).

Tabela 2 - Perfil de acidos graxos do 6leo de Buriti.

Principais &cidos graxos

Autores

C 16:0 c18:1 C 18:2
SILVA et al., 2009 16,78 74,06 4,94
RODRIGUES et al., 2010 18,75 75,50 2,15
FERREIRA etal., 2011 16,6 83,4 -
CUNHA etal., 2012 15,99 77,06 1,58
AQUINO et al., 2012 19,6 72,7 2,6

Os oOleos vegetais sdo compostos principalmente por triacilglicerdis, acompanhados
por niveis mais baixos de diacilglicerdis, monoacilglicerois e acidos graxos livres, além de
outros componentes secundarios. Além de serem fonte de acidos graxos essenciais, também sédo
importantes fontes de componentes minoritarios considerados essenciais, com caracteristicas
antioxidantes e vitaminicas, como carotendides, tocoferois, esterois e fenois (GUNSTONE,
2013).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0963996914006395
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Os compostos minoritarios desempenham um importante papel na estabilidade e no
curso do processamento do 6leo. Alguns deles podem afetar as caracteristicas do produto final

em termos de cor, sabor e odor.
3.2.1 Carotenos

Os carotenoides sdo compostos lipossolUveis produzidos como metabodlitos
secundarios das frutas, vegetais, algas, fungos e algumas bactérias. Eles sdo responsaveis por
conferir as coloracdes amarela, vermelha e laranja as frutas e vegetais (KIM et al., 2015). A
maioria dos carotenoides apresenta como estrutura basica um tetraterpeno com esqueleto de 40
atomos carbono, formado por 8 unidades de isopreno ligadas de forma que a simetria é invertida
no centro. Este extenso sistema de ligacdes duplas conjugadas (cadeia poliénica) forma o
cromoforo absorvente de luz que proporciona um espectro de absorcdo visivel que serve de
base para sua identificacdo e quantificacdo (SHI et al., 2009; ZAGHDOUDI et al., 2015).

Os carotendides podem ser classificados de acordo com a sua estrutura quimica em
carotenos, cuja estrutura é composta apenas por atomos de carbono e de hidrogénio; e
xantofilas, que apresentam além de carbono e hidrogénio, também oxigénio (DELGADO-
VARGAS; JIMENEZ; PAREDES-LOPEZ, 2000; QUIROS; COSTA, 2006). Na Figura 1 sio

apresentados alguns exemplos de carotendides dos grupos carotenos e xantofilas.
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Figura 1 - Carotenos e xantofilas.

Fonte: Rodrigues-Amaya, 1999.

Mais de 600 carotenoides ja foram identificados, incluindo a enorme variedade de

carotenoides presentes nas bactérias, fungos e algas. No entanto, 0 homem s6 tem acesso a

aproximadamente 40 carotendides através da dieta, principalmente através das frutas e vegetais,
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dentre 0s quais os mais consumiveis sdo [B-caroteno, a-caroteno, luteina, zeaxantina, [-
criptoxantina e licopeno (ZAGHDOUDI et al., 2015; RODRIGUEZ-AMAYA, 2001).

A atividade j& comprovada de pro-vitamina A nédo se aplica a todos os carotenoides.
Para que apresente esta atividade, o carotenoide deve possuir em sua estrutura o que
corresponde a molécula de retinol (vitamina A), ou seja, deve possuir um anel- ndo substituido,
com uma cadeia poliénica de 11 carbonos. Basicamente, a estrutura do retinol é a metade da
molécula do B-caroteno, com uma hidroxila adicionada no final da cadeia poliénica. Dessa
forma, o 3-caroteno é o carotenoide de maior poténcia vitaminica A e ao qual se atribui 100 %
de atividade (RODRIGUEZ-AMAYA, 1996).

Os carotendides fazem parte dos constituintes minoritarios de alguns 6leos vegetais,
como o Oleo de palma e o dleo de buriti (DARNET et al., 2011; RIBEIRO et al., 2012;
TEIXEIRA et al., 2013).

O B-caroteno € o principal carotenoide do 6leo de buriti, representa mais de 75 %
dos carotendides totais (RIBEIRO et al., 2012). A Tabela 3 apresenta alguns valores de

concentracdo de carotendides totais encontrados na literatura do éleo de buriti.

Tabela 3 - Teores de carotendides no 6leo de buriti.

Autores Carotenoides (ug/ 9)
DE ROSSO E MERCADANTE, 2007 513,87
SILVA et al., 2009 1003
FERREIRA etal., 2011 692,9
DARNET etal., 2011 1576
RIBEIRO et al., 2012 1800
CUNHA et al., 2012 774

Ao longo das Gltimas décadas, o interesse por compostos naturais e bioativos como 0s
carotenoides tem aumentado, devido a demanda dos consumidores por uma alimentagdo mais
saudavel. Além de sua capacidade de ser adicionado a alimentos e produtos industrializados
como corante, aromatizante, e suplemento nutricional, os carotenoides estdo envolvidos na
prevencdo de diversas doengas, como o cancer, degeneracdo macular relacionada a idade,
catarata, doengas cardiovasculares e outras doencgas relacionadas a baixa fungdo imune; uma
vez que apresentam atividade antioxidante capaz de bloquear o oxigénio singlete, uma forma
ativa do oxigénio, impedindo a oxidagéo de tecidos organicos (HALLIWELL; GUTTERIDGE,
2007; APARICIO-RUIZ; MINGUEZ-OSQUERA; GANDUL-ROJAS, 2011; SAMANIEGO-
SANCHEZ et al., 2010; ZAGHDOUDI et al., 2015).
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Os carotenos protegem 0s sistemas biologicos atuando como agentes redutores, de
forma mais rapida e efetiva do que outros antioxidantes ndo enziméticos, como os tocoferois,
ou ainda, atuando como sequestradores de radicais peroxila, reduzindo a oxidacdo do DNA e
de lipidios. Sua atuacdo antioxidante se da em baixos niveis de oxigénio, condicdo fisioldgica
ideal @ maioria dos tecidos (BARREIROS et al., 2006).

A capacidade antioxidante dos carotenoides esté relacionada ao longo sistema de
ligacbes duplas conjugadas inerentes a cadeia poliénica que compde sua estrutura, atuando
como desativadores tanto de radicais livres quanto do oxigénio singleto (CARIS-VEYRAT,
2008).

3.2.2 Compostos Fendlicos

Os compostos fenolicos compreendem um amplo grupo de substancias quimicas
classificadas como metabdlitos secundarios em plantas, caracterizados por conterem em sua
estrutura no minimo um anel aromatico com um ou mais grupos hidroxila ligados, além de
outros substituintes (APAK et al., 2007; HAMINIUK et al., 2012). Mais de 8.000 estruturas de
compostos fenolicos sdo conhecidas, variando desde moléculas simples, tais como os acidos
fenolicos, até substancias altamente polimerizadas como os taninos (DAI; MUMPER, 2010).

A diversidade de estruturas dos compostos fendlicos resulta ndo somente da grande
variedade de esqueletos carbdnicos dentro desse grupo de compostos, mas também de varias
modificacOes de substituintes primarios e secundarios (LEWANDOWSKA et al., 2013). Com
base no nimero de anéis aromaticos e elementos estruturais que ligam estes anéis uns aos
outros, os compostos fenolicos podem ser classificados em diversas classes (polifendis, fendis
simples e 4cidos) (APAK et al., 2007; CHEYNIER et al., 2013; QUIROS-SAUCEDA et al.,
2014).

Os compostos fendlicos podem se encontrar associados com carboidratos, lipideos,
acidos organicos, aminas e componentes da parede celular (celulose, hemiceluloses e lignina)
(QUIROS-SAUCEDA et al., 2014; VELDERRAIN-RODRIGUEZ et al., 2014).

Os polifendis sdo comumente encontrados tanto na parte comestivel quanto néo-
comestivel de plantas e apresentam um papel importante na qualidade de frutas devido a sua
contribuicdo no paladar (amargor e adstringéncia), cor e propriedades funcionais (CHEYNIER,
2005; GHARRAS, 2009).

As principais fontes de compostos fendlicos na dieta humana séo frutas, vegetais e

bebidas (cha e vinho) (LANDETE, 2012). O teor destes compostos presente nos vegetais é
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muito dependente do grau de maturacgéo, variedade, clima, composi¢do do solo, localizacdo
geogréfica e condi¢des de armazenamento, dentre outros fatores (HAMINIUK et al., 2012).

Além dos fatores sensoriais e tecnologicos, os polifendis tem merecido grande
destaque na comunidade em geral, devido principalmente as suas propriedades antioxidantes.

Atividade antioxidante dos compostos fenolicos é mediada por uma variedade de
mecanismos, incluindo a supressd@o ou o sequestro de espécies reativas de oxigénio e/ou
nitrogénio, quelacdo de metais de transicdo, inibicdo de enzimas envolvidas no estresse
oxidativo e regulacéo e/ou protecdo dos sistemas de defesa endogenos (DAI; MUMPER, 2010;
CHEYNIER, 2012; LUZIA; JORGE, 2014).

Bataglion et al., (2014) realizaram a quantificacdo e identificacdo dos componentes
fenolicos na polpa de buriti, tendo sido encontrado seis acidos fendlicos: quinico, feralico,
cafeico, p-cumarico, protocatecoico e clorogénico. Esses compostos fenolicos séo amplamente
estudados por suas agbes em céancer, doencas cardiovasculares, diabetes e doencas
neurodegenerativas (ABDEL-WAHAB et al., 2003; ZHAO; MOGHADASIAN, 2008; Ll et al.,
2011). Além de acidos fendlicos foram encontrados uma variedade de flavonoides, dentre essas,
luteolina, catequina, epicatequina, miricetina, kaempferol, apegenina e quercentina. Koolen et
al. (2013) encontrou quantidades consideraveis de compostos fendlicos e analisando o perfil
fendlico indicou, principalmente, a presenca de flavonoides na polpa de buriti.

Ribeiro (2010) e Ferreira et al. (2011) determinaram os compostos fendlicos totais para

6leo de buriti e observaram o valor de 303 e 309,9 ug EAG/ g 6leo, respectivamente.

3.2.3 Antioxidante

Os antioxidantes séo substancias que podem protelar ou impedir a oxidagédo de um
substrato agindo na prevencdo, interceptacdo e/ou no reparo contra a formacao de substancias
nocivas as células ou tecidos (ROHENKOHL et al., 2011). Estas substancias podem reduzir 0s
danos adversos, desintegrando os oxidantes antes que estes reajam com os alvos bioldgicos,
impedindo assim as reacdes em cadeia ou a ativacao do oxigénio a produtos altamente reativos
(MALTA, 2011).

O potencial antioxidante dos 6leos e gorduras é determinado por sua composi¢do
fisico-quimica e pela presenga de compostos lipofilicos de natureza antioxidante. Os
antioxidantes presentes em 0leos vegetais atuam protegendo-os contra a acéo de radicais livres,
que levam a peroxidacao lipidica, principal forma de degradacdo de 6leos vegetais. Além da

acdo protetora ao proprio 6leo, estes antioxidantes naturais apresentam bioatividade no
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organismo humano, com potencial na prevencdo de doengas cronicas (SZYDLOWSKA-
CZERNIAK et al., 2008; CASTELLO-BRANCO; TORRES, 2011).
Existe uma grande variedade de antioxidantes naturais em 0Oleos e gorduras vegetais,

como carotenoides, tocdis (a, B, v, 0 tocoferdis e tocotriendis), compostos fenolicos e esterois.
3.3 EXTRACAO DE OLEOS

Os processos industriais convencionais utilizados na producdo de dleo consistem de
prensagem continua ou hidraulica e/ou extracdo por solventes (RIBEIRO et al., 2016).

A prensagem e 0 método mais popular para extracdo de 6leo das oleaginosas. A
operacdo em uma prensa mecanica € simples, ndo exigindo mao-de-obra qualificada para seu
manuseio; e um sistema facilmente adaptavel a diversos tipos de oleaginosas, bastando para
isso alguns simples ajustes mecanicos. Um processo feito sem uso de produtos quimicos e bem
mais seguro, podendo ser instalado em pequenas propriedades rurais além de permitir o uso do
subproduto da extracdo mecanica (SINGH; BARGALE, 2000).

A etapa de prensagem prové um 6leo de boa qualidade, entretanto seu rendimento
méaximo é em torno de 80 % do total de 6leo presente na semente (WILLWMS; KUIPERS;
HAAN, 2008). Para melhorar o rendimento da extracdo esta técnica é combinada com outras
métodos de extragdes, como extracdo com solventes (RIBEIRO et al., 2016).

O método de extra¢do com solventes € um dos mais amplamente utilizados na indUstria
devido ao elevado rendimento de 6leo (acima de 99%) (WU; JOHNSON; JUNG, 2009).
Quando utilizada essa metodologia, ocorre uma reducdo na qualidade do éleo obtido, essa
reducdo se deve aos extensos processos de recuperacdo do solvente e a extracdo de componentes
indesejados das paredes celulares (WILLWMS; KUIPERS; HAAN, 2008). Além disso, muitos
solventes orgéanicos sdo altamente toxicos e inflamaveis, vem a partir de fontes ndo renovaveis
e depois do processo requer muitas etapas de tratamento dos seus residuos (RIBEIRO et al.,
2016).

A busca por processos de extracdo alternativos vem sendo estudado, métodos mais
promissores como processamento de extracdo aquosa assistida por enzima que recebeu
interesse como uma alternativa ambientalmente amigavel para tecnologias de extracdo de 6leo
(SEKHON et al., 2015).



Revisdo da Bibliografia

3.3.1 Extragdo Aquosa Enzimética

O processo de extracdo aquosa de 6leos vegetais comecou a ser estudado como uma
alternativa mais segura e saudavel, por volta de 1950. A utilizacdo de enzimas no processo de
extracao por solventes ou através do sistema de prensa hidraulica foi inicialmente descrita por
Sherba et al. (1972) e Adler-Nissen et al. (1986), como um pré-tratamento para aumentar o
rendimento de obtencéo do 6leo (FREITAS; HARTMAN; COURI, 1996).

A extracdo assistida por enzima que é considerada uma técnica verde, toma vantagem
dos processos de hidrdlise enzimatica para ajudar na libertagdo de compostos de interesse para
o solvente de extragdo (SANCHEZ-CAMARGO et al., 2016). Essa extracdo, consiste no uso
de enzimas que hidrolisam a parede celular dos vegetais liberando o éleo para 0 meio aquoso,
ocorrendo também a lise do complexo molecular lipoproteina e dos lipopolissacarideos,
liberando o Oleo extra que ndo € extraido por métodos mecanicos para 0 meio aquoso
(SINEIRO,1998; COURI et al., 2000; FREITAS et al., 2003).

A associacao de enzimas no processo de extracao aquosa melhora o rendimento através
da diminuicdo das barreiras, pois quebram as proteinas constituintes das paredes celulares e das
pseudomembranas que envolvem as gotas de 6leo (ROSENTHAL; PYLE; NIRANJAN, 1996;
HANMOUNGJAI; PYLE; NIRANJAN, 2001; MARIANO, CORI E FREITAS, 2009). E um
processo que consome pouca energia, reduz a aplicacao de solventes organicos e fornece éleo
de maior qualidade associado a qualidade superior da proteina da torta, mais segura para 0
consumo humano (SANTOS; FERRARI, 2005). Trabalhos utilizando enzimas no
processamento de oleaginosas foram publicados como mostra a Tabela 4.

A desvantagem desse tipo de extracdo estd na alta quantidade de enzima necessaria
para a hidrolise, normalmente superior a 1% em relacdo ao peso da matéria prima e, devido ao
custo, limita o uso dessa tecnologia (SANTOS; FERRARI, 2005). Outra limitacdo esta
relacionada a dificuldade de evitar a emulsificacdo do Oleo, citada em varios trabalhos
(ROSENTHAL,; PYLE; NIRANJAN, 1998; CHABRAND et al., 2008; WU; JOHNSON;
JUNG, 2009).

A selecdo das enzimas requer o conhecimento da composic¢do do tecido vegetal da
oleaginosa a ser processada. Tendo em vista que a parede celular é composta de diferentes
polissacarideos ligados a uma proteina estrutural, o extrato enzimatico deve conter enzimas
com diferentes atividades (FREITAS et al., 1996; GOMES et al., 2002).
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Tabela 4 — Resultados obtidos na extragdo aquosa enzimética de sementes ou frutas.

Matéria Prima Enzima E(%) Tempo R (%) Referéncia
Farelo de Arroz Alcalase 0,6L 1 3h 79,1 Hanr_nou_ngjal; Pyle;
Niranjan, 2001
Coco Gamanase 1.0L 2 20h 84 Chen; Diosady, 2003
Germe de milho Celluclast 1,51 8 20h 81,5 Moreau et al., 2004
Alcalase 32,3
Celluclast 1,5L 13,01
tcal 1 4h
Soja Alcalase 2,41 44,6 Santos; Ferrari, 2005
Celluclast 1,5L + 3 6h 37,61
Alcalase 2,4L 6 6h 44.6
Pectinase, celulase e Zhana: Wang: Xu
Canola B-glucanase +  25+15 4h+3h 76 9’2007 g, AU,
alcalase
Amendoim Alcalase 2,4L 1,5 5h 73,45 Jiang et al., 2010

Semente de  Celulase, protease e

S i 1,82 1,38h 59,27 Gai et al., 2013
Isatis indigotica pectinase

Celulase + pectinase 1,8 +1,3

+ hemicelulase +25 1,75h 91,5 Lietal., 2013

Chifre Amarelo

Pectinase, celulase e

Dendé
tanase

4 1h 81,15 Teixeira et al, 2013

Semente de Celulase, pectinase

. . 1,4 1,09h 64,17 JiaoJiao etal., 2014
abobora e proteinase

Semente de Pectinex Ultra SPL e
Gergelim e Alcalase 2.4L 10 8h 36,65 Ribeiro et al., 2016

E: Porcentagem de enzima em relacéo a massa de fruto (% m/v); R: Rendimento de 6leo extraido (%).

3.3.2 Enzimas

O resultado da associagdo 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 (SIQUEIRA; FERREIRA FILHO, 2010).

Logo, as enzimas que sdo proteinas com funcéo especifica de acelerar reacGes quimicas por
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meio de catélise, podem ser utilizadas para facilitar o processo de degradacgéo 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,

celulases, xilanases e proteases para ocasionar a ruptura da parede celular (SAHA et al., 2006).

3.3.2.1 Celulase

A celulase é a enzima que desempenha um papel fundamental na hidrdlise da ligacéo
B-1,4-glicosidica da celulose, um componente dominante da parede celular das plantas. A
producdo de celulases é uma importante area de pesquisa. No mercado industrial, ocupa a
terceira posicdo no ranking mundial, representando 20% do volume total de enzimas
comercializadas. A forte demanda da celulase é atribuida as suas diferentes aplicacOes
industriais (KARMAKAR et al., 2011; SHI et al., 2011) como: extracdo de proteina de soja,
6leos essenciais, aromatizantes, utilizacdo na industria téxtil, no mercado de detergentes, na
indUstria de alimentos, na industria de polpa e de papel, no tratamento de residuos e na producdo
de bioetanol de segunda geracdo (VASCONCELOS; CAVACO-PAULO, 2006; ZHANG et al.,
2006; CASTRO; PEREIRA Jr., 2010; SINGHANIA et al., 2010; YOON et al., 2014).

Celulase é um complexo enzimético, formado por trés componentes que atuam
sinergicamente e sdo classificadas como indutoras, uma vez que sua producdo € induzida pela
presenca de celulose no meio, como Unica fonte de carbono (OGEDA,; PETRI, 2010; TRIVEDI
etal., 2011). Sdo compostos de endoglucanases (EnG), exoglucanases (ExG) e B-glicosidases,
que hidrolisam a matriz celulésica liberando principalmente glicose (MAEDA et al., 2013).

As endoglucanases ou endo-B-1,4-glucanase ou carboximetilcelulase (EC 3.2.1.4) é a
enzima que da inicio a hidrolise, clivam o polimero de celulose nas regides internas da estrutura
amorfa, liberando oligossacarideos de diversos graus de polimerizacao, criando novos terminais
redutores e ndo redutores da cadeia (CASTRO; PEREIRA JR, 2010; NARRA et al., 2014).

As enzimas do complexo celulolitico atuam de forma conjunta, apresentando um
rendimento melhor do que o somatdrio das enzimas individuais, ou seja, quando atuam
isoladamente umas das outras (CASTRO; PEREIRA JR, 2010).
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3.3.2.2 Pectinase

As pectinases formam um grupo de enzimas que degradam substancias pécticas,
hidrolisando ligacdes glicosidicas ao longo da cadeia carb6nica. Podem ser despolimerizantes
ou desesterificantes e sdo produzidas por plantas, fungos filamentosos, bactérias e leveduras.
Algumas das aplicagdes destas enzimas nas industrias de alimentos incluem amadurecimento
de frutas, clarificacdo e reducédo de viscosidade em sucos de frutas, extracdo de polpa de tomate,
fermentacao de cha e chocolate, tratamento de residuos vegetais, enriquecimento proteico de
alimentos infantis e extracao de 6leos (MURAD; AZZAZ, 2011).

Existem basicamente trés tipos de pectinases, pectina esterase (desesterificante ou
desmetoxilante) remove os grupos metil éster; as despolimerizantes (incluem as enzimas
hidroliticas e as liases) catalisam a clivagem das ligacdes glicosidicas das substancias pécticas
e as protopectinases que solubilizam protopectina para formar pectina (JAYANI et al., 2005;
YADAV et al., 2009).

3.3.2.3 Protease

Proteases sdo enzimas envolvidas na conversdo de proteinas em aminoacidos e
peptideos. A sua producdo é uma propriedade pertencente a todos 0s organismos e Sao
geralmente constitutivas (BEG et al., 2002).

As proteases sdo classificadas em dois grupos principais, que sdo as exopeptidases e
endopeptidases ou proteinases, dependendo do sitio de acdo dessas enzimas na proteina. As
exopeptidases iniciam o processo de degradacdo a partir das extremidades amino (N) ou
carboxi-terminal (C) das proteinas, produzindo pequenos peptideos ou mesmo aminoacidos. As
endopeptidases clivam a proteina alvo na sua parte interna, longe das extremidades amino e
carboxi-terminal, gerando dessa forma, peptideos maiores (RAO et al., 1998).

As proteases constituem um dos mais importantes grupos de enzimas industriais com
aplicacdes em diferentes inddstrias em todo o mundo (RAO et al., 1998). As proteases tém sido
intensamente estudadas devido a possibilidade de uso em diversos ramos industriais tais como
nas industrias de alimentos, farmacéutica, couro, detergente, diagnosticos, manejo de residuos
e de recuperacdo de prata usada em filmes deraios-X (GENCKAL; TARI, 2006).

O uso das enzimas nos processos industriais apresenta muitas vantagens ja que sao
naturais, aceleram a maior parte dos processos bioquimicos, de baixo consumo energético,

possuem baixa toxicidade e sdo altamente especificas para determinadas acdes. Além disso, sdo

27



Revisdo da Bibliografia

capazes de alterar as caracteristicas de variados tipos de residuos sem o uso de altas
temperaturas, solventes organicos e extremos de pH, oferecendo, ao mesmo tempo, maior
especificidade na reacdo, pureza no produto e reducdo no impacto ambiental (CHERRY;
FIDANTSEF, 2003; MUSSATTO et al., 2007).

Indmeras pesquisas que tratam da extracdo aquosa via enzimatica, utilizam diferentes
enzimas e condic¢des, como pH, temperatura e tamanho do grdo, com resultados especificos
para cada estudo (ROSENTHAL, PYLE E NIRANJAN, 1996; NASCIMENTO et al., 2008;
WU, JOHNSON E JUNG, 2009; ZHANG et al., 2012; TEIXEIRA et al., 2013; OZKAN;
BILEK, 2015). Por isso, a comparagédo dos resultados apresentados por diferentes estudos e a
selecdo da combinacdo de enzimas para o melhor rendimento é dificultada, pois cada enzima

atua em seu substrato especifico e degrada diferentes componentes celulares.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 LOCAL DO ENSAIO

Este trabalho foi desenvolvido na Universidade Federal do Parda— UFPA, no Laboratério

de Ciéncia, Tecnologia e Engenharia de Alimentos - LCTEA.

4.2 MATERIAL

4.2.1 Matéria—Prima

A matéria prima utilizada foi polpa+casca de buriti, as sementes foram previamente
removidas, adquirida no mercado do Ver-O-Peso localizado na cidade de Belém - PA. A

matéria prima foi armazenada a -10 °C em embalagens de 1kg até o0 momento de sua utilizacao.

4.2.2 Enzimas

As enzimas Celluclast® 1,5L (celulase), Pectinex® Ultra SP-L (pectinase) e Alcalase®

2.4L FG (protease) foram gentilmente cedidas pela empresa Novozymes®. As especificacoes

referentes a cada uma das enzimas fornecidas pela empresa encontram-se no ANEXO 1.
43 METODOS

4.3.1 Caracterizacdo fisico — quimica da matéria prima

4.3.1.1 Umidade

A umidade foi determinada pelo método gravimétrico, em estufa com circulacao de ar
da marca FABER série 0179, a 105 °C até peso constante, de acordo com a AOAC (2002),
método n° 925.10.

4.3.1.2 Proteinas Bruta

O teor de proteinas totais foi determinado pelo método de Kjeldhal, em destilador
TECNAL, modelo TE10018, com fator de correspondéncia nitrogénio proteina de 6,25; de
acordo com AOAC (2002), metodo n° 920.87.
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4.3.1.3 Lipidios Totais

O teor de lipideos totais foi determinado por extracdo com éter de petréleo, em
aparelho do tipo Sohxlet da marca LOGEM SCIENTIFIC CT-340, de acordo com AOAC
(2002), metodo n° 922.06.

4.3.1.4 Residuo Mineral Fixo

Foi determinado gravimetricamente conforme o método n° 923.03 da AOAC (2002),
por incineracdo da matéria organica presente em 1g de amostra em forno mufla a 550°C, até

peso constante.
4.3.1.5 Carboidratos

Determinado por diferenca segundo Resolu¢do RDC n° 360, de 23 de dezembro de
2003 (BRASIL, 2003).

4.3.2 Processo de Extracdo Aquosa Enzimatica

O processo de extracdo aquosa enzimatica foi realizado em duas etapas.

4.3.2.1 Etapa |

Para avaliacéo da eficiéncia das diferentes enzimas no processo de extragdo aquoso foi
realizado um planejamento experimental fatorial completo 23 com trés repeticbes no ponto
central utilizando delineamento composto central rotacional (DCCR) combinado com a
metodologia de superficie de resposta (MSR), totalizando dezessete ensaios para cada enzima
estudada (celulase, pectinase e alcalase). As variaveis independentes foram concentracdo de
enzima (Enzima), tempo de reacdo (Tempo) e temperatura de reacdo (Temperatura), as
variaveis de resposta foram rendimento em 6leo e carotenos totais.

Na Tabela 5 sdo apresentados os valores codificados e reais das variaveis do
tratamento enzimatico na etapa I.
O processo de extracdo utilizou 10 g de polpa + casca adicionado de 4gua destilada em

uma proporgéo de 1:1 (m/v), em um erlenmeyer de 125 mL. Em seguida, foi adicionada a
enzima de acordo com a concentragdo estabelecida no DCCR. Essa mistura foi colocada em
agitador orbital na rotacdo de 150 rpm nas condicGes de temperatura e tempo também definidos
no planejamento. Para finalizar o processo, a solucao foi inativada utilizando a temperatura de

75°C por 5 minutos. Finalizado o processo o sistema foi distribuido em tubos de ensaio que
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foram centrifugados por 20 minutos a 4000xg, para a separacao e obtencdo das fases oleosa,
aquosa e solida.

Ap0s a separacdo das fases, a fase oleosa foi coletada com auxilio de pipeta pasteur
quantificada (massa) para o calculo do rendimento da extracdo e encaminhada para anélise de

carotenos.

Tabela 5 — Planejamento experimental para extracdo enzimatica.

Codificado Reais
Ensaios X1 X2 X3 Temperatura Enzima Tempo
(%) (% miv) (hora)
1 -1 -1 -1 35 2 1
2 -1 -1 1 35 2 3
3 -1 1 -1 35 4 1
4 -1 1 1 35 4 3
5 1 -1 -1 55 2 1
6 1 -1 1 55 2 3
7 1 1 -1 55 4 1
8 1 1 1 55 4 3
9 -1,68 0 0 28,18 3 2
10 1,68 0 0 61,82 3 2
11 0 -1,68 0 45 1,32 2
12 0 1,68 0 45 4,68 2
13 0 0 -1,68 45 3 0,32
14 0 0 1,68 45 3 3,68
15 0 0 0 45 3 2
16 0 0 0 45 3 2
17 0 0 0 45 3 2

X1: Temperatura de reagdo; X2: concentracdo de enzima; X3: Tempo de reag&o.

4.3.2.2 Etapa ll

Nesta etapa optou-se por trabalhar com 50 g de amostra de polpa + casca de buriti para
obter uma quantidade maior de 6leo para as analises.
Foram avaliados novos parametros de rotacéo, pH e adi¢do de enzimas, utilizando os

valores de temperatura de 55 °C, concentracdo de enzima de 2 % e tempo de reacdo de 1 hora.
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A relacdo massa de amostra/solucédo aquosa foi mantida 1:1 (m/v). Visando melhorar
a eficiéncia das enzimas a mistura foi aquecido a 60 °C durante 30 minutos para facilitar a
abertura dos poros presentes na amostra. Apds esse tempo foi adicionada a enzima e a mistura
foi introduzida no agitador orbital. Para finalizar o processo adotou-se 0 mesmo procedimento
da etapa 1.

As enzimas utilizadas nesse processo foram a combinacdo de celulase e pectinase
(1:1), nas condicBes de rotacdo de 125 ou 130 rpm, com ou sem tampéo (Acido acético —
Acetato de sédio pH 5) e adicionadas de uma Unica vez logo ap0s tratamento térmico ou
separadas adicionando primeiramente a celulase ap6s o tratamento térmico e 30 minutos depois
adicionando a pectinase.

Com os resultados desta etapa selecionou-se a melhor condi¢do de processo e enzima

e procedeu-se um estudo sistematico para essa condicao.

Processo de Extracéo com Celulase

Para avaliacdo do processo de extracdo enzimatica da celulase, em escala maior, foi
realizado um planejamento experimental fatorial completo 22 com 3 repeti¢Ges no ponto central
utilizando delineamento composto central rotacional (DCCR) combinado com a metodologia
de superficie de resposta (MSR). As variaveis independentes foram concentracdo de enzima
(Enzima), tempo de reacdo (Tempo) e temperatura de reacdo (Temperatura), as variaveis
resposta foram rendimento e concentracdo de carotenos totais. A diluicdo da solucdo aquosa
em relagdo a massa de amostra do fruto foi mantida fixa 1:1 (m:v).

Na Tabela 6 sdo apresentados os valores dos niveis das varidveis do tratamento

enzimatico para a celulase.

Tabela 6 - Niveis de variaveis para tratamento enzimatico da celulase, etapa Il.

Variaveis -0l -1 0 1 +a
(X1) T (°C) 41,6 45 50 55 58,4
(X2) [E] (% m/v) 0,66 1 15 2 2,34
(X3) t (h) 0,64 2 4 6 7,36

T: Temperatura de reacdo (°C); [E]: Porcentagem de enzima em relacdo a massa de fruto (% m/v);

t: Tempo de reagéo (h).

O mesmo procedimento experimental adotado na etapa 2 foi utilizado nesta etapa.

32



Material e Métodos

4.3.2.3 Cinética de extracdo aquosa enzimatica

A cinética de extracdo foi realizada para o ensaio que obteve os melhores resultados,
ou seja, maior rendimento e maior concentracao de carotenos na etapa Il e para as combinacdes
de enzimas Celulase: Pectinase (1:1) e Celulase: Pectinase: Alcalase (1:1:1)

A cinética foi determinada pelo acompanhamento do rendimento de 6leo extraido das

amostras até ndo haver variacdo entre a Ultimo e o penultimo rendimento.

4.3.2.4 Calculo de Eficiéncia das ExtracGes

O rendimento da extracdo do 6leo de buriti foi calculada em porcentagem de acordo

com a Equagéo 1.

massa éleo (g)/ massa de polpa (g)
Teor total de dleo (g/ g)

Rendimento 4., = x 100 Eq.1

Onde, o teor total de 6leo (%) € a relacdo entre massa de 6leo (g) extraido pelo método

Soxhlet e massa de polpa com casca de Buriti.
4.3.3 Compostos Antioxidantes do Oleo de Buriti
4.3.3.1 Carotenoides totais

O teor total de carotenoides foi determinado a partir do método espectrofotométrico
de acordo com a metodologia descrita por Franca e Meireles (2000).

Onde total de carotenos foram calculados utilizando 10 mg de extrato diluindo com
éter de petrdleo (Chemco, Brasil, 30 - 65 °C) e lendo a absorbancia a 453nm em
espectrofotbmetro.

Para o célculo da concentracdo de caroteno construiu-se uma curva de calibracdo
padrdo (Apéndice 1), usando padrdes de (-caroteno.

O teor de carotenoides totais foi determinado em pg/g (Equagéo 2), utilizando como
coeficientes de absortividade (E'%]1cm) 2592 para B-caroteno.

AXV (X104
CT (ug/9) = —mim— Eq. 2

1%
Ejcm>xmg)
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V = volume do baldo, em mL;

A = Absorbancia;

E}% = Coeficiente de extingdo do carotendide que esta se quantificando em éter de
petrdleo. No caso do B-caroteno 2592;

m = massa de amostra, em g.
4.3.3.1 Extragdo de Fendis

Foi realizada extracdo por solvente para determinar a concentracao de fendis totais no
0leo. A amostra de 0leo foi diluida em metanol 80% na diluicao de 3/10 (g/mL) em erlenmeyer
de 125 mL e colocado sob agitacdo (100 rpm) a temperatura de 50 °C durante 60 minutos. A
amostra foi centrifugadas a 2012xg por 5 minutos e recolhido o sobrenadante. A fracao

metanolica recolhida foi lavada com 10 mL de hexano para remocéo de interferentes lipidicos.
4.3.3.2 Fenois Totais

A concentracdo de fendis totais foi determinada pelo método de Folin-Ciocalteu
descrito por Singleton & Rossi (1965). O método colorimétrico baseia-se na capacidade de
reducdo do acido fosfomolibdico e fosfotungstico pelas hidroxilas dos fendis produzindo uma
coloracdo azul. 300 pL de extrato metanolico foram adicionados ao tubo teste junto com 8,2
mL de &gua destilada e 0,5 mL de reagente Folin-Ciocalteu. Depois de 5 minutos, adicionou-se
adicionado 1 mL de Na,COs a 10% (mg/mL), o tubo agitado e deixado em repouso por 60
minutos em auséncia de luz. A curva de calibracdo (Apéndice 1) foi feita utilizando acido galico
como padrdo (Sigma-aldrich) dissolvido em metanol e o branco feito com todos os reagentes
substituindo a amostra por agua destilada. Os resultados foram expressos como pg de
equivalente acido galico/ g de amostra (LgEAG/Q).

4.3.4 Capacidade Antioxidante
4.3.4.1 Método ABTS

A quantificacdo da atividade antioxidante do oleo de buriti foi realizada baseada no
método do radical ABTS conforme descrito por Rufino et al. (2007) com modificacdes de
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Pellegrini et al. (2003), onde inicialmente os 6leos séo diluidos em n-hexano, dependendo da
sua atividade presumida, neste caso foram diluidos 1 g de 6leo em 10 mL de hexano.

Preparou-se o radical ABTSe+, a partir da reacdo de ABTS 7 mM com persulfato de
potassio a 2,45 mM na obtencdo da concentracdo final, mantido a temperatura ambiente e sob
abrigo de luz durante 16 horas. Ap6s esse tempo, a solucdo foi diluida em &lcool etilico PA até
a obtencéo de uma solugdo com absorbancia de 0,70 (+ 0,05) a 734 nm.

Em ambiente escuro, transferiu-se uma aliquota de 30 uL de cada dilui¢do do extrato
para reagirem com 3 mL de solucdo de ABTS, ap6s a homogeneizacdo, foi feita a leitura (734
nm) ap6s 6 minutos da mistura e utilizando alcool etilico, como branco, para calibrar o
espectrofotbmetro.

Foram preparados 0s pontos para obtencao da curva de calibracao do Trolox (Apéndice
1), quatro pontos foram preparados, sendo os volumes do radical de 0,5 mL; 2,5 mL; 5mL, 7,5
mL e 10 mL, diluidos para 10 mL de alcool etilico e comparadas com o branco. Ainda utilizando
esses volumes, preparou-se o extrato da amostra para reagirem com ABTS, sendo que os baldes
foram aqui, aferidos com agua destilada.

Continuando a andlise, plotou-se os dados em um grafico de dispersdo absorbancia
versus concentragdo em UM de Trolox. Para calcular a atividade antioxidante, substituiu-se a
equagdo da reta a absorbancia equivalente a 1.000 uM do padrao Trolox. O valor obtido para o

termo x corresponde a diluigdo da amostra (mg/L) equivalente a 1.000 uM de Trolox.
4.3.5 Anélise Estatistica

Os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e
metodologia de superficie de resposta (MSR), quando necessario as medias foram submetidas
ao Teste de Tukey, com auxilio do software STATISTICA 8.0®.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 CARACTERIZACAO FiSICO — QUIMICA DA MATERIA PRIMA

Os resultados obtidos nas determinacfes de composi¢cdo centesimal da polpa com
casca de buriti encontram-se na Tabela 7. A 4gua é o componente majoritario (65,02 + 1,14
9/100g), o que é caracteristico para a maioria das polpas de frutas, seguido dos teores de

lipideos, correspondendo a 9,36 £ 0,23 g/100g.

Tabela 7 — Composicéao centesimal da polpa com casca do fruto de buriti (g/100g, base imida).

Determinactes Média £ DP
Umidade 65,02 £ 1,14
Lipidios 9,36 £ 0,23
Proteinas 1,36 + 0,07

Cinzas 0,76 + 0,02
Carboidratos 23,50

Os teores de umidade, cinza, lipideos, proteinas e carboidratos encontrados na polpa +
casca de buriti apresentaram pequenas divergéncias em relacdo aos valores encontrados na
literatura, podendo estar relacionadas as diferencas morfoldgicas e quimicas entre as variedades
(grau de maturacéo, origem dos frutos, teor de umidade dos frutos) (TAVARES et al, 2003).

5.2 RESULTADO EXPERIMENTAL DO TRATAMENTO ENZIMATICO

5.2.1 Etapal

A Tabela 8 apresenta a matriz experimental do planejamento para as variaveis
independentes do tratamento enzimatico com os valores reais: Temperatura (X1), concentracéo
de enzima (X3), tempo (X3) e as variaveis de resposta (Y), o rendimento de extracdo (%) e
carotenos totais (g Bcaroteno/g) para cada enzima.

Foi observado na matriz de experimentos (Tabela 8) que o ensaio 8, enzima celulase,
obteve maior rendimento de extragdo de 6leo com 95,91 % do teor total de 6leo da polpa com
casca de buriti a partir das condi¢Oes operacionais: temperatura a 55°C, concentra¢do de enzima

a 4% e tempo de 3 horas. O menor valor de extracdo foi obtido no ensaio 1, enzima alcalase,
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com valor de 41,34% do teor total de 6leo da polpa com casca a partir das condicbes
operacionais: temperatura a 35°C, concentracdo de enzima a 2% e tempo de 1 hora.

Moreau et al. (2004) obtiveram rendimento menor do que o encontrado neste estudo
para extracdo de 0leo do germe de milho, utilizando extrato enzimatico celulase (Celluclast
1,5L), 81,5 % nas condigdes de operacdo: tempo de 20 h, sendo 4 h de incubacdo a 50 °C e 16
h de agitando a 65 °C, 8 % de concentragdo de enzima. Nas mesmas condicdes, para a enzima
alcalase obtiveram um rendimento de 32,3 %, valor menor aos encontrados para todos os
ensaios deste estudo.

Jiang et al. (2010) obtiveram um rendimento de 73,45 % de 6leo de amendoim,
utilizando a alcalase, nas seguintes condic¢des: temperatura de 60 °C, tempo de 5 horas e 1,5 %
de concentracdo enzimatica. Valor maior aos encontrados neste estudo para a alcalase.

Jiao et al. (2014) avaliaram a extracdo de 6leo de semente de abobora, nas condigdes
de 60 °C de temperatura, tempo de 1 hora e 1 % de concentracdo de enzima (extrato enzimatico
pectinase e celulase) obtendo 48 % e 52 % de rendimento, respectivamente.

Tabtabaei e Diosady (2013) na extracdo de Oleo de farinha de mostarda amarela,
obtiveram rendimento de 64,9 % usando a pectinex ultra SP-L como enzima, na temperatura de
42°C, concentracdo de enzima de 3 % e tempo de 3 horas. Esse rendimento foi semelhantes ao
encontrado neste estudo para os ensaios 2, 8 e 9 com rendimentos de 64,65 %, 65,40 % e
65,51%, respectivamente.

O maior rendimento e concentracdo de carotenos totais foi no ensaio 8, tratamento
enzimatico com celulase, com 3028,10 pg Bearoteno/g (temperatura 55°C, 4% enzima e tempo
3 horas). O menor valor da concentracdo de carotenos totais do 6leo de buriti foi obtido no
ensaio 1, tratamento enzimatico com pectinase, com valor de 1481,48 ug Pcaroteno/g
(temperatura 35°C, 2% enzima e tempo 1 hora).

Os ensaios do processo enzimatico, para concentracdo de carotenos totais, tiveram
valores superiores aos encontrados na literatura (CUNHA et al., 2012; RIBEIRO et al., 2012;
FERREIRA et al.,, 2011; SILVA et al., 2009; DE ROSSO E MERCADANTE, 2007;
ALBUQUERQUE et al., 2003).
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Tabela 8 - Matriz experimental para tratamento enzimético na etapa I.

Celulase Pectinase Alcalase
Ensaios X1 X2 X3 Ren(gg/r(gento C:ilrrg::ir;os Ren(zg/ror;ento szrrg;tzir;os Ren(g(i)/ror)lento Czilrrg;[zgos
1 35 2 1 51,08 1791,06 53,64 1481,48 41,34 2134,36
2 35 2 3 65,47 2142,26 64,65 1939,24 56,06 2306,38
3 35 4 1 60,06 1880,14 55,65 1843,84 45,18 1943,68
4 35 4 3 76,77 2125,3 68,33 2086,4 57,07 2159,97
5 55 2 1 57,75 2240,05 52,82 2108,27 57,99 2236,18
6 55 2 3 84,02 2568,76 61,63 2261,14 60,64 2888,42
7 55 4 1 86,37 2535,62 53,44 2117,4 68,54 1988,37
8 55 4 3 95,91 3028,1 65,4 2481,59 69,31 2556,54
9 28,18 3 2 65,12 1950,9 65,51 2097,8 53,21 1967,05
10 61,82 3 2 87,09 2498,26 57,76 2421,24 70,58 1995,49
11 45 1,32 2 77,55 2091,58 67,81 1908,71 62,86 2041,7
12 45 4,68 2 82,52 224467 70,35 2578,61 65,57 1925,58
13 45 3 0,32 66,68 1988,17 52,34 1904,9 56,64 1947,38
14 45 3 3,68 88,5 2380,85 63,11 2122,6 66,66 2468,47
15 45 3 2 63,93 2696,4 58,63 2193,2 57,16 1902,99
16 45 3 2 61,23 2737,36 58,04 2204,9 58,82 1871,36
17 45 3 2 60,77 2782,14 56,94 2286,95 56,54 1964,45

X1: Temperatura (°C); X2: Concentragdo de enzima (% m/v); X3: Tempo (hora); Rendimento (%); Carotenos totais (ug Bcaroteno/g).
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Nas Tabelas 9, 10 e 11 sdo apresentados os efeitos do rendimento e nas tabelas 12, 13
e 14 sdo apresentados os efeitos dos carotenos totais para tratamento enziméatico com as enzimas

celulase, pectinase e alcalase, respectivamente.

Tabela 9 - Coeficientes de regressdo do rendimento utilizando a celulase.

Eator Coeficientgs de Erro Li_mite de L_imite de

Regressao Puro confianca 95% confianca -95%

Média * 62,43 0,98 0,0002 58,20 66,66

(1) Temperatura (L)* 15,77 0,92 0,0034 11,79 19,74

(1) Temperatura (Q)* 7,00 1,02 0,0205 2,62 11,38

(2) % Enzima (L)* 10,14 0,92 0,0082 6,16 14,11

(2) % Enzima (Q)* 9,79 1,02 0,0106 5,41 14,17

(3) Tempo (L)* 15,18 0,92 0,0037 11,21 19,16

(3) Tempo (Q)* 8,06 1,02 0,0156 3,68 12,44

1 com 2* 5,06 1,21 0,0525 -0,13 10,25

1com3 1,18 1,21 0,4323 -4,02 6,37

2com 3 -3,60 1,21 0,0963 -8,79 1,59

*Efeitos significativos a 5% de significancia. (L) — Linear; (Q) — Quadratico.

A analise estatistica dos efeitos (Tabela 9) mostrou que as variaveis foram
significativas para o processo de extracdo aquosa enzimatico utilizando a celulase, em nivel de
5% de significancia, com excecdo das interacbes (1 com 3 e 2 com 3). O efeito mais
significativo para o processo de extracdo foi a temperatura (L), seguido pelo tempo (L) que
tiveram efeitos com sentido positivo indicando uma relacdo diretamente proporcional com o
rendimento de extragdo, assim como temperatura (Q), tempo (Q), % enzima (L) e % enzima
(Q). Najafian et al. (2009) e Santos e Ferrari (2005) observaram que aumentando a concentragéo
de enzima aumenta o rendimento do 0leo.

Na Tabela 10, andlise estatistica dos efeitos, mostrou que as variaveis temperatura (L),
% enzima (L), % enzima (Q) e tempo (L) foram significativas para o rendimento no processo
de extracdo aquosa enzimatico utilizando a pectinase, em nivel de 5% de significancia. O efeito
mais significativo para o processo de extracdo foi o Tempo (L). A temperatura (L) teve sentido
negativo, ou seja, um aumento nesse fator acarreta uma diminui¢do no rendimento. Esse mesmo
comportamento foi observado por Gai et al. (2013) na extracdo de 6leo de semente de Isatis
indigotica, segundo os autores 0 aumento da temperatura pode ter levado a inativacdo da

enzima.
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Tabela 10 - Coeficientes de regresséo do rendimento utilizando a pectinase.

Fator Coeficiente:s de Erro 0 Li_mite de L_imite de
Regressao Puro confianga 95% confianga -95%
Média * 58,11 0,50 0,0001 55,97 60,24
(1) Temperatura (L)* -3,22 0,47  0,0202 -5,23 -1,22
(1) Temperatura (Q) 1,03 0,51 0,1812 -1,17 3,24
(2) % Enzima (L)* 2,10 0,47  0,0458 0,10 4,11
(2) % Enzima (Q)* 6,30 0,51 0,0066 4,09 8,50
(3) Tempo (L)* 9,16 0,47  0,0026 7,16 11,17
(3) Tempo (Q) -1,73 051 0,0777 -3,94 0,48
1com2 -0,32 0,61 0,6469 -2,94 2,29
1com3 -0,73 0,61 0,3539 -3,35 1,89
2com 3 1,20 0,61 0,1870 -1,42 3,82

*Efeitos significativos a 5% de significancia. (L) — Linear; (Q) — Quadratico.

Tabela 11 - Coeficientes de regressdo do rendimento utilizando a alcalase.

Fator Coeficientgs Erro 0 Li_mite de L_imite de

de Regressdo  Puro confianga 95%  confianca -95%
Média * 57,89 0,68  0,0001 54,96 60,81
(1) Temperatura (L)* 12,60 0,64  0,0026 9,85 15,35
(1) Temperatura (Q) 0,49 0,70  0,5568 -2,53 3,52
(2) % Enzima (L)* 4,20 0,64 0,0224 1,45 6,94
(2) % Enzima (Q) 2,13 0,70 0,0938 -0,89 5,15
(3) Tempo (L)* 6,87 0,64  0,0085 4,12 9,61
(3) Tempo (Q) 0,32 0,70  0,6971 -2,71 3,34
1 com 2* 3,59 0,83  0,0500 0,00 7,18
1 com 3* -5,80 0,83 0,0201 -9,39 -2,21
2com 3 -1,18 0,83  0,2935 4,77 2,41

*Efeitos significativos a 5% de significancia. (L) — Linear; (Q) — Quadratico.

A analise estatistica dos efeitos (Tabela 11) mostrou que as variaveis temperatura (L),
% enzima (L), tempo (L) e as interagcdesl com 2 e 1 com 3 foram significativas do processo de
extracdo aquosa enzimatico utilizando a alcalase, em nivel de 5% de significancia. O efeito
mais significativo para o processo de extracdo foi a temperatura (L) que teve efeito positivo,

assim como tempo (L) e % enzima (L).
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Tabela 12 - Coeficientes de regressdo dos carotenos totais utilizando a celulase.

Fator Coeficientess de  Erro 0 Li_mite de L_imite de
Regresséo Puro confianga 95% confianga -95%

Meédia * 2730,28 24,71  0,0001 2623,96 2836,60
(1) Temperatura (L)* 491,23 23,21 0,0022 391,37 591,09
(1) Temperatura (Q)* -305,93 25,54 0,0069 -415,84 -196,02
(2) % Enzima (L)* 158,82 23,21 0,0207 58,96 258,68
(2) % Enzima (Q)* -345,85 25,54 0,0054 -455,76 -235,94
(3) Tempo (L)* 304,31 23,21 0,0058 204,45 404,17
(3) Tempo (Q)* -334,26 25,54 0,0058 -444,17 -224,35
1 com 2* 170,70 30,32 0,0301 40,23 301,17
1com3 56,21 30,32 0,2050 -74,26 186,68
2com 3 14,43 30,32 10,6811 -116,04 144,90

*Efeitos significativos a 5% de significancia. (L) — Linear; (Q) — Quadratico.

A Tabela 12, anélise estatistica dos efeitos para os carotenos totais mostrou que as
variaveis foram significativas do processo de extracdo aquosa enzimatico utilizando a celulase,
exceto as interacbes 1 com 3 e 2 com 3, em nivel de 5% de significancia. O efeito mais
significativo para os carotenos foi a temperatura (L). A % enzima (L), temperatura (L) e tempo
(L) tiveram sentido positivo indicando uma relagdo direta com os carotenos, ou seja, ao passar
de um valor minimo para o valor méximo, a resposta aumentou.

A Tabela 13, andlise estatistica dos efeitos mostrou que as variaveis temperatura (L),
% enzima (L), tempo (L) e tempo (Q) foram significativas do processo de extracdo aquosa
enzimatico utilizando a pectinase (pectinex ultra SP-L), em nivel de 5% de significancia. O
efeito mais significativo para o processo de extracdo foi o temperatura (L), que teve sentido
positivo indicando uma relacéo direta com a concentracéo de carotenos totais, ou seja, ao passar

de um valor minimo para o valor maximo, a resposta aumentou.
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Tabela 13 - Coeficientes de regresséo dos carotenos totais utilizando a pectinase.

Fator Coeficiente:s de Erro Li_mite de L_imite de
Regressédo Puro confianga 95%  confianga -95%

Média * 2236,66 29,44  0,0002 2110,01 2363,32
(1) Temperatura (L)* 316,53 27,65 0,0075 197,58 435,49
(1) Temperatura (Q) -35,23 30,43  0,3665 -166,16 95,70
(2) % Enzima (L)* 273,23 27,65 0,0101 154,28 392,19
(2) % Enzima (Q) -46,45 30,43  0,2664 -177,38 84,48
(3) Tempo (L)* 231,90 27,65 0,0139 112,95 350,86
(3) Tempo (Q)* -209,02 30,43  0,0205 -339,95 -78,09
1com?2 -69,98 36,12  0,1923 -225,41 85,44
1com3 -45,82 36,12 0,3323 -201,24 109,60
2com3 -0,97 36,12 0,9811 -156,39 154,46

*Efeitos significativos a 5% de significancia. (L) — Linear; (Q) — Quadratico.

Tabela 14 - Coeficientes de regressdo dos carotenos totais utilizando a alcalase.

Fator Coeficientﬁs de Erro 0 Li_mite de L_imite de
Regresséo Puro confianca 95% confianga -95%

Média * 1899,38 27,28 0,0002 1782,02 2016,74
(1) Temperatura (L)* 171,77 25,62 0,0215 61,55 282,00
(1) Temperatura (Q)* 141,72 28,20 10,0374 20,40 263,03
(2) % Enzima (L)* -162,86 25,62 0,0239 -273,08 -52,64
(2) % Enzima (Q)* 143,39 28,20 00,0366 22,08 264,71
(3) Tempo (L)* 363,93 25,62 0,0049 253,71 474,16
(3) Tempo (Q)* 301,99 28,20 0,0086 180,67 423,30
1com?2 -60,65 33,47 0,2117 -204,66 83,37
1 com 3* 208,02 33,47 0,0249 64,01 352,04
2com 3 -9,95 33,47 10,7943 -153,96 134,07

*Efeitos significativos a 5% de significancia. (L) — Linear; (Q) — Quadratico.

A Tabela 14, andlise estatistica dos efeitos mostrou que as variaveis foram
significativas no processo de extracdo aquosa enzimatico utilizando a alcalase, em nivel de 5%
de significancia, com excecao das interagdes 1 com 2 e 2 com 3. O efeito mais significativo
para o processo de extracdo foi o tempo (L). A % enzima (L) teve sentido negativo indicando
uma relacéo inversa com a concentracdo de carotenos totais, ou seja, ao passar de um valor

minimo para o valor maximo, a resposta diminui.
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Para avaliag&o da adequacao do modelo da regress@o aos pontos experimentais obtidos
utilizou-se a analise de variancia (ANOVA) apresentada nas Tabelas 15, 16 e 17 para o
rendimento e nas Tabelas 18, 19 e 20 para os carotenos totais, utilizando as enzimas celulase,
pectinase e alcalase, respectivamente.

A analise de variancia foi realizada para todas as respostas (Tabelas 15, 16, 17, 18, 19
e 20) e verificou-se a significancia da regressdo e ndo significancia da falta de ajuste em nivel
de 95% de confianca (p < 0,05). O valor de F calculado para regressdo foi maior que o de F
tabelado, assim como o valor de p foi menor que 0,05. Isso demonstra que 0 modelo definido
pela regressdo é adequado para representar 0 mecanismo do processo aquoso enzimatico de
extracdo de dleo e de carotenos nas presentes condicdes.

Tabela 15 - Analise de variancia do rendimento utilizando celulase.

ANOVA  (aios liberdade médio T Fub 7
(1) Temperatura (L)* 847,96 1 847,96 291,17 5,12 0,0034
(1) Temperatura (Q)* 138,67 1 138,67 47,61 0,0204
(2) % Enzima (L)* 350,31 1 350,31 120,29 0,0082
(2) % Enzima (Q)* 270,40 1 270,40 92,85 0,0106
(3) Tempo (L)* 786,03 1 786,03 269,90 0,0037
(3) Tempo (Q)* 183,26 1 183,26 62,93 0,0155
1 com 2* 51,15 1 51,15 17,56 0,0525
Falta de Ajuste 370,40 7 52,69 18,09 19,37 0,0534

Erro Puro 5,82 2 2,91
Total 2792,79 16

*Efeitos significativos a 5% de significancia.

O coeficiente de determinacio (R?) apresenta uma proporcdo de variancia explicada
pelo modelo de 86,53% dos resultados obtidos nos ensaios (p<0,05), indicando que o
rendimento da extracdo aquosa enzimatica do 0Oleo do buriti, utilizando a celulase, tem

correlacdo com as variaveis independentes.
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Tabela 16 - Analise de variancia do rendimento utilizando pectinase.

ANovA o lbedade  médo ol FEb
(1) Temperatura (L)* 35,51 1 35,51 47,92 4,75 0,0202
(2) % Enzima (L)* 15,08 1 15,08 20,35 0,0458
(2) % Enzima (Q)* 135,73 1 135,73 183,17 0,0054
(3) Tempo (L)* 286,62 1 286,62 386,80 0,0026
Falta de Ajuste 86,93 10 8,69 11,73 19,39 0,0811
Erro Puro 1,48 2 0,74
Total 561,34 16

*Efeitos significativos a 5% de significancia.

O coeficiente de correlacdo (R?) foi de 0,8425, indicando que o modelo explicou

84,25% da variacao dos dados experimentais, utilizando a enzima pectinase.

Tabela 17 - Analise de variancia do rendimento utilizando alcalase.

ANOVA  (iifdos  lberdade  médo ol FEb 7
(1) Temperatura (L)* 542,06 1 542,06 389,25 4,84 0,0026
(2) % Enzima (L)* 60,12 1 60,12 43,17 0,0224
(3) Tempo (L)* 160,96 1 160,96 115,58 0,0085
1 com 2* 25,78 1 25,78 18,51 0,0500
1 com 3* 67,18 1 67,18 48,24 0,0201
Falta de Ajuste 156,71 9 17,41 12,50 19,39 0,0729

Erro Puro 2,79 2 1,39
Total 1015,59 16

*Efeitos significativos a 5% de significancia.

O coeficiente de determinacio (R?) apresenta uma proporcdo de variancia explicada

pelo modelo de 84,30% dos resultados obtidos nos ensaios, utilizando a enzima alcalase.
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Tabela 18 - Analise de variancia para os carotenos totais utilizando celulase.

Soma dos Graus de Quadrado

ANOVA quadrados liberdade médio Feal  Ftab P
(1) Temperatura (L)* 823864 1 823863,98 447,98 5,12 0,0022
(1) Temperatura (Q)* 263777 1 263777,13 143,43 0,0069
(2) % Enzima (L)* 86120 1 86119,75 46,83 0,0207
(2) % Enzima (Q)* 337107 1 337107,18 183,30 0,0054
(3) Tempo (L)* 316174 1 316173,79 171,92 0,0058
(3) Tempo (Q)* 314900 1 314899,50 171,23 0,0058
1 com 2* 58276 1 58275,59 31,69 0,0301
Falta de Ajuste 158949 7 22706,99 12,35 19,35 0,0769

Erro Puro 3678 2 1839,06
Total 2024606 16

*Efeitos significativos a 5% de significancia.

O coeficiente de correlacdo (R?) foi de 0,9197, indicando que o modelo explicou

91,97% da variacao dos dados experimentais, utilizando a enzima celulase.

Tabela 19 - Analise de variancia dos carotenos totais utilizando pectinase.

Soma dos Graus de Quadrado

ANOVA quadrados liberdade médio Feal  Ftab P
(1) Temperatura (L)* 342076 1 342075,9 131,0803 4,75 0,007543
(2) % Enzima (L)* 254889 1 254889,2 97,6712 0,010084
(3) Tempo (L)* 183610 1 183610,4 70,3578 0,013917
(3) Tempo (Q)* 118069 1 118069,3 45,2430 0,021396
Falta de Ajuste 197649 10 19764,9 7,5737 19,39 0,122188

Erro Puro 5219 2 2609,7
Total 1101513 16

*Efeitos significativos a 5% de significancia.

O coeficiente de correlagio (R?) foi de 0,8158, indicando que o modelo explicou

81,58% da variacdo dos dados experimentais, utilizando a enzima pectinase.
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Tabela 20 - Analise de variancia dos carotenos totais utilizando alcalase.

ANOVA s  liberdade  médo T Fub
(1) Temperatura (L)* 100740 1 100739,96 44,96 5,12 0,0215
(1) Temperatura (Q)* 56602 1 56602,18 25,26 0,0374
(2) % Enzima (L)* 90556 1 90556,43 40,42 0,0239
(2) % Enzima (Q)* 57951 1 57951,22 25,86 0,0366
(3) Tempo (L)* 452198 1 452197,89 201,81 0,0049
(3) Tempo (Q)* 257022 1 257022,10 114,71 0,0086
1 com 3* 86547 1 86546,94 38,63 0,0249
Falta de Ajuste 236857 7 33836,67 15,10 19,35 0,0635

Erro Puro 4481 2 2240,66
Total 1242718 16

*Efeitos significativos a 5% de significancia.

O coeficiente de correlacdo (R?) foi de 0,8058, indicando que o modelo explicou
80,58% da variacao dos dados experimentais, utilizado a enzima alcalase.

Foi gerado o modelo matematico utilizando os efeitos significativos como

coeficientes, para cada planejamento, representados pelas Equacdes 3, 4, 5, 6, 7 € 8.

Rendimento (celulase) = 62,43 + 15,77.X1 + 7.(X1)? + 10,14.X2 + 9,79.(X2)? + 15,18.X3 +

8,06.(X3)? + 5,06.X1.X2 Eq. 3
Rendimento (pectinase) = 58,11 — 3,22.X1 + 2,10.X2 + 6,30.X3 + 9,16.(X3)? Eq. 4
Rendimento (alcalase) = 57,89 + 12,60.X1 + 4,20.X2 + 6,87.X3 — 5,80.X1.X3 Eq. 5

Carotenos Totais (celulase) = 2730,28 + 491,23.X1 — 305,93.(X1)? + 158,82.X2 — 345,85.(X2)?
+304,31.X5 — 334,26.(X3)? + 3,59.X1.X2 + 170,7.X1.X2 Eq. 6

Carotenos Totais (pectinase) = 2236,66 + 316,53.X1 + 273,23.X2 + 231,90.X3 — 209,02.(X3)
Eq. 7

Carotenos Totais (alcalase) = 1899,38 + 171,77.X1 + 141,72.(X1)? — 162,86.X2 + 143,39.(X2)?
+363,93.X3 + 301,99.(X3)? + 208,02.X1.X3 Eq. 8
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Onde:

X1 : temperatura (°C);

X2 : concentracdo de enzima (%);
X3 : tempo (h).

Nas Figuras 2, 3 e 4 sdo apresentadas as superficies de resposta e as curvas de nivel
geradas através do modelo proposto para o rendimento da celulase, pectinase e alcalase,
respectivamente, considerando-se os pontos médios do tempo, concentragdo de enzima e
temperatura. Estas superficies confirmam a andlise dos efeitos realizados anteriormente e

permitem visualizar a variacdo da resposta para cada parametro estudado.
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Figura 2 - Superficie de resposta e curva de contorno para efeito de (a) Concentracdo de Enzima com
Temperatura; (b) Tempo com Temperatura; (¢c) Tempo com Concentracdo de enzima para rendimento
de extracédo de 6leo utilizando a celulase.

De acordo com as superficies de resposta e com as curvas de contorno, Figura 2, houve
um aumento do rendimento com aumento de temperatura e do tempo e que a regido 3,7 a 4,68
% de concentracdo de enzima resultou também em um maior rendimento. Na Figura 6 (a) é
possivel verificar que os maior rendimento foram obtidos na faixa de temperatura de 53 a 61,82
°C e de concentracdo de enzima de 3,7 a 4,68 %. Na Figura (b) a faixa de temperatura 50 a
61,82 °C e do tempo 2,5 a 3,68 horas tiveram maiores rendimentos. Na Figura (c) as faixas de
tempo 2,7 a 3,68 e a concentracdo de enzima de 3,5 a 4,68 % foram as que obtiveram melhores
rendimentos. O melhor rendimento de extracdo do Oleo de buriti, utilizando a celulase como
enzima, seria alcancado utilizando as seguintes faixas de cada varidvel, temperatura de 53 a

61,82 °C, concentracdo de enzima de 3,7 a 4,68 % e tempo de 2,7 a 3,68 horas.
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Figura 3 - Superficie de resposta e curva de contorno para efeito de (a) Concentra¢do de Enzima com

Temperatura; (b) Tempo com Temperatura; (c) Tempo com Concentragdo de enzima para rendimento
de extracédo de 6leo utilizando a pectinase.

Analisando a Figura 3, verificou-se que os parametros que exercem maior influéncia
sobre o rendimento s&o o0 tempo e a concentracdo de enzima; a temperatura, no entanto, exerce
efeito inverso no rendimento, ou seja, quanto maior a temperatura menor o rendimento,
considerando uma mesma concentracdo de enzima. Verificou-se também que dentro da faixa
de trabalho estudada, diminuindo a temperatura, e utilizando concentragcdes de enzima abaixo

1,5 % e acima de 4,4 %, no tempo de processo acima de 2,8 horas o rendimento tera seu valor
maximo.
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Figura 4 - Superficie de resposta e curva de contorno para efeito de (a) Concentra¢do de Enzima com

Temperatura; (b) Tempo com Temperatura; (¢c) Tempo com Concentragdo de enzima para rendimento
de extracédo de 6leo utilizando a alcalase.
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Analisando a Figura 4, verificou-se que os pardmetro que exerce maior influéncia

sobre o rendimento é a temperatura. Observa-se que rendimentos a baixo de 60 % sdo obtidos

com temperaturas menores que 50 °C, a qualquer concentracdo de enzima e tempo menores do

que 2,5 horas. Os maiores rendimentos sdo obtidos com temperaturas acima de 52 °C,
concentragOes de enzima acima de 2,8 % e tempo acima de 3,4 horas.

As superficies de resposta e as curvas de contorno para os carotenos totais celulase,

pectinase e alcalase, através do modelo proposto, considerando-se pontos médios de tempo,

concentracdo e temperatura do processo, estdo apresentadas nas Figuras 5, 6 e 7,

respectivamente.
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Figura 5 - Superficie de resposta e curva de contorno para efeito de (a) Concentracdo de Enzima com

Temperatura; (b) Tempo com Temperatura; (¢) Tempo com Concentragdo de enzima para carotenos
totais utilizando a celulase.

Através da Figuras 5, que representa as curvas e superficies de resposta, observa-se
um aumento dos carotenos totais com elevagdo dos parametros estudados, sendo a temperatura
0 parametro que exerce maior influéncia, conforme descrito anteriormente. A faixa 2,5a 4,2 %

de concentracdo de enzima, 1,6 a 3,3 horas de tempo e 43 a 61,82 °C de temperatura onde se
encontra a maior concentracdo de carotenos.
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Figura 6 - Superficie de resposta e curva de contorno para efeito de (a) Concentra¢do de Enzima com

Temperatura; (b) Tempo com Temperatura; (¢) Tempo com Concentragcdo de enzima para 0s carotenos
totais utilizando a pectinase.

De acordo com as superficies de resposta e com as curvas de contorno, Figura 6, houve
um aumento do rendimento com aumento da temperatura, do tempo e da concentracdo de
enzima. A melhor concentracdo de carotenos totais do 6leo de buriti, utilizando a pectinase
como enzima, é alcancado utilizando as seguintes faixas de cada variavel, temperatura de 50 a
61,82 °C, concentracdo de enzima de 3,5 a 4,68 % e tempo de 1,4 a 3,68 horas.
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Figura 7 - Superficie de resposta e curva de contorno para efeito de (a) Concentra¢do de Enzima com

Temperatura; (b) Tempo com Temperatura; (¢) Tempo com Concentra¢do de enzima para 0s carotenos

totais utilizando a alcalase.
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Analisando a Figura 7, verificou-se que o parametro que exerce maior influéncia sobre
a concentracdo de caroteno é o tempo. A concentracdo de enzima, no entanto, exerce efeito
inverso com a concentracdo dos carotenos totais, ou seja, quanto menor a concentracdo de
enzima maior a concentracdo dos carotenos. Assim, concentracdes de enzima abaixo de 1,8%,
tempo acima de 3,2 horas e temperatura acima de 56 °C dard os maiores valores de

concentragdes de carotenos totais.

5.2.2 Etapall

Na Tabela 21 o ensaio que teve maior rendimento de extracdo foi o que as enzimas
foram adicionadas juntas e sem tampé&o com rotagéo do agitador orbital de 130 rpm (43,95%),
esse resultado ndo teve diferenca significativa ao das enzimas separadas e sem tampdo com
rotacdo de 130 rpm. Santos e Ferrari (2005) no estudo de extracdo de 6leo de soja, observou
que ao adicionar duas enzimas juntas nao teve efeito significativo sobre o rendimento e esse foi
menor do que quando se usou apenas uma enzima (neste caso alcalase), mas ao adicionar as
enzimas separadas em uma mesma amostra, cada uma na sua condicdo Otima (pH e
temperatura), favoreceu o rendimento de extracéo.

Os ensaios realizados a 125 rpm tiveram resultados menores do que os realizados a
130 rpm, mostrando que a rotacdo do agitador orbital influéncia no rendimento do processo.
Sharma et al. (2002) extraiu 6leo de amendoim, observou que a diminuicdo da agitacdo levou
a diminuicdo da recuperacao do 6leo. Testes preliminares (escala maior, massa igual a 50 g)
mostrou que rotacfes superiores a 130 rpm realizada nesse trabalho levou a formacdo de
emulséo.

O tamp&o (Acido acético — Acetato de sodio pH 5) influenciou de forma negativa,

diminuindo o rendimento do processo.

Tabela 21 — Influéncia do tampdao, rotacéo e das enzimas juntas ou separadas no rendimento de extracdo

enzimatica.
Ensaio Rendimento (%) Rendimento (%)
130 rpm 125 rpm
Juntas - Sem tampao 43,34 + 0,552 29,48 +0,43%
Juntas - Com tampao 35,96 + 1,16° 24,33 +£0,86°"
Separadas - Sem tampao 43,28 £ 0,642 28,96 +0,19°
Separadas - Com tampéo 35,55 + 0,60° 20,61 +0,52°¢

Médias seguidas de letra iguais, na mesma coluna, ndo sdo diferentes estatisticamente pelo Teste de
Tukey a 5% de significancia.
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A Tabela 22, apresenta a matriz com os resultados experimentais para as variaveis de
resposta, o rendimento de extracdo (%) e carotenos totais (1g Bcaroteno/g).

Tabela 22 - Matriz experimental para tratamento enzimatico na etapa .

Ensaios (i(é) (>0(/02) (hﬁ?a) Rendimento (%) Carotenos Totais
1 45 1 2 36,17 1733,54
2 45 1 6 54,84 1874,97
3 45 2 2 44,32 1955,98
4 45 2 6 71,66 2105,19
5 55 1 2 46,53 1784,34
6 95 1 6 67,60 1949,47
7 55 2 2 50,95 2985,98
8 55 2 6 76,50 3119,47
9 41,59 2 4 54,54 1754,72

10 58,41 2 4 58,41 2181,09
11 50 0,66 4 50,55 1753,82
12 50 2,34 4 65,52 2518,40
13 50 15 0,64 37,91 2017,55
14 50 15 7,36 74,87 2456,51
15 50 1,5 4 64,76 1999,08
16 50 1,5 4 62,81 1932,19
17 50 15 4 64,07 1992,21

X1: Temperatura (°C); X3: Concentracdo de enzima (% m/v); X3: Tempo (hora); Rendimento (%);

Carotenos totais (ug Bcaroteno/g).

Observa-se que o rendimento maximo (76,5 %) e a maior concentracdo de carotenos
totais (3119,47 pg Bcaroteno/q) foi obtido pelo ensaio 8 na temperatura de 55 °C, concentracao
de enzima de 2 % e tempo de extracdo de 6 horas. O menor valor de extragdo foi obtido pelo
ensaio 1 com valor de 36,17 % e 1733,54 ug Bcaroteno/g do valor total de 6leo da polpa e dos
carotenos totais, respectivamente, nas seguintes condigdes operacionais: 45 °C, concentracdo
de enzima de 1 % e com tempo de 2 horas.

Li et al. (2011) extraiu Oleo de germe de trigo, usando a celulase como extrato
enzimatico nas seguintes condicGes de operacao: temperatura de 50 °C, concentracdo de enzima

de 1,6 % e tempo de 6 horas, obtendo um rendimento de 55,04 % de 6leo. Esse valor foi menor
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do que encontrado ensaio 16 neste estudo que foi de 62,81 %, tendo quase as mesmas condicdes,
a temperatura era mesma, a concentracao de enzima era aproximada e tempo 4 horas.

Na extracdo de 6leo da fruta de goldenberry, o rendimento foi de 30,5 % usando a
celulase como enzima, na temperatura de 50°C, concentracdo de enzima de 2% e tempo de 2
horas. Os rendimentos encontrado neste estudo foram superiores a este em qualquer condicéo
(RAMADAN; MOERSEL, 2009).

Tabtabaei e Diosady (2013) obtiveram um rendimento de 67,10 % de 6leo de farinha
de mostarda amarela, utilizando a celluclast, nas seguintes condicGes: temperatura de 42 °C,
tempo de 3 horas e 3 % de concentragdo enzimatica. Esse valor foi semelhante ao determinado
no ensaio 12, com rendimento de 65,52 %.

Os ensaios 1, 5, 9 e 11 do processo enzimatico, para concentracdo de carotenos totais,
tiveram valores semelhantes ao Albuquerque et al. (2003), os demais ensaios tiveram valores
superiores ao encontrados na literatura (CUNHA et al., 2012; RIBEIRO et al., 2012; DARNET
et al., 2011; FERREIRA et al., 2011; SILVA et al., 2009; DE ROSSO E MERCADANTE,
2007).

Na Tabela 23 e 24 sdo apresentados os efeitos para tratamento enzimatico para o

rendimento e carotenos totais, respectivamente.

Tabela 23 - Coeficientes de regressdo para o rendimento na etapa Il.

Fator Coeficientgs Erro 0 Li_mite de L_imite de

de Regressdo ~ Puro confianga 95% confianca -95%
Média * 63,91 0,57  0,0001 61,45 66,37
(1) Temperatura (L)* 6,02 0,54  0,0078 1,80 6,42
(1) Temperatura (Q)* -5,45 0,59 0,0115 -7,99 -2,91
(2) % Enzima (L)* 9,29 0,54  0,0033 6,99 11,60
(2) % Enzima (Q)* -4,34 0,59 0,0179 -6,88 -1,81
(3) Tempo (L)* 22,67 0,54  0,0006 20,36 24,97
(3) Tempo (Q)* -5,51 0,59 0,0113 -8,05 -2,97
1 com 2* -2,91 0,70  0,0533 -5,92 0,10
1com 3 0,15 0,70  0,8489 -2,86 3,16
2 com 3* 3,29 0,70  0,0425 0,27 6,30

*Efeitos significativos a 5% de significancia. (L) — Linear; (Q) — Quadratico.

Na Tabela 23, analise estatistica dos efeitos, mostrou que as variaveis foram
significativas para o rendimento no processo de extracdo aquosa enzimatico do 6leo de buriti,

exceto a interagdo 1 com 3, em nivel de 5% de significancia. O efeito mais significativo para o
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processo de extracdo foi o tempo (L). O tempo (L), % enzima (L) e a temperatura (L) tiveram
sentido positivo, ou seja, com aumento dessas variaveis houve um aumento do rendimento. Liu,
Jiang e Li (2011) observou que com aumento do tempo ou da temperatura, a taxa de extragcdo
de 6leo de semente de melancia aumentou.

Aumentando a concentragéo de enzima de 1 (-) para 2 (+), em uma mesma temperatura
e mesmo tempo, houve um aumento do rendimento. Gai et al. (2013) extraiu 6leo de semente
de Isatis indigotica, observou que a concentracdo de enzima mais elevada foi favoravel para
extracao de 6leo em termos de maior rendimento. Teixeira et al. (2013) observaram esse mesmo
comportamento na extracdo de 6leo de palma.

A Tabela 24, andlise estatistica dos efeitos mostrou que as variaveis foram
significativas do processo de extracdo aquosa enzimatico, em nivel de 5% de significancia, com
excecao da temperatura (Q) e das interacdes 1 com 3 e 2 com 3. O efeito mais significativo para
0 processo de extragdo foi 0 % enzima (L). As variaveis tiveram um efeito com sentido positivo

indicando uma relacgdo diretamente proporcional com a concentracdo de carotenos totais.

Tabela 24 - Coeficientes de regressdo para os carotenos totais na etapa Il.

Fator Coeficientgs Erro 0 Li_mite de L_imite de
de Regressdo  Puro confianga 95% confianga -95%

Média * 1970,21 21,20  0,0001 1878,98 2061,44
(1) Temperatura (L)* 422,74 19,91  0,0022 337,06 508,43
(1) Temperatura (Q) 24,87 2192 0,3742 -69,44 119,18
(2) % Enzima (L)* 601,92 19,91  0,0011 516,24 687,61
(2) % Enzima (Q)* 143,80 21,92  0,0225 49,50 238,11
(3) Tempo (L)* 194,41 19,91 0,0103 108,72 280,09
(3) Tempo (Q)* 215,17 21,92  0,0102 120,86 309,48
1 com 2* 479,75 26,02  0,0029 367,79 591,70
1com3 2,00 26,02  0,9457 -109,95 113,95
2com3 -5,97 26,02  0,8400 -117,92 105,99

*Efeitos significativos a 5% de significancia. (L) — Linear; (Q) — Quadratico.

Para avaliacdo da adequacdo do modelo da regressdo aos pontos experimentais obtidos
utiliza-se a analise de variancia (ANOVA), apresentada nas Tabelas 25 e 26 para rendimento e
carotenos totais, respectivamente.

A anélise de variancia (Tabela 25 e 26) foi realizada e verificou-se a significancia da
regressao e néo significancia da falta de ajuste no nivel de 95% de confianca (p < 0,05).
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Tabela 25 - Analise de variancia do rendimento na etapa Il.

Somados Grausde  Quadrado

ANOVA quadrados liberdade médio F cal Ftab P
(1) Temperatura (L)* 123,77 1 123,77 126,19 5,12 0,0166
(1) Temperatura (Q)* 83,62 1 83,62 85,26 0,0115
(2) % Enzima (L)* 294,85 1 294,85 300,60 0,0033
(2) % Enzima (Q)* 53,20 1 53,20 54,24 0,0179
(3) Tempo (L)* 1754,19 1 1754,19  1788,44 0,0006
(3) Tempo (Q)* 85,47 1 85,47 87,14 0,0113
1 com 2* 16,93 1 16,93 17,66 0,0533
2 com 3* 21,60 1 21,60 22,02 0,0425
Falta de Ajuste 103,89 6 17,32 17,65 19,35 0,0546

Erro Puro 1,96 2 0,98
Total 2392,77 16

*Efeitos significativos a 5% de significancia.

O coeficiente de correlagio (R?) foi de 0,9558, indicando que o modelo explicou 95,58

% da variacdo dos dados experimentais.

Tabela 26 - Analise de variancia dos carotenos totais na etapa I1.

Somados Grausde Quadrado

ANOVA quadrados  liberdade médio Fcal Ftab P
(1) Temperatura (L)* 610152 1 610152 450,62 4,97 0,0022
(2) % Enzima (L)* 1237004 1 1237004 913,57 0,0011
(2) % Enzima (Q)* 57498 1 57498 42,46 0,0227
(3) Tempo (L)* 129035 1 129035 95,30 0,0103
(3) Tempo (Q)* 133362 1 133362 98,49 0,0100
1 com 2* 460315 1 460315 339,96 0,0029
Falta de Ajuste 148329 8 18541 13,69 19,37 0,0698

Erro Puro 2708 2 1354
Total 2746744 16

*Efeitos significativos a 5% de significancia.

O coeficiente de correlagdo (R?) foi de 0,9450, indicando que o modelo explicou

94,50% da variacdo dos dados experimentais.

A partir desses pardmetros foi gerado o modelo matemético (Equacbes 9 e 10)

utilizando os efeitos significativos como coeficientes.
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Rendimento (celulase) = 63,91 + 6,02.X1 — 5,45.(X1)? + 9,29.X2 - 4,34.(X2)? + 22,67.X3 —

5,51.(X3)? + 3,29.X2.X3 Eq. 9
Carotenos Totais (celulase) = 1970,21 + 422,74.X1 + 601,92.X2 + 143,80.(X2)? + 194,41.X3 +
215,17.(X3)? + 479,75.X1.X2 Eg. 10
Onde:

X1 : temperatura (°C);
X2 : concentragdo de enzima (%);
X3 : tempo (h).

As superficies de resposta e as curvas de contorno, através do modelo proposto,
considerando-se pontos médios de tempo, concentracdo e temperatura do processo, estdo

apresentadas na Figura 8 para rendimento e na Figura 9 para os carotenos totais.
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Figura 8 - Superficie de resposta e curva de contorno para efeito de (a) Concentra¢do de Enzima com

Temperatura; (b) Tempo com Temperatura; (c) Tempo com Concentragdo de enzima para o rendimento
na etapa Il.

De acordo com a Figura 8, as superficies de resposta e com as curvas de contorno,
houve um aumento do rendimento com aumento do tempo. Na Figura 12 (a) a faixa com maior
rendimento é o que a concentracdo de enzima 1,5 a 2,34 %, temperatura 47 a 57 °C e com tempo
de 4 horas. Figura 12 (b), com temperaturas superiores a 45 °C e tempo acima de 5,5 horas, 0s
rendimentos serdo em torno de 75 %. Rendimentos em torno de 80 % serdo obtidos com tempo

superior a 4,7 horas, uma concentracdo de enzima superior de 1,2 % e temperatura de 50 °C,
Figura 12 (c).
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totais na etapa Il.

Analisando a Figura 9, verificou-se que os parametros que exercem maior influéncia
sobre o carotenos sdo concentragdo de enzima e temperatura. A melhor concentracdo de
carotenos totais do 6leo de buriti € alcangado utilizando as seguintes faixas de cada variavel,

temperatura de 52 a 58,41 °C, concentracdo de enzima de 1,8 a 2,34 % e tempo de 5 a 7,36
horas.

5.2.3 Cinética de extracdo aquosa enzimatica

Na Tabela 27, mostra que o ensaio de 7 horas (celulase) foi o que obteve melhor
rendimento de extracdo com 73,55 %. Observa se que o tempo influenciou significativamente

(Figura 10), as cinéticas que utilizaram combinacdes de enzimas, apenas o tempo de 1 hora foi
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diferente, a partir desse momento se manteve constante. Ja para cinética que utilizou a celulase

como enzima, somente a partir de 6 horas que se manteve constante.

Tabela 27 — Cinética de extragdo enzimatica.

Ensaios

Rendimento (%)

Rendimento (%)

Rendimento (%)

(C+P) (C+P+A) Celulase
1 hora 45,84 +1,7" 35,72 £0,72° 46,84 + 1,961
2 horas 48,94 +1,41% 50,80 + 0,672 51,73+ 0,64
3 horas 49,23 + 0,99 % 51,95+ 1,012 55,92 + 1,48°¢
4 horas 51,38 +1,22 53,05+ 1,042 61,78 £1,72°
5 horas - - 64,08 +0,32°
6 horas - - 71,51 +£0,38%
7 horas - - 73,55+ 1,89

C+P: Celulase e pectinase; C+P+A: Celulase, pectinase e alcalase; Médias seguidas de letra iguais, na

mesma coluna (letra mindscula), ndo sdo diferentes estatisticamente pelo Teste de Tukey a 5% de

significancia.
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Figura 10 - Cinética de extragdo enzimatica.
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Fazendo uma comparacao entre as cinéticas em um mesmo tempo, pode se dizer que
utilizando apenas a celulase o rendimento é maior do que a combinacao de enzimas. Boulila et
al. (2015) observou esse mesmo comportamento na extracdo de Oleo de folha de louro,
utilizando apenas a celulase, o rendimento foi maior do que usando combinacdo de enzimas
(celulase, hemicelulase e xilanase). As enzimas tem a capacidade de degradar a estrutura da
parede celular e despolimerizar polissacaridos da parede celular de plantas, facilitando a
libertacdo do 6leo (GIL-CHAVEZ et al., 2013). No entanto, esta capacidade foi reduzida
quando as enzimas foram combinadas e utilizadas em simultaneo, o que sugere uma adsorcao
competitiva aos polissacaridos da parede celular. Isto leva ao impedimento estérico de posicdes
de enzima de ligacdo ao substrato, o que influencia negativamente a quebra de componentes de
parede celular (HYUNH et al., 2014).

5.3 FENOIS TOTAIS

Os valores médios de fendis totais para as amostras de 6leo de buriti estdo
representados na Tabela 28. O ensaio 14, com 253,72 + 4,97 (ug EAG/g 6leo) obteve a maior
guantidade de compostos fendlicos, nas condicdes: temperatura de 50 °C, concentracdo de
enzima de 1,5 % e tempo de 7,36 horas. J& 0 ensaio 9, foi 0 que apresentou menor valor de
fendis totais (115,45 + 0,61 ug EAG/g) nas condicdes: temperatura de 41,59 °C, concentracao
de enzima 1,5 % e tempo de 4 horas.

Manhdées e Sabaa-Srur (2011) determinaram compostos fendlicos para polpa de buriti
com valor de 94,3 ug EAG/g polpa, este resultado foi menor do que o encontrado neste estudo
para 6leo de buriti, mostrando que hd uma concentracdo desses compostos com processo de
extracdo de dleo.

Ribeiro (2010) caracterizou o 6leo de buriti, obteve um valor para compostos fendlicos
de 303 pug EAG/g 6leo, valor esse maior do que encontrado nesse estudo.

Ezeh, Gordon e Niranjan (2016) extrairam éleo de nozes de tigre com pré-tratamento
enzimatico, com resultado de 17,9 ug EAG/g 6leo de compostos fendlicos, resultado menorao
encontrado nesse estudo.

Jiao et al. (2014) utilizaram uma mistura de enzimas (celulase, pectinase e proteinase)
para extracdo aquosa enzimatica do 6leo de semente de abobora e verificaram que a extracdo
enzimatica (128,84 LgEAG/g 6leo) teve um efeito maior nos compostos fendlicos do que o
soxhlet (73,32 HgEAG/g Gleo).
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Latif e Anwar (2009) avaliaram os efeitos do tratamento com varias preparaces
enzimaticas para extragdo aquosa de 6leo de girassol e analisaram os polifendis totais paras as
amostras que apresentaram de 130 — 150 pg EAG/g 6leo e 90 pg EAG/g 6leo para a amostra

controle.

Tabela 28 - Resultados para fendis totais do 6leo de buriti.

Ensaios Temperatura Conce_ntra(;éo de Tempo Fenois Tot,ais
(°C) Enzima (%) (hora) (ug EAG/g 0leo)
1 45 1 2 162,31 + 4,37
2 45 1 6 217,27 £ 3,65
3 45 2 2 197,69 £ 6,29
4 45 2 6 216,25 + 8,33
5 55 1 2 205,70 £ 5,56
6 55 1 6 213,72 £ 4,06
7 55 2 2 187,39 £ 2,42
8 55 2 6 207,75 £5,31
9 41,59 15 4 115,45+ 6,13
10 58,41 15 4 174,53 £ 1,01
11 50 0,66 4 165,41 + 4,24
12 50 2,34 4 160,44 + 2,26
13 50 15 0,64 207,63 £ 4,32
14 50 15 7,36 253,72 £ 4,97
15 50 15 4 231,32 £ 4,49
16 50 15 4 237,79 £ 4,13
17 50 15 4 227,09 +7,30

Mushtag et al. (2015) extrairam 6leo de casca de roma com fluido supercritico assistida
por enzima e observou gque a concentracao de compostos fendlicos foi maior quando comparada
a extracdo sem enzimas.

Latif e Anwar (2011) avaliaram cinco enzimas (Protex 7L, Alcalase 2.4L, Viscozyme
L, Natuzyme, e Kemzyme) para a analisar suas eficacias em extrair 6leo de gergelim e
analisaram os polifendis totais para as amostras de 6leo que apresentou 19 — 24 ug EAG/qg 6leo,
valor esse maior do que o controle e o extraido por soxhlet, 18 e 17 ug EAG/g oleo,

respectivamente.
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De acordo com a literatura, a utilizagdo de enzima no processo de extragdo, aumenta a
concentracdo de polifendis totais no 6leo extraido.

Os compostos fendlicos tém recebido atencdo nos ultimos anos por sua atividade
antioxidante, inibindo a peroxidacdo lipidica (MARFIL et al., 2011). Estes compostos
desempenham um papel importante, agindo tanto na etapa de iniciacdo como na propagacao do
processo oxidativo (SOUZA et al., 2007).

5.4 CAPACIDADE ANTIOXIDANTE (ABTS)

As médias e desvios padrbes para os dados da capacidade antioxidante por meio do

ABTSe+ estdo apresentadas na Tabela 29.

Tabela 29 - Resultados da capacidade antioxidante do 6leo de buriti.

Ensaios Temeeratura Conce_ntragéo de Tempo umol Trolox / g dleo
(°C) Enzima (%) (hora)
1 45 1 2 164,48 + 2,35
2 45 1 6 178,70 £ 2,29
3 45 2 2 163,88 + 3,00
4 45 2 6 189,06 + 2,73
5 55 1 2 186,85 + 3,64
6 55 1 6 202,52 + 1,40
7 55 2 2 175,32 £ 0,25
8 55 2 6 185,56 + 0,17
9 41,59 1,5 4 174,14 £ 3,91
10 58,41 15 4 178,03 £ 1,46
11 50 0,66 4 178,31 £ 3,28
12 50 2,34 4 176,69 £ 2,64
13 50 1,5 0,64 176,56 + 3,21
14 50 1,5 7,36 204,31 +£2,71
15 50 1,5 4 213,98 +2,34
16 50 1,5 4 214,69 + 2,40
17 50 15 4 217,97 £0,31

O ensaio 17, foi o que obteve maior potencial antioxidante com 217,97 = 0,31 pmol
Trolox/ g 6leo nas condicdes: temperatura de 50 °C, concentragdo de enzima de 1,5% e tempo

de 4 horas. Com 163,88 + 3,00 umol Trolox/ g 6leo, o ensaio 3 foi 0 que obteve menor resultado
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da capacidade antioxidante, seguintes condigdes: 45°C de temperatura, concentra¢do de enzima
de 2 % e tempo de 2 horas.

Com aumento na temperatura de 45 °C para 55 °C houve um aumento da capacidade
antioxidante, o0 mesmo comportamento foi observado para o tempo quando passou de 2 horas
para 6 horas. Quando se aumentou a concentracdo de enzima 1 % para 2 % houve a diminui¢do
da capacidade antioxidante.

Luzia (2012) analisou sete espécies do cerrado brasileiro para extracdo de 6leo de suas
sementes e determinou a capacidade antioxidante desses 6leos. O 6leo da semente de buriti teve
potencial antioxidante de 0,86 pumol Trolox/ g 6leo. Esse resultado é inferior ao 6leo extraido

da polpa de buriti.
5,5 CORRELACAO ENTRE FENOIS TOTAIS E ABTS

A Figura 11 representa a correlacdo entre fendis totais e ABTS do 06leo de buriti.
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Figura 11 - Correlagdo entre Fenois Totais e ABTS.

Quando séo correlacionados os valores de todas as amostras, o valor de r = 0,71 com

p = 0,0014 sendo estatisticamente significativa a correlacdo, com sentindo positivo indicando
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uma relagdo linear direta entre o conteudo total de compostos fendlicos e a atividade
antioxidante (ABTS); concluindo-se que 6leo de buriti pode ser excelente fonte de compostos
fenolicos com capacidades antioxidantes.

Estdo disponiveis na literatura varios estudos que demonstram relacao entre os teores
de fendlicos totais e a atividade antioxidante (KAUR; KAPOOR, 2002; SUN et al., 2002;
CHINNICI et al., 2004; ISMAIL; MARJAN; FOONG, 2004; SANTOS et al.,2008) .Observa-
se que varios fatores estdo envolvidos no efeito antioxidante apresentado pelos fenolicos, tais
como a estrutura quimica e composicao dos fitoquimicos fenolicos bioativos, a posicdo e o
namero de hidroxilas presentes nas moléculas dos polifendis, dentre outros (SHAHIDI;
JANITHA; WANASUNDARA, 1992).
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Conclusdo

6

CONCLUSAO

Dentre as enzimas estudadas a celulase foi a que obteve os melhores resultados de
rendimento de extracdo de 6leo e maior concentracdo de carotenos totais. A temperatura
foi a variavel mais significativa, seguida do tempo. A anélise de variancia apresentou
significancia da regressdo e ndo significancia da falta de ajuste no nivel de 95% de
confianga (p < 0,05).

Com aumento da escala, houve uma diminuicdo no rendimento de extracéo de éleo.
Ao utilizar apenas uma enzima, neste caso a celulase, o rendimento foi maior do que se
usar combinacgéo de enzimas.

A extracdo aquosa enzimatica, gerou bons resultados de extracdo de oleo, sendo,
portanto, uma metodologia viavel. Além disso, o0s 6leos extraidos apresentaram elevada
concentracdo de carotenos totais, fenois totais e capacidade antioxidante.

Ao utilizar a celulase, escala maior, a melhor condicdo de extragdo com base no
rendimento e nos compostos antioxidantes é o ensaio 14, com as condigdes
operacionais: temperatura de 50 °C, concentracdo de enzima de 1,5 % e tempo de 7,36

horas.
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Apéndice

Apéndice 1
Curva Padréo do pB-Caroteno
A curva padrdo de B-caroteno corresponde a relacdo grafica entre os valores de

absorbéancia e concentracao.

Curva Padréo do p-Caroteno
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A curva foi feita utilizando &cido galico como padréo dissolvido em metanol. A curva

corresponde a relagdo grafica entre os valores de absorbancia e concentracao.
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Apéndice

Curva de calibracdo do Trolox
A curva de calibracdo do Trolox para o ABTS corresponde a relagéo grafica entre os

valores de absorbancia e concentragéo.

Curva de Calibracéo de Trolox para ABTS
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Anexo 1
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Pectinex® Ultra SP-L
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Chumbo Mz 5 mikn phtache, macsddmia e nog de Queensland
Ardrice Mix 3 My _
Cadmio Maz 05 mgfcn .
Ierodric Max 0% kg Este produto nido & um 0GR
Digansms de produgds Aspergilius aculeatus

[comrosicho | 0 produto enzindticn & produaido ot fenmentacia de um micraranism que

ndo esil presente no produto finel. O onganismo de predugia ndo & modificada

Irgredienites % aprac {pip) RNt uina bicletneiegia modeina,

Glicesal, CAS no. 56-81-5 45

Agua, CAS e 7732-18-5 45 .

Poligalachuronate. € 8% no. 9032-75-1% x5 Temperatura de armazenamentae: 0-10°C (32-50 °F)

Cloreto de potassie, CAS no. 7d 7-a0.7 5 A embalsgem deve ser mantita iNaca, secs e a0 30rko da lz, 3iga s

Delinedo como o matbia 1 recoimendagdes & use o produio antes da data de validade espirar pars enlal 3
necesiidade o2 uma dossgem maos

Sem adiin de preservantes

iadbor utllizar arbes de: A data die validade enconlia-se no centificado de
andlise ou na embalagem do produbo.

O pioduto oferece desempenho ideal quando armadenado conforme
reccmendado e usado amies da data de validade.

0 pecachuli pode S eNMegue em Iemperaua ambionte, Apot & enirega, o
prodislo deve ser armadenasdo confoeme necomendsdo 3 0- 1 02250,



Anexo

Alcalase®
2.4LFG

MNeste produto a atividade enzimdtica chave & fomedda por
sesina endaprotease, que hidrolisa ligagtes pepiidicss intemas

Erima Declarady protease Gubiising) Alergénico Substandla | | Alergtnico Substinda

Atividaie declarada 2.4 AU contida’ conilda®
Cor marrom clano a esowo
Apresentaio Ligguihs Carne bovina no Lactoss ndc
Densidade de aprocimadamente {gmi) ) 1,17 Centuia nio Leguminosas Ny
A cor pode variar de um lote para outro. A intensidiade da cor ndo & ?::ﬁsnmmgﬂmﬂ ’:E 'Lr'\‘llf:m ::
e " i i
um indicative do Caine de lrango néo Mohiscos nao
Catau nan Merstarda ndc
Coeniro néo Noges® ndg
Limite Inferior |  Limite Superior |Unidade Milhe nda Amendoim nilie
Protease unit ALL-A 24 5 Crustdceos n&0 Came de poico ndo
Contagem total de vidveis - SO000 g we nda Gergefim g
Bactdria Coliforme . 30 i Pelie N Soja nao
ECoh N detactade 25¢g Glutamato nio Dituido de o
Salmonella Wit detectado 159 enpofresudline, mak que
Metais pesados Mdx 30 mgfg 10 mg por kg ou |
Chumbo Mix & mgkg © A
Arsdnico Mia T mikg "DelnaCio de substdncias de acorda com LeDadALBA 2 o Regulamento
Cidmia Mix 0.5 kg 11692011 da Unido Emapeia
Marcinio Mix 0.5 gk fIsta &, Inga, cenleio, cevada, aveia, espelta, kainul

Malo & amindoa, aveld, noe, castanha de caju, noz-pecd, castanha do Pard,

O mitodo analltico da enzima estd daponhvel no Portal do Cliente (Customes pistache, macaddmia e noe de Queensland
Centre} ou com o seu repeesentante de vendas.

VALORES MUTRICIC 5
O peoduto pessui um valor nutricional tipico de aprosimadamente 653 k1100 g
-Ingrui.mu % aprox. (pdp) produto enzimdtico.
* Proleina . Sotddg
Glicerol, CAS no. 56-81-5 50 * Policis Stgnotg
Agua, CAS no. 7732-18-5 a1 * Umnilade 41g100 g
Cosme BT Chs o Soieor . oo

*Definido como enzima conc. (base matdila seca) Este produin ndo & um OGAL

Organismo de produsio Bacillues licheniformis

O produts enzimiico ¢ produzido por lermentagao de um microrgamsmo que
ndo esth presente no produto final. O organisme de produgdo ndo & modificato
usando uma beotecnologia Maderna.



