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RESUMO

O dleo dos frutos do acaizeiro (Euterpe oleracea) possui um perfil lipidico benéfico
para a saude com um alto teor de acidos graxos mono e poli-insaturados, além de
substancias antioxidantes, o que propicia sua valorizagdo na inddstria. A extracdo
aquosa de Oleos vegetais com o auxilio de enzimas vem sendo amplamente utilizada
devido aos beneficios frente aos processos tradicionais. Neste contexto, o objetivo deste
trabalho foi identificar a melhor combinagao de preparagdes enzimaticas que permitisse
maximizar o rendimento de extragdo aquosa do oleo de frutos de acaizeiro a partir da
polpa. A polpa de agai foi obtida a partir de frutos coletados em Abaetetuba na safra de
2015. Quatro preparagdes enzimdticas comerciais (Novozymes) foram utilizadas:
Celluclast 1,5L (celulase); Viscozyme L (endo 1,3(4) B-glucanase, xilanase, celulase e
hemicelulase); Ultrazym AFP (pectino liase, celulase e poligalacturonase); e Shearzyme
500L (endo 1,4-xilanase). Os ensaios de extracdo do 6leo de agai foram realizados
através de um processo desenvolvido neste trabalho com os seguintes pardmetros:
granulometria média da polpa de acai de 0,75 cm; matéria-seca global da mistura
aquosa da polpa de 15%; concentracdo enzimatica individual de 1% (w:w) em base da
polpa; agitacdo orbital constante de 100 rpm e manual vigorosa a cada 30 minutos;
tempo e temperatura de incubagdo de 4 horas e 50°C, respectivamente. As preparagdes
enzimaticas foram testadas individualmente (1x1) em quadruplicata, ou combinadas
(2x2; 3x3 e 4x4) em triplicata, totalizando 89 ensaios. O controle negativo apresentou
um rendimento médio de extragdao de 34,91+11,81%, sendo o mais baixo de todos os
ensaios. Os ensaios realizados com as preparagdes enzimaticas isoladas permitiram um
incremento do rendimento de extracdo em até 36,66% em relagdo ao controle negativo,
confirmando o papel importante das enzimas no processo de extracdo aquosa. Os
ensaios realizados com as preparacdes enzimaticas combinadas 3x3 e 4x4 aumentaram
o rendimento de extracdo em até 99,05% em relagdo ao controle negativo, demostrando
a importancia de utilizar combinacdes de preparagdes enzimaticas. Entre os diferentes
ensaios realizados, a combinagdo de preparagdes enzimaticas que teve destaque foi
Celluclast 1,5 L, Viscozyme L e Ultrazym AFP por facilitar a recuperagdo do 6leo com
um desvio padrao reduzido (£3,01%). Além disso, o rendimento de extracdo com o uso
desta combinagdo de trés preparagdes enzimaticas € estatisticamente igual ao
rendimento de extracdo usando as quatro preparagdes enzimadticas, o que se torna
interessante para a industria, pois hé redugao de custo no processo.

Palavras-chave: Extracdo aquosa; Oleo vegetal; FEuterpe oleracea; enzimas
carboidratases.



ABSTRACT

The oil of the agai palm tree (Euterpe oleracea) fruits has a beneficial lipid profile for
health with a high content of mono and polyunsaturated fatty acids, besides antioxidant
substances, which provides its appreciation on the industry. The aqueous extraction of
vegetable oils supported by enzymes has been widely used because of its benefits
compared to the traditional processes. In this context, this work aims to identify the best
combination of enzymatic preparations, which would maximize the aqueous extraction
yield of the oil of the acai palm tree fruits from the pulp. The agai pulp was obtained
from fruits collected in Abaetetuba during the 2015 crop. Four commercial enzymatic
preparations (Novozymes) were used: Celluclast 1,5L (cellulase); Viscozyme L (endo
1,3(4) B-glucanase, xylanase, cellulase and hemicellulase); Ultrazym AFP (pectin lyase,
cellulase and polygalacturonase); and Shearzyme 500L (endo 1,4-xylanase). The tests of
acai oil extraction were performed by a process developed in this work with the
following parameters: mean granulometry of the agai pulp of 0,75 cm; global dry matter
of the aqueous mixtures of the pulp of 15%; individual enzymatic concentration of 1%
(w:w) on pulp basis; constant orbital agitation of 100 rpm and vigorous agitation by
hand every 30 minutes; incubation time and temperature of 4 hours and 50°C,
respectively. The enzymatic preparations were tested individually (1x1) in
quadruplicate, or combined (2x2; 3x3 and 4x4) in triplicate, totaling 89 tests. The
negative control presented a mean yield of extraction of 34,91+11,81%, the lowest of all
the tests. The tests performed with the isolated enzymatic preparations have enabled an
increase of the extraction yield up to 36,66% compared to the negative control,
confirming the important role of the enzymes in the aqueous extraction process. The
tests performed with the enzymatic preparations combined 3x3 and 4x4 have increased
the extraction yield up to 99,05% compared to the negative control, demonstrating the
importance of using the combinations of enzymatic preparations. Among the different
tests performed, the enzymatic preparations that stood out are Celluclast 1,5 L,
Viscozyme L and Ultrazym AFP by facilitating the oil recovery with a reduce standard
deviation (+3,01%). Furthermore, the extraction yield using this combination of three
enzymatic preparations is statistically equal to the extraction yield using the four
enzymatic preparations, which becomes interesting to the industry due to the cost
reduction in the process.

Keywords: Aqueous extraction; vegetable oil; Euterpe oleracea; carbohydratases
enzymes.
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1. INTRODUCAO

No cenario mundial a populacao vem conquistando uma maior longevidade e para
que essa conquista seja acompanhada de qualidade de vida, a antiga relacdo entre uma
alimentagdo saudavel e a satde dos individuos voltou a ter destaque. Os compostos
bioativos presentes nos alimentos, principalmente os de origem vegetal, vém sendo

objeto frequente de pesquisas (Folly et al., 2014; Ikeda et al., 2010; Lira et al., 2009).

Nesse contexto, os frutos do acaizeiro (Euterpe oleracea Martius), na forma de
polpa e/ou suco, vém sendo bastante estudados por suas caracteristicas nutricionais que
proporcionam efeitos positivos a satide, como prote¢do cardiovascular e acdo anti-
inflamatéria (Portinho et al., 2012). Dentre outros elementos, esses beneficios sao
obtidos pelo perfil lipidico composto de acidos graxos mono ou poli-insaturados além
de antioxidantes naturais. Entre estes, os mais abundantes no 6leo de agai sdo o a-
tocoferol (67%) e os tocotriendis, os quais evitam o estresse celular oxidativo e
previnem a oxidagdo lipidica do 6leo (Mai et al, 2013; Rocha et al, 2007; Rogez, 2000;
Lubrano et al, 1994).

Os métodos comumente aplicados para extracdo de Oleo vegetal sdo fisicos ou
quimicos, mediante a utilizacdo de solventes organicos, prensa, CO, supercritico, etc.
Apesar de possuirem alto rendimento, eles sdo de dificil manipulacdo, possuem custo
elevado e no caso dos solventes ainda acarretam impacto ambiental desfavoravel (Li et
al, 2014; Hagenmaier et al, 1975; Eapen et al., 1966; Subramanian, 1959).

Neste contexto, a extracdo enzimatica em meio aquoso tem se mostrado um
processo promissor a nivel industrial. Esse método consiste na utilizacdo de enzimas
com atividade especifica, determinada em fun¢do da composi¢do bioquimica da matriz
vegetal. Na maioria dos casos, empregam-se enzimas que inicialmente hidrolisem a
parede celular, rica em lignocelulose, para a liberacdo do 6leo para o meio aquoso e
posteriormente enzimas que desemulsifiquem o complexo proteina-lipidio permitindo

assim maior recuperagdo e pureza do 6leo (Rosenthal, 1996).

Mediante as boas perspectivas de estudos preliminares do grupo de pesquisa sobre
o processo mencionado, esse trabalho visa identificar a melhor combinacdo de

preparagdes enzimaticas no processo de extragdo enzimatica em meio aquoso do o6leo de



acai a partir dos seus frutos, mediante o uso de quatro preparagdes enzimaticas

comerciais (Celluclast 1,5L, Viscozyme L, Shearzyme 500L e Ultrazym AFP).



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Identificar a melhor combinacdo de preparagdes enzimaticas no processo de
extracdo enzimatica em meio aquoso de 6leo de frutos de Euterpe oleracea visando

maior rendimento de extragdo de oleo.

2.2. Objetivos especificos

» Propor e ajustar uma metodologia completa e reprodutivel de extracdo
enzimdtica de 6leo de acai a partir de metodologias encontradas na literatura

cientifica e mediante a realizac¢ao de testes preliminares;

» Identificar a melhor combinagdo de prepara¢des enzimaticas dentre as quatro
preparacdes enzimaticas comerciais (Celluclast 1.5L; Viscozyme L;
Shearzyme S00L e Ultrazym AFP) utilizadas de forma isolada ou combinada
e expostas aos mesmos parametros (tempo, temperatura, concentracao
enzimdtica e velocidade de agitagdo) no processo de extragdo do dleo de

acai;

» Avaliar o impacto da concentracéo total das preparacGes enzimaticas sobre o
rendimento da extracdo de 6leo para as trés condi¢Bes que apresentaram o

melhor rendimento de extragdo no ponto anterior.



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Oleos vegetais comestiveis e suas caracteristicas nutricionais

Os Oleos vegetais sao substancias que se apresentam na forma liquida a
temperatura ambiente, tendo caracteristica lipofilica. Sdo formados principalmente por
produtos de condensagao entre uma unidade de glicerol e trés unidades de acidos graxos
denominados triacilglicerodis. Estes compdem em torno de 95% do dleo vegetal bruto.
Os demais constituintes dos 6leos vegetais sdo mono, diacilglicerdis, acidos graxos
livres, fosfolipidios, ceras, além de substancias chamadas de insaponificaveis, como
esterois, vitaminas, pigmentos, hidrocarbonetos e metais (Belitz & Grosch, 1997).

E sabido que deve haver um equilibrio entre a quantidade de 4cidos graxos
monoinsaturados (cerca de 15%), poliinsaturados (cerca de 10%) e saturados (méximo
10%) em nossa ingestdo alimentar, pois dessa forma o aparecimento de doengas
dislipidémicas podera ser evitado (OMS, 2010).

Os dleos vegetais comestiveis na grande maioria possuem em sua composi¢ao os
acidos graxos essenciais, linolénico e linoleico, w-3 e w-6, respectivamente, os quais
sdo importantes precursores de metabdlitos em nosso organismo. Além desses acidos,
0os Oleos vegetais possuem substancias com caracteristicas antioxidantes como a
vitamina E, protegendo a célula da acdo dos radicais livres (Bernaud, 2011; Rogez,

2000).

3.2. Acaizeiro e seus frutos

O acaizeiro (Euterpe oleracea Martius) ¢ uma das espécies de palmeiras bastante
relevante na economia da Amazonia. O Brasil € o principal produtor, consumidor e
exportador do fruto, comumente chamado de “acai”. O agai se expandiu para os
territorios internacionais, como Estados Unidos, Japdo, China e alguns paises da
Europa, sendo apreciado principalmente na forma de bebida energética (Nascimento et
al., 2008; Palencia et al., 2008).

A composicdo nutricional da polpa contribuiu para o sucesso do seu consumo,

tendo uma combinacao de lipidios benéfica a saude (52,64% em base seca), presenca de



compostos fenolicos, particularmente as antocianinas, teor relevante de proteinas (13%
em base seca), além da presenca de fibras alimentares (34% em base seca), 0 que
propicia diversos beneficios a satde (Rogez, 2000).

3.3. Caracteristicas do o6leo de acai

O 6leo de agai é um produto muito interessante para a industria alimenticia ou
cosmeética. Sua composi¢do nutricional sugere uma relacdo com a prevengdo de doencas
cardiovasculares, além de possuir uma acdo anti-inflamatoria, o que justifica as

constantes pesquisas desse produto (Folly, 2014; Mai et al, 2013; Guerra et al, 2011).

O perfil de &cidos graxos do 6leo de acai é composto por 27,5% de &cidos graxos
saturados, 59,8% de &cidos graxos monoinsaturados, e 12,6% de &cidos graxos poli-
insaturados. Observa-se a prevaléncia de acidos graxos insaturados e entre estes 0
predominio do acido oleico (54,9%) seguido do &cido linoleico (11,5%). Entre os acidos
graxos saturados, os principais sdo o &cido palmitico (25,9%) e o &cido estearico (1,6%)
(Rogez, 2000).

O oOleo de acai destaca-se ainda pela presenca de compostos bioativos em sua
composicdo; entre eles, podemos citar a vitamina E. Este micronutriente possui dois
grupos de compostos lipossoluveis intimamente relacionados. Esses grupos se
diferenciam na estrutura segundo o nimero e localizacdo de grupos substituintes no anel
cromanol. Dessa forma, a “vitamina E” designa oito diferentes compostos, denominados
a, B, v, 6 (alfa, beta, gama e delta) tocoferdis e tocotriendis (Rupérez et al, 2001; AIN,
1979).

O a-tocoferol € o mais abundante no 6leo da polpa (67% do total de tocoferdis),
seguido pelos B-tocotrienol e B-tocoferol e (17% e 15%, respectivamente do total de
tocotrienois e tocofer6is) (Lubrano et al, 1994). E um componente que agrega valor
nutricional ao fruto, ja que confere protecdo as células contra o estresse oxidativo, além

de protegé-las contra a peroxidacao lipidica (Bernaud, 2011).

A vitamina E em conjunto com a vitamina C, o [B-caroteno, o selénio e os
flavonoides fazem parte dos antioxidantes que tem despertado grande interesse em

pesquisas. O consumo desses nutrientes tem sido associado a preven¢do de doencas



neurodegenerativas, inflamatorias, ateroesclerdticas, cancerosas ¢ do envelhecimento

precoce (Bieri, 2002; Bron e Amis, 2001; Traber et al., 2001).

Durante muito tempo, estudou-se apenas a fragdo a-tocoferol deste grupo, pois se
pensava que era a unica responsavel por propiciar beneficios a saide. No entanto,
Cunha, 2006, demonstrou que o y-tocoferol tem efeito preventivo sobre o cancer e evita
prejuizos ao cérebro ap6s suas artérias terem sofrido oclusdo. Além disso, os

tocotriendis parecem ter efeito positivo no controle do colesterol (Cunha, 2006).

A coloracdo verde escuro do Oleo de acai se da pela presenca do pigmento
clorofila, o qual também parece proporcionar varios beneficios a saude. No entanto, é
importante ressaltar que a manutencdo desse pigmento esta diretamente relacionada a
temperatura ao qual é submetido. O tipo de método aplicado no processo de extracdo do
oleo de acai deve, portanto contemplar as caracteristicas relevantes a serem preservadas
(Marquez, 2003).

3.4.Métodos de extraciio de dleos vegetais

Dentre as formas de extracdo de 6leos vegetais, as mais utilizadas sdo os métodos
fisicos ou quimicos, a partir do uso de solventes orgénicos, prensa, CO, supercritico,
etc. Mesmo tendo um rendimento de extracdo importante, esses métodos sdo de dificil
manipulagdo, possuem alto custo e no caso dos solventes ainda sdo prejudiciais a0 meio
ambiente (Li et al, 2014; Hagenmaier et al, 1975; Eapen et al, 1966; Subramanian,
1959).

Nesse contexto, a extragdo em meio aquoso de 6leos vegetais com o auxilio de
enzimas vem sendo amplamente utilizada na industria de alimentos, seja na extragdo do
6leo como também de seus compostos bioativos (vitaminas, compostos fendlicos,
carotenoides) (Yusoff et al, 2015). Esta pratica pode ser associada ao uso de micro-
ondas ou de congelamento e descongelamento para obtencdo de um melhor

rendimentode Oleo (Sui et al, 2011; Raghavendra et al, 2011).



3.5.Extracio enzimatica em meio aquoso de 6leo vegetal

Esse meétodo consiste na utilizacdo de enzimas com atividade especifica,
determinadas em fungdo da composicdo bioquimica da matriz vegetal. Na maioria dos
casos, empregam-se enzimas que atuem na hidrélise de ligacfes glicosidicas, como as
da subclasse 3.2 (celulase, hemicelulase ou ainda a poligalacturonase) e da subclasse 4.2
(pectino liase) no intuito de favorecer o aumento da permeabilidade e o rompimento da
parede celular, rica em lignocelulose, e promover a liberacdo do 6leo para 0 meio

aquoso (Rosenthal et al, 1996).

Para as matrizes vegetais com alta concentracdo proteica, como € o caso do acai,
pode-se usar, posteriormente, outro grupo de enzimas da subclasse 3.4 (hidrélise das
ligacOes peptidicas), tais como protease, que desemulsifiguem o complexo proteina-

lipidio permitindo assim maior recuperacéo e pureza do 6leo (Yusoff et al, 2015).

A combinacéo destas preparacfes enziméticas vem sendo muito utilizada nestes 5
ultimos anos (2010-2015) nos processos de extracdo enzimatica de 6leo em meio
aquoso de varias matérias-primas vegetais com caracteristicas semelhantes ao agai em
termos de composi¢do bioquimica (alta concentragdo de lipidio e proteina). Pode-se
citar: farelo de arroz (Hernandez et al, 2000), coco (Sant’Anna et al, 2003; Chen et al,
2003; Raghavendra et al, 2011), germe de milho (Moreau et al, 2004), canola (Latif et
al, 2008), girassol (Latif et al, 2009), pitaia (Hanming et al, 2009), amendoim (Jiang et
al, 2010), pinhdo (Li et al, 2011), sementes de melancia (Sui et al, 2011), gergelim
(Latif et al, 2011), ), cartamo (Gibbins et al, 2012), bayberry (Zhang et al, 2012), isatis
indigoga (Gai et al, 2013), mostarda (Tabtabaei et al, 2013), gac (Mai et al, 2013),
abobora (Jiao et al, 2014), dentre outros, devido a necessidade da indUstria ter uma nova
abordagem tecnoldgica por questdes de seguranca e de regulamentacdo ambiental (Li et
al, 2014). Ver ANEXO 1 para maiores detalhes.

3.6.Enzimas da parede celular

A parede celular que circunda a célula vegetal é composta principalmente por
celulose, hemicelulose, pectina e lignina. As enzimas que trabalham nestes substratos

estao listadas abaixo com suas respectivas caracteristicas (Rosenthal et al, 1996):



a) Celulase

As celulases sdo enzimas que pertencem a classe das hidrolases, e sdo responsaveis
por clivarem ligacBes O-glicosidicas, sendo classificadas pela Enzyme Comission (EC)
com a codificagdo 3.2.1.x, onde o valor de “x” varia conforme 0 tipo de celulase

avaliada (Anand e Vithayathil, 1989).

Segundo seu local de atuacdo, as celulases classificam-se em: 1. Endoglucanases
(EnG), as quais clivam ligacGes internas da fibra celuldsica; 2. Exoglucanases (ExG), as
quais atuam na regido externa da celulose; 3. B-glicosidases (BG), que hidrolisam

oligossacarideos soltveis em glicose (Olsson e Hahn-Hagerdal, 1996).

As Endoglucanases (EnG) sdo classificadas como EC 3.2.1.4, tendo como nome
sistematico, 1,4- B-D-glucana-4-glucanohidrolase. S&o responsaveis em iniciar o
processo de hidrdlise, sendo responsaveis pela rapida solubilizacdo do polimero
celulosico devido a sua fragmentacdo em oligossacarideos (Fracheboud e Canevascini,
1989).

As Exoglucanases (ExG) constituem-se por celobiohidrolase (CBH) e glucano-
hidrolase (GH). A GH (EC 3.2.1.7.4), que tem o0 nome sistematico 1,4- B-D-glucana-
glucano-hidrolase é capaz de liberar glicose diretamente do polimero. A CBH (EC
3.2.1.9.1) tem nome sistemético 1,4- B-D-glucana-celobio-hidrolase. A CBH participa
da hidrdlise primaria da fibra e é responsavel pela amorfogénese, 0 que acarreta em um
aumento na ruptura da célula por tornar as regides cristalinas do polimero mais expostas
as celulases (Olsson e Hahn-Hagerdal, 1996). As B-glicosidases (BG), ou B-glicosideo
gluco-hidrolase (EC 3.2.1.2.1), que é seu nome sistematico, apresenta a propriedade de

hidrolisar celobiose e oligossacarideos soltveis em glicose (Castro, 2010).

As enzimas do complexo celulolitico, quando atuam em conjunto, apresentam um

melhor rendimento, efeito conhecido como sinergia (Olsson e Hahn-Hagerdal, 1996).

b) Hemicelulase

As hemicelulases também pertencem a classe das hidrolases, pertencendo a EC: 3.1
Seu substrato, hemicelulose, € um polimero ramificado. Sua hidrélise ocorre de maneira

aleatdria, sendo que as enzimas envolvidas nesse processo dividem-se nas que



degradam a cadeia principal e nas que degradam as cadeias laterais (Eriksson et al.;
1990; Kuhad et al.; 1997).

A mistura de um complexo enziméatico contendo exo-xilanases, mananases, -
xilosidase, a-glicuronidase ¢ o-arabinofuranosidase se torna necessario para a
degradacdo enzimatica das hemiceluloses, pois elas possuem uma estrutura complexa.
A 1-4-B-D-xilanase e a endo 1-4-B-D-mananase sdo as principais degradadoras da
hemicelulase. A principal enzima para despolimerizagdo da xilana é a endo-1-4-p-D-

xilanase (EC 3.2.1.8), sendo que a a¢ao ocorre em sua cadeia principal (Biely, 1995).

c) Pectinase

De acordo com a preferéncia pelo substrato e o tipo de agdo enzimatica requerida, as
enzimas pécticas se dividem em 3 grupos: as desesterificantes (pectina esterase) que
removem 0s grupos metil éster; as despolimerizantes (incluem as enzimas hidroliticas e
as liases), as quais catalisam a clivagem das ligacdes glicosidicas das substancias
pécticas; e, as protopectinases que solubilizam a protopectina para formar a pectina.
Neste trabalho, a enzima péctica de interesse foi a despolimerizante do tipo “liase”
(transeliminativa), que pertence & classificacdo enzimatica EC 4.2. Essas enzimas
rompem as ligacOes glicosidicas, formando galacturonideos, incluindo as pectina liases
e as pectato liases (Uenojo e Pastore, 2007).

A pectina liase (polimetilgalacturonato liase — PMGL) catalisa a B-eliminagéo entre
dois residuos de acido galacturbnico que podem estar mais ou menos esterificados,
tendo temperatura 6tima entre 40°C e 50°C enquanto a pectato liase (poligalacturonato
liase — PGL) realiza a catalise de clivagem de ligagdes o-1,4 de acido péctico,

requerendo temperatura 6tima de 40°C e 50°C (Uenojo e Pastore, 2007).

3.7.Parametros do processo de extracio enzimatica em meio aquoso

Destacam-se alguns parametros importantes que influenciam o processo de
extracdo enzimatica de 6leos vegetais em meio aquoso. Identifica-se também a faixa de

valores comumente utilizada pelos autores citados anteriormente.

1. Proporcio de enzima/substrato (~ 2%) — Quanto maior a quantidade de enzima
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adicionada, maior sera a cinética e a taxa de ruptura de ligacdes gligosidicas e
peptidicas. O aumento da concentragdo enzimatica potencializa a degradacao da parede
celular e o rompimento das ligagdes peptidicas. E preciso estar atento, porém aos
valores da concentracao utilizada, pois se for muito alto, pode acarretar em alteragdo de

sabor com amargor no produto final e/ou no custo do processo (Jiang et al, 2010).

2. Proporgdo de dagua na mistura (~ 1:6 w/w) — A agua apresenta duas funcdes:
como meio de extracdo e como regulador da atividade de 4gua da matriz vegetal,
auxiliando na mobilidade das enzimas. E necessario que haja uma quantidade adequada
de agua. Se houver muita umidade haverd interferéncia na concentragdo enzimatica,
reduzindo o rendimento do 6leo. Se o teor de dgua for baixo havera suspensio espessa

de particulas reduzindo também a eficacia das enzimas (Yusoff et al, 2015).

3. Potencial hidrogenionico do meio (pH) (4,0 a 4,5) — O pH ird variar de acordo
com o tipo de enzima utilizada no processo. Cada enzima tem seu pH (ou faixa) ideal
para exercer sua atividade maxima. Para a extracao de 6leo, € necessario avaliar além do
pH da enzima a ser utilizada o pH da amostra estudada, pois se o pH da mesma nao
atuar no pH enzimatico, isto agird como inibidor para a liberacdo do 6leo. Por isso,

geralmente ¢ utilizado uma mistura enzimatica (Rosenthal et al, 1996).

4. Temperatura (45 a 55°C) - Cada enzima possui uma temperatura (ou faixa)
ideal para exercer sua atividade. Tem sido observado que o rendimento do 6leo aumenta
e sua qualidade melhora quando submetido a temperaturas mais baixas. Isso porque
altas temperaturas além de desnaturarem as enzimas, podem formar compostos

indesejaveis no oleo (Yusoff et al, 2015).

5. Tempo de incubagdo (2 a Sh) — Estudos tem demonstrado que um maior tempo
de incubagdo promove um maior rendimento do 6leo. No entanto, ¢ preciso se chegar a
um tempo viavel para ser praticado pela industria, além do que tempos exaustivamente

prolongados interferem na qualidade do 6leo (Yusoff et al, 2015).

6. Velocidade de agitacio (120 a 200 rpm) — Este ¢ um dos fatores que afetam a
ruptura celular, sendo importante chegar a um valor adequado, pois se for muito
vagarosa ndo contribui para a separagdo do 6leo da fase aquosa e se for muito acelerada
eleva o consumo de energia, formando também uma emulsdo muito estavel o que

compromete o processo de extragao (Abdulkarim et al, 2006; Sharma et al, 2002).

7. Tamanho das particulas — O tamanho também ¢ importante, pois teoricamente
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um tamanho reduzido ira favorecer a acdo enzimatica e consequente o rompimento da
parede celular, aumentando o rendimento do 6leo. As enzimas conseguem romper mais
facilmente e em maior propor¢do a parede celular de particulas menores. Nao hd um
consenso sobre o tamanho ideal. Apesar de ser uma variavel importante, a granulometria

poucas vezes ¢ estudada (Yusoff et al, 2015).



12

4. MATERIAL E METODO

4.1.Matéria-prima e sua caracterizacio

A fase que antecedeu a extracdo do oleo de acai foi composta pelas seguintes
etapas:

1. Coleta dos frutos: os frutos de agai foram obtidos no municipio de Abaetetuba
(Para, Brasil) durante o periodo de Outubro/2015 (Lote 1) e Dezembro/2015 (Lote 2);

2. Higienizagdo dos frutos — os frutos foram lavados e higienizados em agua
corrente;

3. Amolecimento do fruto: os frutos foram submetidos a um amolecimento em
agua pré-aquecida, aproximadamente 40°C;

4. Despolpamento manual: Os frutos sofreram um despolpamento por friccao
manual. O pericarpo foi removido por atrito sobre uma peneira grossa, de onde se
obteve uns pedagos de polpa de agai, comumente chamados de decotos;

5. Armazenamento: Foi feito o armazenamento dos decotos a -20°C até a

realizacdo dos ensaios de extragdo enzimatica em meio aquoso de 6leo de agai.

A matéria-seca (MS) e o teor de lipideos totais (LIP) dos decotos dos dois lotes
foram determinados através das metodologias oficiais AOCS Cc7-25 e AOCS Bd 3-52,
respectivamente.

A determinac¢do da granulometria média foi realizada manualmente por meio de trés
peneiras com 2.0; 1.0 e 0,3 mm de diametro. Foram usados 50g de decotos secos (105°C

em estufa com circulacdo de ar for¢ada por 24h).

4.2.Preparacgoes enzimaticas

As cinco preparacdes enzimaticas foram escolhidas em funcdo do pH da mistura
de polpa bruta de acai com agua (~ pH 4,7), da temperatura do processo, entre 30°C e

70°C, além do seu perfil de atuacdo de acordo com a composi¢ao do agai (Tabela 1).
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Tabela 1: Preparagdes enzimaticas comerciais

NOME COMERCIAL TIPO DE ENZIMA T (°C) pH

Celluclast 1.5L Celulase 50 -60 45-6.0

Endo 1,3(4) B-

_ . glucanase, 40- 50 23 55
Viscosyme L xilanase, celulase,
hemicelulase
Pectino liase,
Ultrasym AFP Celulase, 3550 4.0-5.0
poligalacturonase
Shearsyme 500L Endo 1,4-xilanase 55-70 5.5-6.0
Protex 1.5L Protease

Fonte: Dados extraidos das fichas técnicas fornecidas pela empresa “Novozymes”.

4.3.Estratégia geral do trabalho

Virios trabalhos ja vém sendo realizados pelo grupo de pesquisa do Centro de
Valorizagdo Agroalimentar de Compostos Bioativos da Amazonia (CVACBA - UFPA)
no que diz respeito ao processo de extracdo enzimatica de 6leo de agai em meio aquoso
e permitiram um desenvolvimento parcial do processo de extragdo. O processo
desenvolvido estd esquematicamente apresentado na Figura 1 e realiza-se em
aproximadamente 3 dias.

a) Antes de realizar efetivamente os ensaios enzimaticos, a primeira parte do
trabalho dedicou-se a realizacdo de alguns TESTES PRELIMINARES
(ensaios 1 a 29) visando a obter um processo de extracdo padrio e
reprodutivel.

b) Em um segundo tempo, em base ao processo otimizado, foram realizados os

ENSAIOS ENZIMATICOS.
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4.4 Testes preliminares

Neste trabalho, foram realizados 29 ensaios preliminares, 0s quais estdo
apresentados na Tabela 2. Foram avaliados os seguintes parametros: a) granulometria;
b) tempo de decantacdo (ensaios “5 a 127); c) tipo de agitacdo; d) pré-tratamento

térmico; e) velocidade de resfriamento.

Tabela 2: Testes preliminares

Ensaios Amostra Tto Banho Preparagdes Concentragao Tempo
(g8) térmico Gelo enzimaticas preparacoes Decantagdo (h)

1 100 NAO NAO SE 0% 1
2 100 NAO NAO C 1% 1
3 100 NAO NAO CP 1% 1
4 100 NAO NAO cp 1% 24
5 100 SIM NAO SE 0% 1
6 100 SIM NAO cp 1%

7 100 NAO NAO SE 0%

8 100 NAO NAO CP 1% 1
9 100 SIM NAO SE 0% 24
10 100 SIM NAO CpP 1% 24
11 100 NAO NAO SE 0% 24
12 100 NAO NAO CpP 1% 24
13 100 SIM NAO SE 0% 24
14 100 SIM NAO CpP 1% 24
15 100 NAO NAO SE 0% 24
16 100 NAO NAO CpP 1% 24
17 100 SIM NAO SE 0% 24
18 100 SIM NAO CpP 1% 24
19 100 SIM NAO C 1% 24
20 100 SIM NAO cp 1% 24
21 100 SIM SIM Ccp 1% 24
22 100 SIM SIM SE 0% 24
23 100 SIM SIM CP 1% 24
24 100 SIM SIM C 1% 24
25 100 SIM SIM Ccp 1% 24
26 50 SIM SIM SE 0% 24
27 50 SIM SIM C 1% 24
28 50 SIM SIM cp 1% 24
29 50 SIM SIM \ 1% 24
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4.5 Parametros estudados

a) Granulometria
Foi feita a determinacdo da granulometria dos decotos para verificar se haveria
muita diferenca entre o tamanho das particulas da seguinte forma:
1. Amostra nao liquidificada;
2. Amostra liquidificada nos seguintes tempos: 10/20/30/60/90/120/180 segundos;
3. A amostra liquidificada a adi¢ao de pequenos volumes de dgua (10/20/30ml).

Para liquidificar o material foi usado um liquidificador comercial.

b) Tempo de decantagio

O tempo de decantagdo da amostra antes da separacao de fases foi feito em dois
tempos: 1h x 24h. Os béqueres foram identificados, vedados com papel aluminio e
colocados em um recipiente metalico durante o tempo de “descanso”.

Na primeira analise, apos 1h de decantacdo, foi feita a separacdo do
sobrenadante (4gua e O6leo) e o material fibroso que permanecia no béquer era
desprezado, dando-se continuidade ao processo; Na segunda analise, o béquer contendo
o material fibroso foi guardado a temperatura ambiente até 24 horas. O dleo
desprendido desse material foi recuperado por meio de micropipeta e pesado a fim de se
avaliar o diferencial de massa de 6leo recuperado nos dois tempos de decantacdo: 1 hora

(ensaios 3; 5; 6; 7; 8 — Tabela 2) e 24 horas (ensaios 4; 9; 10; 11 ¢ 12 — Tabela 2).

c) Tipo de agitacio

Virios estudos vém demonstrando a importancia da agitacdo no processo de
extracdo enzimatica em meio aquoso de Oleo vegetal, pois conseguem obter melhores
resultados no rendimento de dleo (Gai et al, 2013; Jiao et al, 2014; Mai et al., 2013;
Yussof et al, 2015). O trabalho ainda nao publicado de Ferreira et al., mostra também a
importancia da agitacdo no processo de extragdo do 6leo de agai, permitindo um
aumento em 10,86% do rendimento de extracao do 6leo.

Neste contexto, os primeiros ensaios (1; 3; 4) foram realizados com a agitagao
da incubadora shaker a uma velocidade de 100rpm, com base nos trabalhos ja realizados
até o momento. No entanto, o tipo de agitacdo do equipamento (orbital) ndo foi tdo
eficiente para o desprendimento do 6leo, o qual ainda ficou bastante retido na amostra.

Optou-se entdo por utilizar a combinagdo da agitacao orbital constante de 100 rpm (na
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incubadora shaker) com uma agitacdo manual realizada com o auxilio de espatula de

metal a cada 30 minutos (ensaios 7; 8; 11; 12).

d) Pré-tratamento térmico
Os ensaios 5 a 16 na Tabela 2 visaram a testar a influéncia do tratamento
térmico sobre o rendimento de extragdo do Oleo na extragdo enzimatica. Foram
colocadas 100g de amostra em um recipiente de metal e posteriormente levados a um
vaporizador elétrico até a temperatura de 70°C medida por termometro quimico (ensaios
5; 6; 9; 10; 13; 14). Em contrapartida, os ensaios 7; 8; 11; 12; 15 ; 16 ndo receberam
esse tratamento para entdo os resultados quanto ao rendimento do 6leo poderem ser

comparados.

e) Velocidade do resfriamento
Fez-se a comparagdo entre a utilizacdo do “banho de gelo” (ensaios 21 ao 29)
para o resfriamento rapido das amostras e consequente reducdo da temperatura para que
as enzimas utilizadas cessassem sua acao logo apds o término do periodo na incubadora
shaker, com amostras sem terem passado por essa etapa (ensaios 1 a 20).
Os béqueres foram colocados em uma vasilha plastica com agua a cerca de 15°C
sem a vedacdo de aluminio e ali permaneciam até atingirem cerca de 25°C. A
temperatura foi medida por termdmetro infravermelho.
Todos estes testes foram feitos em duas condigdes: controle negativo (SE- sem
adicao de preparacdo enzimatica) e com adicao de preparacdes enzimaticas, “Celluclast

1,5 L” (C) e “Protex 1,5L” (P) (1% em base a matéria-seca, respectivamente).

4.6.Processo de extra¢do enzimatica em meio aquoso

Cada ensaio foi feito com 100g de decotos de agai de granulometria média de
0,75 cm. Depois de homogeneizados e pesados, os decotos foram colocados de forma
espalhada em bandejas de aluminio e submetidos a um pré-tratamento térmico em um
vaporizador elétrico até atingirem a temperatura de 70°C, medida por termometro
quimico. Esta temperatura foi mantida por um minuto. Esse procedimento tem por
objetivo desnaturar as enzimas presentes na polpa do acai, além de favorecer a
degradagao da lignina.

ApOs essa etapa, os decotos foram transferidos para um béquer (160mm de
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altura x 80,73mm de diametro) com um volume de 600 ml e adicionou-se 240ml de
agua destilada em temperatura ambiente para proporcionar uma mistura de 15% de MS,
visto que um estudo (dados ainda ndo publicados) identificou esta diluicdo como ideal
para a extracdo do oleo de agai facilitando a acdo das preparagdes enzimaticas. As
enzimas foram entdo inseridas individualmente (1g de enzima para 100g de decoto
fresco) ou em conjunto com outras de acordo com o ensaio realizado; a escolha da
concentragdo enzimdtica também se fez tendo como base estudo preliminar (dados
ainda ndo publicados) onde se analisou parcialmente a importancia desta variavel na
extracdo do dleo de acai. Fez-se entdo uma mistura manual do contetido (decoto, dgua e
enzima) com uma espatula metalica.

Os béqueres foram vedados com papel aluminio e levados (em grupos de 5 ou 6)
a uma incubadora de tipo shaker (Solab, Incubadora Shaker SL — 222) por 240 minutos
a uma temperatura de 50°C e a uma velocidade de agitacdo (orbital) de 100rpm. A cada
30 minutos, a fungdo “agitacdo” do aparelho foi pausada e fez-se uma agitacdo manual
mais vigorosa por cerca de um minuto em cada béquer para promover uma melhor
atuacao das enzimas e consequentemente um melhor desprendimento do 6leo.

Apds o tempo de incubacgao, foi feito um resfriamento rapido da mistura através
de um “banho de gelo”, até a mesma atingir a temperatura média de 25°C, medida por
termOmetro infravermelho.

Os béqueres foram deixados em repouso por 24h & temperatura ambiente para
que pudesse ocorrer a separagdo natural das diferentes fases da mistura por decantacao:
“torta” (parte fibrosa e proteica da mistura), dgua e 0leo.

ApoOs esse periodo, a parte sobrenadante da mistura (dgua e 6leo) foi retirada
através de pipeta volumétrica e colocada em um funil de decantagdo. Utilizou-se um
solvente organico (cerca de 20ml de hexano) para facilitar a separagdo de fases da
mistura. De acordo com observado nos ensaios experimentais, mesmo com o cuidado
do manipulador, uma pequena parte da torta sempre foi transferida para o funil de
decantagdo, entupindo o mesmo e dificultando muito a saida do 6leo junto ao solvente.
Dessa forma, através de um pequeno funil de vidro, transferia-se o conteudo liquido do
funil de decantagdo para um béquer (600ml) e depois se retirava o 6leo junto ao
solvente deste recipiente com ajuda de uma micropipeta para um béquer (100ml)
previamente pesado.

Esses béqueres foram entdo levados a uma estufa a uma temperatura média de

105°C durante cerca de 15h para que o solvente pudesse ser evaporado. Os béqueres
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foram entdo retirados da estufa e resfriados em um dessecador até atingirem a
temperatura ambiente. Em seguida, eles foram pesados até terem peso constante para se
obter a massa de dleo extraido pelo processo de extragdo enzimatica em meio aquoso.

O calculo do rendimento de extragdo do oOleo, expresso em porcentagem, foi
determinado por balanco de massa, considerando o peso do 6leo extraido pelo processo
e o Oleo total presente na amostra inicial determinado pela metodologia oficial AOCS.

O oleo extraido foi transferido para tubos plasticos de 1,5ml tipo eppendorfs, os
quais foram embalados em papel aluminio, identificados e armazenados a temperatura

média de 5°C.

4.7.Combinacio das preparacgdes enzimaticas

Os ensaios enzimaticos foram realizados usando os decotos do lote 1 (ensaios 30
a 64) e lote 2 (65 a 89), exceto os ensaios 77 a 79 (ver ponto 4.7) com uma concentragao
de 1% de cada preparagdo enzimatica individualmente (Tabela 3). Portanto, os ensaios
enzimaticos realizados com a combinacdo de duas, trés e quatro preparagdes
enzimdticas apresentaram uma concentracdo enzimatica total de 2, 3 e 4%,
respectivamente. Foram realizados: 01 ensaio sem preparacdo enzimatica (controle
negativo), 04 ensaios com preparagdes enzimaticas isoladas, 06 ensaios com
preparagdes enzimaticas combinadas duas a duas, 04 ensaios com as preparagdes
enzimaticas trés a trés e 01 ensaio com as quatro preparagdes enzimaticas. Todos os
ensaios foram realizados pelo menos em triplicata, totalizando-se 56 ensaios

enzimaticos.

Tabela 3: Ensaios enzimaticos

Ensaios Amostra Tto Banho Prepara¢des Concentragao Tempo
(g) térmico Gelo enzimaticas preparagdbes Decantagao (h)
30 100 SIM SIM \Y 1% 24
31 100 SIM SIM U 1% 24
32 100 SIM SIM S 1% 24
33 100 SIM SIM cv 1% 24
34 100 SIM SIM Cu 1% 24
35 100 SIM SIM CS 1% 24
36 100 SIM SIM VU 1% 24
37 100 SIM SIM VS 1% 24

38 100 SIM SIM us 1% 24
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41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM

SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
sim
sim
sim
sim
sim
sim
sim
sim
sim

Cvu
VUS
CUS

CVvUsS

neoc<o

nc< o

Cu
(&)
VU
VS
us
Cvu
CVS
VUS
Cus

CVUS

CVUsS
cu

SE
us
VUS
CVUsS
Cu

SE
us
VUS
Cu
Cvu
CVUS

cv
CS
VU

1%
1%
1%
1%
0%
1%
1%
1%
1%
1%
1%
1%
1%
1%
1%
1%
1%
1%
1%
1%
1%
1%
1%
1%
1%
1%
1%
1%
0%
1%
1%
1%
1%
1%
0%
1%
1%
1% total
1% total
1% total
1%
1%
1%
1%
1%
1%

24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24

20
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86 100 SIM sim VS 1% 24
87 100 SIM sim Cvu 1% 24
88 100 SIM sim CVsS 1% 24
89 100 SIM sim Cus 1% 24

Fonte: Elaborado pela autora

4.8.Concentracao enzimatica total

Trés ensaios enzimaticos que tiveram os melhores rendimentos de extragdo de
6leo e a composicao mais heterogénea, no que diz respeito as preparagdes enzimaticas,
foram selecionados para a avaliagdo do efeito da concentracdo enzimatica total sobre o
rendimento de extracdo de o6leo. Os ensaios 77 a 79 foram realizados com uma
concentracdo enzimatica total de 1%. Os resultados do rendimento de extragao foram

comparados aos obtidos com 1% de cada enzima (ver ponto 4.6).

4.9.Analise estatistica

Foi realizada através do programa “STATISTICA” por meio do “Teste de

Turkey”, sendo os ensaios feitos no minimo em triplicata (p 0,05).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Testes preliminares

a) Granulometria

Os resultados desses ensaios preliminares demonstraram que liquidificar a
amostra a partir de 90 segundos provocava uma redugdo no tamanho da particula em
40% (Figura 2). Porém, o 6leo ja comecava a se desprender desde essa etapa, 0 que
acarretava perdas associacdo da amostra liquidificada a adicdo de agua também trouxe
resultados interessantes na reducdo do tamanho da particula (27%), mas dessa forma, a
perda de 6leo também era bem nitida visualmente (Figura 4). Portanto, optou-se em
utilizar a amostra nao liquidificada e sem adicdo de agua, com base nos ensaios feitos e

pensando na diminuicdo de etapas para o processo industrial.
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Figura 2: Tamanho médio das particulas das amostras liquidificadas em diferentes
tempos.
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Figura 3: Tamanho médio das particulas das amostras liquidificadas com diferentes
volumes de dgua durante 120 segundos.
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Figura 4: Tamanho médio das particulas das amostras liquidificadas em diferentes
tempos com adi¢do de 20ml de agua.

Fonte: Elaborada pela autora

b) Tempo de decantagiao

Observa-se na Figura 5 que o tempo de decantagdo de 24 horas permite uma maior
liberacdao de 6leo que o tempo de decantacao de 60 minutos. Portanto, na sequéncia do

trabalho, o tempo de decantacao foi mantido fixo igual a 24 horas.
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Figura 5: Rendimento da extragdo de 6leo de agai em fun¢do do tempo de decantagdo
para amostras sem ou com enzima, € sem ou com tratamento térmico.

Legenda: C/TTO: com tratamento térmico,; S/TTO: sem tratamento térmico, C/E: com
enzima; S/E: sem enzima.

Fonte: Elaborada pela autora

c) Tipo de agitacao

Observa-se na Figura 6 que os resultados do rendimento da extragdo sdo mais
expressivos quando se usou a combinacao da agitacao orbital constante de 100 rpm (na
incubadora shaker) com uma agitagdo manual realizada com auxilio de espatula de

metal a cada 30 minutos (Figura 6).
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Figura 6: Rendimento da extragdo de dleo de agai em funcdo do tipo de agitagdo:

agitacdo mecanica sem ou com agitagdo manual associada para amostras sem ou com
enzima, € sem tratamento térmico.

Legenda: SE: sem enzima;, CE: com enzima, S/TTO: sem tratamento; C/TTO: com
tratamento

Fonte: Elaborada pela autora
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d) Pré-tratamento térmico

Verificou-se que quando as amostras foram submetidas aos mesmos parametros
do processo, mas ndo receberam o tratamento térmico (S/TTO), os resultados ndo
tiveram uma regularidade, o que dificultou a reprodutibilidade (Figura 7). O pré-
tratamento térmico nos decotos de acai foi realizado por um periodo que a amostra
permanecesse por 1 minuto a 70°C. Esse procedimento além de desnaturar as enzimas,

naturalmente presentes na amostra promovem a inativagdo de micro-organismos

(Baardseth e Slinde, 1980).
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Figura 7: Efeito do pré-tratamento térmico sobre o rendimento do 6leo de agai para
amostras sem ou com enzima.

Legenda: C/TTO: com tratamento; S/TTO: sem tratamento; C/E: com enzima; S/E: sem
enzima.
Fonte: Elaborada pela Autora

e) Velocidade do resfriamento

Comprovou-se que a nao utilizagdo do “banho de gelo” imediatamente apds as
amostras sairem da incubadora shaker faz com que as enzimas utilizadas no processo
continuem atuando até sairem da sua faixa de temperatura, o que promove um aumento
no rendimento do 6leo em comparacdo com as amostras que passam pelo banho de gelo.
No entanto, as amostras quando submetidas ao resfriamento rapido tiveram melhor
reprodutibilidade. Foi definido entdo que seria realizado além do pré-tratamento

térmico, o banho de gelo em todas as amostras (Figura 8).
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Figura 8: Efeito do uso do banho de gelo sobre o rendimento do 6leo de acai para
amostras com enzima

Legenda: C/TTO: com tratamento; BG: banho de gelo
Fonte: Elaborada pela autora

5.2. Ensaios enzimaticos

Os resultados abaixo mostram o rendimento de extracdo de 6leo a partir da polpa de
acai, expressos em porcentagem, para os diferentes ensaios enzimaticos: as quatro
preparagdes enzimaticas isoladas e as combinagdes de duas, trés e quatro preparagdes

enzimaticas juntas.

O ensaio do controle negativo (realizado sem enzimas) deu um rendimento de
extragao de oleo de agai de 34,91+£11,81%, sendo inferior a todos os outros rendimentos
de extragdo dos ensaios realizados com enzima(s). Esse resultado ¢ similar ao que existe
na literatura empregando enzimas para a extragdo em meio aquoso de 6leo de matérias-

primas vegetais (Yusoff et al, 2015).
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Figura 9: Rendimento da extragdo de 6leo de agai em fun¢do de combinagdes das quatro
preparacgdes enzimaticas comerciais.

*A4s letras (de “a” a “f”) iguais entre os ensaios identificam os ensaios que ndo diferem
estatisticamente entre si (p < 0,05)
Fonte: Elaborada pela autora

Os quatros ensaios enzimaticos realizados com as preparagdes enzimaticas de
forma isolada apresentaram resultados médios de rendimento de extragdo de 6leo bem
diferentes, mas todos acima do controle negativo (entre 41,52+4,31% para Celluclast
1,5L e 47,71«£11,72% para a Ultrazym AFP). Um incremento acima de 20% do
rendimento de extragdo em relacdo ao controle negativo ¢ também observado por varios
autores (Abdulkarim et al, 2006; Hanming et al, 2009; Latif et al, 2011; Gai et al, 2013;
Mai et al, 2013; Li et al, 2011). Apesar de usar preparagdes enzimaticas que atuam em
diferentes sitios enzimaticos, os resultados mostram que ndo ha diferenga significativa
entre as quatro preparagdes enzimdticas utilizadas de forma isolada. Conclusdes

semelhantes foram obtidas por outros autores (Mai et al, 2013).

A preparagdo enzimatica que teve destaque no processo de extracdo enzimatica
de 6leo de agai em meio aquoso foi a “Ultrazym AFP”, composta por pectino liase,
celulase e poligalacturonase. Apesar de ndo apresentar um resultado significativamente
diferente em relagdo as outras trés preparagdes enzimaticas, ele apresenta um resultado
significativamente superior ao controle negativo. Resultados semelhantes foram obtidos
por outros autores, os quais trabalharam com outras matérias primas. Hanming et al,
2009, em seus experimentos de extracdo enzimatica de Oleo das sementes de pitaia,

mostraram um melhor rendimento com o uso de pectinase, seguido de protease, celulase
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e a-amylase. Gai et al, 2013, Jiao et al, 2014 e Mai et al, 2013, também mostraram que
a pectinase esta entre as principais enzimas que contribuem para o maior rendimento de
extracdo do Oleo de Isatis indigoga, abdbora e gac, respectivamente, logo apds a
celulase e/ou a protease. Outros trabalhos mostram que a pectinase esta entre as enzimas

de menor influéncia no processo de extracdo de 6leo (Abdulkarim et al, 2006).

A predominancia de uma enzima a outra depende muito da estrutura da matriz
vegetal. No caso do agai, Lopes (2015) também observou que a preparacdo enzimatica
“Ultrazym AFP” foi a mais eficaz para desestruturar a parede celular da polpa de acai
sugerindo que enzimas do tipo pectinase sejam a de maior eficacia neste processo, ja
que a pectina faz parte da parede vegetal desse fruto na parte mais superficial, tendo que

ser rompida para que entdo a hemicelulose possa ser alcancada.

Os resultados de rendimento de extragdo de oOleo relativos aos tratamentos
enzimaticos usando a combinagdo das preparagdes enzimaticas duas a duas apontam
para a importancia da enzima “C”, em conjunto com outras enzimas. Os rendimentos
médios de extragdo dos ensaios enzimaticos “CS”, “CV” e “CU” (60,97%; 56,20%;
55,02%, respectivamente) apresentam-se superiores aos resultados dos demais
tratamentos (VU com 46,81%; VS com 51,33% e US com 44,09%). E importante
ressaltar que os ensaios “VU” e “US” ndo diferem estatisticamente do controle
negativo, sendo, portanto uma combinagdo de preparagdes enzimaticas ndo vantajosas.
Isso pode ser explicado pela auséncia da celulase nessas combinacdes, ja que ¢ uma das
“enzimas de entrada” para romper as ligagdes na parede celular. Interessante notar que
essas combinagdes sdo formadas por exclusivamente por hemicelulases e que no caso da
preparagdo enzimatica “U”, quando usada isoladamente, teve destaque na extra¢do do

oleo de acai.

Esses resultados demonstraram que quando as preparagdes enzimaticas foram
usadas de forma isolada ndo promoveram um rendimento do o6leo tdo eficaz quando
combinadas duas a duas. A mistura de preparagdes enzimaticas tem um efeito positivo
no incremento do rendimento do 6leo de acai, provavelmente por atuarem em diferentes
sitios enzimaticos. Outros autores como Tabtabaei et al., 2013 ¢ Mai et al., 2013
também apontaram para este resultado, nos ensaios de extracdo enzimatica de dleo de

mostarda e gac, respectivamente.

Os resultados de rendimento de extracdo de oOleo relativos aos tratamentos

enzimaticos usando a combina¢do das preparacdes enzimadticas trés a trés apontam
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também para a importancia da enzima “C”, em conjunto com outras enzimas. Assim, o
unico ensaio enzimatico que apresenta um rendimento estatisticamente inferior ¢ “VUS”
(56,57%). Os rendimentos médios de extracdo dos ensaios “CVS”, “CUS” e “CVU” sdo
de 69,49%, 67,62% e 63,78%, respectivamente. O rendimento de extracdo do ensaio
realizado com as quatro enzimas também esta dentro dessa faixa, com um valor médio

de 63,85%.

De acordo com os resultados dos ensaios enzimaticos (fig.9), combinagao de
duas preparagdes enzimaticas seria suficiente para desestruturar a parede celular e
favorecer a extracdo do 6leo. No entanto, ¢ importante salientar que do ponto de vista
pratico, o uso de mais de duas preparacdes enzimaticas facilita muito a recuperagdo do
6leo, além de reduzir o desvio padrdo, facilitando a reprodutibilidade dos resultados.
Assim, além de preparagdes enzimaticas do tipo celulase ¢ hemicelulase, a adi¢do de
uma terceira enzima, prioritariamente de tipo pectinase (“U”) facilita muito a extracdo

de o6leo a nivel industrial (Mai et al., 2013; Rui et al., 2009).

Fazendo uma andlise do desvio padrao, as combinagdes “VUS” e “CVUS” sdo
as que apresentam os menores valores (2,06% e 2,87%, respectivamente), porém, nao
necessariamente maiores rendimentos. Em contrapartida, a combinagao "CVU"
apresenta um valor de desvio padrdao reduzido (3,01%) e um rendimento relevante.
Dessa forma, sugere-se dar continuidade ao trabalho com esta combinacido de trés
preparacdes enzimaticas, as quais atuam preferencialmente nas mesmas faixas de

temperatura e pH.

5.3. Influéncia da concentracao enzimatica total

Em posse dos resultados anteriores, selecionaram-se trés ensaios com bons
rendimentos de extracdo de o6leo, realizados com preparagdes enzimdticas de classe
diferentes.

Os ensaios selecionados foram: “CU”; “CVU” e “CVUS”. Foram realizados novos
ensaios de extracdo enzimdatica empregando uma concentracdo enzimatica total de 1%.
Os resultados de rendimentos de extracao de dleo estdo comparados aos obtidos com

uma concentragdo de 1% para cada preparacdo enzimadtica utilizada (Figura 10).
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Observou-se que quando foi utilizada uma concentragdo enzimatica total de 1%,
houve um decréscimo em torno de 10%, 5,8% e 1,3% no rendimento de extracdo para
os ensaios “CU”, “CVU” e “CVUS”, respectivamente.

Esses resultados sugerem que ao utilizarmos a concentragdo enzimatica total de 1%,
se estava mais distante do valor méximo adequado para cada preparagdo enzimatica
(efeito platd); a concentragdo total de 3% a 4% parece ser a ideal para se atingir um

melhor rendimento do 6leo de acai.
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Figura 10: Influéncia da concentracdo enzimatica (1%/enzima versus 1% total) no
rendimento de extracao do 6leo de agai

Legenda: C: Celluclast; U: Ultrazym, V: Viscozyme; S: Shearzyme
Fonte: Elaborada pela autora
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6. CONCLUSAO

Observou-se que todos os parametros avaliados nos ensaios preliminares - 1. tempo
de decantacdo; 2. tipo de agitacdo; 3. utilizagdo de tratamento térmico; 4.velocidade de
resfriamento - foram relevantes no processo de extracdo do oleo de acai para que a
metodologia pudesse ser padronizada. Os parametros “1” e “2” sdo eficazes no aumento
do rendimento e os parametros “3” e “4” proporcionam a padronizag¢ao nos resultados.

Os resultados dos ensaios enzimaticos demonstram que a combinagdo com mais de
duas preparagdes enzimaticas permitem aumentar significativamente o rendimento de
extragcdo de dleo em relagdo ao controle negativo, realizado sem enzimas. O uso de trés
preparacdes enzimaticas, incluindo uma celulase, uma hemicelulase e uma pectinase,
mostra-se a combina¢do mais pertinente para aumentar o rendimento de extragdo de
oleo e possibilitar a reprodutibilidade dos resultados.

Entre as diferentes combinagdes de preparacdes enzimaticas realizadas, as mais
interessantes sao “CVU” ou “CVUS” com uma concentra¢do enzimatica total de 1% ou

com uma concentracao individual de 1% por preparacdo enzimatica.

7. PERSPECTIVAS

Como continuidade direta do trabalho, seria interessante realizar uma otimizagao da
concentracdo das diferentes preparagdes enzimaticas através do uso de um plano de
mistura.

Estudos posteriores sdo também necessdrios para que sejam avaliados os outros
parametros do processo de extragdo enzimatica em meio aquoso, tais como o bindmio
tempo x temperatura e a velocidade de agitacao.

Para a industria, teria que ser avaliado qual o parametro mais importante: se
acrescentar uma enzima ao processo (“CVUS” - 1% total) ou se aumentar a

concentracdo de cada enzima usada (“CVU” — 1%/cada).
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