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RESUMO

O Oleo essencial d€itrus latifolia Tanaka (limdo Tahiti) possui grande valor
comercial e aplicagbes em diversos tipos de inddstA extracdo enzimética de o6leos
vegetais fixos aumenta o rendimento, consome peuneggia € causa um minimo impacto
ambiental, porém poucos estudos avaliaram o setegmpara a extracdo de éleos essenciais
de plantas aromaticas. Em vista disso, este trakiahe como objetivo contribuir para o
desenvolvimento de uma tecnologia enzimatica pavdracdo do 6leo essencial de cascas de
C. latifolia Tanaka, além de avaliar a percentagem de compbistatvos, como cumarinas,
nos residuos dos processos de extracdo. Para temémm realizados pré-tratamentos
enzimaticos nas cascas, através de um complexdita@its principalmente por celulases,
caracterizado em papel filtro (FPA), e posteridragédo do 6leo por hidrodestilacdo. Nos trés
primeiros experimentos foram avaliados o efeitocdeya enzimatica (5, 7 e 12 FPA/g de
substrato), o efeito do tempo de pré-tratamentaretiico (1, 2 e 3 horas) e o efeito do pré-
tratamento em cascas trituradas sobre o rendineeatoomposicdo do éleo essencial obtido
por 1 hora de hidrodestilagdo. Em outro experimémitavaliada a possibilidade de reducao
no tempo de hidrodestilagdo através do pré-tratimenzimatico, utilizando-se cargas de 5,
7 e 12 FPA/g em cascas trituradas, calculando-sendimento em O6leo durante a
hidrodestilacdo em diferentes intervalos de tenifip {5, 20, 30, 40, 50 e 60 minutos). As

cumarinas foram extraidas com hexano dos residgoglds e solidos das hidrodestilacdes



através de extragdo liquido-liquido e soxhlet, @eBpamente. As analises dos compostos dos
Oleos essenciais e das cumarinas foram feitasrporatografia gasosa (GC) e cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC/MS).

Nos trés primeiros experimentos descritos ndo fararficadas diferengas estatisticas
entre os rendimentos em Oleo das amostras prédmatanzimaticamente e os controles,
demonstrando que o pré-tratamento enzimatico riémalo rendimento em 6leo obtido por 1
hora de hidrodestilagdo. Porém, a andlise dos coempes dos Oleos permitiu observar um
aumento nas propor¢cdes de alguns compostos oxigengik0,05), responsaveis pela
qualidade do aroma. No experimento onde foi avaliad diminuicdo do tempo de
hidrodestilacéo, verificou-se que o pré-tratameotim carga de 5 FPA/g atingiu o rendimento
méximo em torno de 30 minutos do processo de de&tl enquanto que no controle o
rendimento maximo foi em torno de 50 minutos. WB4lido-se a carga de 7 FPA/g, o
rendimento maximo foi atingido em torno de 20 misyto mesmo ocorrendo com a carga de
12 FPA/g, enquanto que no controle foi em tornd@ee 50 minutos, respectivamente. Estes
resultados indicam que o pré-tratamento enzimétemuz o tempo de hidrodestilacao
apresentando vantagens do ponto de vista de cumtogético e de integridade dos
componentes do O6leo, visto a reducdo do tempo ¢®sedo do material vegetal a
temperatura de ebulicdo da &gua, preconizando s&s lpg@ra um processo tecnolégico que
envolve pré-tratamento enzimético associado a tidtidacdo para ser empregado na
obtencao de 6leo essencial@datifolia Tanaka.

Em relagdo as cumarinas, os resultados obtidogarain que a percentagem da
maioria desses compostos ndo foi alterada quandamastras sofreram pré-tratamento
enzimético. Entretanto, propde-se que os resideosdgs pela hidrodestilacdo podem ser

aproveitados e utilizados como fonte de cumarinas.
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ABSTRACT

Citrus latifolia Tanaka (Tahiti lime) essential oil has a high comoma value and a
large application in different industries. The emagic extraction of vegetable oils increases
yields extraction, energy efficient and cause malienvironmental impact, but few studies
have evaluated its use for the extraction of egdamits from aromatic plants. As a result, this
study aimed to contribute to the development ofysratic technology for extraction of
essential oil from peels o€. latifolia Tanaka, and assess the proportion of bioactive
compounds such as coumarins, in wastes extractiocegsesTo do so, it was performed
enzymatic pretreatment of the peels, through a t&snpomposed primarily of cellulases,
characterized in filter paper (FPA), and subseqeaiaction of oil by hydrodistillationin
the first three experiments were evaluated theceffié enzyme loading (5, 7 and 12 FPA/g
substrate), the effect of time of enzymatic pretrest (1, 2 and 3 hours) and the effect of
pretreatment on crushed peels, on yield and coriposaf essential oil obtained by 1 hour
hydrodistillation. In another test, it was evaluated the possibilifyreducing the time
hydrodistillation by enzymatic pretreatment, usingds of 5, 7 and 12 FPA/g of crushed
peels, calculating the oil yield during the hydsidiation at different intervals time (10, 15,
20, 30, 40, 50 and 60 minuteg)he coumarins were extracted from the liquid ankidso
wastes from hydrodistillations with hexane throulgduid-liquid extraction and soxhlet,
respectively. The analysis of the compounds ofrégdeils and coumarins were made by gas

chromatography (GC) and gas chromatography-mass$repeetry (GC / MS).



In the first three experiments described not dteséisdifferences were found between
the oil yields of enzymatically pretreated samp&®l controls, demonstrating that the
enzymatic pretreatment did not affect the oil yielbtained by 1 hour hydrodistillation.
However, the analysis of the oil components alloveedbserve an increase in the proportions
of some oxygenated compounds (p < 0,05), respa@ddl the quality of aroma. In the
experiment where was evaluated the short-timgdrodistillation, it was found that
pretreatment with a load of 5 FPA/g reached theimarm yield of about 30 minutes from the
distillation process, while in the control the ntaxim yield was about 50 minutddsing the
load of 7 FPA/g, the maximum yield was reachedbout 20 minutes, the same happened
with the load of 12 FPA/g, while in the control wa®und 40 and 50 minutes, respectively.
These results indicate that enzymatic pretreatmesitices the time hydrodistillation with
advantages in terms of cost efficiency and intggdtthe oil components, since the reduction
in exposure time of the plant material at a temjpeeaof boiling water, pointing out the
foundation for a technological process that invelemzyme pretreatment associated with
hydrodistillation to be employed in obtaining edsdroil of C. latifolia Tanaka.

For the coumarins, the results indicated that teecemtage of most of these
compounds was not altered when the samples wesgmatizally pretreatedHowever, it is
proposed that the waste generated by hydrodigtilatan be recovered and used as a source

of coumarins.
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1. INTRODUCAO

Os Oleos essenciais mais amplamente utilizadosumaeansao os citricos. Estes 6leos
podem ter um grande valor comercial, como € o cksdleo deCitrus latifolia Tanka
(liméo Tahiti). Possuem varias aplicagfes nas imddsalimenticia, farmacéutica e cosmética
e uma fragrancia altamente estimada em compospgiasaromas e sabores.

De acordo com o Ministério do Desenvolvimento,listda e Comércio Exterior, as
exportacdes brasileiras de O6leo essencial de limlgancaram 264.564 kg em 2009,
correspondendo a um valor de US$(FOB)6.447.740,@3te Oleo pode ser obtido por
diferentes métodos baseados em prensagem, arrasigon hidrodestilacdo, extracdo por
dioxido de carbono (C£)supercritico, extragdo por solventes organicogseemitros, sendo
gue nas industrias de sucos citricos ele é obtimnocsubproduto do processamento dos
frutos através da prensagem a frio, 0 que gerdueside cascas, sementes e liquidos.

Nas cascas dG. latifolia Tanaka encontra-se um 0leo volatil localizado eamdjlilas
presentes no flavedo, constituido por terpenospodc ésteres, aldeidos, entre outros,
enquanto que na fracdo ndo-volatil encontram-seadoas, dentre outros compostos
bioativos. As cumarinas formam uma importante femide metabdlitos secundarios,
representada por diversos compostos com atividadégira presentes em varias espécies

vegetais e com ampla aplicagdo, especialmente dastima farmacéutica. Trabalhos



demonstram sua presencga nos residuos de processodracdo de Oleo essencial, como a
hidrodestilacao, os quais séo, muitas vezes, desjus.

Enquanto se utilizam os métodos descritos anteeoten para extracdo de odleos
essenciais, enzimas hidroliticas vém sendo apkcamen sucesso para a liberacdo de
compostos e 6leos vegetais fixos para fins alimmeataomo etapa anterior aos processos
convencionais de extragcdo, com aumento de rendingediminui¢cdo de energia e do uso de
solventes. Porém, existem poucos dados sobre iimagdto para a extragdo de 6leos volateis
de plantas aromaticas.

O uso de enzimas como um pré-tratamento de obteted@leos vem adquirindo
grande interesse pela industria biotecnoldgicasté sendo preconizado como um processo
que consome pouca energia e causa um minimo dectonpenbiental. Neste contexto, o
presente trabalho objetivou contribuir para o desiimento de uma tecnologia enzimética
que possa ser aplicada para a extracdo de 6leoceds#gas cascas de. latifolia Tanaka,

além de avaliar a percentagem de cumarinas nakiossfierados pela hidrodestilagéo.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A producéo de citricos e seus subprodutos

As frutas citricas estdo entre as mais cultivadasmundo, sendo que o Brasil
responde por um ter¢co da producdo mundial de Eequase 50% do suco fabricado (Bizzo
et al, 2009). O Rio Grande do Sul é um dos estadosléirasi que se destacam na producéo
de limas &cidas e limdes, sendo que a area plaétddaaproximadamente, 700 hectares, com
uma producéo anual de 11,2 mil toneladas e a pwidlade de 16 t H& A principal regido
produtora é a do Vale do Cai, sendo que os muagipao Sebastido do Cai, Pareci Novo,
Bom Principio, Harmonia, Montenegro e Portdo cguoesem a cerca de 80% da area
plantada no estado, de acordo com dados da Er@atet)(

Entre as frutas citricas, o limdo Tahiti, plantaptcal possivelmente originaria do
Taiti, tem apresentado uma significativa ampliag@oseu mercado nos ultimos anos. Em um
estudo feito em 2004, as exportagdes brasilemahkjindo a fruta fresca, suco e éleo essencial
foram de 37 mil toneladas, representando uma eedeitUS$ 25 milhdes. A Europa, com
destaque para Alemanha e Reino Unido, foi o praidiestino, seguida pelo Canada, Paises
Arabes e China (Rigoet al, 2005; Wreget al.,2006).

Aproximadamente dois tercos da quantidade totabldes volateis produzidos no

mundo sdo obtidos de pequenas plantas perenesy gqardo génercitrus responde pela



metade desse volume, e o terco restante da prodogéadial provém de plantas herbaceas
cultivadas. O Brasil aparece entre 0s principaisgsaprodutores dos Oleos essenciais de
laranja, limdo, lima e outros citricos e se en@néntre os grandes exportadores
internacionais (Verlet, 1993; Bizas al, 2009).

No periodo de janeiro de 2005 a outubro de 200p@rtacdo de Oleos essenciais
citricos realizada pelo Brasil foi de 287.759 fyd® 0 6leo de laranja responsével por 86%
desse montante, com um valor aproximado de US$ 3Aguido pelo 6leo de limdo, que
correspondeu a 8% (Bizat al, 2009).

Os 0Oleos essenciais citricos sdo os mais utilizamosnundo inteiro e encontram
crescente uso nas industrias de aromas devido faiagmancia ser altamente apreciada como
adjuvante em inimeras composi¢oes para aroma®eesabstes geralmente sdo subprodutos
das industrias de sucos, obtidos a partir da pgemsalas cascas ou frutas, em um processo
que ocorre paralelamente a obtencdo do suco. Alépedumaria, também séo utilizados na
area farmacéutica em geral, em materiais de limpeza inddstria de alimentos, como em
balas e bebidas (Stuatal, 2000; Silva-Santost al, 2006; Bousbi&t al, 2009).

O Oleo essencial de limao Tahiti possui uma gravaliedade de compostos de
interesse para as industrias quimicas, farmacéutiaie alimentos. Consequentemente é um
6leo de maior valor comercial quando comparado,egemplo, ao 6leo de laranja. O valor
elevado do 6leo essencial de limdo Tahiti justifiogestimentos na utilizacdo de tecnologias
que possam aumentar os rendimentos de extracda penda de qualidade do 6leo (Grings,
2004).

As industrias de sucos citricos, além de gerar redojpos que sao utilizados no
comércio, também produzem grandes quantidades slducs como cascas e sementes.
Atualmente, parte desses residuos é utilizada papoducdo de racdo animal ou de

fertilizantes, porém o custo de secagem e traresjgouim fator economicamente limitante e a



porcao descartada no meio ambiente representa oifepra ambiental crescente (Rexta
al., 2005; Mendoncat al, 2006).

Residuos liquidos, que incluem os residuos da iprégtracdo do suco, da lavagem
da casca durante a prensagem e das centrifugadiemdas para separar o 6leo essencial,
também sdo gerados e acabam sendo descartadoslifssiws e sélidos residuais tém sido
estudados e podem ser fontes de substancias hmativmo pectina, limoneno, flavondides,
cumarinas, entre outros (Paresthal, 1986; Collet al.,1998).

Os dleos essenciais extraidos por hidrodestilagétofdo de extragdo mais utilizado
em escala laboratorial) também geram residuosdidgue solidos que muitas vezes sao
descartados e que podem ser fontes de compostigedesse. Ja foram identificados, na
casca residual de citricos e outras plantas e nm adilizada para o processo de
hidrodestilacdo, compostos bioativos como flavoesid cumarinas que podem ser isolados
para estudos, possuindo utilizagcdo como padrédatematorios de pesquisa e aplicacdes por

industrias farmacéuticas (Benincagal, 1990; Miyakeet al, 1999; Sguissardit al, 2006).

2.2 Oleos essenciais citricos

Os constituintes quimicos encontrados nos vegs&assintetizados e degradados por
inUmeras reacfes anabdlicas e catabdlicas que esmpdnetabolismo das plantas. Para se
defender de agressfes externas, as plantas dessawoimecanismos quimicos e produzem
substancias conhecidas como metabdlisesundarios. Embora ndo essenciais para o
crescimento da planta, esses metabdlitos atraameresse de farmacologistas na busca de
novos compostos bioativos (McReteal, 2007).

Como pode ser observado na Figura 1, a origem eétabdlitos secundarios pode ser

resumida a partir do metabolismo da glicose, vies diatermediarios principais, o acido



chiquimico e o acetato. O primeiro origina os aragidos aromaticos precursores da maioria

dos metabdlitos secundérios aromaticos (Santo4,)200

Figura 1. Ciclo biossintético dos metabdlitos seléuins (adaptado de Rocha, 2006).

Os Oleos essenciais sdo misturas complexas de stwspgue se originam do
metabolismo secundario e sdo proprios de variascespvegetais. Quimicamente, a grande
maioria dos 6leos essenciais é constituida deatlrs/de terpendides ou de fenilpropandides
(Bruneton, 1991; Simdes & Spitzer, 2001).

Na composicao quimica de 6leos essenciais encosgamdrocarbonetos terpénicos,
alcoois simples e terpénicos, aldeidos, cetonamjide éteres, 6xidos, peroxidos, acidos
organicos, lactonas, compostos com enxofre e caagrique apresentam-se em diferentes
concentracfes de acordo com a origem vegetal (Siga@&pitzer, 2001).

Genericamente, a constituicdo quimica dos 6le@neiss de frutas citricas pode ser

dividida em hidrocarbonetos terpénicos e terpenxigenados. Compostos cumarinicos



geralmente se encontram na fragdo nao-volatil ddenmh vegetal, embora algumas
cumarinas possam apresentar certa volatilidadease@gr junto a composicao do 6leo. O
hidrocarboneto terpénico d-limoneno é o constituiptincipal, sendo que as diferencas na
composicao entre as espécies de citricos sao manditgtivas do que qualitativas. Embora o
limoneno seja 0 composto majoritario, séo os terp@xigenados que contribuem com maior
intensidade para o aroma dos 0Oleos e, geralmgrdee@Em em menores quantidades, como
linalol, nerol, neral, acetato de linalina, entngtros (Yabiku & Lara, 1986; Huet, 1991;
Grings, 2004).

Os 6leos essenciais, de uma forma geral, apresamtarronjunto de propriedades,
entre as quais destacam-se a elevada volatilidgadesolubilidade em agua e a solubilidade
em solventes organicos, 0 que permite caractesizdd promover a sua separacao.
Apresentam-se geralmente como liquidos oleosomeuoo aroma intenso (Costa, 1994).

Constituem-se ainda em importantes matérias-prjpags as industrias farmacéutica,
alimenticia, perfumaria, cosmética, organica filmotecnologia e para a pratica de
aromaterapia. Seus derivados também podem seradt na fabricacdo de sorvetes,
gelatinas, gomas de mascar, sabdes, detergengsidas, fungicidas, entre outros (Bhat,
1995; Price & Price, 2006). Oleos de lim&o, berg@nmandarina, tangerina e laranja estio
entre as composi¢des citricas mais vendidas no onpauch a perfumaria (Moraes, 2007).

A sintese e 0 acumulo de Oleos essenciais geranestdio associados a presenca de
estruturas histoldgicas especializadas. No cadondm e outros citricos, o 6leo esta presente
em glandulas localizadas no flavedo, regido qustdano epicarpo dos frutos citricos onde
também estdo presentes os carotendides que difereas cores das cascas da cada espécie

(Bruneton, 1991; Filhet al.,2005; Bousbiat al, 2009).



2.3 Aspectos gerais da espédiitrus latifolia Tanaka

Os frutos citricos pertencem a famiRaitaceaee a maioria das espécies provém da
Asia, em regides compreendidas entre a india elessel do Himalaia (Trucom, 2009). O no-
“limdo” € comumente utilizado para indicar frutairicas &cidas que inclui os limdes
verdadeiros Citrus limon)e as limas &cidas, com destaque para as cultiGalego(Citrus
aurantifolia Swingle) e Tahiti Citrus latifolia Tanaka), esta ultima conhecida como “liméo
Tahiti” (Wregeet al.,2006).

O liméo Tahiti € um hibrido da lima-da-pérsia cotimtio-cravo (conhecido também
como limao-bergamota ou limao-rosa), motivo pelalqecebe também o nome de lima
acida. O fruto é robusto, arredondado ou oval, eooasca lisa ou ligeiramente rugosa, de
coloracéo verde e polpa esbranquicada, suculedeaqualidade menos &cida. As sementes
sdo ausentes nesta variedade, que é propagadavpmti® tendo como porta-enxerto o
limdo-cravo. Mais adaptado ao clima tropical, acile sol e umidade para gerar frutos
robustos, dispensando frequentemente o uso dedammg (Trucom, 2009).

Esta cultivar € a de maior valor comercial no Brasndo excelente potencial de
exportacdo. O seu valor de mercado, principalmeatéuropa, esta relacionado a auséncia de
sementes, cor e aroma exoticos. Apresenta capactkagroducdo durante todo o ano, pois
embora seja mais produtivo de dezembro a maio,npddever outras temporadas em funcéo
das condi¢cdes de temperatura e da disponibilidedégdia (Trucom, 2009; Wregd al.,
2006). Devido a essas caracteristicas e outrdsgéritas, e por haver menos estudos com

esta espécie, o limdo Tahiti foi escolhido pareadizacdo deste trabalho.



2.4 Estrutura e farmacologia das cumarinas

Assim como 0s 06leos essenciais, as cumarinas tarfdem parte do metabolismo
secundario de varias plantas. Elas correspondem grupo muito amplo de substancias com
diversas atividades farmacoldgicas, presentes emsv@spécies vegetais, incluindo a familia
Rutaceageda qual fazem parte os frutos citricos.

As cumarinas constituem uma classe de compostossexgada por derivados de 2H-
1-benzopiran-2-ona (cumarina), sendo este o ram@e®e mais simples. Estruturalmente
estes compostos sdo lactonas do aetd@roxi-cindmico que consistem na juncdo dos anéis
benzeno e pirona (Egaet al., 1990; Ojala, 2001). S&o frequentemente encontrados
plantas dagamilias Rutaceae, Apiaceae, Fabaceae, HyppocastamaAsteraceae, Oleaceae,
Moraceae e Thymeleaceae (Siméeal.,2001; Lozhkin & Sakanyan, 2006).

As cumarinas podem ser encontradas em combinagdglémsideos (Ojala, 2001) e
podem ser divididas em varios grupos de acordolamrhkin & Sakanyan (2006) (Tabela 1).

Sao encontrados ainda os grupos piranocumarinagneotumarinas, 0s quais
possuem um anel pirano ou anéis benzénicos, respaente, junto ao nucleo principal; e
estruturas mais complexas que envolvem o sistemmartnico responsaveis por diferentes
atividades bioldgicas, como antibiética e estrogggnsendo que algumas podem ser toxicas.
Exemplos de estruturas mais complexas sdo os camesstnovobiocina, aflatoxinas, entre
outros. (Lozhkin & Sakanyan, 2006).

Outro substituinte frequentemente encontrado nasagoas simples (cumarinas
hidroxiladas, metoxiladas ou alquiladas e seussgiiteos) é o grupo isoprenila (com 5 ou 10
carbonos). A cadeia isoprenilica, por ser muittiveapode ser epoxidada, monohidroxilada,
dihidroxilada, etc., aumentando muito o niumesoestruturas descritas para as cumarinas. A

cadeia isoprenilica também pode ser encontradauerar;mas mais complexas como as poli-



Tabela 1.Classificacdo de compostos cumarinicos de aconsoL@zhkin & Sakanyan (2006).

Cumarina (sem substituicdes):

- T

L
L xc},-* *-::?D

Cumarina

Cumarinas simples substituidas:

Radicais hidroxila ou metoxila no anel benzeno

0

Ex.: umbeliferona: R= H, R = OH; esculetina: R=
R? = OH; escopoletina: R= OCH;, R* = OH.

Radicais hidroxila ou metoxila no anel pirona Epatfordina

Hidroxi- ou metoxi-cumarinas alquiladas

Furanocumarinas (anel furano junto ao nicleo curitaxy:

Psoraleno e derivados (anel furano na forma linear |

Ex.: psoraleno: R= H, R = H; xantotoxina: R= H,
R?> = OCH, ; bergapteno: R= OCH, R = H;
isopimpinelina: R= OCH;, R = OCH;;
imperatorina: R= H, R = OCHCHC(CH;),.

Angelicina e derivados (anel furano na forma amyula

Angelicina

ciclicas (Brunetort al, 1991).
As cumarinas possuem varias atividades biologmas dependem de suas estrutu-
ras. Algumas propriedades farmacolégicas de deyszadumarinicos incluem: acao

anticoagulante, vasodilatadora, sedativa, analggaittihelmintica, antipirética e anti-
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inflamatoria (O’kennedy & Thornes, 1997). Furanoamimas possuem atividades
fotossensibilizantes e espasmoliticas e, assim calgomas cumarinas simples, podem
apresentar efeitos bacteriostatico e antimicotidocumestrol e compostos relacionados
possuem propriedades estrogénicas. Alguns derivadosarinicos naturais e sintéticos
exibem atividade anti-HIV (Lozhkin & Sakanyan, 2D06

Compostos cumarinicos tém sido isolados de mugpéaes pertencentes a familia
Rutaceae.Nas plantas citricas, a maioria desses compostosdsrivados das estruturas
bésicas cumarina e psoraleno. A literatura mostpaeaenca de varios desses compostos,
tanto nos frutos citricos em geral, quanto nosrdogtipos de limdes. Exemplos de derivados
da cumarina encontrados no liméo sdo as cumarimgées substituidas, como limettin (5,7-
dimetoxicumarina), 5-geranoxi-7-metoxicumarina enkein (7-metoxicumarina). Entre os
derivados do psoraleno encontrados no limao esté@rgapteno (5-metoxipsoraleno) e
isopimpinellin (5,8-dimetoxipsoraleno) (Stanley &rd, 1971; Chouchi & Barth, 1994; Dugo
et al, 1997; Miyakeet al, 1999; Dugcet al, 2000).

Myake et al(1999) isolaram trés cumarinas presentes na castiando capazes de
inibir um promotor tumoral induzido pelo virus EgistBarr. Elas foram identificadas como
8-geraniloxipsoraleno, 5-geraniloxipsoraleno (bergtin) e 5-geraniloxi-7-metoxicumarina.
No trabalho de Ziegler & Spiteller (1992) foram néiécadas 29 estruturas diferentes na
fracdo cumarinica do 6leo essencialGiteus limon(lim&o siciliano) obtido por prensagem a
frio, através de cromatografia liquida de alta qenfance (HPLC), cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas (GC/MS) enégssa magnética nuclear (RMN),
sendo que dessas, onze nao eram ainda conhecmasoastituintes da casca do liméo.

As cumarinas simples também séo largamente utdizad indUstria cosmética devido
a sua forte fragrancia. S&o usadas para adocicfirae perfumes e também como

aromatizantes na industria alimenticia (Ojala, 20Q@uanto as propriedades farmacolégicas
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da cumarina (1,2-benzopirona), foram demonstratieisiales antitumorais em cancer renal
e melanoma, embora estudos também relatem hepatdéme em ratos e agéo carcinogénica
em doses altas e cronicas (Lozhkin & Sakanyan, 2006 acordo com um estudo
toxicologico, a hepatotoxicidade da cumarina ébatda & formacdo de um metabdlito
intermediario epoxidado (3,4-epdxido cumarina) mat®s. Embora seja hepatotdxica em
ratos, em outras espécies, como camundongos edrapstcumarina nao tem esse efeito.
Além disso, em humanos a cumarina é hidroxilada cacdbono 7, formando a 7-
hidroxicumarina, um metabdlito considerado naoédxi demonstrando que a
hepatotoxicidade depende da via metabdlica, d&ddate dos intermediarios formados e da
concentragcdo do composto no organismo (Vaseakd, 2004).

As furanocumarinas lineares, conhecidas como psua) tém sido usadas interna e
externamente para promover a pigmentacdo da péta, do tratamento fotoquimioterapico
da psoriase. O 8-metoxipsoraleno é usado na madieira facilitar a repigmentacédo da pele
em pacientes com vitiligo (Monteiret al, 2002). Apesar disso, seu uso terapéutico parece
estar relacionado a incidéncia crescente de calecpele, o que lhes confere toxicidade. Por
isso, sua utilizagdo necessita de uma avaliacéo-bisneficio rigorosa (Simdesal, 2001).

Um trabalho sobre as atividades citotoxicas e kufiptarias da arrudaRqta
graveolens) demonstrou o efeito citotoxico da cumarina isopimalin contra células
humanas de carcinomas epidermoide oral, pulmorggncearcinoma e hepatoma. As
furanocumarinas psoraleno, chalepensina e clansirgpresentaram atividade inibitria da
agregacao plaquetéria (Véual, 2003).

Outras aplica¢des ainda dos compostos cumarinmbsem o uso em produtos de

limpeza e indicadores fluorescentes (Egtal.,1990; Simdegt al.,2001).
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2.5 Métodos de extracao e identificacdo de dleassenciais e cumarinas

2.5.1 Extracao e identificacdo de compostos presentes nalgos essenciais

Os principais métodos utilizados para a obtencadlelm essencial das plantas séo a
destilacdo com agua (hidrodestilagédo), o arrastpar, a extracdo com solventes organicos,
a extracao por C{Osupercritico e a prensagem a frio (Santos, 20@inanaka, 2005).

O processo de hidrodestilag&o utiliza o princigcedaporar uma mistura de vapor de
agua e componentes volateis presentes no matergdtal, por meio do aparelho de
Clevenger (Figura 2) (Lorenzi al, 2000). E o método mais comum para a extracédeds 6
essenciais em bancada, porém, embora ndo se stilizentes organicos, existe o risco de
hidrolise de alguns componentes devido a alta teatyr@ utilizada (Costa, 1994).

Outros métodos que usam o vapor de agua, comasteda vapor, Sao mais utilizados
pelas industrias de Oleos essenciais em geraldaevisua simplicidade e economia. Em
relacdo a composicado quimica da esséncia, sacoshtmmpostos mais volateis em curtos
tempos de extracao; por outro lado, extracdes pralsngadas podem apresentar compostos
nao-apreciaveis (Serafiat al.,2002).

Ja foi experimentalmente provado que o ,C€upercritico pode oferecer uma
alternativa eficiente aos solventes organicos aacigeais para a extracdo de substancias
bioativas de plantas, porém apresenta um custialidie instalacdo superior a outros métodos
(Kerrola & Kallio, 1994; Choet al, 1998).

Para as frutas citricas, a prensagem a frio dasagas dos frutos é o método mais

utilizado pelas industrias produtoras de sucogofire a obtencdo do 6leo essencial ocorre de
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Figura 2. Representacdo do aparelho de Clevenger

conectado a um baldo, sendo que este, no processo d
hidrodestilagédo, é acoplado a uma manta de aquetme

(adaptado de Silvet al, 2005).

forma paralela ao suco. O fruto é prensado em unatex e as bolsas de 6leo da casca se
rompem. Anéis em volta dos copos da extratora jogéms de agua que removem o 0leo que
esta na casca. Forma-se uma emulséo agua-o6leoo dele € removido através de processos
de centrifugacéo (Yamanaka, 2005).

O controle de qualidade dos Oleos essenciais dgapelos diferentes métodos
apresentados pode ser feito por técnicas croméiagautilizadas para identificacdo e
separacdo dos componentes. Dentre elas, a crom@ogm camada delgada (CCD), a
cromatografia gasosa (GC) e a GC/MS sao os proesdias mais utilizados (Costa, 1994). A
GC/MS permite a separacao dos compostos e formeaespectro de massas para cada pico,
indicando a massa molecular que informa a classilolstancia e o padrao de fragmentacao,
que pode ser comparado com espectros de massatosa@th bibliotecas computadorizadas
para identificacdo (Simoeg al, 2001).

Visto o grande potencial de emprego de 0Oleos emsertitricos, Ferhatt al. (2006)
propuseram um aperfeicoamento no processo de lkshiaddo para obtencdo de dleo

essencial deCitrus sinensid.. Osbeck(laranja) utilizando micro-ondas para a geracédo de
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calor, visando a diminuicdo dos custos energéticos. Aodubbgia foi denominada
“Microwave Accelerated Distillation” (MAD). Segund os autores, enquanto a
hidrodestilacdo requer um tempo de 30 minutos paguecimento de 2 litros de 4gua e 200g
de casca de laranja, seguido pelo processo ddagéastipor mais 150 minutos, o método
MAD requer apenas 3 minutos para 0 aguecimentogila & mais 27 minutos para a
destilacdo do 6leo essencial. A energia requeada o processo MAD foi de 0,25 kWh e da
hidrodestilagdo com o aparelho Clevenger conveatifam de 4,33 kWh. Adicionalmente, o
processo MAD mostrou maior rendimento e maioresetede compostos oxigenados.

Recentemente, Rezzoug & Louka (2009) propuseranpnacesso para liberagcdo do
Oleo essencial de cascas de laranja denominadtaritameous Controlled Pressure Drop”
(DIC), método ja patenteado, baseado no aquecindmtmaterial vegetal a alta pressao
seguido de descompressdao a vacuo, como tratamatdgoa a técnica convencional de
arraste a vapor. Segundo 0s autores, enquantagansjuerida para o arraste a vapor (que
levou um tempo de 90 a 100 minutos) foi de 0,13 ig\ke 6leo obtido, para o processo
empregando DIC a energia requerida foi de 0,014/g\W& 6leo obtido, visto que o tempo de
evaporacao foi reduzido para 4 minutos.

Também tém sido estudados outros métodos de extgagiivisam a reducdo no uso
de solventes e energia, como extracao por ultragsextracdo enzimatica voltada para a area

de alimentos, a qual sera detalhada logo adianteb@tiset al.,2006; Bousbiat al, 2009).

2.5.2 Extracao e identificagdo de cumarinas

Compostos cumarinicos sédo usualmente extraidos smwentes organicos como

etanol, metanol, benzeno, cloroférmio, éter dmgilou de petréleo, ou suas combinacdes

(Lozhkin & Sakanyan, 2006). Embora as formas hetdicas sejam mais ou menos sollveis
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em agua (Bruneton, 1991), cumarinas glicosiladaseemo as formas livres podem ser
extraidas também com este solvente (Bourgahuadl, 1993).

Para a purificagdo de compostos cumarinicos podgnutgizadas as propriedades
quimicas das lactonas: abertura da lactona e $imhgfio em meio alcalino, seguida de
ciclizagdo em meio acido. Este método pode levanualancas na estrutura inicial da
cumarina (Lozhkin & Sakanyan, 2006).

Muitos métodos ja foram descritos para a identificade cumarinas, incluindo CCD,
ultravioleta (UV), HPLC, GC/MS, entre outros (Waeigal.,2007).

As cumarinas apresentam um espectro UV caracteristependente da natureza e da
posicdo dos substituintes, que se modifica profonesiie em meio alcalino. Na luz
ultravioleta, as cumarinas apresentam fluorescérariavel de azul a amarelo e a vermelho,
exaltada em presenca de amoniaco. O reconhecimest&s compostos se realiza facilmente

por CCD revelada em UV (Wagner & Bladt, 1996).

2.5.3 Tecnologia de extracdo enzimética

A utllizagdo de enzimas no processamento de almsertem sido bastante
preconizada, com o objetivo de aumentar o rendiondas produtos e eliminar condigbes
prejudiciais. O uso de enzimas na extracdo ded#esementes ou frutos tem sido revisado
recentemente (Hanmaoungiet al., 2001; Moreauet al., 2004; Santos & Ferrari, 2005;
Zhanget al.,2007). Esse processo envolve o tratamento do rakhtemtendo o 6leo com
enzimas que degradam a parede celular, com o \abjee extrair o 6leo e outros
componentes. A técnica possibilita melhores comdic@e processamento, pois a

temperatura de extracdo € relativamente baixaerggouco investimento financeiro e de
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energia e ndo ha utilizacdo de solventes orgaiiiRosenthakt al.,1996; Hanmaoungiagt
al., 2001).

Métodos de extracdo aquosa enzimatica foram dels#émhy® para substituir a
extracdo de Oleos vegetais com hexano, sendo quxtes;des obtidas com o uso de
enzimas produziram maiores rendimentos em 6leo emparacdo com outros métodos
(Rosenthakt al.,1996; Hanmaoungiat al.,2001). Uma pesquisa com grao de milho, onde
avaliou-se a utilizacdo de véarias enzimas comer@ara extracdo aquosa enzimatica do
Oleo, apresentou rendimentos em oOleo de até 80fpantio-se trés diferentes celulases
comerciais, enquanto que os rendimentos quandsedtdizaram enzimas foi de cerca de
27% (Moreatet al.,2004).

A tecnologia enzimética tem sido desenvolvida parextracdo de 6leos fixos de
varios vegetais e frutos utilizados na indutriamaliticia (Rosenthakt al., 1996;
Hanmaoungiaet al.,2001; Moreatet al.,2004; Santos & Ferrari, 2005; Zhaepal.,2007),
no entanto, poucos estudos se tém feito na arghadeas arométicas para a extragdo de
Oleos essenciais que podem possuir diversas aptisagDentre os poucos trabalhos
realizados com 6leos essenciais, encontra-se alcestobre extragcdo enziméatica para a
obtencdo do 6leo da casca de mandar@ius reticulatg, realizado por Mishrat al.
(2005), o qual apresentou médias de rendimentolemndaiores nas amostras pré-tratadas
com enzimas. As amostras que néo foram tratadasoammas produziram um rendimento
em Oleo de 4,53 a 4,93%, enquanto que as que pasgaglo tratamento enzimatico
alcancaram uma meédia de rendimento de5d8€%. Nesta pesquisa foram utilizadas trés
concentracbes diferentes de xilanases (tipo maisugo de hemicelulase) para o pré-
tratamento enzimético e, em seguida, realizou-seexttagcdo do Oleo através de
hidrodestilacdo. Os resultados foram comparados aoamostra controle, da qual foi

extraido o 6leo através de hidrodestilacdo seranranto com enzimas.
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As enzimas atuam principalmente na parede celutgetal que € composta por
celulose, hemicelulose, lignina, proteinas e sulb&é pécticas, sendo que a celulose é o
principal componente estrutural, composta de unssatarideo formado por unidades de
D-glicose (D-glicopiranose) unidas por ligacbescagidicas do tipd3-(1-4) (Martins,
2005).

O complexo celulasico produzido por fungos filanosps é formado por trés
componentes enzimaticos majoritarios: as endoghsEm) as exoglucanases
(celobiohidrolases) e g&glicosidases. Com o sinergismo destes componemtesulose €
degradada da seguinte maneira: as celobiohidrolaggsn como exoenzimas (na
extremidade das cadeias), liberando celobiose aghs&leo); as endoglucanases agem
randomicamente ao longo da cadeia produzindo nosities de ataque para as
exoglucanases; e fisglicosidases completam o processo através dalisielida celobiose e
outros oligossacarideos a glicose (Figura 3) (Med\a, 1998).

Para a utilizacdo de complexos enzimaticos, é sadesrealizar a caracterizacdo da
atividade das enzimas com a selecdo de substrafmeciBcos. Em muitos estudos,
substratos modelos sao utilizados para facilitdifexenciacdo entre atividades enzimaticas,
como endo, ou exoglucanasicas feglicosidasica (Martins, 2005).

O papel filtro é um substrato tradicionalmenteizdillo em pesquisas de celulases. As
fibras de celulose que constituem o papel tém wstratara complexa e, para a sua hidrélise
substancial, € necessario um sistema celulasico pletan (celobiohidrolases e
endoglucanases). O papel filtro é recomendado @etaissao de Biotecnologia da IUPAC
para a avaliagdo da atividade celulasica totalrdesistema celulasico (Medwt al, 1998;
Ghose, 1987).

Entre os microorganismos que secretam enzimas lticlks, os fungos do género

Penicilliumtém apresentado propriedades interessantes enacagap a outras fontes des-
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Figura 3. Demonstracdo da acdo das enzimas sobmmlécula de celulose: (a)
endoglucanases; (b) celobiohidrolases ou exoglseasna(c) sinergismo das fracdes

enzimaticas e (d}-glicosidases (adaptado de Bisaria & Ghose, 1981)

sas enzimas, principalmente no que diz respeitstabadiicdo quantitativa dos componentes
enzimaticos no complexo celulasico, a exemplo Rloechinulatumque € uma espécie que

tem apresentado titulo enzimatico elevado, em derrde atividade celulasica total

(Camassolat al, 2004).

Como foi observado no presente capitulo, os Oe=ss®NCciais citricos apresentam
grande interesse comercial, em vista das suaspiasltaplicacdes. Entretanto, os processos
de obtencdo desses 6leos ainda estdo baseadogssitapte em prensagem ou arraste a
vapor, com poucos estudos onde enzimas hidrolijcesam ser empregadas para sua
extracdo, ao contrario do que se observa nos Eoseke extracdo de Oleos vegetais para fins

alimentares, em que a tecnologia enziméatica jaseamlo empregada com sucesso.
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Embora o processo de extracdo de oOleos citricis engpregado seja a prensagem, a
aplicacao de hidrolases, principalmente celulasespicarpo ou flavedo, regido onde estao
localizadas as glandulas acumuladoras do 6leo @akqroderia aumentar os rendimentos de
extracdo pela acdo das enzimas nas paredes celulara alternativa para verificar esta
hipotese seria tratar cascas de citricos e, postente, verificar a liberacdo de Oleo através

de sua evaporagéo por meio da hidrodestilag&o.
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3. OBJETIVOS

3.1ODbjetivo geral

Contribuir para o desenvolvimento de uma tecnolegizimatica para a extracdo de
Oleo essencial de casca@igrus latifolia Tanaka e sugerir o aproveitamento dos residuos dos

processos de extracdo como fonte de cumarinas

3.2 Objetivos especificos

» Verificar o efeito do pré-tratamento enzimético mesdimentos de extracdo do
Oleo essencial da casca@erus latifolia Tanaka pela hidrodestilacdo, utilizando
complexo enzimatico hidrolitico com variacdo naggaa enzimaticas, no tempo
de pré-tratamento enzimatico e no tempo de hidtibaigio;

* Analisar os compostos encontrados no 6leo essedaialasca de&. latifolia
Tanaka por meio de cromatografia gasosa e espesttiantle massas e avaliar
suas propor¢des conforme o tratamento enzimatiktzagio;

* lIdentificar os compostos cumarinicos encontradoss neesiduos das

hidrodestilacdes por meio de cromatografia gas@spectrometria de massas.



Verificar o efeito do pré-tratamento enzimético maspor¢des dos compostos

cumarinicos presentes nos residuos das hidrodéstiia
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Material vegetal

Foram utilizadas cascas frescas Qerus latifolia Tanaka (lim&o Tahiti)
provenientes d8ao Sebastido do Cai, colhidos em diferentes éplmcaso.Para cada
ensaio foram utilizadas novas amostras de limaaljzeado-se, portanto, um novo

controle em cada experimento.

4.2 Caldo enzimético

O caldo enzimético utilizado foi constituido por womplexo de enzimas,

principalmente celulases, produzidas geenicillium echinulatum fornecido pelo

laboratério de Enzimas e Biomassas do Institut@idéecnologia da Universidade de

Caxias do Sul.

4.3 Determinagéo da atividade enziméatica do calddilizado

A atividade enzimética do caldo utilizado nas edes foi caracterizada em

papel filtro (atividade em papel filtro ou FPA) pa determinacdo da atividade celula-



sica total, conforme metodologia descrita por @Ha987).

Em um tubo de ensaio, foram adicionados 0,5mL dastra enzimética ou de
diluicbes apropriadas para obtencdo de valorescdeaees redutores liberados do
substratoem torno de 2 mg.mte 1mL de tamp&o citrato 0,05 M pH 4,8. Os tubos
foram colocados em banho-maria 4&@urante 10 minutos, com a finalidade de elevar
a temperatura do meio contendo a enzima até aesopetatura ideal de hic
Foram adicionados, a cada tubo, 50 mg de papel fithatmam® 1 em tiras de 1 cm X
6 cm, mantendo-os por 60 minutos em banho-mari@@. &£m seguida, a reacao foi
interrompida com a adicdo de 3 mL da solu¢cdo dgemta DNS (4cido di-nitro
salicilico) e os tubos foram colocados em banhoava 106C por 5 minutos. Apds
resfriamento na temperatura ambiente, foram adicios 8 mL de agua destilada e a
absorbancia das preparagdes foi medida em esp#otradtro a 545 nm. As cargas de
FPA presentes nas amostras foram determinadagsitdes curva padrdo construida
com solucdes de glicose em concentracdes de Q;@NM,25; 0,5; 1; 1,5 e 2 mg.mML
por meio de regressao linear. Uma unidade foi @ificomo sendo a quantidade de

enzima necessaria para a liberacdo gmal de glicose por minuto por mL de reacéo.

4.4 Pré-tratamento enzimatico das cascas @ttrus latifolia Tanaka

Para as extracOes de Oleo essencial, foram fertbsrgiamentos enzimaticos
utilizando-se diferentes cargas enzimaticas (FPrAgpama de substrato), seguidos por
hidrodestilacdo. As cargas enzimaticas utilizadaanfi escolhidas de acordo com a
aplicacdo de enzimas em processos de hidrolisé detacelulose, onde a carga
recomendada para esta finalidade € de 15FPA/g éRwl.,1984). O pré-tratamento

enzimatico foi baseado no método descrito por Mishal. (2005), com alteracoes.
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Pesou-se 100g de casca fresca (substrato) de uostrarde limdes, as quais se
adicionou o volume de caldo enzimatico correspotedanuma determinada carga de
FPA/g de substrato (que variou conforme o ensaadizeelo) em um baldo de 2L.
Completou-se o volume para 1L com tampéo citrateddgo 50mmol (pH 4,8). O baldo
vedado foi submetido a %D em banho-maria, com agitacédo leve, por 1 hor@sAp
término do tratamento, o baldo foi resfriado cono geara interromper a atividade
enzimética. Todo esse volume foi utilizado parategpa de hidrodestilacdo. Para os
controles, o procedimento foi realizado sob as nagstondi¢des, porém, adicionando-
se apenas 1L de tampao ao material vegetal, sedl@ enzimatico.

Em todas as andlises foram mantidas as mesmas;6esdie pH, temperatura e

resfriamento da amostra para interrupcéo das eszima

4.5 Extragéo do 6leo essencial por hidrodestilagéo

O d6leo essencial das amostras submetidas ao paéigato enzimatico e do

controle foi extraido por hidrodestilagdo durantdadka em aparelho Clevenger, de

acordo com método descrito por Mechkovski & Ake(@892).

4.6 Estudos do efeito da carga enzimatica, do temple pré-tratamento e da

trituracdo da casca no rendimento da hidrodestilagd e composicdo do Oleo

essencial

4.6.1 Estudo do efeito da carga enziméatica

Foram realizados pré-tratamentos enzimaticodpome metodologia descrita
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anteriormente, utilizando-se cargas de 5, 7 e 1&/¢;Palém do controle, sobre as
cascas frescas de lim&o nao trituradas e postadovdestilacdo para cada amostra. O
rendimento em Oleo e a propor¢gdo dos componentesldos obtidos foram avaliados.
Os residuos liquidos (liquido extrator constitupddo caldo enzimatico e pelo
tampdo ou sO pelo tampé&o, no caso do controledgerpela hidrodestilacdo foram
congelados e os residuos solidos (casca) foramidoarem estufa a 40 por 10 dias,

para posterior extragdo de cumarinas.

4.6.2 Estudo do efeito do tempo de pré-tratamentameimatico

Foram realizados pré-tratamentos enzimaticos smbiascas frescas de liméo,
nao trituradas, utilizando-se uma carga de 7 FRAUg controle, variando-se o tempo
de contato entre o material vegetal e o caldo eftiion no banho-maria. Foram feitos
experimentos com 1, 2 e 3 horas de pré-tratamApids o tratamento de cada amostra,
realizou-se a hidrodestilacdo. O rendimento em élagroporcdo dos componentes dos
Oleos obtidos foram avaliados.

Os residuos liquidos e sdlidos gerados pela hidtitaigho de cada amostra
desta andlise foram armazenados da mesma formdtalest subitem anterior, para

posterior extracao de cumarinas.

4.6.3 Estudo do efeito do pré-tratamento enzimaticsobre a casca triturada

Nesta analise foram utilizadas cascas frescasyd®]ique foram trituradas em

liquidificador por um minuto junto com a solucdanfzdo utilizada para o pré-

tratamento enzimético. Em seguida, realizou-seatartrento enziméatico nas mesmas
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condicdes ja descritas, utilizando-se uma cargafleA/g e um controle, com posterior
hidrodestilacdo. O rendimento em 06leo e a propo@® componentes dos 6leos
obtidos foram avaliados.

Novamente os residuos liquidos e sélidos geradashpgrodestilacdo de cada
amostra desta analise foram armazenados da mesma flescrita no subitem 4.6.1,

para posterior extragdo de cumarinas.

4.7 Estudo do efeito do pré-tratamento enzimaticoobre o tempo de

hidrodestilacao

Nesta andlise, buscou-se verificar possivel redngdiempo de hidrodestilacao
através do tratamento enzimatico, obtendo-se osmogegendimentos em 0leo obtidos
em 1 hora de hidrodestilagcdo sem a utilizagéo demes.

Para os testes deste item foram utilizadas caschsdo frescas e trituradas. A
trituracdo foi realizada conforme descrito no =ritanterior e os pré-tratamentos
enzimaticos foram realizados com cargas de 5,Z EPA/g. O rendimento em 6leo foi
calculado em diferentes intervalos de tempos (80,20, 30, 40, 50 e 60 minutos)
durante a hidrodestilacdo. Os procedimentos dentiexito enzimatico e hidrodestilacéo

foram realizados nas mesmas condic¢des ja descritas.

4.8 ldentificacdo dos compostos do 6leo essenciak i5C e cromatografia

GC/MS

A identificacdo dos componentes quimicos de todasamostras de Oleo

essencial obtidas foi realizada por GC e GC/MS cOsstituintes foram identificados
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por combinacdo do espectro de massas e compam@uéa loiblioteca de espectros.

As analises por GC foram feitas em um equipamerdwlétt Packard (HP)
6890, equipado com processador de dados HP-Chanstas analises em coluna
polar foram realizadas em coluna capilar HP-Innowexsilica fundida (30 m x 0,32
mm) com 0,5um de espessura de filme (Hewlet Packard, CalifoEi#A) e a seguinte
programacao de temperatura:’@(8 min) para 188C a 3°C/min, 18(°C - 240°C a 20
°C/min, 246C (20 min); temperatura do injetor a 290, razdo de split = 1:50,
temperatura do detector a 2%D, gas de arraste:,H34KPa), fluxo de 1,7 ml/min;

volume injetado: 1QuL de amostra.

4.9 Extracdo de cumarinas dos residuos das hidrod#acdes

4.9.1 Extracao de cumarinas dos residuos liquidos

Os residuos liquidos resultantes dos processosddedéstilacdo da casca de

Citrus latifolia Tanaka foram submetidos a uma extracdo liquidadégem funil de

separacdo com hexano. Foram utilizados 100mL dataande residuo e adicionado o

mesmo volume de hexano no funil de separacdo. Bse agitacdo, a fase orgéanica

foi separada. O procedimento foi repetido 3 vegaardando-se as fases separadas no

mesmo frasco. Os extratos foram concentrados epoeador rotatoério.

4.9.2 Extragdo de cumarinas dos residuos solidos

Os residuos sélidos de. latifolia Tanaka (cascas trituradas ou néo trituradas)

resultantes dos processos de hidrodestilacdo,ssoas em estufa a 40 por 10 dias,
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foram moidos e submetidos a uma extragdo contimuaparelho Soxhlet com hexano
durante um periodo de 24 horas. O método foi baseadlescricdo feita por Shaep
al. (1989), com modificacdes. Apds, 0s extratos hex@niforam concentrados em

evaporador rotatorio.

4.10 Identificacdo de compostos cumarinicos nos etos dos residuos das

hidrodestilagcdes por GC e GC/MS

Os extratos obtidos foram analisados no GC/MS paraentificacdo de
compostos cumarinicos. Os constituintes foram ifieados por combinacdo do
espectro de massas e comparagédo com a bibliotexspdetros.

As analises do GC foram realizadas no mesmo ajadelscrito anteriormente,
utilizando-se uma coluna HP-5 (30 m x 0,32 mm) @oBeguinte programacao: £a0
(3 min) para 230C a 3C/min, 230°C (25 min); temperatura do injetor a 20D;
temperatura do detector a 28D, razdo de split = 1:100; gas de arraste(34KPa);

fluxo de 3,5ml/min; volume injetado: 10 de amostra.

4.11 Apresentacdo dos dados e andlise estatistica

Os experimentos compreendidos no item 4.6 foraizaelds em triplicatas. A

maioria dos parametros estudados nédo tiveram liigtio normal, e os resultados

foram comparados através de Mann-Whitney, com iaudtd programa SPSS 12.0. Os

gréficos foram construidos através do programalGRaa Prism versao 4.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo sdo apresentados e discutidos ass daferentes ao efeito do pré-
tratamento enzimatico no rendimento e composicdo otem essencial extraido por
hidrodestilagao, os quais constam nos itens 521,553 e 5.4. No item 5.5 sdo apresentados
dados qualitativos da presenca e percentagem deostms cumarinicos nos residuos solido e

liguido das hidrodestilacdes.

5.1 Efeito da carga enzimatica no rendimento e coropicdo do 6leo essencial

obtido por hidrodestilacao

Inicialmente, cascas frescas datrus latifolia Tanaka, n&o trituradas, foram
submetidas a tratamentos com um complexo enzimdé&enicillium echinulatumgico em
celulases, com cargas de 5 FPA/g, 7 FPA/g e 12 ¢-MAJscou-se verificar o efeito do pré-
tratamento enzimatico na liberacdo do 6leo essercigual foi avaliada indiretamente pelo
rendimento (% v/p) em O6leo obtido por hidrodeséitagdurante uma hora (Figura 4).
Verifica-se que ndo ocorreram diferencas estast@ntre o grupo controle e os grupos de
amostras submetidas as diferentes cargas enzisjatiemonstrando que o pré-tratamento

enzimético ndo altera o rendimento em o6leo obtido tpdrodestilagdo durante uma hora.
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Figura 4. Rendimento em 6leo extraido por hidrogsto de 1 hora apds pré-

tratamento com diferentes cargas enzimaticas

Sugere-se que, embora o complexo enzimatico comtegidlases ativas tenha atuado
sobre as finas paredes das glandulas oleiferasnpessno flavedo, liberando o 6leo essencial
durante o pré-tratamento, a acdo das enzimas néaofitiente para ser detectada no processo
de hidrodestilacdo de uma hora, uma vez que naeehamumento de rendimento em 6leo. O
fato do rendimento em 6leo néo ter sido alteraddepser devido ao impedimento da
evaporacao do Oleo na hidrodestilacdo pelas pgpamadas internas do tecido da casca,
uma vez que as cascas ndo estavam trituradas.

Diferente do presente trabalho, o uso de enzimamyoravel para extracao de Oleo
essencial de€itrus reticulata(mandarina ou tangerina), que com a aplicacaoodglexo
enzimatico contendo xilanases, mostrou aumentoeddimento em o6leo (Mishrat al,
2005). Esta diferenca nos resultados entre ostiddialhos pode ser devida a constituicdo do
flavedo nas duas espécies, na carga dos preparadiosaticos, no tempo do pré-tratamento
enzimatico do flavedo, que no trabalho de Migttral. (2005) foi de 3 horas, e no tempo de
hidrodestilacdo, o qual ndo foi especificado. dti al. (2006) também verificaram que

celulases, quando utilizadas para a extracdo deasios fendlicos da casca de liméo,
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genericamente aumentaram o rendimento na extrasses compostos, porém, este aumento
nao foi em todos os casos proporcional ao aumentmacentragdo enzimatica.

Embora ndo envolvendo extracdo de compostos desstou de 6leos essenciais de
frutos citricos, Santos (2007) verificou aumentoreledimento em Oleo delelampodium
divaricatum e Mentha spicata&om aumento da carga enzimatica, indicando novamgrg a
constituicdo do substrato, que varia conforme aé@epa ser estudada, interfere nos
resultados.

A proporgcdo dos componentes dos 6leos extraidosipgoodestilacdo durante uma
hora foi analisada em GC e GC/MS com o objetivagypal de verificar se houve variacdes
com o pré-tratamento enzimatico. Para tanto, justo@em um Unico grupo os dados dos
diferentes pré-tratamentos enzimaticos, o qual @stésentado na Tabela 2. Verifica-se que
ocorreu aumento nas percentagens de alguns commpdetoquais a maioria sdo oxigenados,
como visto para-terpineno (p=0,012xx-terpinoleno (p=0,012), terpinen-4-ol (p=0,01&),
terpineol (p=0,013), nerol (p=0,013) e geraniol®42). A percentagem total de compostos
identificada foi de 98,5%.

Embora na literatura ndo exista explicacdo paranoeato na percentagem de alguns
compostos de 6leos essenciais extraidos por hishizd@o apds pré-tratamento enzimatico,
uma razéo para este fato poderia estar relacioaaaior ou menor solubilidade destes
compostos em liquidos polares. Como ndo ha iméréea direta das enzimas sobre os
componentes do 0leo, visto que elas agem apengsenao a parede celular das glandulas
oleiferas durante o pré-tratamento enzimatico, estgpimento pode ter permitido maior
difusdo dos compostos de maior polaridade em mlag® de menor polaridade para a
solucdo, implicando no aumento da percentagem dapastos oxigenados apos a
hidrodestilacao.

Uma vez que os terpenos oxigenados contribuem caior itensidade no aroma dos
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Tabela 2. Percentagens dos compostos dos 6leos essencidissgndr hidro-

destilacdo apds pré-tratamento enzimatico.

Percentagens dos compostos (%)

Compostos Controle Pré-tratamento enzimatico
o-pineno 0,87 +0,14 0,90 £ 0,22
a-tujeno 0,34 £ 0,02 0,00
B-pineno 7,63+0,38 6,48 £ 1,70
Sabineno 1,05 +0,05 0,56 + 0,42
Mirceno 0,95 + 0,05 0,96 + 0,09

a-terpineno 0,15+ 0,00 0,43+0,07 *
Limoneno 44,05 + 2,96 43,88 + 1,56

B-felandreno 0,61+0,01 0,62 £ 0,62

y-terpineno 13,26 £ 0,43 12,33+ 2,89
p-cimeno 6,97 £ 0,36 0,37 £0,29

a-terpinoleno 0,61 +0,04 0,70+0,04 *
Linalol 0,96 + 0,38 1,69+0,74
Transe-bergamoteno 1,49 + 0,07 1,03+ 0,26
Terpinen-4-ol 0,71 +0,28 1,66 +0,39 *
Neral 4,25+ 0,25 4,98 + 1,60

a-terpineol 2,23+0,13 3,35+1,06 *

-bisaboleno 4,35+0,25 3,35+0,47
Geranial 6,26 + 0,36 8,35+ 2,92

Acetato de geranila 0,56 £ 0,04 0,37+0,12
Nerol 0,85+ 0,05 3,37+0,12*
Geraniol 1,27 + 0,07 3,13+0,52*

* Valores estatisticamente diferentes entre o gropotrole e o grupo submetido ao
tratamento enzimatico @0,05) através do teste de Mann-Whitney.

Oleos e geralmente aparecem em menores quantiéadeglacdo a outros componentes
(Yabiku & Lara, 1986), os dados do presente traba&o relevantes, pois mostram um

aumento na percentagem destes compostos apogratpraento enzimatico.

5.2 Efeito do tempo de pré-tratamento enzimatico neendimento e composicéo

do dOleo essencial obtido por hidrodestilacdo

Como observado no item anterior, a hidrodestilagabzada em uma hora néo detec-
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tou o efeito do pré-tratamento enzimético na cakeg&itrus latifolia Tanaka, o qual foi
analisado pelo calculo do rendimento em Oleo. TakBernativas metodolégicas ainda
poderiam ser estudadas para detectar o efeitoédtrgitamento enzimatico: uma envolvendo
0 aumento do tempo de pré-tratamento, outra envdtvea trituracdo da casca e outra
comparando-se os rendimentos em um tempo menadideléstilacdo.

Nesta etapa, buscou-se verificar se 0 aumenterdpd de pré-tratamento enzimatico
alterava o rendimento de extracdo por hidrodeéilagurante uma hora. Também foi
estudada a variagdo das proporcdes dos compordmigeo. Para tanto, realizou-se o pré-
tratamento enzimatico com uma carga de 7 FPA/gibdstito sobre as cascas nao trituradas,
durante 1, 2 e 3 horas. Neste experimento, o derftvorealizado para se obter um parametro
do rendimento em 6leo da amostra sem pré-tratam@umo verificado no experimento
anterior onde se variaram as cargas enzimatiaaslese da Figura 5 também mostra que ndo

houve diferenca estatistica nos rendimentos em guendo o material foi pré-tratado
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0.00 T Y
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Figura 5. Rendimento em dleo extraido por hidroZestdo de 1 hora apds

diferentes tempos de pré-tratamento enzimatico.
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enzimaticamente com os diferentes tempos.

Tal como estudado no item 5.1, a proporcdo dos ooerges dos 6leos extraidos por
hidrodestilagao foi analisada em GC e GC/MS comjetivo de verificar se houve variagdes
com o pré-tratamento enzimatico. Juntou-se em uigo(grupo todos os dados obtidos nos
trés tempos de pré-tratamento enzimético (TabeldN&yamente verificou-se um aumento
nas percentagens de alguns compostos oxigenado® lkealol (p=0,012), terpinen-4-ol
(p=0,013),a-terpineol (p=0,012), nerol (p=0,013) e geranictq®13), quando as amostras

foram pré-tratadas enzimaticamente. A percentageah de compostos identificada foi de

96,66%.

Tabela 3 Percentagens dos compostos dos éleos esseratidissopor hidrodesti-

lacdo apds pré-tratamento enzimatico com uma aclergaFPA/g de substrato.

Percentagens dos compostos (%)

Compostos Controle Pré-tratamento enzimatico
a-pineno 0,00 0,23+0,35
a-tujeno 0,00 0,00
B-pineno 4,09 +0,29 3,38+ 1,52
Sabineno 0,44 £ 0,03 0,14 +0,21
Mirceno 0,88 + 0,03 0,66 + 0,13

a-terpineno 0,00 0,14 +0,21

Limoneno 41,96 + 0,87 34,43 + 4,97

B-felandreno 0,00 0,28 +0,42
y-terpineno 11,67 £ 0,56 10,76 1,31
p-cimeno 0,92 £ 0,00 0,12+0,18
a-terpinoleno 0,64 £ 0,00 0,64 + 0,08
Linalol 1,39 + 0,06 1,96 + 0,26 *
Transe-bergamoteno 1,18 £ 0,02 1,43+£0,42
Terpinen-4-ol 1,57 £ 0,07 2,21+0,32*
Neral 6,36 + 0,27 7,74 1,19
a-terpineol 3,12+ 0,12 4,33+0,63*
B-bisaboleno 4,13+0,16 4,34 £0,98
Geranial 9,35+0,39 11,38 £1,83
Acetato de geranila 0,59+0,01 0,46 + 0,05
Nerol 4,04 £0,04 6,17 +1,43*
Geraniol 4,14 £ 0,04 586+1,19*

* Valores estatisticamente diferentes entre o grupatrole e o grupo submetido ao

tratamento enzimatico (p0,05) através do teste de Mann-Whitney.



Pode-se verificar também que, para o pré-tratam@mtoma hora, a percentagem de
compostos oxigenados (4,87%) foi estatisticamentgsomdo que a percentagem de
compostos ndo-oxigenados (4,51%), 0 mesmo acomtecanm o pré-tratamento de 3 horas,
que mostrou percentagem maior de compostos oxiger(&D3%) em relacdo a percentagem
de ndo-oxigenados (3,66%) (dados ndo mostrado®s Hados corroboram com a hipétese
mencionada anteriormente de que o pré-tratamentimético favorece a extracdo de
componentes mais polares do 6leo, implicando noeatonda difusdo desses compostos do
interior das glandulas para a solugéo. Havendo maimpo para a difusdo, como verificado
na condicdo de 3 horas de pré-tratamento, a pagemtdesses compostos foi maior que na

condicéo de uma hora.

5.3 Efeito do pré-tratamento enzimatico em cascasedCitrus latifolia Tanaka

trituradas no rendimento e composi¢cédo do 6leo essgal obtido por hidrodestilacao

Para estudar a segunda alternativa sobre a deteldfeito do pré-tratamento
enzimatico, como mencionado no item 5.2, aumentoa-superficie das cascasGldatifolia
Tanaka. Para tanto, cascas frescas foram trituradasbmetidas a um pré-tratamento
enzimético com carga de 7 FPA/g, para posteriogaedd por hidrodestilagdo de uma hora. A
comparacao do rendimento (%v/p) em 6leo entre sstenpré-tratada enzimaticamente e o
controle, ambos em torno de 2%, também ndo mostifenenca estatistica (dados néo
mostrados). Como ja era esperado, 0s rendimentadezmse mostraram muito maiores com
a casca triturada (em torno de 2%), do que conmseacsem trituracao (Figuras 4 e 5). Os
maiores rendimentos para a casca triturada podesidtedevidos, ndo apenas ao aumento de
superficie, mas também a acdo direta do processwitdeacdo que rompe as glandulas

oleiferas.
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Novamente, como verificado no pré-tratamento decasasndo trituradas com
diferentes cargas enzimaticas e com o aumentordpotele pré-tratamento enzimatico, ndo
ocorreu aumento de rendimento em 6leo com o pt&rtento enzimatico sobre as cascas
trituradas. Estes resultados podem evidenciar dudradestilacdo durante o tempo de uma
hora é suficiente para extrair todo o 6leo dasasas@turadas, mesmo que o material ndo seja
tratado enzimaticamente. Entretanto, estes expeta®endo permitiram quantificar o 6leo
liberado pela a¢do das enzimas durante o pré-teatanenzimatico, antes do processo de
hidrodestilacdo. Como visto posteriormente, umaomquantidade de 6leo foi extraida em
um menor tempo de hidrodestilacdo nas amostrasgieglas com enzimas, indicando que o
Oleo ja havia sido liberado das glandulas parawg8o, devido a acdo enzimatica. Portanto,
como é verificado no proximo item, o tempo de hildstilagcdo pode constituir-se em um
fator limitante do processo quando na ausénciaéé&g@iamento enzimatico.

Embora os rendimentos em O6leo das cascas trituradlastenham se mostrado
diferentes entre o controle e a amostra pré-tratadaenzimas, na Tabela 4 verifica-se que
houve aumento na percentagem de Varios compost@s amaostras pré-tratadas
enzimaticamente. A percentagem total de compodegificada foi de 99,38%.

Além da discussao referente aos rendimentos em ddeexperimentos descritos até
este item sugerem também que, embora o pré-trataraerimatico ndo tenha aumentado os
rendimentos com o processo de hidrodestilacdo de hwwna, ele interfere na extracdo de
alguns compostos especificos, principalmente oxiges, importantes para a qualidade do

0leo essencial, aumentando suas percentagens.
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Tabela 4. Percentagens dos compostos dos 6leos esseraidissopela hidrodestilacédo

casca triturada apés pré-tratamento enzimaticowmomcarga de 7 FPA/g de substrato.

Percentagens dos compostos (%)

Compostos Controle Pré-tratados com enzimas
o-pineno 2,08 £0,02 2,47 £0,02 *
a-tujeno 0,50 £ 0,05 0,63+0,03*
B-pineno 10,67 £ 0,00 12,22 +0,01 *
Sabineno 2,44 +0,01 1,43 +0,03
Mirceno 1,32+0,01 1,47 +0,01*

a-terpineno 0,00 0,00

Limoneno 52,52 + 0,02 56,31 +0,01 *

B-felandreno 0,00 0,00
y-terpineno 11,83 £ 0,03 14,37 + 0,03 *
p-cimeno 0,31+0,02 0,00
a-terpinoleno 0,48 £ 0,03 0,59 +0,02 *
Linalol 0,00 0,00
Transe-bergamoteno 1,01 +0,00 1,05+0,02 *
Terpinen-4-ol 0,45+ 0,01 0,50 £ 0,02 *
Neral 1,28 +0,01 1,49+0,01*
a-terpineol 0,55+0,02 0,61+0,02*
[B-bisaboleno 2,74 £0,03 2,84+0,02*
Geranial 1,91 +£0,00 2,16 +0,00 *
Acetato de geranila 0,00 0,30+ 0,00 *
Nerol 0,49 + 0,01 0,51+0,01*
Geraniol 0,41 +0,01 0,43+0,01

* Valores estatisticamente diferentes entre o grapotrole e o grupo submetido ao tratamento
enzimatico (px 0,05) através do teste de Mann-Whitney.

5.4 Efeito do pré-tratamento enzimatico sobre o tepo de hidrodestilacao

Com o proposito de acompanhar os rendimentos eondbiente tempo de uma hora

de hidrodestilacao, estes foram determinados eenedifes intervalos de tempos (10, 15, 20,
30, 40, 50 e 60 minutos), em amostras que recebieeaamento enzimatico com cargas de

5FPA, 7FPA e 12 FPA/g de substrato. Visando umdisenéomparativa, os valores de
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rendimento foram representados em uma escala dg0%, sendo que 100% representou o
valor de rendimento obtido em 1 hora de hidrodsgiid, sem o tratamento enzimatico.

Na Figura 6, verifica-se que o tratamento enzimatom uma carga de 5 FPA/g
atinge 100% de rendimento em aproximadamente 3Qutasn reduzindo o tempo de

hidrodestilacédo em relacdo ao controle, onde sevel00% de rendimento préximo aos 50

minutos.

100+
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—=— Controle
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60

40-

Rendimento (%)

20+

0 T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60

Tempo (minutos)

Figura 6. Relacao entre rendimento em 6leo e teragodtodestilacdo na amostra pré-tratada com 5

FPA/g.

Esses dados sugerem que o tratamento enzimatitpadeacom uma carga de 5
FPA/g reduz o tempo necessario para a extracdd tladleo pelo processo de
hidrodestilacdo em aproximadamente 20 minutos.

Tal como observado para os rendimentos de extram@oo uso de uma carga de 5
FPA/g, verifica-se na Figura 7 que a carga de 7 /§Plmbém reduziu o tempo de
hidrodestilacao, obtendo-se o rendimento de 100%oemo de 20 minutos, enquanto que no

controle este rendimento foi obtido em torno dendiutos.
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Figura 7. Relacao entre rendimento em 6leo e teregudiodestilacdo na amostra pré-tratada

com 7 FPA/g.

Na Figura 8 sao apresentados os dados de rendimdatopo de hidrodestilagdo de
uma amostra submetida a um pré-tratamento enzionédio carga de 12 FPA/g. Verifica-se
gue, enquanto o controle chegou a 100% de rendinpedkimo aos 50 minutos, o tratamento
enzimatico reduziu esse tempo em aproximadamenta hwea, atingindo o rendimento

maximo préximo aos 20 minutos.
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Figura 8. Relagdo entre rendimento em 6leo e teragudiodestilagdo na amostra pré-tratada com

12 FPA/g.
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Embora os tratamentos enzimaticos com as trésidistcargas tenham se mostrado
favoraveis para a diminuicdo do tempo de hidrold&std, como observa-se pela analise
conjunta das figuras 6 ,7 e 8, ndo € possiestrar uma diferenca de eficiéncia entre elas.
Sugere-se, portanto que, pelo menos a menor céligada (5 FPA/g), ou talvez uma carga
ainda menor, possa ser suficiente para reduzmpdede hidrodestilacao.

Conforme comentado anteriormente nos trabalhos elezdtig & Louka (2009) e
Ferhatet al (2006) sobre o consumo de energia pela diminuightempo nos processos de
extracdo de Oleo essencial citrico, no presenbaltra, a possibilidade de reducéo do tempo
de hidrodestilacdo através de pré-tratamento emizionéambém pode apresentar vantagens
do ponto de vista de custo energético. Outra vantaapontada por Rezzoug & Louka (2009)
e Ferhaet al (2006) é a diminuicdo do tempo de exposicao demahivegetal a temperatura
de ebulicdo da agua, resultando na maior integeidba 6leo essencial, uma vez que, de
acordo com Costa (1994), o tempo prolongado podeopar a degradacdo de compostos

volateis devido a alta temperatura.

5.5 Identificacdo e avaliacdo das proporcbes de cpostos cumarinicos nos

extratos obtidos dos residuos liquidos e solidosslhidrodestilacdes

Sabendo-se que compostos cumarinicos estdo presantasca de frutos citricos, nos
proximos dois subitens sdo apresentados dados deaioros sobre o efeito do pré-
tratamento enzimatico nas propor¢cdes de tais camp@scontrados nos residuos solidos e

liquidos das hidrodestilacdes, extraidos por sééverganico.
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5.5.1 Compostos cumarinicos obtidos dos residuoguidos das hidrodestilagbes

submetidas aos diferentes pré-tratamentos enzimats

Os residuos liquidos resultantes dos processogld®lastilacdo das cascasCigrus
latifolia Tanaka foram submetidos a uma extragéo liquidaodagem funil de separacdo com
hexano e os extratos foram analisados em GC e GQAvkSa identificacdo e determinagao
das percentagens de compostos cumarinicos. Quatmeostos cumarinicos se apresentaram
em maior proporc¢do: 7-metoxicumarina, limettin,dagteno e isopimpinellin. Os dados de
percentagens desses compostos das amostras qeramofiré-tratamento enzimatico foram
agrupados com o proposito de comparacdo com asnpagens obtidas sem o tratamento
enzimético. Estes resultados estdo apresentadésyunen 9 (referente a variacdo da carga
enzimatica, cujos dados de 5, 7 e 12 FPA/g forampaglos, constituindo um Unico grupo
denominado “com enzima”), na Figura 10 (referentewdacdo do tempo de pré-tratamento
enzimatico, cujos dados de 1, 2 e 3 horas forampagios da mesma forma que na Figura 9)
e na Figura 11 (referente ao pré-tratamento sobasea triturada).

A analise do conjunto destas figuras mostra quenalgcompostos cumarinicos
obtidos pela extracdo com hexano, presentes niolossliquidos, tiveram suas percentagens
alteradas quando as amostras sofreram pré-tratarmernimatico. Entretanto, essas alteragfes
ndo permitem concluir se o pré-tratamento enzimationenta ou diminui a percentagem dos
compostos cumarinicos como um todo, visto que,ccord a andlise, alguns tiveram um

aumento e outros uma reducéo nas suas percentagens.
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Figura 9. Percentagem dos compostos cumarinicosigados dos residuos liquidos das hidrodestilagées

no grupo controle e no grupo submetido ao préfratao enzimatico.

* Valor estatisticamente diferente entre o grupnote e grupo enzimatico € 0,05) através do teste de

Mann-Whitney.
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Figura 10. Percentagem dos compostos cumarinicapngados dos

residuos liquidos das

hidrodestilagdes no grupo controle e no grupo stidmeo pré-tratamento enziméatico com carga de

7FPA/g.

* Valores estatisticamente diferentes entre o gagrdrole e grupo enzimatico £0,05) através do teste

de Mann-Whitney.
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Figura 11. Percentagem dos compostos cumariniamgados dos residuos liquidos das hidrodestitacde
no grupo controle e no grupo submetido ao préstratdo enzimatico com uma carga de 7FPA/g sobre a

casca triturada.

* Valores estatisticamente diferentes entre o gregourole e grupo enzimatico §0,05) através do teste

de Mann-Whitney.

5.5.2 Compostos cumarinicos obtidos dos residuoslidos das hidrodestilacdes

submetidas aos diferentes pré-tratamentos enzimats

Os residuos solidos deitrus latifolia Tanaka (cascas trituradas ou néo trituradas)
provenientes das hidrodestilacdes, apds secagenestafa a 40°C, foram moidos e
submetidos a uma extragdo continua em aparelhded@dm hexano (24 horas). Os extratos
obtidos foram analisados em GC e GC/MS para ideatifio de compostos cumarinicos.

Os cromatogramas mostraram, como verificado parasiduos liquidos, o0s mesmos
compostos identificados (7-metoxicumarina, limettiargapteno e isopimpinellin). A analise
do conjunto das figuras, representado pela Figwta(réferente a variagdo da carga
enzimatica, cujos dados de 5, 7 e 12 FPA/g forampaglos, constituindo um Unico o grupo

denominado “com enzima”), Figura 13 (referente dagdo do tempo de pré-tratamento
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enzimético, cujos dados de 1, 2 e 3 horas foranpagios da mesma forma que na Figura 12)
e Figura 14 (referente ao pré-tratamento sobresaactiturada), mostra semelhanca nas
percentagens obtidas no grupo controle e no grwom “enzima”, embora para alguns
compostos tenham ocorrido pequenas diferencasalidgesnom a casca triturada. Novamente,
apesar de terem ocorrido alteragbes nas percestatgrcompostos cumarinicos nao €
possivel concluir se o pré-tratamento enziméaticmemta ou diminui a percentagem dos

compostos cumarinicos como um todo.
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Figura 12. Percentagem dos compostos cumarinicoontados dos residuos sdlidos das

hidrodestilagdes no grupo controle e no grupo stidmeo pré-tratamento enzimatico.
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Figura 13. Percentagem dos compostos cumarinicos encontragss residuos soélidos das

hidrodestilacdes no grupo controle e no grupo stidmeao pré-tratamento enzimatico com carga de

7FPA/g.
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Figura 14. Percentagem dos compostos cumarinicasgados dos residuos soélidos das hidrodestilagées

no grupo controle e no grupo submetido ao préstratdo enzimatico com uma carga de 7FPA/g sobre a

casca triturada.

* Valores estatisticamente diferentes entre o grugurole e grupo enzimatico §0,05) através do teste

de Mann-Whitney.
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Comparando-se as figuras referentes aos residyggds (9, 10 e 11) com as dos
sélidos (12, 13 e 14) observa-se que as percergai@ancumarinas identificadas nos residuos
sélidos foram menores. Esta constatacdo permiterisugue, durante o processo de
hidrodestilagcdo, alguns compostos cumarinicos, coa%o quatro identificados (7-
metoxicumarina, limettin, bergapteno e isopimpingllpassam para solugdo aguosa mais
facilmente do que outros devido a sua polaridadms€quentemente, as propor¢cdes destes
compostos acabam sendo diminuidas nos residud®s@m relacdo aos liquidos, como foi
observado.

Embora ainda mais baixas do que as percentageeseapaidas nos residuos liquidos,
as percentagens verificadas para os residuos sd@ato a casca triturada (Figura 14) foram
mais altas em relacdo as verificadas nas anakéerentes as Figuras 12 e 13 (onde a casca
ndo foi triturada). Este fato pode ser devido &rfeténcia da retencdo do liquido da
hidrodestilacdo pelas cascas trituradas, ocorridenamento de separarar as fases (sélida e
liguida), resultando em um aumento nas propor¢c@ssesl compostos no extrato dessas
amostras.

Os dados de percentagem dos compostos cumarinitagdes com hexano a partir
dos residuos de hidrodestilacdo da casc&ites latifolia Tanaka indicam ainda que o
limettin € o0 componente majoritario, seguido de ghpteno, 7-metoxicumarina e
isopimpinellin.

Embora os processos industriais de obtencdo deeébmmcial de frutas citricas sejam
em sua maioria obtidos por prensagem, o presemialtro propde que, ao se fazer uso do
processo de hidrodestilacdo, os residuos liquidodemp ser considerados fontes de
cumarinas.

Finalmente, no presente trabalho, foi possivelot@taim efeito positivo na liberagédo

de 6leo essencial de cascasidatifolia Tanaka tratadas com complexos enzimaticos ricos
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em celulases. Esta constatacdo preconiza as basesm processo tecnologico que envolve
pré-tratamento enzimético associado a hidrode&tlagiminuindo o custo energético desse
processo e o risco de hidrélise de componentesevslfpara ser empregado na obtencdo de
Oleo essencial dé. latifolia Tanaka.

Adicionalmente, embora nao tenha sido objeto @sente trabalho, pode-se prever
que o tratamento enzimatico poderia ser associagimigifugacédo para a separagdo do Oleo
essencial da fase aquosa, sem a necessidade o@esiilacéo, ou ainda, substituindo a acéo

da prensagem.
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6. CONCLUSOES

A analise dos dados obtidos no presente trabaltmitgeconcluir que:

» O pré-tratamento enzimatico reduz o tempo de habtidcdo para a extracdo de 6leo
essenciaCitrus latifolia Tanaka.

* O pré-tratamento enzimatico aumenta a percentagemoohpostos oxigenados em
relacdo aos ndo oxigenados no 6leo essenci@l B¢ifolia Tanaka, quando extraidos
por hidrodestilagcéo.

* O pré-tratamento enzimatico pode alterar a pergeniade determinados compostos
cumarinicos encontrados nos residuos liquidos eesiduos solidos do processo de
obtencgéo de 6leos citricos por hidrodestilagéo.

« A percentagem dos quatro compostos identificadaretdxicumarina, limettin,
bergapteno e isopimpinellin € maior nos residupsados do que nos residuos sélidos

das hidrodestilagdes.
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