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Implementacao de praticas agricolas sustentaveis

Resumo

Enzimas como Flavourzyme, Alcalase e Savinase sdo utilizadas para melhorar a extragdo de compostos bioativos
do extrato de cavalinha, alterando sua composi¢do quimica. A Flavourzyme, composta por proteases e
peptidases, aumenta a liberagdo de peptideos com propriedades antioxidantes e anti-inflamatorias. Diante disto
este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito das enzimas Flavourzyme, Alcalase e Savinase aplicadas no
extrato da cavalinha. O processo de hidrolise enzimatica foi conduzido com a proporg¢éo de 80 g/L de cavalinha
em meio aquoso, como exemplo, 0,5% de Flavourzyme ¢ equivalente a: 0,5% * 8 g (em 100g de extrato) =
0,033g de Flavourzyme em 100g de extrato, sendo em cada corrida calculado a quantidade de proteina, a
depender do volume de extrato. Apds o tratamento, as amostras foram analisadas no espectrofotdmetro. Os
resultados mostraram que Savinase e Alcalase ndo tiveram efeito significativo sobre o teor de polifendis. Em
contraste, a Flavourzyme teve um impacto substancial na produg¢do de polifendis, especialmente nas
concentragdes de 0,4 a 0,5. Embora a combinagdo de Savinase ¢ Alcalase tenha aumentado a produgdo de
polifendis em concentragdes mais altas, a Flavourzyme se destacou como a enzima mais eficaz.
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INTRODU(;AO

O crescimento da agricultura e a crescente demanda por alimentos resultaram no uso excessivo
de produtos sintéticos, impactando negativamente o meio ambiente e a satide dos consumidores. Em
resposta, aumentou o interesse por estratégias ecoldgicas, como a pesquisa de extratos vegetais, que
atuam como indutores de resisténcia e bioestimulantes, apresentando propriedades herbicidas,
inseticidas e fungicidas (CARVALHO et al., 2022).

Este estudo utiliza a Cavalinha, planta medicinal da familia Equisetaceae, conhecida por sua
rica composi¢do nutricional e concentragdo de silicio, que confere beneficios como resisténcia
imunolodgica e maior eficiéncia em condigdes de déficit hidrico (PEREIRA et al., 2019; ROCHA et al.,
2024; GYSI et al., 2021).

METODOLOGIA

A obteng¢do do extrato de cavalinha envolveu varias etapas cruciais, comegando pela selecio de
plantas mais desenvolvidas e com coloragdo verde-amarelada. Apos a higienizagdo, as plantas foram
pré-secadas a 50°C por 1 hora, facilitando a moagem em um moinho de facas para reduzir o tamanho
das particulas e otimizar a extragdo. Amostras de cavalinha foram entdo separadas para caracterizagao
inicial, cujos resultados estdo apresentados na Tabela 1.

Composicio da cavalinha
Tabela 1 — Composi¢ao da Cavalinha
Analises Proteina Bruta (%) | Silicio (%) | Fibra em Detergente Acido (%) | Celulose (%)
Resultados 6,86 2,44 46,96 36,00
Fonte: Autor, 2024.

Apds a moagem da planta, o processo de extracdo enzimadtica foi iniciado, sendo essa uma
metodologia nova na aplicagdo para cavalinha. Um delineamento experimental foi preparado com o
objetivo de obter os melhores resultados possiveis na extra¢do, visando a obtengdo de Polifendis e

Silicio. A tabela 2 demonstra o delineamento experimental para produgdo dos extratos.
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Preparacio do extrato vegetal por hidrdlise enzimatica

O processo de hidrolise enzimatica foi realizado com um fatorial 32 (0; 0,25; 0,50), conforme a
Tabela 2, utilizando enzimas em relagdo a concentracdo de cavalinha (80 g/L ou 8%). Por exemplo,
0,5% de Flavourzyme corresponde a 0,033 g em 100 g de extrato. A quantidade de proteina foi
calculada em cada corrida, dependendo do volume de extrato utilizado.

Tabela 2 — Delineamento experimental fatorial 3.

Corrida | (%) Flavourzyme | (%) Alcalase | (%) Savinase
1 0,000000 0,000000 0,000000
2 0,000000 0,000000 0,250000
3 0,000000 0,000000 0,500000
4 0,000000 0,250000 0,000000
5 0,000000 0,250000 0,250000
6 0,000000 0,250000 0,500000
7 0,000000 0,500000 0,000000
8 0,000000 0,500000 0,250000
9 0,000000 0,500000 0,500000
10 0,250000 0,000000 0,000000
11 0,250000 0,000000 0,250000
12 0,250000 0,000000 0,500000
13 0,250000 0,250000 0,000000
14 0,250000 0,250000 0,250000
15 0,250000 0,250000 0,500000
16 0,250000 0,500000 0,000000
17 0,250000 0,500000 0,250000
18 0,250000 0,500000 0,500000
19 0,500000 0,000000 0,000000

20 0,500000 0,000000 0,250000
21 0,500000 0,000000 0,500000
22 0,500000 0,250000 0,000000
23 0,500000 0,250000 0,250000
24 0,500000 0,250000 0,500000
25 0,500000 0,500000 0,000000
26 0,500000 0,500000 0,250000
27 0,500000 0,500000 0,500000

Fonte: Autor, 2024.
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Analises dos extratos produzidos

Para confirmacgao dos resultados obtidos com os extratos, foi quantificado teor de Polifenois
pelo método de FolinCiocalteu e de Silicio utilizando absor¢ao atdmica. Segue abaixo as metodologias
realizadas para as analises.
Determinacao de Polifendis
Preparo dos reagentes para analise do método FolinCiocalteu

A solugdo de carbonato de sodio (Na2COs3) foi preparada usando 20,0 g de Na2CO3 com 80 mL
de dgua quente (> 80 °C) para dissolu¢do, esperou-se o equilibrio térmico com o ambiente e entdo o
volume foi corrigido em baldo volumétrico de 100 mL (SINGLETON V. L., et al, 1999).

O preparo da solucao FolinCiocalteu foi feita utilizando 50 mg de 4cido galico (Sigma-Aldrich
97,5 — 102,5% de pureza), adicionados a um baldo volumétrico de 10 ml e completado com alcool
etilico 99,5%. Apos o preparo foi homogeneizada, revestida com papel aluminio e armazenada em
refrigerador. (LAZZAROTTO, 2020).
Preparo das amostras para determinacao do teor de polifendis totais

Para a analise, foram preparadas amostras com 3,95 mL de agua destilada e 0,05 mL de extrato
de cavalinha, a qual se adicionou 0,75 mL de solu¢dao de carbonato de sddio e 0,25 mL de reagente
Folin-Ciocalteu. Apo6s 30 minutos em ambiente escuro, as amostras foram analisadas no
espectrofotometro (SINGLETON et al., 1999). Para a solug¢do branca, foram utilizados 4 mL de agua
destilada, 0,75 mL de carbonato de sédio e 0,25 mL de reagente Folin-Ciocalteu, também incubados
em escuro por 30 minutos. O equipamento foi zerado com a solugdo branca antes da leitura das amostras
a 765 nm (LAZZAROTTO, 2020).
Determinacao de Silicio

A andlise de silicio foi realizada seguindo os procedimentos de HALLMARK (1982), com
adaptacodes. A amostra foi diluida em 5 mL em um baldo de 50 mL e completada com 4gua destilada.
Utilizou-se um espectrometro de absor¢ao atomica Agilent 55 AA com lampada de quantificacio de
silicio e chama redutora com alta concentracdao de acetileno. Apos a calibragdo, foi feita a curva de

calibragdo para quantificar o teor de silicio em PPM.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Resultados da analise de Polifenois
A tabela 3 estdo representadas as concentragdes de Polifenois que foram obtidas no preparo
dos extratos, apds o uso de espectrofotometro para leitura das amostras.

Tabela 3 — Concentracdo de polifendis

Corrida | Concentragdo polifenois (ppm)
1 51,0
2 167,0
3 74,2
4 96,8
5 114,8
6 81,3
7 87,8
8 119,3
9 140,6
10 154,8
11 242 .4
12 173,4
13 300,3
14 212,1
15 2494
16 208,2
17 274,6
18 287,5
19 190,2
20 2533
21 315,8
22 275,9
23 284.9
24 354,4
25 2842
26 284,9
27 353,8

Fonte: Autor, 2024.
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Os resultados obtidos neste estudo sdo consistentes com os de HABERMANN et al. (2015), que
quantificaram polifendis entre 37,32 e 440,40 PPM, validando a metodologia utilizada. CAVALLARO
(2019) encontrou concentragdes de polifendis nos hidrolisados de feijdo superiores as da cavalinha,
evidenciando uma extragdo mais eficaz. OLIVEIRA (2009) obteve 73,28 mg/g de matéria seca do fruto
do muricizeiro, um valor significativamente superior ao maior resultado do presente estudo (354,4
mg/L ou 4,43 mg/g), indicando que o muricizeiro ¢ uma matéria-prima mais eficaz que a cavalinha para
a extragdo de compostos fendlicos. A figura 1 apresenta os resultados das andlises das enzimas

Flavourzyme, Alcalase e Savinase nas condi¢des deste experimento.
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Figura 01 — Superficie de resposta do efeito das enzimas na extracdo de polifendis.

Nos dois graficos superiores, observa-se que tanto a enzima Savinase quanto a Alcalase,
quando usadas isoladamente, ndo causam impacto significativo no teor de polifendis (eixo z). A regido
verde, que vai de 0 a 0,6, mostra que nao ha alteracao nessa faixa, independentemente da concentracao
dessas enzimas. No trabalho realizado por HEEMANN. A. C. et al., 2019, sobre extra¢ao de polifenois

de erva mate verde assistida por enzimas, teve como resultado o aumento da extracdo de compostos
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polifenodlicos. BORA (2005), ao avaliar a concentragdo de polifenodis e o potencial antioxidante das
diferentes fragdes do extrato de folhas de Dicksonia sellowiana, concluiram que, a concentracao de
polifendis nas amostras estd diretamente ligada a atividade antioxidante. A amostra com maior teor de
compostos fendlicos apresentou a atividade antioxidante mais elevada, enquanto amostras com menor
quantidade de polifenois tiveram uma atividade menos intensa.

No entanto, com a adicdo da Flavourzyme, comeca a ocorrer uma mudanca. Préximo as
concentragdes de 0,4 e 0,5, a Alcalase apresenta uma leve influéncia (drea mais vermelha no topo do
grafico), mas o efeito mais pronunciado ¢ atribuido a Flavourzyme.

No grafico inferior, que exclui a Flavourzyme e mostra a combinagao de Savinase com Alcalase,
percebe-se regides mais bem definidas. Em baixas concentragdes dessas duas enzimas, o teor de
polifenois também ¢ baixo. Contudo, a medida que as concentracdes de Alcalase e Savinase aumentam
para cerca de 0,4 e 0,5, ha um crescimento na produgao, atingindo um pico acima de 250. Ainda assim,
¢ evidente que a Flavourzyme continua sendo a enzima com o maior impacto no teor de polifendis.

Na Figura 02, o grafico de Pareto mostra que a Flavourzyme tem um efeito significativo, com
valor de 10, estatisticamente diferente. A linha vermelha destaca que a Flavourzyme linear, a Alcalase
linear, a Flavourzyme quadratica e a Savinase linear possuem efeitos significativos e sdo

estatisticamente relevantes.

(1)Flavourzyme(L) 10,0044

(2)Alcalase(L) 2,516647

Flavourzyme(Q) 2,342661

(3)Savinase(L) 2,292084

Alcalase(Q) 961206

Savinase(Q) , 7868481

p=05

Efeito padrio estimado (valor absoluto)

Figura 02 — Pareto dos efeitos apresentados por cada enzima
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Resultados da analise de Silicio
Na tabela 4 estao representadas as concentragdes de silicio que foram obtidas no preparo das
analises, ap0s o uso da absorcdo atdmica para leitura das amostras.

Tabela 4 — Concentracao de Silicio

Corrida | Concentragdo Si (ppm)
1 73
2 68
3 72
4 72
5 64
6 83
7 65
8 70
9 76
10 77
11 80
12 65
13 74
14 76
15 73
16 59
17 80
18 75
19 71

20 96
21 90
22 76
23 82
24 89
25 83
26 92
27 82

Fonte: Autor, 2024.
A Figura 3 apresenta os resultados da andlise das enzimas Flavourzyme, Alcalase e Savinase.

O primeiro grafico mostra que a Savinase ndo teve efeito significativo isoladamente, mas quando
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combinada com Flavourzyme a 0,6%, houve um aumento de silicio (Si), alcangcando aproximadamente
93 PPM com Savinase a 0,3%. O segundo grafico indica que o aumento das concentracdes de Alcalase
e Flavourzyme resulta em uma elevacao significativa do silicio, proximo a 95 PPM, sugerindo que a
sinergia entre essas enzimas otimiza a liberag@o de silicio. A combinacdo de Savinase e Alcalase, por
sua vez, apresentou os melhores resultados com Savinase isoladamente, que atingiu cerca de 75 PPM,

mas sua associacdo com Alcalase reduziu a concentragdao de silicio em aproximadamente 26,67%,

indicando uma possivel interferéncia da Alcalase na eficiéncia da Savinase.
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Figura 03 — Superficie de resposta do efeito das enzimas na extracdo de silicio.

Por fim, ao comparar os resultados obtidos com os de Rocha (2024), observamos que nossos
resultados foram inferiores. O melhor resultado deste trabalho apresentou uma diferenca de 0,095% de
Silicio na hidrélise enzimatica, em contraste com 0,4% na hidrolise alcalina do estudo de Rocha. E
possivel que a extragdo alcalina extraia compostos que aumentem a concentragao de Silicio. No entanto,
os estudos com enzimas t€ém um grande potencial para elevar essa concentragao (ROCHA et al., 2024).

No gréfico de Pareto (Figura 4), a enzima Flavourzyme destacou-se como a mais eficaz, com

um valor de 4,0981, diferindo estatisticamente das demais enzimas analisadas. Esse resultado indica
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que a Flavourzyme teve um impacto significativo em compara¢do com as outras, que, por sua vez, nao
apresentaram diferengas estatisticamente relevantes. Isso sugere que, dentro das condigdes
experimentais avaliadas, a Flavourzyme desempenhou um papel dominante na resposta observada,

sendo uma opg¢ao promissora para aplicagdes que visam maximizar a eficiéncia do processo.

(1)% Flavourzyme(L) 4,098
(3)% Savinase(L) 1,910152
% Flavourzyme(Q) -1,72442
% Savinase(Q) 1,223135
(2)% Alcalase(L) -,3473
% Alcalase(Q) ,0802056
p=.05

Efeito estimado padronizado
Figura 04 — Pareto dos efeitos apresentados por cada enzima

CONSIDERAC()ES FINAIS

Nas condi¢des deste experimento, os resultados indicaram que Savinase e Alcalase nao tiveram
um efeito significativo sobre o teor de Polifenois e Silicio. Em contraste, a Flavourzyme demonstrou
um impacto substancial na produ¢do de Polifendis, especialmente nas concentragdes de 0,4% a 0,5%.
Embora a combinagao de Savinase e Alcalase tenha promovido um aumento na producao de Polifenois
em concentracdes mais elevadas, a associagdo de cada uma delas, separadamente, com a Flavourzyme
resultou em um aumento significativo na concentragdo de silicio, sendo a combinacdo de Alcalase e
Flavourzyme a mais eficaz. Para estudos futuros, ¢ recomendada a investigacdo de diferentes
concentragdes de Alcalase em combinag¢ao com a Flavourzyme. Em resumo, a Flavourzyme destacou-

se como a enzima mais eficiente para a otimizagao da producao de polifenois e silicio.
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