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INTRODUCAO

O sisal (Agave sisalana) é uma espécie nativa do México, é utilizada como matéria
prima na producéo de fibras duras, sendo 70% da sua atividade comercial concentrada no
Brasil (Santos, 2006), principalmente no territorio do sisal, regido essa que enfrenta
desafios sociais significativos, incluindo baixos indices de desenvolvimento humano
(Silva, 2016). Investir em estudos utilizando plantas é uma possibilidade para adquirir
novos insumos de interesse industrial e farmacologico, especialmente no Brasil, que
detém 20-22% da biodiversidade global (Brasil, 2014). Pesquisas envolvendo residuos
agroindustriais provenientes do cultivo de larga escala, possibilitam a obtengdo de
insumos farmacéuticos utilizando novas tecnologias. O uso de residuos do sisal—onde
apenas 4% da folha é utilizada para fibras (Andrade et al., 2011)—pode beneficiar a
economia regional e promover a bioeconomia através da busca de novas estratégias de
purificacéo de bioativos.

Esta pesquisa visou inovar tecnologicamente ao aprimorar técnicas de
fermentacdo espontanea para obter o aumento de flavonoides do residuo liquido do sisal
(RSL) e avaliar qualitativamente as substancias organicas de interesse industrial e
farmacoldgico presentes, utilizou-se resina macroporosa PAD 950 como método
separagdo de substancias por técnicas de desorcéo e adsorcdo, associada & cromatografia
liquida de alta eficiéncia. A fermentacdo ocorreu a partir da microbiota natural visando a
reducdo de agUcares, assim, favorecendo a separacgdo e analise dos bioativos presentes na
amostra. Ao decorrer dos dias de fermentagdo foram avaliados parametros fisico-
quimicos e farmacoldgicos do material fermentado.

MATERIAL E METODOS
Material Vegetal e Fermentacdo Esponténea do Residuo de Sisal

O residuo liquido de sisal (RLS) foi coletado na zona rural de Valente, Bahia, apds
a trituracdo das folhas de A. sisalana. Foi filtrado localmente e fermentado



espontaneamente em recipientes de polipropileno de 20 litros. O RLS foi filtrado em
tecido de algodéo para remover particulas sélidas. O experimento, realizado em duplicata
por 10 dias, foi conduzido sob duas condic6es: aerobiose a temperatura ambiente e a 29°C
+ 2. Amostras assépticas foram coletadas a cada 24 horas, com o primeiro dia como "Dia
Zero", para analise de parametros fisico-quimicos (so6lidos sollveis, pH e aglcares totais)
e fitoquimicos (flavonoides totais e atividade antioxidante ABTS) por cromatografia em
camada delgada (CCD) e Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE-DAD). Apos
10 dias, a fermentacéo foi interrompida por congelamento dos recipientes e as amostras
foram armazenadas para analises futuras.
Determinacéao de solidos soluveis (°Brix) e pH
O teor de solidos sollveis nas amostras foi determinado por refratometria, utilizando

um refratdbmetro portatil previamente calibrado com agua destilada. A leitura foi realizada
transferindo aproximadamente 3 gotas do RLS para o prisma do refratbmetro, e lida
diretamente na escala °Brix. O pH foi determinado em potencidmetro de bancada
previamente calibrado, a 25°C, introduzindo-se o eletrodo diretamente em amostras de
10 mL do RLS.
Teor de AcUcares

O teor de acucares foi medido pela metodologia de Dubois et al (1956), adaptada
para amostras fermentadas. A reacdo foi realizada em microplacas com RSL filtrado,
acido sulfurico e solucédo de fenol. A leitura foi feita a 415 nm apds incubacéo a 90°C por
50 minutos, e os resultados foram expressos em microgramas de sacarose por mililitro de
amostra (ug/ES/mL).
Determinacdo do Teor de Flavonoides Totais

O RLS foi centrifugado e filtrado para analise de flavonoides, conforme o método
adaptado de Rebaya et al (2014). Utilizou-se uma curva de calibragdo com quercetina. A
reacdo envolveu misturar as amostras com nitrito de sodio, cloreto de aluminio, hidroxido
de sddio e agua. A leitura foi feita a 420 nm, e os resultados foram expressos em
microgramas de quercetina equivalente por mililitro de amostra (ug/EQ/mL).
Determinacéo da Capacidade de Sequestro de Radicais Livres (ABTS)

A capacidade antioxidante foi avaliada com o radical ABTS e o Trolox, seguindo
a metodologia de Yin et al. (2019). As amostras de RSL foram centrifugadas, filtradas e
diluidas 20 vezes. As leituras no espectrofotdmetro foram feitas a 720 nm.
Separacdo por resina macroporosa e analise das fracGes obtidas por CLAE-DAD

A purificagéo dos flavonoides foi realizada com base na metodologia de Sun et
al. (1990). A resina PAD 950 foi umedecida com etanol 50% por 8 horas. A adsor¢éo foi
feita com 150 mL do extrato bruto fermentado diluido em 150 mL de &gua, e a coluna foi
lavada com 2 litros de &gua destilada. A dessor¢do utilizou gradientes de etanol e agua.
As fracOes foram liofilizadas e analisadas por CLAE-DAD. A andlise foi realizada usando
CLAE-DAD com uma fase mével composta por metanol (B) e agua (A), com gradientes
especificos. A corrida foi feita a uma vazdo de 1,0 mL/min, e as fragbes foram
selecionadas com base na cromatografia em camada delgada.
Anélise Estatistica

Os resultados foram organizados em planilhas no Microsoft Excel. Gréficos de
dispersdo foram utilizados para os dados de flavonoides, agucares e ABTS, enquanto
°Brix e pH foram analisados e apresentados em graficos com médias e desvio padréo dos
resultados obtidos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A fermentacdo espontdnea de material vegetal é uma técnica econdmica e
ambientalmente amigavel, comprovada para aumentar o teor de compostos fenélicos e
flavonoides, conforme estudos de Ajila et al. (2011) e Yan et al. (2020). Esse processo



utiliza microrganismos para digerir acUcares e aumentar os bioativos na forma de
aglicona.

Os resultados mostraram que o teor de flavonoides aumentou continuamente
durante os 10 dias, atingindo o maximo no nono dia para ambas as condicGes. A
fermentacdo a temperatura controlada apresentou variagdes menores, enquanto a
fermentacdo em temperatura ambiente teve maiores flutuagGes, especialmente nos
primeiros cinco dias. Assim, 0s ensaios subsequentes foram realizados apenas com a
fermentacdo a temperatura controlada.

Os resultados da determinacdo do teor de aglcares pelo método do fenol para a
auto-fermentacdo do RLS mostraram uma reducéo significativa, isso demonstra a eficacia
da fermentacdo em promover a diminuicdo de aglcares do fermentado.

Em relagdo ao pH, houve o aumento da acidez nos primeiros 3 dias de
fermentacdo, processo justificado pela presenca de &cido latico residual do processo
fermentativo (Aldrete-Tappia et al. 2020), posteriormente foi possivel observar que o pH
se manteve em um padrdo sem muitos desvios, comportamento esperado uma vez que a
presenca de oxigénio interfere na presenca de bactérias anaerobicas responsaveis pela
producéo do acido latico (Lopes, 2008).

O °Brix apresentou um aumento significativo ao longo dos dias. Esse fenébmeno
ocorre porque, apesar de a tecnica ser amplamente utilizada para medir o teor de agucares,
ela também avalia a quantidade de sélidos sollveis presentes na amostra. Dessa forma, o
°Brix pode refletir a presenca de sais, pectinas, &cidos organicos e compostos fenolicos
(Chitarra, M.1.F; Chitarra, A.B., 2000).

A atividade antioxidante aumentou significativamente no nono dia de
fermentacdo, possivelmente devido ao aumento dos flavonoides totais, conhecidos por
sua alta atividade antioxidante (Tian et al., 2021). Essa variagdo reflete a presenca de
substancias antioxidantes em A. sisalana, como o canferol, um flavonoide importante
industrialmente encontrado em plantas do género Agave sp (Santos et al., 2015). Isso
sugere que a degradacdo dos glicosideos durante a fermentacdo pode enriquecer 0s
flavonoides em sua forma aglicona, aumentando a absorcao espectrofotométrica, similar
ao observado na fermentacdo de residuos de maca (Gulsunoglu et al., 2020).

O RLS fermentado por 10 dias foi tratado e submetido ao processo de adsor¢éo e
dessorcdo em resina macroporosa. s fracdes obtidas do processo de separacdo em resina
macroporosa foram analisadas por Cromatografia em Camada Delgada (CCD) para
determinar o perfil quimico. As fracdes com perfis semelhantes foram unidas e, em
seguida, analisadas por CLAE-DAD. Observou-se um perfil caracteristico de fracOes
enriquecidas em flavonoides e saponinas.

CONSIDERAC}@ES FINAIS

A fermentacdo espontanea do RSL demonstrou ser um método eficaz e vidvel para
reduzir os aclcares associados aos metabdlitos secundarios. Esse processo acelera a degradacao
dos acucares, podendo ser utilizado como uma etapa de clean-up, facilitando a purificacdo de
compostos bioativos através de técnicas ambientalmente limpas, como resina macroporosa. O
presente projeto mostrou o potencial do uso da resina macroporosa do RLS fermentado, como
flavonoides e sisalinas, sendo necessario a aplicacdo de técnicas de purificacdo, como CLAE-
semipreparativo. Apds este processo para isolamento desses compostos bioativos, que possuem
alto valor agregado no setor industrial, justifica a necessidade de um processo de obtencdo
otimizado, com menor custo e menor efeito tdxico ao ambiente.
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