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O processamento de suco de laranja gera grande volume residual, sendo este
aproximadamente 50% do fruto. Esses residuos contém biomoléculas de interesse
industrial tais como as lipases que sdo capazes de catalisar a hidrdlise de glicerideos e
reacOes de sintese em condi¢Ges micro-aquosas. A obtencdo dessas enzimas diretamente
de residuos reduz os custos de producdo e viabiliza diferentes aplicagdes. As lipases
possuem caracteristicas interessantes como a regioespecificidade e especificidade
guanto aos tamanhos da cadeia carbdnica de acidos graxos, possibilitando a geracao de
produtos diferenciados. Desta forma, o presente trabalho visou, além da obtencdo de
lipases por meio residuos de laranja Pera, a aplicacdo destas em reacdes capazes de
promover mudancas nos substratos (lipideos) a fim de se obter produtos diferenciados
que possam apresentar atividades biologicas. Lipases foram obtidas dos residuos de
laranja Pera e caracterizadas como 1,3 especificas nas fracdes bagaco, casca e frit as
quais apresentaram atividade lipolitica de 55,9 U/g; 58,0 U/g e 49,9 Ulg,
respectivamente; e da fracdo polpa como inespecifica com atividade de 40,4 U/g. Essas
enzimas foram empregadas em reacGes de hidrélise e sintese com diferentes 0Oleos
vegetais e 0s produtos de reacdo analisados quanto as atividades bioldgicas. Foram
obsevadas atividades antioxidante de até 94,87%; atividade antibacteriana sobre E. coli,
L. monocytogenes, P. aureginosa, S. enteritidis e S. aureus, e influéncia sobre a
viabilidade de células cancerigenas SCC9 (carcinoma bucal) de varios produtos de
reacdo para todas as fracOes enzimaticas. Apresentaram majoritariamente acidos
linoleico, oleico e palmitico, sendo desta forma correlacionado a presenca dessas
substancias de forma isolada ou sinérgica ao exercicio das atividades bioldgicas.

Palavras-chave: lipase, hidrélise, esterificacdo, residuos de laranja, atividade

bioldgica.
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The orange juice production process generates a large residual volume,
approximately 50% of the fruit. These residues contain biomolecules of industrial
interests such as lipases that are capable of catalyzing the hydrolysis of glycerides and
synthesis reactions under micro-aqueous conditions. The obtainment of these enzymes
directly from wastes reduces production costs and enables different applications.
Lipases have interesting characteristics such as regiospecificity and fatty acids chain
length specificity, enabling the generation of different products. Thus, this study aimed,
in addition to obtaining lipases through orange Pera residue, the application of these
enzymes in reactions that can promote changes in reaction substrates in order to obtain
modified products that may have biological activities. Lipases were obtained from the
orange Pera residues and characterized as 1,3 specific in the bagasse, peel and frit
fractions, which presented lipolytic activity of 55.9 U/g; 58.0 U/g and 49.9 U/g,
respectively and the pulp fraction as nonspecific with activity of 40.4 U/g. These
enzymes were used in reactions of hydrolysis and synthesis with different vegetable oils
and the reaction products analyzed for biological activities. Antioxidant activity of up to
94.87% was observed, with antibacterial activity on E. coli, L, monocytogenes, P.
aureginosa, S. enteritidis and S. aureus, and influence on the viability of SCC9
(carcinogenic cells Buccal) of various reaction products for all enzymatic fractions.
Presenting mainly linoleic, oleic and palmitic acids, being therefore correlated to the
presence of these substances in an isolated or synergic way to the exercise of biological

activities.

Keywords: lipase, hydrolysis, esterification, orange waste, biological activity.

1. Introducéo
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O Brasil possui a maior producdo mundial de laranja sendo que desta produgéo
aproximadamente 96% € usada no processamento de suco onde 50% do fruto torna-se
residuo (Alexandrino et al., 2007).

O grande volume de residuos gerados pelo processamento de alimentos levanta
um questionamento mundial de como podem ser aproveitados para diversos fins e o
grande beneficio ambiental obtido quando ocorre tratamento ou retirada destes do meio
em que esta poluindo (Forster-Carneiro et al., 2013).

Atualmente, o principal uso dos residuos da laranja é como complemento para a
racdo animal. Entretanto, esses residuos podem conter varios produtos de valor
comercial (como enzimas) e, por isso, podem ser explorados para estes fins (Lohrasbi et
al., 2010; Martinez et al., 2012).

As enzimas estdo presentes em todos os tipos de célula, sdo eficientes
catalisadores bioldgicos responsaveis por viabilizar inameras transformacdes celulares.
Sua obtencéo pode ser por meio de células animais, plantas e micro-organismos. O uso
de vegetais para esta finalidade pode ser economicamente inviavel e controverso,
considerando o custo elevado desses produtos e a destinacdo para fins ndo alimenticios.
Em contrapartida, a utilizacdo de subprodutos agricolas e agroindustriais constitui-se
uma boa fonte dessas biomoléculas sem prejuizos para a cadeia produtiva de alimentos
e com apelo de baixo custo (Castro, 2013; Fleuri et al., 2013; Fleuri, 2016).

A lipase (E.C. 3.1.1.3) (triacilglicerol lipase ou triacilglicerol acilhidrolase)
encontra-se no grupo de enzimas que podem ser obtidas através de vegetais, incluindo
residuos, sendo que essas enzimas em meio aquoso catalisam a quebra da ligacdo éster
do triglicerideo (hidrdlise) produzindo glicerol, &cidos graxos, diacilglicerdis e
monoacilglicerdis. Também sdo capazes de catalisar outras reacGes e sob condicGes de
baixa disponibilidade de d4gua promove reacdo inversa a hidrélise, ou seja, a formacéo
de ligacGes éster a partir de um alcool e um &cido carboxilico, denominada de
esterificacdo (Castro et al., 2004; Barros et al., 2010; Fleuri et al., 2014).

Entre as caracteristicas importantes dessas enzimas estdo a regioespecificidade
e afinidade por tamanho de cadeia do substrato, pois o perfil e a posicdo do &cido graxo
liberado estdo diretamente relacionados ao modo de acdo enzimética (De Greyt e
Kellens, 2001; Wang et al., 2006; Farfan et al., 2013). As lipases também sdo capazes
de catalisar reacGes de interesterificacdo, nas quais os acidos graxos de um triglicerideo

sdo removidos e redistribuidos dentro da mesma molécula ou entre moléculas
9
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diferentes. Nesta reacdo a regioespecificidade da enzima é importante para designar
onde ocorrera a hidrdlise das ligagdes ésteres que resultara em 6leos e/ou gorduras com
perfil peculiar de acidos graxos e com diferentes propriedades fisicas e quimicas
podendo tornar o produto mais atrativo do ponto de vista nutricional (De Greyt e
Kellens 2001; Wang et al., 2006; Puligundla et al., 2012; Farfan et al., 2013).

O presente trabalho objetivou a obtencdo a baixo custo de lipases oriundas de
residuos do processamento de suco de laranja da variedade Pera, que possuam
caracteristicas bioguimicas adequadas a aplicacdo em reacGes de hidrélise e sintese.
Visou também a obtencdo de produtos diferenciados quanto as atividades bioldgicas,
visto que as reacOes citadas sdo eficazes para promover mudangas fisico-quimicas nas
biomoléculas que alteram suas propriedades.

O efeito dessas fracdes lipidicas sobre as funcbes bioldgicas e celulares é pouco
caracterizado, entretanto, bastante intrigante, representando uma lacuna a ser
desvendada (Fleuri, 2016) sendo assim, o0s produtos obtidos podem apresentar
atividades antioxidantes, antimicrobianas e sobre a viabilidade de diferentes células, as

quais foram investigadas neste trabalho.
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Nos ultimos anos a procura da populacdo por alimentos processados cresceu
substancialmente. Para suprir a demanda a indastria de alimentos elevou
proporcionalmente sua producdo, trazendo como consequéncia uma expressiva geracao
de residuos. No setor de citricultura isso também ocorre ja que a maioria da producao é
processada para suco e, durante o processamento, cerca de metade do peso do fruto se
torna residuo (Lanza, 2003; Hernandez, 2005; Koblitz, 2011).

Os processos utilizados para obtencdo de suco de laranja sdo bem estabelecidos
e subdividem o fruto em fracdes residuais que consistem em bagaco, casca, frit e polpa
(J. B. T. Food Tech, 2015). Durante o processamento as fracbes ndo sdo submetidas a
tratamentos quimicos e térmicos, sendo esta particularidade interessante, visto que esses
residuos podem ser fonte direta de compostos ativos de valor comercial, e que tais
processos poderiam diminuir ou inativar essas moleculas (Lanidaya, 2009; Okino-
Delgado & Fleuri, 2014).

Por definicdo anatdmica as partes constitutivas da laranja compreendem:
epicarpo, parte colorida e mais externa do fruto; mesocarpo, composta pelo albedo; e
endocarpo, composta pelos gomos, na qual estdo inseridas as sementes. Comparando 0s
constituintes do fruto pela definicdo da anatomia vegetal e a industrial, a fragdo residual
denominada casca constitui o epicarpo; o frit corresponde a parte mais externa do fruto
sendo também fracdo do epicarpo; o0 bagaco corresponde ao mesocarpo e a polpa ao
endocarpo (Figura 1) (Vidal & Vidal, 2006; J. B. T. Food Tech, 2015; Fleuri, 2016).

A definicdo de residuo, segundo a Unido Européia, “cabe a qualquer substancia
a qual o detentor se desfaz ou tem a intencdo ou obrigacdo de se desfazer, considerando
como tal tudo o que ndo € o produto principal” (Conselho Comunidade Européia — EU,
1991).

Com intuito de otimizar a utilizacdo de residuos para obtencdo de biocompostos,
deve-se observar alguns aspectos. Preferencialmente, esses devem estar atrelados a
processos bem estabelecidos de obtencdo e serem produzidos em grandes volumes.
Outros fatores como sazonalidade do produto principal devem ser considerados para
ndo haver limitacdo quanto a producdo e obtencdo das moléculas de interesse. A
conservacdo e 0 armazenamento também sdo requisitos importantes, pois condicdes
desfavoraveis podem acarretar em perda de atividade dessas biomoléculas. Um fator
limitante ao uso dessas substancias estd no préprio processamento em que Sao

submetidas e que podem desestrutura-las (temperaturas elevadas, condi¢des extremas de
13
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pH e adicdo de quimicos). Desta forma, apresenta-se como boa alternativa para
obtencgéo de enzimas os subprodutos provenientes do processamento de suco de laranja,
pois as fracOes residuais sdo ricas em biocompostos e ndo sdo submetidas a esses
tratamentos (Devasena, 2010; O Shea et al., 2012; Okino-Delgado & Fleuri, 2014;
Fleuri, 2016).

Polpa
Endocarpo
Bagaco
Mesocarpo
Casca e Frit Epicarpo

Figura 1. Partes constitutivas da laranja, defini¢cbes anatdmicas e industriais. Sendo
epicarpo, parte colorida e mais externa do fruto; mesocarpo, composta pelo albedo;
endocarpo, composta pelos gomos, na qual estdo inseridas as sementes; casca constitui
o0 epicarpo; frit corresponde a parte mais externa do fruto sendo também fragcdo do
epicarpo; bagaco corresponde ao mesocarpo e a polpa ao endocarpo (Okino-Delgado &
Fleuri, 2014).

Nas ultimas décadas, muitas industrias estdo considerando a utilizacdo de
residuos ndo s6 como medida de preservacdo do meio ambiente, mas também, de
geragdo de capital. Os residuos do processamento de suco de laranja atualmente séo
aproveitados pelas inddstrias quimica, farmacéutica, alimenticia (Tabela 1), como forma
de agregar valor a tais subprodutos e diminuir o impacto ambiental causado pelo

acumulo destes no meio ambiente (Rezzadori e Benedetti, 2009).

Tabela 1. Aplicagdes dos subprodutos de laranja pela inddstria

Subprodutos Aplicagdo na industria Referéncias
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Oleo Essencial Bebidas, cosméticos e
produtos quimicos

Comminuted Citrus Base Bebidas a base de frutas

Pectina Alimentos como geleias,
marmeladas e gelatinas

Essénei Alexadrino et al. (2007)
ssencia Bebidas e alimentos

Farelo de Polpa Citrica Alimentacéo fibrosa de
aminais como ovelhas e gado

D-Limoneno ou Terpeno itrico  Plasticos, resinas sintéticas e

adesivos

Residuos da larani Producio d | Antunes et al. (2015)
€siauos aa laranja roducao de etano Silva et al. (2015)

Cardoso et al. (2014)

2.2 Enzimas

As enzimas sdo biocatalisadores presentes nas células que apresentam diversas
funcbes metabdlicas. Do ponto de vista biotecnoldgico sdo requeridas devido a sua
grande versatilidade de atuacdo em diversas areas apresentando um viés promissor(Sa-
Pereira et al., 2008; Fleuri, 2016).

As enzimas podem ser obtidas de diversas fontes, dentre elas as vegetais como
frutos, folhas, sementes e latex. No entanto, para que seu uso em escala industrial seja
viavel, deve apresentar baixo custo e ndo estabelecer competicio com o0 setor
alimenticio. Nesse sentido, a utilizacdo de subprodutos agricolas e agroindustriais
constitui-se uma boa fonte de enzimas vegetais sem prejuizos (Sa-Pereira et al., 2008;
Castro & Sato, 2013; Fleuri, 2016).

Enzimas hidroliticas como as lipases sdo Uteis em reacdes de transformacéo e se

distinguem por apresentarem caracteristicas muito peculiares (Armenta et al., 2015).

2.2.1 Lipases, reacgdes e aplicacoes
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A lipase (E.C. 3.1.1.3) (triacilglicerol lipase) estd entre as enzimas que podem
ser obtidas de residuos vegetais. Estudos como o de Okino-Delgado e Fleuri (2014)
observaram a presenca de lipases em residuos do processamento de suco de laranja nas
fracbes bagaco, casca e frit, que além de apresentarem alta atividade sé&o
ambientalmente corretas, pois sdo oriundas de recursos renovaveis.

Essas enzimas se destacam pela atuacdo em condigdes amenas de temperatura e
pressdo, alta atividade e estabilidade em agua e em solventes organicos. Além disso,
catalisam reacOes diferentes com baixa ou nenhuma producdo de compostos toxicos. A
facilidade de manipulagdo oferece acesso a vasta gama de transformagdes que séo
amplamente utilizadas para a obtencdo de produtos farmacéuticos, cosméticos,

agricolas, quimica fina, e outros (Armenta et al., 2015).
2.2.1.1 Reac0es de Hidrolise e Esterificacéo

As lipases atuam como catalisadores em diferentes reacdes, mas tipicamente em
meio aquoso, realiza a quebra da ligacdo ester do triglicerideo produzindo &gua,
glicerol, acidos graxos, monoglicerideos e diglicerideos. Reacbes de esterificacdo
(inversas a hidrolise) também sdo catalisadas pelas lipases em meio microaquoso
(Barros et al., 2010; Fleuri et al., 2014). Assim sendo, aléem de hidrolisar ésteres de
triglicerideos, as lipases também catalisam reacfes de sintese em condi¢Ges onde ha
baixa disponibilidade de agua, promovendo a formacédo das ligagdes ésteres, a partir de
um alcool e &cido carboxilico. Para essas reagdes 0s substratos reacionais podem ser,
por exemplo, os acidos graxos resultantes de reac6es de hidrolise e alcoois como etanol,
glicerol e metanol, sendo que o conteldo de &gua no meio normalmente controla a
diregdo (direta/hidrdlise ou inversa/sintese) e a velocidade que elas irdo ocorrer
(Carvalho et al., 2003; Castro et al., 2004; Fleuri, 2016).

Segundo Fleuri (2016) a disponibilidade de agua, agitacdo, tempo, temperatura,
concentracdo inicial de substrato e pureza dos reagentes, podem influenciar essas
reacfes. Em relacdo a enzima deve-se considerar a especificidade e condigdes 6timas
para catalise (pH, temperatura e estabilidade) e a utilizagdo de sistemas livres ou
combinados de lipases.

Reacdes de hidrdlise e esterificacdo catalisadas por lipases apresentam diversas
aplicaces, tais como, tratamento de Oleos e gorduras residuais (biorremediacdo);
obtengdo de acidos graxos poli-insaturados aos quais sdo atribuidos diversos efeitos
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funcionais; producédo de acidos graxos livres a partir de 6leos e gorduras que podem ser
posteriormente esterificados resultando em um rearranjo dos grupos de &cidos graxos
produzindo um novo glicerideo com propriedades fisicas e quimicas particulares;
producdo de biodiesel, entre outras (Carvalho et al., 2003; Pereira et al., 2003; Morin et
al., 2013; Fleuri, 2016).

Além disso, de maneira geral, essas reagcdes apresentam grande aplicabilidade no
setor industrial como nas industrias farmacéuticas, cosméticas, de detergentes, téxtil,
biocombustiveis, agrotoxicos e de alimentos (panificacdo, lacteos, dietéticos). As
vantagens associadas as aplicacfes de lipase incluem: versatilidade de atuacdo,
eficiéncia sob condi¢des reacionais brandas, obtencdo de biomoléculas aprimoradas e
sintese de novos produtos com melhor funcionalidade. Devido as essas razfes, as
lipases destacam-se como as enzimas mais requeridas em reacdes de transformacao
(Devasena, 2010; Itabaiana et al., 2013).

Goswami et al. (2013) aplicaram lipases oriundas de diferentes fontes em
reacOes de hidrolise do 6leo de mamona para obtencdo de &cido ricinoleico, um
importante acido graxo com vasta aplicabilidade na industria, tais como: formulactes de
tintas e plasticos, protecdo anti-corrosiva, lubrificante, farmacos, cosméticos entre
outras. As reacOes foram eficientes para liberar o acido graxo de interesse, podendo-se
observar taxas de conversdo maiores que 90% para a lipase vegetal proveniente de
mamona e animal proveniente de pancreas de porco.

Abdelmoez et al. (2013) verificaram a atividade de lipase de Candida rugosa
ATCC 14830, que apresentaram 12 U/ml em substrato de azeite de oliva (OO). Essas
lipases foram eficientes na hidrélise do 6leo de girassol com conversdo maxima de
39,5% apos 24 h.

Lipases oriundas de Rhizopus microsporus CPQBA DRM 312-07, obtidas por
meio de fermentacdo em estado solido, foram utilizadas por Zago et al. (2014) na
sintese de ésteres etilicos, com um rendimento de 68% apds 72 h de reacdo, esses
resultados foram promissores na aplicacao de producéo de biodiesel.

Por sua vez, Yan et al. (2014) sintetizaram por meio de reacOes de esterificacdo
ésteres de acidos graxos de cadeia curta com propriedades aromatizantes, com taxas de

converdo acima de 80%, utilizando lipases oriundas de Aspergillus oryzae WZ007.

2.2.1.2 Reac0es de Interesterificacao
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Outra importante reacdo catalisada pelas lipases € a interesterificagdo que pode
ocorrer dentro da mesma molécula de triglicerideo ou entre moléculas diferentes (De
Greyt e Kellens, 2001). Nesta reacdo ocorre a remocao e a redistribuicdo dos ésteres de
acidos graxos e, por isso, a regioespecificidade da enzima € importante para designar
onde ocorrerd a hidrolise e reposicionamento das ligacdes ésteres, podendo ocorrer nas
posicdes 1 e 3 (extremidades da molécula) ou posicdo 2 (central) (Wang et al., 2006).

Desta forma, a regioespecificidade e a especificidade por substratos de tamanho
de cadeia diferentes sdo caracteristicas importantes para a aplicacdo em reacdes de
interesterificacdo, ja que, as lipases podem hidrolisar e recolocar as ligacOes esteres em
posicdes especificas da molécula de triglicerideo liberando acidos graxos com diferentes
tamanhos ou formando lipideos com caracteristicas individuais. O perfil e a posicdo do
acido graxo liberado, bem como o lipideo reestruturado estdo diretamente relacionados
com a elevada especificidade das lipases, 0o que possibilita um grande numero de
aplicacdes (De Greyt & Kellens 2001; Wang et al., 2006; Farfan et al., 2013).

Reacdes de interesterificacdo tém sido utilizadas para a mudanca das
propriedades nutricionais dos 6leos e gorduras, pois a mudanca na composicdo de
acidos graxos e reorganizacdo de suas posi¢cdes estereoquimicas nos triglicerideos
implicam em produtos diferenciados (Castro et al., 2004).

Além disso, lipases que interesterificam podem melhorar os atributos sensoriais
de bleos e gorduras (Ribeiro et al., 2009) alterando as propriedades fisico-quimicas dos
substratos sem a producédo de &cidos graxos trans que sao conhecidos por terem efeitos
prejudiciais a satde (Idris & Mat Dian, 2005). Os produtos resultantes mantém o perfil
e 0 grau de saturacdo dos &cidos graxos de partida da mistura reacional, mas apresentam
um triglicerideo estereoquimicamente diferente, 0 que resulta em novas caracteristicas
fisico-quimicas e novas propriedades nutricionais. Estas novas gorduras sdo definidas
como lipideos estruturados (Karabulut et al., 2004; Klinkesorn et al., 2004; Hamam et
al., 2005).

Feddern et al. (2013) utilizaram interesterificacdo para modificar a estrutura da
gordura presente na pele de frango que € naturalmente rica em &cidos graxos do tipo
oleico e palmitico. Esta gordura e uma mistura de acidos graxos de cadeia ramificada
foram submetidos a reacdo catalisada por lipases fungicas de Rhizomucor miehei
resultando na produgdo de lipidios modificados enriquecidos em acidos graxos poli-

insaturados.
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Figura 2. Representacdo esquematica das reacOes de hidrolise, esterificacdo e
interesterificacio catalisadas por lipases (Barros et al., 2010). Sendo: R, R, R® e R®
referentes aos grupos funcionais dos glicerideos, sendo R* e R® correspondentes ao
grupo éster da molécula; enquanto R e R? correspondem ao grupo metil.

2.3 Compostos lipidicos e atividades bioldgicas

Os 06leos vegetais sdo gorduras extraidas de plantas, constituidos principalmente
de triglicerideos (> 95%) e pequenas quantidades de mono e diglicerideos, os quais tém
como constituicdo basica glicerol e &cidos graxos gque variam quanto ao tamanho da
cadeia de carbono e numeros de ligacGes duplas. A determinacdo do perfil lipidico
desses compostos é fundamental para o conhecimento da qualidade dos éleos, para a
verificacdo do efeito de processamentos, adequacdo nutricional do lipidio ou do
alimento que o contém (Balat et al., 2008).

Oleos e gorduras possuem constituicdo diferente de &cidos graxos, cujas
propriedades fisicas, quimicas e biolégicas sdo determinadas, principalmente, pelo
comprimento e pelo grau de insaturacdo da cadeia hidrocarbdnica bem como pela
distribuicéo espacial destes sobre o esqueleto do trigliceridio (Perdomo et al., 2015).

Os acidos graxos (Figura 3) sdo considerados como acidos monocarboxilicos
alifaticos, amplamente distribuidos em vegetais onde geralmente estdo ligados a
acucares, glicerol e grupos fosfatos formando os lipidios. A catélise dessas estruturas

gera acidos graxos livres que sdo cadeias de carbono ligadas a a&tomos de hidrogénio que
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possuem em uma das suas extremidades um grupo carboxila e na outra o grupo metila,
em que o nimero de atomos de carbonos pode variar entre 4 e 28. Os &cidos graxos de
cadeia curta possuem cadeia com numero inferior a 8 carbonos, cadeia média entre 8 e
16 e cadeia longa acima de 16 carbonos (Desbois et al., 2010; Ruiz-Rodriguez et al.,
2010; Lima et al., 2011). Quanto ao grau de instauracdo sdo considerados saturados os
que ndo possuem duplas ligacdes, insaturados os que contenham apenas uma e poli-

insaturados (PUFAS) os que possuem duas ou mais (Perdomo et al., 2015).

A) T
Oy Ot | Grupo Carbosila O\ %M | Metilasio do
¢ {Hakotiion) - Grupo Carboxila
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Figura 3. Estruturas de acidos graxos livres. Sendo, A) &acido graxo livre saturado
(&cido céaprico) com 10 atomos de carbono tendo em uma extremidade um grupamento
carboxila (-COOH) e na outra extremidade um grupamento metil (- CH3); B) Acido
graxo livre poli-instaturado com duas duplas ligacdes (C=C) (Desbois et al., 2010).

Os PUFAs sdo considerados acidos graxos essenciais porque ndo podem ser
sintetizados pelo organismo humano e devem ser fornecidos através da dieta.
Classificam-se funcionalmente nas séries ®9 (n-9), w6 (n-6) e ®3 (n-3), representados
respectivamente pelos acidos oleico (OL), linoleico (AL) e alfa-linolénico (ALA), sendo
dentre cles destacados os das séries ®-6 e -3 (Salem, 1999). A presenca desses
compostos pode ser observada em alguns alimentos como pescados, graos e sementes
oleaginosas e alguns 6leos vegetais, entretanto, devido ao potencial biotecnoldgico para
melhorar as propriedades de matérias-primas naturais, ou submeté-las as
transformacdes, 0 mercado mundial apresenta uma ampla gama de suplementos
alimentares de PUFAs w6 e ®3 e de produtos nos quais estes acidos sdo incorporados

estando comercialmente disponiveis sob diferentes formas estruturais e de ligagdes
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(&cidos graxos livres, ésteres etilicos, triacilglicéridos e fosfolipidios) (Carvalho et al.,
2003; Castro et al., 2004; Morin et al., 2013; Xue et al., 2013).

Estudos epidemiolodgicos e clinicos demonstraram que os PUFAs -3 e »-6,
tém efeitos benéficos no tratamento de vérias patologias, desde doencas
cardiovasculares, autoimunes e inflamatorias, neuroldgicas, dislipidemia, resisténcia a
insulina a varios tipos de neoplasias incluindo cancro de mama, de ovario, de prostata e
coloretal (Gardfolo & Petrilli, 2006; Kato et al., 2008; Siddiqui et al., 2008; Skulas-
Ray et al., 2011; Simopoulos, 2016).

Ma et al. (2015) analisaram a resposta da viabilidade de células cancerigenas de
tumor de prdstata in vitro e in vivo na presenga de uma proporcéo dietética de PUFA
®6:03. A andlises revelaram uma diminuicdo dependente da dose na viabilidade das
células cancerigenas e inibicdo dependente da dose do crescimento tumoral e do peso
final do tumor a medida que a razdo w6:»3 foi equilibrada. Isto sugere que a proporgao
dietética desses compostos desempenha um papel importante na viabilidade celular do
tumor de prostata e pode indicar uma proporcdo dietética 6tima para a prevencao e
tratamento.

Os acidos graxos também apresentam outras atividades bioldgicas, incluindo
antimicrobiana, antioxidante e de sinalizagdo. A atividade antibacteriana de cada &cido
graxo € influenciada por sua estrutura e forma, onde o comprimento da cadeia e a
presenca, 0 nimero, posicdo e orientacdo das ligacGes duplas interferem na atividade
(Desbois et al., 2010; Mezni et al., 2012).

Varios estudos relataram agdo antimicrobiana de acidos graxos saturados e
insaturados, sob a forma de 6leo ou compostos individuais (Dilika et al., 2000; Yff Et
al., 2002; Narasimhan et al.,2006).

Kitahara et al. (2006) investigaram in vitro o efeito sinérgico de uma
combinacdo de &cido laurico e gentamicina, sendo que a combinagdo apresentou
atividade sinérgica contra Staphylococcus aureus (MRSA). O estudo concluiu que o
acido laurico € um potencial agente antimicrobiano também adequado para aplicacédo
externa.

Ha um interesse crescente sobre os efeitos dos &cidos graxos e outros compostos
lipidicos (ou deles derivados) no metabolismo e saude (Oliveira, 2006; Fleuri, 2016).
Em vista deste grande potencial, pesquisas voltadas a esta &rea tém relatado a aplicacdo
de diferentes métodos fisicos, quimicos e enzimaticos visando & obtencéo de lipideos

diferenciados a partir de substratos como os 6leos vegetais (Carvalho et al., 2003;
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Rodrigues & Gioielli, 2003; Karabulut et al., 2004; Klinkesorn et al., 2004; Armenta et
al., 2015). Esses por sua vez, podem ser estruturalmente modificados por reacgdes
enzimaticas de hidrolise, esterificacdo ou interesterificacdo podendo gerar produtos com

propriedades bioldgicas diferentes e promissoras (Fleuri, 2016).

Os experimentos para o desenvolvimento deste trabalho foram executados

conforme o fluxograma a seguir (Figura 4).

Residuos de Laranja

l

@géo e Caracterizacdo de Limse>
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Figura 4. Fluxograma dos experimentos realizados. A partir de residuos de laranja
tratados foram obtidas lipases que foram caracterizadas e aplicadas em reacGes de
hidrélise e sintese para a obtencdo de compostos com diferentes atividades bioldgicas.
Os compostos bioativos foram correlacionados com perfil e estruturas quimicas.

3 Materiais e Métodos

3.1 Obtencao dos residuos de laranja Pera

Os residuos de laranja utilizados para as analises sdo pertencentes a espécie
Citrus sinensis variedade Pera Rio, cultivada no estado de Sao Paulo. Os residuos foram
separados em 4 subprodutos, a saber: bagaco, casca, frit e polpa em processos bem

estabelecido utilizando extratoras in line da empresa J. B. T. FoodTech (J. B. T.
FoodTech, 2013).
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3.2. Concentragéo dos extratos enzimaticos de lipases oriundas de residuos
de laranja

Os residuos de laranja da variedade Pera foram triturados mecanicamente até
atingir granulometria homogénea, congeladas por 24 h e liofilizadas por 48 h a -60°C
(Okino-Delgado,2014). Posteriormente, foram concentradas por salting out, utilizando
sulfato de amonio a 80%, dialisadas em membrana de celulose e novamente liofilizadas
a -60°C por 24 h. Cada fracdo foi tratada separadamente sendo entdo embaladas e
armazenadas congeladas a aproximadamente -7°C. As fracdes bagaco, casca, frit e polpa
(Figura 5), foram utilizadas como extrato enzimético para as determinacGes de

atividades enzimaticas e emprego nas reagoes.

Bagaco

Figura 5. FragBes residuais de laranja ap0Os trituracdo mecénica, liofilizacdo,
concentracdo por saturacdo com sulfato de aménio 80% e liofilizag&o.

3.3. Determinacdo da atividade de hidrolise de lipases dos residuos de

laranja

A atividade lipolitica foi medida seguindo o método descrito por Macedo et al.
(1997) e modificado por Okino-Delgado (2014), utilizando como substrato 5 mL de
emulsdo de solucdo de goma arabica e azeite de oliva extra virgem (3:1, v/v), 2 mL de
tampéo fosfato 0,01 M pH 7,0 e 0,5 g de extrato enzimatico (fracdes residuais de laranja
Pera: bagaco, casca, frit e polpa). A mistura reacional foi incubada por 30 min a 40°C
em banho termostatizado com agitacdo de 130 opm. A reacgéo foi paralisada pela adigéo
de acetona:etanol (1:1, v/v) e os &cidos graxos liberados foram titulados com solugéo de
NaOH 0,05 M utilizando fenolftaleina como indicador. Um branco composto pelos
mesmos reagentes exceto a enzima, foi preparado e submetido as mesmas condigdes
reacionais para padrédo comparativo e o resultado obtido na titulagio foi descontado da
amostra correspondente como garantia de que os resultados obtidos na titulagdo eram

referentes a reagdo com 0s extratos enzimaticos e ndo dos 4cidos presentes no substrato.
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Cada unidade de atividade lipolitica foi definida como a quantidade de lipase necessaria

para liberar 1pmol de acido graxo por min nas condigdes de ensaio.

3.4. Determinacéo da atividade de esterificacdo de lipases dos residuos de

laranja

A atividade de esterificacdo foi analisada segundo o método descrito por
Talukder et al. (2007) modificado. Em tubo falcon, uma aliquota de 1,17 g do extrato
enzimatico foi adicionada a um meio reacional contendo 0,40 g de acido laurico (0,2
M); 0,37 g de dodecanol (0,2 M); 10 mL de isooctano e 1 mL de tampdo fosfato 0,01 M
pH 7. Esse sistema foi incubado por 30 min a 37°C com agitacdo de 200 opm. A reacao
foi paralisada pela adicdo de 10 mL de acetona:etanol (1:1, v/v) e os acidos
remanescentes foram titulados com NaOH 0,05 M e fenolftaleina como indicador. Um
branco composto pelos mesmos reagentes exceto a enzima, foi preparado e submetido
as mesmas condicBes reacionais para padrdo comparativo e o resultado obtido na
titulacdo foi descontado da amostra correspondente. Uma unidade de esterificacdo foi
definida como a quantidade de enzima capaz de catalisar a formagdo de 1 umol de

dodecanol laurato por min nas condigdes de ensaio.
3.5. Caracterizacdo das lipases dos residuos de laranja
3.5.1 Especificidade quanto ao tamanho de cadeia do substrato

O p-nitrofenil palmitato (p-NPP) é um substrato sintético composto por acidos
graxos de cadeia longa (16 C) sendo que a atividade lipolitica das fracdes enzimaticas
de laranja sobre esse substrato foi analisada pelo método descrito por Mahadik et al.
(2002) e Lopes et al. (2011).

O p-nitrofenil laurato (p-NPL) é constituido por acidos graxos de cadeia média
(12 C), sendo que a atividade lipolitica sobre esse substrato foi analisada pelo método
descrito por Gutarra et al. (2009).

O p-nitrofenil butirato (p-NPB) é composto por acidos graxos de cadeia curta (4
C), sendo que a atividade lipolitica sobre esse substrato foi analisada pelo método
descrito por Calado et al. (2002) e Lopes et al. (2011).
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3.5.2 Caracterizacao do perfil proteico dos extratos enzimaticos dos residos

de laranja

Na avaliacdo do perfil de proteinas utilizou-se eletroforese em gel de
poliacrilamida - dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) conforme metodologia de Weber
e Osborn (1969). Para isso 0,1g dos extratos enzimaticos foram centrifugados em 0,5
mL de tampéo fosfato 0,01 M pH7, sendo que uma aliquota do sobrenadante de cada
extrato foi coletada e incubada a 70°C por 3 min juntamente com agente desnaturante
SDS-PAGE e entdo aplicada no gel. O experimento foi conduzido usando tampé&o
TrissfHCL 15M (pH 8,8); gel de concentracdo 4% e gel de separagédo 8% de
poliacrilamida; em cuba vertical (sistema Mini Protean — Bio-Rad), empregando-se
corrente de 80V para empacotamento e 100V para corrida por cerca de 2 h. Ap6s o
término da corrida, para a revelacdo das proteinas, utilizou-se a coloragdo com nitrato
de prata (Shevchenko et al., 1996). Para comparagdo foi utilizado o padréo Precision
Plus Protein Dual Color Standards da Bio-Rad, que possue pesos moleculares variando
entre 10 a 250 KDa. Para o céaculo dos pesos moleculares das amostras foi utilizada
equacdo da reta obtida pela relagcdo entre o fator de retencdo (Rf) e o log da massa
molecular dos padr@es e o Rf das fracGes avaliadas. O Rf foi calculado como pela razdo

da distancia pecorrida pela amostra ou padrdo pela distancia percorrida pelo solvente.

3.5.3 Especificidade das lipases quanto a posicdo estereoquimica do acido

graxo

A regioespecificidade das lipases produzidas a partir de residuos de laranja foi
determinada segundo Meghwanshi et al. (2006) modificado, pela incubacao de 0,5 mL
de trioleina com 0,1 g de extrato enzimatico dissolvido em 2,5 mL de tampdo fosfato
0,1 M, pH 7,0 a 40°C e 100 opm durante 24 h. Apés a reacdo, aliquotas de 500 uL
foram retiradas e 1,5 mL de éter etilico foi adicionado como paralisador. Os produtos
resultantes da hidrélise da trioleina pelas lipases foram avaliados por cromatografia em
camada delgada (CCD) em placas de silica gel (fase estacionaria). A fase movel foi
composta por éter de petroleo, éter etilico e acido formico na razdo de 210: 90: 0,4
(v:v:v) e como revelador foi utilizado método de imersdo da placa em camara contendo

acido sulfurico 10% em etanol. A lipase 1,3-regioespecifica de Rhizomucor miehei da
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empresa Sigma Aldrich foi utilizada como controle, bem como os padrGes monoleina,

dioleina, &cido oleico, trioleina e glicerol.
3.6. Aplicacao das lipases
3.6.1 Modificacdo de dleos vegetais por reagdo de hidrdlise

As lipases foram empregadas na modificacdo de nove 6leos vegetais (babacu,
dendé, girassol, mamona, milho, oliva, palmiste, soja e uva) por reacdo de hidrdlise.
Para isso amostras de 2,1 g de cada 6leo, 5 mL de tampdo fosfato 0,01 M pH 7,0
acrescido de 10% de extrato enzimatico em relacdo ao volume total da reacdo, foram
emulsionados em tubos cilindricos de 50 mL com tampa e o sistema incubado por 24 h
em shaker a 100 opm a 40°C (Hartman e Lago, 1973). Para cada substrato reacional
foram testadas todas as fragfes enziméticas, um branco composto pelos mesmos
reagentes exceto a enzima e um padrdo utilizando lipase de pancreas de porco (Sigma-
Aldrich). Os valores dos brancos foram descontados das amostras correspondentes. Seis
ensaios foram preparados para cada Oleo, trés para determinacdo da porcentagem de
hidrdlise por titulagdo (triplicata) e trés para serem utilizadas nas andlises por
cromatografia gasosa e determinacdo das atividades biologicas. Para a determinacdo da
porcentagem de hidrolise a mistura reacional foi paralisada com 5 mL de etanol e
acetona (1:1, v:v) e os acidos graxos liberados titulados com solugdo de NaOH 0,05 M
aquosa, utilizando 6 gotas de fenolftaleina como indicador. A porcentagem de hidrolise
foi calculdada como descrito por Fleuri et al. (2014).

% Hidrolise = (A x B x C) / D x E x 100; onde:
A: volume (ml) de NaOH

B: concentracdo molar de NaOH

C: massa molar de NaOH

D: Massa 6leo (g)

E: indice de saponificacdo do 6leo

3.6.2 Reacao de esterificacéo

Os extratos enzimaticos das fracOes residuais de laranja foram aplicados em
reacOes de esterificacdo utilizando acido oleico e etanol como substrato (Fleuri et al.,
2014). Um sistema reacional, composto por 1 mol de acido oleico, 5 moles de etanol e

10% de extrato enzimatico em relacdo ao volume total do sistema, foram emulsionados
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em tubos cilindricos de 50 mL com tampa e incubados em shaker a 40°C e 100 opm, por
72 h. Um branco composto pelos mesmos reagentes exceto a enzima e um padréo
utilizando lipase de pancreas de porco (Sigma-Aldrich) foram preparados e utilizados
para comparacdo. Seis ensaios foram preparados, trés (triplicata) para determinacdo da
porcentagem de esterificagdo por titulacdo e trés para serem utilizadas nas analises por
cromatografia gasosa e determinacao das atividades bioldgicas. Para a determinagdo da
porcentagem de esterificacdo a mistura reacional foi paralisada com 5 mL de etanol e
acetona (1:1, v:v) e os acidos graxos existentes titulados com solucdo de NaOH 0,5 M
aquosa, utilizando 6 gotas de fenolftaleina como indicador. A porcentagem de
esterificacdo foi calculada segundo a equacéo descrita por Fleuri et al. (2014).

% de esterificacdo= (A x B x C) /10 x D x 100 onde:
A: volume (ml) de NaOH

B: Concentragdo Molar de NaOH

C: MM Acido Graxo

D: Massa da aliquota titulada

3.6.3 Andlise do perfil dos acidos graxos obtidos nas reacdes

Uma aliquota de 1 mL dos produtos formados pelas reacdes de hidrélise e
esterificacdo foi utilizada para tracar o perfil dos &cidos graxos. As fases extraidas
foram preparadas utilizando o método descrito por O’Fallon et al. (2007), com
modificacdes e analisadas segundo Ebrahimi et al. (2012). Para os produtos de reacdo
de hidrolise, foram adicionados em tubo falcon de 25 mL 100 pL de amostra e 1,5 mL
de NaOH 0,5 M (diluido em metanol). A mistura foi submetida a incubagéo a 100°C por
5 min. O tubo entdo foi resfriado e foram adicionados 4 mL de esterificante BF;-MeOH
14% e a mistura foi novamente submetida a incubacdo a 100°C por 5 min, e,
posteriormente, resfriada. Foi realizada a extracdo dos ésteres formados, adicionando 2
mL de heptano e 5 mL de solugéo saturada de cloreto de sddio. A mistura entdo foi
homogeneizada em vortex por 2 min e, apos a separacdo de fases, o sobrenadante foi
encaminhado para analise em cromatografia gasosa de alta eficiéncia.

Para os produtos de reacdo de esterificacdo adotou-se 0 mesmo procedimento,
no entanto, sem adicdo do BF;-MeOH 14%.

Os ésteres etilicos e metilicos de acidos graxos remanescentes das amostras
foram analisados utilizando-se cromatografo a gas com detector de ionizagdo de chama
(CG-DIC, Shimadzu, GC-2010/A0C-20i) e cromatografo a gas acoplado a

28



AVA @

AVAVAY

unesp * Jbiotec

espectrometro de massas (CG-EM, Shimadzu, QP- 5000, Kyoto, Japan) providos de
coluna capilar de silica fundida DB-5 e OV-5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 pm),
respectivamente, com impacto de elétrons de 70 eV e utilizando gas hélio para arraste
com vazéo de 1,7 mL min, split 1/30. Para cada amostra adotou-se uma temperatura
ideal, sendo:

-150°C (1 min™), 150°C - 280°C, 2°C min™, 280°C (1 min™), injetor a 230°C e
detector a 300°C; para amostras contendo 6leo de mamona.

-170°C (1 min™), 170°C - 280°C, 2°C min, 280°C (20 min™), injetor a 280°C e
detector a 300°C; para amostras contendo 6leo de uva.

-180°C (10 min™), 180°C - 280°C, 5°C min™, 280°C (10 min™), injetor a 280°C
e detector a 300°C; para amostras contendo 6leo de milho e girassol.

-180°C (10 min™), 180°C - 280°C, 5°C min™, injetor a 280°C e detector a
300°C; para amostras contendo 6leo oliva e acido oleico.

Realizou-se a quantificacdo dos ésteres metilicos e etilicos por normalizacdo das
areas dos picos e identificou-se por comparacao dos tempos de retencdo dos picos dos
padrdes comerciais com as amostras analisadas. Este experimento foi executado por
meio de parceria com a Profa. Dra. Marcia Ortiz Mayo, do Instituto Agronémico de
Campinas (1.A.C).

3.6.4 Determinacdo das atividades biolédgicas dos produtos de reacao

Os produtos resultantes das reagdes de hidrolise e esterificacdo foram utilizados
para a determinacdo das atividades antioxidantes pelo método DPPH (Zhu et al., 2002;
Chen et al., 2003), atividades antimicrobianas (Motta e Brandelli, 2002) e de
citotoxicidade (Mosmann,1983; De Souza Queiroz et al., 2007).

3.6.4.1 Atividades antioxidantes

Os produtos formados das reacGes de hidrolise e esterificacdo foram analisados
quanto ao potencial antioxidante pelo método DPPH, como descritos por Zhu et al
(2002) e Chen et al. (2003). Para isso uma aliquota de 500 pL do sobrenadante de cada
frasco contendo os produtos das reagdes foi retirada e transferida para tubo de ensaio
com 3 mL de etanol P.A e 300 pL de DPPH. Este meio reacional foi homogeneizado e
permaneceu por 60 min em repouso na auséncia de luz. Apos este periodo foi efetuado
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leitura a 517 nm. Antes de cada leitura o equipamento foi zerado com um branco
respectivo a sua reacdo (branco da reacdo sem a presenca de enzima). Os resultados
foram calculados segundo equacéo de Zhu et al. (2002):

Abs do Branco — Abs da Amostra / Abs do Branco * 100 = % DPPH reduzido.

3.6.4.2 Atividades antimicrobianas

As atividades antimicrobianas foram determinadas de acordo com Motta e
Brandelli (2002) com modificacOes. Para determinar atividade antibacteriana as cepas
indicadoras testadas foram Escherichia coli (ATCC 8739), Listeria monocytogenes
(ATCC 7644), Pseudomonas aureginosa (ATCC 27853), Salmonella enteritidis (ATCC
13076) e Staphylococcus aureus (ATCC 1901). Os micro-organismos indicadores na
concentracdo de 10 UFC/mL™ em solucdo salina (0,85% NaCl, p/v), foram inoculados
em placas de agar Mueller Hinton. Discos de difusdo foram distribuidos uniformemente
sobre as placas e sobre eles foram pipetadas as amostras. Como controle negativo foi
utilizado solucdo salina e como controle positivo foi usado gentamicina 10 pg para
cepas gram-negativas e vancomicina 30 g para cepas gram-positivas. Aliquotas de 20
pL das amostras (produtos de reacdo de hidrélise e esterificacdo) foram pipetados nas
placas com as estirpes indicadoras a cada 1 h por 3 h. Apds cada aplicacdo as placas
foram incubadas a temperatura étima para cada micro-organismo testado e ao término
permaneceu incubado por 24 h. Subsequentemente, foi observada a atividade inibidora
contra o indicador bacteriano representada pela presenca de halos claros que foram
medidos e apresentados como uma zona de inibicdo em mm.

Para determinar a atividade antifingica os fungos Fusarium oxysporum
ssp. (IOC 4065), Aspergillus fumigatus (IOC 0081), Penicillium expansum (10C
4076) e Candida albicans (IOC 2508) foram utilizados como indicadores. Cada fungo
foi cultivado em slant de Potato Dextrose Agar (PDA) por 5 dias a 30°C. Apos esse
periodo foram adicionados 6 mL de agua destilada esterilizada em cada slant. O
crescimento foi homogeneizado com o auxilio de uma alca e espraiado em placas de
PDA. O teste foi realizado da mesma forma que o teste antibacteriano, utilizando discos
de difusdo sobre os quais foram pipetadas as amostras. As placas foram incubadas por
72 h a 30°C e foi observada a atividade inibidora contra o indicador fungico
representada por presenca de halos claros. Como controle negativo foi utilizado solugéo

salina e como controle positivo foi utilizado anfotericina B (1 pg/mL).
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Para ambos os testes uma placa com os brancos das reacdes foi feita seguindo a

mesma metodologia.

3.6.4.3 Avaliacédo da citotoxicidade - Teste de viabilidade celular por meio
da reducéo de MTT

Os ensaios de citotoxicidade foram realizados segundo Brackett et al. (2012) e
Farquharson et al. (1993) por meio de parceria com o Prof. Dr. Willian Fernando
Zambuzzi do Laboratério de Bioensaios e Dinamica Celular, do Departamento de
Quimica e Bioquimica do IBB da Unesp. Linhagens de fibroblastos de camundongo
normal NHI/3T3, queratindcitos humano normal HaCaT e tumoral SCC9 (carcinoma
epidermdide bucal) foram mantidas em Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM)
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB), 100 ng/mL de sulfato de
estreptomicina e 100 UI/mL de penicilina (antibiéticos) e mantidas em estufa imida a
37°C contendo 5% de CO,. Para manutencdo da linhagem tumoral, SCC9, o meio de
cultura foi suplementado adicionalmente com 400 ng/mL de hidrocortisona.

Para cada composto proveniente das reacBes enzimaticas de hidrélise e
esterificagdo, foram testados trés volumes diferentes: 10 pL (5%), 20 pL (10%) e 40 pL
(20%). Paralelamente, as células das linhagens (NHI-3t3, HaCaT e SCC9) foram
plaqueadas em placas de 96 pocos, com meio convencional; a cada poco foi adicionado
100 pL (10000 cels). Apoés 24 h, o tratamento de cada composto foi realizado
adicionando volumes especificos e meio de cultura DMEM para um volume final de
200 pL por poco (a saber: 90 pL, 80 pL e 60 pL).

Controle: Linhagens tratadas com meio convencional (DMEM + 10% Soro Fetal
Bovino);

Grupo 2: Linhagens foram tratadas com 10 pL dos produtos de reagdo + 90 pL de
meio convencional,

Grupo 3: Linhagens foram tratadas com 20 pL dos produtos de reacdo + 80 pL de
meio convencional,

Grupo 4: Linhagens foram tratadas com 40 pL dos produtos de reagdo + 60 pL de

meio convencional.
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Figura 6. Esquema experimental da avaliagdo de citotoxicidade. Esquema sinalizando
0s momentos, em horas (h) de cada processo do MTT. As células foram plaqueadas 48
h antes da avaliacdo da viabilidade celular. Para cada grupo foi realizado um conjunto
de replicatas (3 experimentos independentes), com n=9 para cada experimento.

Para realizacdo dos testes de viabilidade celular, as células foram plaqueadas em
microplacas de 96 pocos a uma densidade de 1x10* células por poco em meio DMEM
suplementado. Ao atingirem a semi-confluéncia (24 h ap6s o plagueamento), as células
foram expostas aos compostos provenientes de reacGes enzimaticas em concentracdes
de 5%, 10% e 20%, diluidos em meio DMEM suplementado com 10% SFB e
antibioticos, exceto para as células SCC9, as quais foram mantidas as condicGes ideais
de cultura preconizadas pela ATCC (400 ng/ml). Apdés 24 h a viabilidade celular foi

avaliada pelo ensaio de reducdo do MTT.

4. Andlise estatistica dos resultados

Todos os testes foram realizados em triplicatas, com excecdo da atividade
antimicrobiana que foi realizada em duplicata. Os ensaios paramétricos foram
realizados pelo Software Assistat, submetidos ao teste de normalidade e, dependendo do
resultado, submetidos a analise de variancia e teste de Tukey (p <0,05). Para a analise

de MTT foi utilizado o Software Prism 6 e aplicados os testes ANOVA e Tukey.
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5. Resultados e Discussoes
5.1. Obtencéao de lipases de residuos de laranja

Os quatro subprodutos provenientes do processamento de laranja testados
apresentaram atividade de hidrolise de lipase. Procedeu-se esta analise com amostras
enzimaticas brutas e amostras concentradas por salting out com sulfato de amonio 80%

de saturacdo seguidas de liofilizac&o.

As lipases das fracOes enziméticas brutas de bagaco, casca, frit e polpa
apresentaram, respectivamente, 34,6 U/g; 35,2 U/g; 38,7 U/g e 38,2 U/g; enquanto que
as concentradas com sulfato de aménio 80% de saturacao, apresentaram 55,9 U/g; 58,0
U/g; 49,9 U/g; e 40,4 U/g; respectivamente (Figura 7).

70
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Bagaco Casca Frit Polpa

Atividade de hidrdlise de lipase
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Residuos de Laranja
[l extratos concentradas extratos brutos

Figura 7. Atividade de hidrolise das lipases obtidas dos residuos de laranja, bagaco,
casca, frit e polpa, onde letras maiusculas representam andlise entre si dos extratos
concentrados com sulfato de amdnio 80% de saturacdo e minusculas analise entre si dos
extratos brutos. Médias seguidas pela mesma letra, na mesma linha, ndo diferem
estatisticamente entre si para o teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade (p <
0,05).

Okino-Delgado e Fleuri (2014) verificou atividades de lipases dos residuos de
laranja, em que foram detectadas para bagaco 36,5 U/g; para casca 37,2 U/g e 9,22 U/g
para o frit.

Os quatro subprodutos foram avaliados quanto & atividade de esterificacdo
(Figura 8), sendo detectado para bagaco 1,99 U/g; para casca 1,43 U/g; para frit 1,7 U/g
e para polpa 1,16 U/g nas amostras concentradas com sulfato de amoénio 80% de

saturacdo. Nas amostras brutas nao foi observada esta atividade.
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Os valores obtidos nesse trabalho foram maiores do que os obtidos por Reinehra
et al. (2014) que estudaram a atividade de esterificagdo de lipases oriundas de fungos
utilizando a mesma metodologia aplicada no presesnte estudo. Os autores obtiveram
taxas de 0,30 U/g para as lipases de Aspergillus niger (O-4) isolado de solo
contaminado com o0leo diesel, enquanto que o fungo Aspergillus fumigatus apresentou
atividade de esterificacdo de 0,47 U/g.
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Figura 8. Atividade de esterificacdo das lipases obtidas dos residuos de laranja, bagaco,
casca, frit e polpa concentrados com sulfato de amonio 80% de saturacdo. Avaliadas
estatisticamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade (p < 0,05).

Em funcdo das atividades de hidrolise e esterificacdo mais expressivas obtida
por meio das lipases saturadas com 80% de sulfato de amonio, e, posteriormente
liofilizadas, os testes subsequentes foram executados com amostras enzimaticas

submetidas a estes tratamentos.

5.2 Caracterizacao de lipases de residuos de laranja

As amostras enziméticas foram caracterizadas quanto a especificidade sobre
cadeia carbodnica de &cidos graxos de diferentes tamanhos (Tabela 2) utilizando-se
substratos sintéticos de acidos graxos de cadeias longa, média e curta, respectivamente,
p-nitrofenil palmitato (p-NPP), p-nitrofenil laurato (p-NPL) e p-nitrofenil-butirato (p-
NPB). As lipases de casca, frit e polpa apresentaram atividade de até 3,5 U/g em p-NPP
e as de bagaco, casca e polpa de até 5 U/g em p-NPL. Todas as lipases (bagago, casca,

frit e polpa) apresentaram elevada atividade em p-NPB de até 19,5 U/g.
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A alta atividade sobre acidos graxos de cadeia curta apresentada pelas lipases, €
muito interessante quando ponderado por exemplo, os beneficios da atuacdo desses
compostos sobre regulacdo do sistema imunolégico. Um conjunto de evidéncias indica
que acidos graxos de cadeia curta e seus metabolitos sdo reguladores por atuacdo direta
ou indireta na diferenciacdo de células T, protagonistas nesse aspecto (Mucida et al.,
2007; Arpaia et al., 2013; Mace et al., 2014; Nicolaou et al., 2014). Além disso, também
induzem a quimiotaxia dos neutréfilos (Le et al., 2003; Vinolo et al., 2001) e regulam
macrofagos e células dendriticas (Luhrs et al., 2002; Millard et al., 2002) que sao
células envolvidas na resposta imune. Dessa forma, as lipases de residuos de laranja

Pera, se mostram uma alternativa para obtencao destes compostos.

Tabela 2. Estudo da especificidade por tamanho de cadeia carbénica do acido graxo,
em U/g, das lipases obtidas de residuos de laranja Pera e concentradas com sulfato de
amonio 80% de saturacdo.

Substrato Lipase Bagaco | Lipase Casca Lipase Frit Lipase Polpa
Sintético

P-NPP 0,00 1,08 U/g £0,44 | 3,50 U/g+0,08 | 1,40 U/g+0,07
(cadeia longa)

P-NPL 2,50 U/g+0,06 0,71 U/g+0,04 0,00 5,20 U/g+0,65
(cadeia média)

P-NPB 7,25 U/g+0,69 8,12 U/g+1,47 16,04 /g+2,6 19,50 /g+3,5

(cadeia curta)

Na caracterizacdo do perfil proteico das amostras de lipase dos residuos de
laranja por eletroforese em gel de poliacrilamida (Figura 9) além de verificar o peso
molecular que é importante para purificacdo de proteinas, também foi possivel avaliar a
homogeneidade das fracBes. Foram observadas quatro bandas mais proeminentes para a
fragdo de bagaco, que indicaram massas moleculares de 20,55 KDa; 24,9 KDa, 37,0
KDa e 49,5 KDa; seis bandas para as fracdes de casca e frit que apresentaram as
mesmas massas moleculares 20,55 KDa; 24,9 KDa; 37,0 KDa; 47,54 KDa; 49,5 KDa e
158,4 KDa); e sete para a polpa com massas moleculares de 18,48 KDa; 20,55 KDa;
24,9 KDa; 30,0 KDa; 37,0 KDa; 47,54 KDa e 49,5 KDa.

Nota-se que o perfil proteico das amostras € semelhante, sendo que no bagaco
observou-se auséncia de duas bandas em relagdo a casca e frit e trés bandas em relagéo a
polpa; porém as quatro massas moleculares detectadas no bagaco também foram
notadas nas demais fracdes. Para casca e frit o perfil se mostrou homogéneo, sendo as

mesmas massas moleculares detectadas nas duas fragdes, nas quais notou-se também a
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presenca de proteinas com 158,4 KDa que ndo foram observadas nas outras fracoes.
Para polpa foram detectados maior nimero de proteinas e a presenga de duas massas
moleculares que ndo foram observados nas demais fracdes, a saber: 18,48 KDa e 30,0
KDa, sendo essa fracdo a mais heterogénea em relacao as demais. Perfil semelhante foi
observado por Lerma et al. (2016) que avaliaram o perfil proteico de casca e polpa de
laranja, esses estudos detectaram um numero maior de proteinas na fracéo de polpa em

relacdo a casca e também maior diferenca entre as massas moleculares observadas nesta

fracéo.
250 KD
158 4KDa
150 KD
100 KD
75 KD
S50 KD
4055 KDa
475KDa
37KD
37,0KDa
30,0KDa
25 KD
249KDa
20 KD 2055KDa
1848 KDa
15 KD

PadrBes Bagago Casca Frit Polpa

Figura 9: Placa de eletroforese em gel de poloacrilamida (4% concentragdo e 8%
separacao) para caracterizacgdo proteica por eletroforese SDS-PAGE dos extratos
enzimaticos dos residuos de laranja: bagaco, casca, frit e polpa.

A técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida, é amplamente utilizada para
detectar massa molecular de proteinas (MARTINS et al., 2006). Muitos estudos relatam
que lipases possuem peso molecular predominante de 19 a 60 KDa (LESUISSE et al,
1993; GAUR et al., 2008; LIU et al., 2008).

Pesquisadores purificaram em cromatografia de troca idnica e caracterizaram
por SDS-page lipase hepatica de Tarodes pacifus, sendo que os resultados mostraram
que a massa molecular da enzima foi de 27 KDa (Park et al., 2007). Outros estudos,

como os de Liu et al. (2008) produziram, purificaram e caracterizaram uma lipase
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extracelular de Aureobasidium pullulans HN2.3 utilizando a técnica do SDS-Page, por
meio da qual foi determinada a massa molecular da lipase de 60,5 KDa.

Esses dados corroboram com o presente estudo, no qual o perfil proteico das
lipases de bagaco, casca, frit e polpa de laranja analisados apresentraram massas
moleculares similares a outras estudadas.

No estudo da regioespecificidade das lipases observou-se que a lipase de bagaco,
casca e frit correspondem as lipases 1,3 especificas (Figura 10), devido a comparacgéo
com os produtos de reacdo descritos por Meghwanshi et al. (2006) e com o padréo de
lipase comercial de Rhizomucor miehei (Figura 11). Verificou-se a presenca de
monoleina, dioleina, &cido oleico e glicerol como produtos da degradacdo da trioleina
por atuacdo destas enzimas, produtos estes que sdo tipicos de lipases 1,3 especificas.

Em relacdo as lipases de polpa observou-se majoritariamente a presenca de acido
oleico, levando-se em consideracdo a diferenca em relagdo ao controle e os dados da
literatura que apontam dioleina como principal produto decorrente da atuacdo de lipase
2 especifica, concluiu-se tratar-se de uma lipase nao especifica.

E importante ressaltar que os extratos enzimaticos empregados nas reagdes nio
sdo purificados, dessa forma, h4 a possibilidade de isoformas de lipase na mesma

amostra.

A) B)
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Figura 10 . Determinacéo da regioespecificidade por CCD de lipases, sendo A: Lipases
de residuos de laranja: bagacgo, casca, frit e polpa, pela analise dos produtos de
degradacdo da trioleina, e B: Padrdes para a regioespecificidade, onde 1 = monoleina; 2
= dioleina; 3 = &cido oleico; 4 = trioleina e 5 = glicerol, referentes aos produtos de
degradacéo da trioleina pela lipase 1,3 especiefica de Rhizomucor miehei.

5.3. Aplicacdes das lipases de residuos de laranja em reacdes de hidrolise e

sintese

As lipases vegetais hidrolisaram diferentes 6leos com destaque para as lipases
do bagaco na hidrdlise dos 6leos de dendé, girassol, mamona e oliva; para as lipases frit
em Oleo de dende e oliva; e para as lipases da polpa nos 6éleos dende, girassol, mamona,
milho, oliva e uva (Tabela 3).

Essas diferencas de atuacdo enzimatica estdo provavelmente relacionadas as
diferentes composicdes dos triglicerideos (TG) presentes nos diferentes 0leos, pois as
enzimas em questdo podem ser especificas quanto ao tamanho da cadeia de acidos
graxos (AG) que compde os TG, bem como as posicdes dos AG nos TG. As
combinag0es citadas (lipases+substrato) apresentaram porcentagem de hidrélise acima
de 10% (Tabela 3), sendo resultados superiores do que os obtidos por Khelassi et al.
(2012) que registraram valores de conversdo abaixo de 10% utilizando lipases oriundas

de Candida cylindrica, Candida rugosa e Pseudomonas cepacia.
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Tabela 3. Hidrolise de 6leos vegetais (%) catalisada por lipases obtidas de residuos de
laranja Pera e concentradas com sulfato de amonio 80% de saturacao.

Oleo Lipase de Lipase de Lipase de  Lipase de Lipase
Vegetal Bagaco Casca Frit Polpa comercial
(Substrato)
Babacu 7,38¢eAB 6,99cB 7,70eAB 8,18gA 35,11
Dendé 13,45bA 9,69aC 11,61bB 9,46fC 48,70
Girassol 10,72cB 8,34bC 8,02deC 11,59dA 54,45
Mamona 15,78aB 7,86bcD 8,92cdD 20,77aA 56,45
. 9,11dB 7,09cC 7,9eC 16,32bA 52,11
Milho
) 11,35cB 7,69bcD 13,16aA 10,51eC 55,17
Oliva
_ 7,70eB 5,70dC 9,73cA 8,02gB 36,92
Palmiste
) 8,73dA 2,20eC 5,49fB 8,89fgA 48,03
Soja
Uva 7,29C 8,40bB 6,29 fD 12,60cA 52,76

M¢dias comparadas pelo Teste de Tukey (p < 0,05), analise fatorial onde as letras
maiusculas comparam as linhas e mindsculas as colunas.

As lipases também foram empregadas em reacOes de sintese de ésteres
utilizando como substratos &cido oleico e etanol. Todas as lipases promoveram a
esterificacdo dos substratos, cujo maior valor absoluto foi obtido com a lipase do
bagaco (17,82%), que foi estatisticamente igual as porcentagens de esterificacdo
proporcionadas pelas lipases da casca e do frit (Tabela 4).

Fleuri et al. (2014) alcancaram na esterificacdo de acido oleico e etanol taxas de
51 e 40,2% de conversdo por meio das lipases LWB e LSB, respectivamente, obtidas
por FES de Aspergillus sp. Apesar de ter sido utilizado meio reacional semelhante, o
tempo de reacdo do presente estudo foi inferior ao utilizado por Fleuri et al. (2014).
Além disso, essas diferencas podem ser em detrimento das unidades de atividades
enzimaéticas, estabilidades das lipases em solventes orgéanicos e equilibrio da reacéo
(Fleuri, 2016).

Tabela 4. Esterificagdo do acido oleico e etanol (%) catalisada por lipases obtidas de
residuos de laranja Pera e concentradas com sulfato de aménio 80% de saturacéo.
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Substratos Lipase de Lipasede Lipasede Lipase de Lipase

Reacionais  Bagaco Casca Frit Polpa Comercial
Acido
Oleico e 17,82a 16,81a 15,80a 11,09b 46,4
Etanol

Médias seguidas pela mesma letra, na mesma linha, ndo diferem estatisticamente entre
si para o teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade (p < 0,05).

5.4 Analises das atividades bioldgicas dos produtos das reac6es das lipases

5.4.1 Avaliacdo da atividade antioxidante

Os produtos resultantes das reacdes de hidrolise mais promissores (que
apresentaram hidrélise acima de 10%) foram selecionados para a analise quanto ao
potencial antioxidante utilizando o método de reducdo do radical DPPH. Os produtos de
reacdo que apresentaram atividade antioxidante foram os obtidos pela atuagéo da lipase
do bagaco nos 6leos de dende, girassol e mamona; pela atuacdo da lipase da casca no
6leo de dende; da lipase do frit sobre o 6leo de oliva e da lipase de polpa sobre os 6leos
de girassol, oliva e milho, sendo esta Gltima combinacdo mais promissora (resultando
em aproximadamente 95% de redugdo do DPPH) (Tabela 5).

Os produtos da lipase comercial da empresa Sigma Aldrich também foram
testados e apesar de apresentar alta atividade de hidrolise frente as lipases vegetais
homemade, seus produtos de reacdo ndo demonstraram atividade antioxidante.

Testes com os antioxidantes padrdes BHA (butilhidroxianisol), a-tocopherol
e trolox oriundos da empresa Sigma Aldrich, demonstraram atividade de 86,2; 85,2 e
14,3% de reducdo do DPPH, respectivamente (Gllgin, 2006). Em outro estudo, o efeito
sobre o radical DPPH dos padrdes BHA, a-tocoferol, BHT (butilhidroxianisol) e trolox
foram de 67,8; 64,9; 62,5 e 29,4% respectivamente, enquanto o extrato de curcumina
apresentou reducdo do radical em 62,2% (Ak & Gulgin, 2008).

Tabela 5. Atividade antioxidante (% de reducdo de DPPH) dos produtos de hidrolise
catalisada por lipases obtidas de residuos de laranja Pera e concentradas com sulfato de
amonio 80% de saturagéo.

Oleo Lipasede Lipasede Lipasede Lipasede Lipase
Vegetal Bagaco Casca Frit Polpa  Comercial
(Substrato)
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Dendé 73,18bA 75,56aA 0 0 0
Girassol 48,08cA 0 0 9,8cB 0
Mamona 82,31aA 0 0 0 0

Milho 0 0 0 94,87aA 0

Oliva 70,92bA 0 69,50bB  58,15bB 0

Uva 0 0 0 0 0

Médias comparadas pelo Teste de Tukey (p < 0,05), andlise fatorial onde as letras
mailsculas comparam as linhas e mindsculas as colunas.

Os produtos das reacdes de sintese também foram analisados quanto a atividade
antioxidante, sendo que somente os resultantes da atuacdo da lipase do bagaco na
esterificacdo do acido oleico com etanol demostraram atividade antioxidante
apresentando 41,28% de reducdo do radical DPPH. As outras lipases testadas, incluso a
comercial, formaram produtos sem este potencial bioldgico. Isso mostra que altas taxas
de conversdo como os obtidos pelas lipases comercias, ndo estdo necessariamente
relacionadas ao aumento da atividade antioxidante, e que determinadas substancias

mesmo em pequenas concentracfes sdo capazes de promover esta atividade.
5.4.2 Avaliagdo da atividade antimicrobiana

Na avaliagdo quanto a atividade antimicrobiana (Tabela 6 e Figural2z —
exemplo), os compostos que apresentaram atividade foram os hidrolisados de 6leo de
girassol e oliva com lipase de bagaco sobre E. coli e P. aureginosa; hidrolisados de 6leo
de milho com lipase de polpa sobre E. coli e P. aureginosa; hidrolisados de 6leo de
oliva com lipase de frit e polpa sobre E. coli, L. monocytogenes e P. aureginosa;
hidrolisados de O6leo de girassol com lipase de polpa sobre L.monocytogenes, P.
aureginosa, S. enterentidis e S. aureus. A atividade foi observada de forma qualitativa

pela presenca de halos claros que indicam inibicdo do crescimento bacteriano.

Tabela 6. Atividade antibacteriana dos produtos das reacdes de hidrélise catalisadas por
lipases obtidas diretamente dos residuos de laranja Pera e concentradas com sulfato de
amonio 80% de saturacdo.

. E. coli L. P. S. S. aureus
Oleo + Lipase monocytogens | aureginosa | enteritidis
abrangéncia dos halos (mm)
Girassol/Bagaco 12 0 10 * *
Girassol /Polpa * 14,5 11 15,5 16,5
Milho/Polpa 10 * 10 * *
Oliva/Bagaco 13 * 12,5 * *
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Oliva/Frit 15,5 18,5 13 *
Oliva/Polpa 15,5 10 14,5

* corresponde a ndo formacéo de halo.

Amostra

Branco

Antibidtico

Amostra

Figura 11. Exemplo de placa com inibig&o do crescimento bacteriano representado pela
formacéo de halos. A imagem se trata da inibicdo de L. monocytogenes pelos produtos
de reacdo da lipase de polpa na hidrolise de éleo de girassol.

Outros estudos avaliaram a atividade antibacteriana de compostos vegetais como
Oleo de orégano e Oleo de cenoura, para as estirpes Listeria monocytogenes,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Yersinia enterocolitica, Pseudomonas
aeruginosa, Lactobacillus plantarum, Aspergillus niger, Geotrichum sp., e Rhodotorula
sp., sendo que a inibicdo variou de completa com 6leo de orégano (zona >70 a 80 mm) a
nenhuma inibigdo com 6leo de cenoura (Elgayyar et al., 2001).

Kabara et al. (1972) analisaram os efeitos antimicrobianos de acidos graxos
laurico, céprico e oleico sobre bactérias gram-positivas e gram-negativas a saber: S.
aureus (gram +), S. epidermidis (gram +), Streptococcus (gram +), Coryniebacterium
sp. (gram +), Nocardia asteroides (gram -), P. aureginosa (gram -) e E. coli (gram -).
Os pesquisadores observaram capacidade de inibi¢cdo destes compostos sobre as cepas
testadas, com destaque para o acido laurico que apresentou a maior atividade sobre as
bactérias gram positivas.

Os produtos obtidos nas reagdes de esterificacdo apresentaram discreta formacao
de halos, porém halos com didmetros maiores foram observados na avaliagdo de seus
brancos. Tendo em vista que o meio reacional desta analise é composto por acido oleico
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e etanol (sem enzima) o potencial antimicrobiano destas amostras pode estar atribuido
ao etanol, como ja é conhecido.

Nenhum produto testado apresentou atividade antifingica.

5.4.3 Avaliacdo da citotoxicidade - viabilidade celular

Os produtos da hidrolise do 6leo de milho pela lipase de polpa diminuiram
significativamente a viabilidade dos queratindcitos HaCat em relacdo ao controle em
todas as concentracbes (Figura 12 A). Para as células cancerigenas (SCC9) na
concentracdo de 40 pL do produto de reacdo houve diminuicdo em relacdo ao controle e
as outras concentraces testadas (Figura 12 A). Para os fibroblastos observou-se
aumento do metabolismo celular em todas as concentracdes testadas em relagcdo ao
controle (Figura 12A). O branco desta reacdo (Figura 14 A) ndo promoveu interferéncia
sobre a viabilidade das células.

As Figuras 12 B, C e D referem-se aos produtos de hidrélise do éleo de oliva
com as lipases de bagaco, frit e polpa, respectivamente, nas quais notam-se diminuigédo
da viabilidade celular das células tumorais SCC9 para todos os compostos. Para 0s
produtos da hirolise pelas lipases de frit e de polpa (Figura 12 C e D) essa diminuicdo
foi notada apenas nas concentracdes de 40 L e para os produtos da hidrélise pela lipase
de bagaco esse perfil foi notado em todas as concentragdes (Figura 12 B). Observou-se
também aumento do metabolismo celular de NHI-3T3 quando se utilizou os produtos de
hidrolise do 6leo de oliva com a lipase de bagaco nas concentracdes de 20 e 40 pL e
sobre HaCat em todas as concentracdes testadas (Figura 12 B). Analisando seu branco
de reacdo (Figura 14 B) também foi observado diminuicdo da viabilidade celular das
células SCC9 em todas as concentracOes testadas e ndo houve interferéncia sobre NHI-
3T3 e HaCat (Figura 14 B). Apesar da inibicdo de SCC9 ter sido observada também no
branco de reacdo (Figura 14 B) a diminuicdo da viabilidade do produto da hidrolise pela
lipase do bagaco foi estatisticamente mais efetiva, sugerindo efeito sinergico entre os
produtos de reacdo e compostos presentes na amostra.

A diminuicéo de viabilidade de SCC9 observada tanto na presenga dos produtos
de hidrolise do 6leo de milho quanto para os produtos de hidrdlise do éleo de oliva
(Figuras 12 A e B, respectivamente) demonstram um potencial promissor de aplicacao

destes produtos por tratar-se da inibicdo de uma celula cancerigena. Compostos que
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exercam tal propriedade é intensamente requerido para aplicacdo clinica, com o intuito
de combater células tumorais. O aumento do metabolismo celular dos fibroblastos
(NHI-3T3) e queratindcitos (HaCat) diante de diferentes compostos também é
interessante quanto ao potencial de aplicacdo, por exemplo, em regeneracdo de tecido
conjuntivo e da epiderme (Bueno et al., 2014; Oliveira, 2014)

Avaliando-se a diminuicdo da viabilidade sobre as celulas sadias de
queratinécito HaCat (que foram observadas na presenca dos produtos da hidrolise de
milho com lipase de polpa — Figura 12 A), pondera-se que esse efeito é igualmente
observado em quimioterapicos utilizados clinicamente, que além de serem toxicos para
as células cancerigenas, também exercem toxicidade sobre as demais células do

organismo tratado.
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Figura 12. Viabilidade das céulas NHI-3t3, HaCat e SCC9 em teste com A) produtos da
hidrolise do 6leo de milho obtidos pela atuacdo da lipase de polpa; B) produtos da hidrélise do
6leo de oliva obtidos pela atuacdo da lipase de bagaco; C) produtos da hidrélise do 6leo de oliva
obtidos pela atuagdo da lipase de frit; D) produtos da hidrdlise do 6leo de oliva obtidos pela
atuacdo da lipase de polpa (* # controle, sendo: * < ** < *#* < *¥** o D =40 pL # 10 pL e 20

pL).
Os produtos decorrentes das reacdes de esterificacdo entre o etanol e o acido

oleico pela lipase de bagaco, frit e polpa (Figura 13 A, B e C) foram tdxicos em todas as
concentrages testadas para NIH-3t3 e HaCaT, porém ndo apresentaram toxicidade para
as células SCC9, que por serem células cancerigenas, possuem mecanismos bioldgicos
diferenciados. Esses produtos apresentaram comportamento muito semelhante ao seu
branco de reacdo que foi composto de etanol e &cido oleico sem extrato enzimatico, no
qual a reacéo de esterificagdo néo ocorreu (Figura 14 C).

O branco de reacdo do é&cido oleico com etanol foi toxico em todas as

concentracdes testadas para NHI-3T3 e HaCat e ndo interferiu na viabilidade de SCC9

(Figura 14 C).
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Figura 13. Viabilidade das céulas NHI-3t3, HaCat e SCC9 em teste com A) produtos
da esterificacdo do etanol com &cido oleico pela atuacdo da lipase de bagaco e; B)
produtos da esterificacdo do etanol com acido oleico pela atuacéo da lipase de frit; C)
produtos da esterificacdo do etanol com &cido oleico pela atuacéo da lipase de polpa (*
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Figura 14. Viabilidade das céulas NHI-3t3, HaCat e SCC9 em teste com A) branco da
hidrolise do 6leo de milho sem atuacdo de lipase; B) branco da hidrélise do 6leo de
oliva sem atuacdo de lipase C) branco da esterificacdo do acido oleico com etanol sem
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5.5 Andlise do perfil dos acidos graxos obtidos das reacdes de hidrolise e

esterificacdo por lipases de residuos de laranja

Nas andlises cromatograficas executadas para tracar o perfil dos acidos graxos
remanescentes das reacfes (liberados pela atuacdo lipasica), avaliou-se a porcentagem
relativa desses compostos nas amostras. Deste modo, foi possivel correlacionar as
substancias com as atividades bioldgicas observadas.

Os produtos de reacdo que apresentaram atividade antioxidante, antimicrobiana
e citotdxica, foram: hidrolisado do 6leo de oliva com lipase de bagaco, frit e polpa;
hidrolisado do 6leo de milho com lipase de polpa; hidrolisado do 6leo de girassol com
lipase de bagaco e polpa; hidrolisado do 6leo de mamona com lipase de bagaco e
hidrolisado do dleo de dende com lipase de bagaco e casca. Estes compostos possuem
majoritariamente em sua composicdo o0s &acidos linoleico, oleico e palmitico,
respectivamente, em ordem decrescente; excetos o hidrolisado do 6leo de mamoma que
apresentou altas taxas de acido caproico e o hidrolisado do 6leo de dende, que alem do
acido oleico, apresentou também altas taxas de &cido elaidico.

Os perfis dos acidos graxos decorrentes das rea¢es dos oleos de oliva milho,
girassol, mamona, dendé e do &cido oleico com etanol com as lipases de residuos de
laranja oriundas de bagaco, casca, frit e polpa, estdo apresentados nas tabelas a seguir.
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Tabela 7. Perfil de acidos graxos em % relativa referente aos produtos de hidrolise do
6leo de oliva utilizando lipases de: 1= bagaco; 3 = frit; 4 = polpa.

Produtos da hidrdlise do 6leo de oliva

Acidos Graxos

% relativa de acidos graxos

1 3 4
C12:0 Laurico 0,74 0,14 1,52
Cl14:1 Miristoleico tr tr tr
C14:0 Miristico 0,08 0,07 tr
Cle:1 Palmitoleico 0,10 0,06 tr
Ci16:0 Palmitico 9,67 9,79 10,16
Ci17:1 Heptadecandico (cis-10) 0,08 0,07 tr
C17:0 Margdrico 0,09 0,09 tr
C18:2n6c¢ Linoléico 49,71 51,82 42,98
C18:1n9c Oléico 27,23 27,85 23,19
C18:1n9t Elaidico 1,51 1,49 1,26
C18:0 Estedrico 4,34 4,11 6,68
C20:3n3 Eicosatriendico
(cis-11,14,17) 0,60 0,35 0,38
C20:0 Araquidico 0,39 0,39 0,34
C22:0 Behénico 0,51 0,44 0,45
C24:0 Lignocerdico 0,19 0,18 0,18
Total Identificado 95,24 96,85 87,14
Substancias nao identificadas 4,76 3,15 12,86

tr = trago do acido graxo (tr < 0,05)
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Os produtos da hidrdlise do 6leo de oliva que se destacaram quanto a atividade
antioxidante foram os oriundos das lipases de bagaco e lipase de frit (Tabela 5); quanto
a atividade antimicrobiana os destaques foram para os produtos de hidrolise das
enzimas de frit e polpa (Tabela 6) e para diminuicdo da viabilidade celular destacaram-

se 0s produtos da hidrélise do bagacgo (Figura 12 A).

Tabela 8. Perfil de acidos graxos em % relativa referente aos produtos de hidrélise do
6leo de milho utilizando lipase de polpa.

Produtos da hidrélise do 6leo de milho

Acidos Graxos % relativa de acidos graxos
C12:0 Laurico tr
Ci16:0 Palmitico 11,18
C18:2n6c Linoléico 41,65
C18:1n9c Oléico 29,22
C18:1n9t Elaidico 0,75
C18:0 Estedrico 2,11

Eicosatriendico (cis-
C20:3n3  11,14,17)

tr

C20:0 Araquidico 0,39
Total Identificado 85,3
Substancias nao identificadas 14,7

tr = traco do acido graxo (tr < 0,30)

Os produtos da hidrolise do 6leo de milho que mais se destacaram quanto a
atividade antioxidante foram os oriundos da acdo da lipase de bagaco (Tabela 5); sendo
que quanto a atividade antimicrobiana (Tabela 6) e diminui¢do da viabilidade celular
(Figura 12 A), os produtos mais promissores foram os obtidos pela lipase de polpa.
Esses compostos apresentaram majoritariamente em sua composicdo 0s acidos

linoleico, oleico e palmitico.
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Tabela 9. Perfil de &cidos graxos em % relativa referente aos produtos de hidrolise do
6leo de girassol utilizando lipases de: 1= bagaco e 4 = polpa.

Produtos da hidrélise do éleo de girassol

Acidos Graxos

% relativa de acidos graxos

1 4
C12:0 Laurico tr 1,01
Ci14:1 Miristoleico tr tr
C14:0 Miristico 0,19 0,10
Cle6:1 Palmitoleico 0,08 tr
C16:0 Palmitico 6,00 7,04
c17:1 Heptadecandico tr tr
(cis-10)
C17:0 Margarico tr tr
C18:2n6¢c  Linoléico 50,57 47,15
C18:1n9c  Oléico 34,42 32,13
C18:1n9t  Elaidico 1,31 1,44
C18:0 Estearico 3,73 4,34
€20:3n3 Eicosatriendico
(cis-11,14,17) 0,30 0,33
C20:0 Araquidico 0,30 0,29
C22:0 Behénico 0,67 0,59
C24:0 Lignocerdico 0,26 0,23
Total Identificado 97,83 94,65
Substancias ndo identificadas 2,17 5,35

tr = trago do acido graxo (tr < 0,07)
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Os produtos da hidrdlise do 6leo de girassol que mais se destacaram quanto a
atividade antioxidante foram os oriundos da lipase de bagaco (Figura 5); ja quanto a
atividade antimicrobiana, os oriundos da lipase de polpa (Figura 6). Nao foi observada
atividade desses produtos quanto a viabilidade celular. Para esses compostos observou-

se majoritariamente a presenca dos &cidos linoleico, oleico e palmitico.

Tabela 10. Perfil de &cidos graxos em % relativa referente aos produtos de hidrélise do
6leo de mamona utilizando lipase de bagaco.

Produtos da hidrolise de dleo de mamoma

Acidos Graxos % relativa de acidos graxos

C6:0 Caproico 66,38
C8:0 Caprilico 4,21
C10:0 Caprico 0,23
C16:0 Palmitico 1,26
C18:1n9c Oléico 4,08
C18:1n9t Elaidico 3,14
Total Identificado 79,3
Substancias nao identificadas 20,7

Os produtos de hidrélise do 6leo de mamoma que se destacaram quanto a
atividade antioxidante foram os obtidos pela lipase de bagaco (Tabela 5); no entanto
este e os demais produtos da hidrolise do 6leo de mamona nédo apresentaram potencial
quanto as atividades antimicrobianas e diminuicdo da viabilidade celular. Para estes

compostos observou-se majoritariamente o acido caproico.
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Tabela 11. Perfil de acidos graxos em % relativa referente aos produtos de hidrélise do

6leo de dendé utilizando lipases de: 1 = bagaco e 2 = casca

Produtos da hidrdlise do 6leo de dende

% relativa de acidos

Acidos Graxos graxos

1 2

C12:0 Laurico 0,28 tr

C14:0 Miristico 3,02 tr

Cle:1 Palmitoleico 4,45 tr
C16:0 Palmitico 6,83 6,73

C17:0 Margarico 0,13 tr
C18:1n9c Oléico tr 52,51
C18:1n9t Elaidico tr 34,46
C18:0 Estearico 74,52 3,92

C20:3n3 Eicosatriendico (cis-11,14,17) tr tr

C22:1n9 Ester metilico de 4cido erucico tr tr
Total Identificado 89,23 97,62
Substancias nao identificadas 10,77 2,38

tr = traco do acido graxo (tr < 0,02)

Os produtos de hidrélise do 6leo de dendé de destaque quanto a atividade

antioxidante foram os decorrentes da lipase de casca (Figura 5). Nao foi observado

potencial antimicrobiano e interferéncia sobre viabilidade celular desses produtos

reacionais, cujo composto majoritério foi o acido oleico.
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Tabela 12. Perfil dos &cidos graxos e ésteres de acidos graxos em % relativa referentes
aos produtos de esterificacdo do acido oleico e etanol utilizando lipases de: 1 = bagaco;
2 = casca; 3 = frit e 4 = polpa.

Produtos da esterificagdo do acido oleico com etanol

. % relativa de acidos graxos
Acidos graxos

1 2 3 4

C10:0 Caprico 2,85 2,36 2,66 2,19
C16:0 Palmitico 6,26 5,00 5,56 5,77
Ci16:0 Palmitato de etila tr 0,29 0,17 0,12
C18:1n9c Oléico 55,30 69,21 74,45 54,69
Ci18:1 Oleato de etila 14,70 8,92 5,45 15,83

Total Identificado 79,11 85,78 88,29 78,60
Substancias nao identificadas 20,89 14,22 11,71 21,40

tr = traco do acido graxo (tr < 0,07)

Os produtos da esterificagdo do acido oleico com etanol ndo demonstraram
potencial quanto as atividades bioldgicas testadas.

Lee et al. (1991) estudaram a composicao de acidos graxos de frutas, endocarpo
e sementes de uma planta chinesa denominada Omija (Schizandra chinensis Baillon) e
suas atividades antioxidantes foram determinadas pelo método DPPH. A composicao de
acidos graxos observada foi majoritariamente acidos linoleico, oleico e palmitico nas
trés fracdes avaliadas, sendo que para 0 endocarpo e sementes observou-se atividade
antioxidante mais significativa do radical DPPH. Comportamento semelhante foi
observado em nosso estudo onde os produtos das hidrolises do 6leo de milho com lipase
de polpa; 6leo de oliva com lipases de bagagco, frit e polpa e dleo de girassol com lipase
de bagaco, apresentaram atividades antioxidantes sobre DPPH e 0s mesmos compostos

majoritarios do estudo citado.
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Oztiirk et al. (2011) testaram os efeitos antioxidantes e efeitos antimicrobianos
de espécies de cogumelo Agaricius essettei, Agaricus bitorquis e Agaricus bisporus
sobre bactérias de gram-positivas e negativas tais como, Sthaphylococcus aureus ATCC
25932 e ATCC 12598, Klebsiella pneumoniae ATCC 27736 e P. vulgaris RSKK
96026; além de avaliarem sua composicdo de acidos graxos. Para todas as cepas foi
observada formacdo de halos que indicam inibi¢do do crescimento bacteriano e foram
observadas atividades antioxidantes avaliadas pelos métodos DPPH e ABTS. Na
avaliacdo dos acidos graxos verificou-se majoritariamente os acidos linoleico, palmitico
e oleico. No presente estudo observou-se também atividades antimicrobianas dos
produtos de hidrdlise do 6leo de girassol com lipases de bagaco e polpa; 6leo de oliva
com lipases de bagaco, frit e polpa e 6leo de milho com lipase de polpa, nos quais foram
detectados como compostos majoritarios os acidos linoleico, oleico e palmitico.

As propriedades antibacterianas de &cidos graxos ainda sdo mal compreendidas,
porém, uma hipotese seria sua atuacdo sobre membrana celular da bactéria podendo
Estudos relatam os efeitos antibacterianos de amplo espectro de acidos graxos de varias
fontes bioldgicas, incluindo algas, animais e plantas que sdo bastante interessantes. Uma
vantagem da utilizagdo de acidos graxos em relacdo aos antibioticos convencionais seria
a ndo resisténcia antimicrobiana (Narasimhan et al.,2006).

Estudos como os de Jiang et al. (1998) relacionam os efeitos de acidos graxos
poliinsaturados de cadeia longa como é&cido linoleico as atividades antitumorais por
mecanismos ainda ndo elucidados e ressaltam que esta abordagem pode apontar para
uma nova direcdo no tratamento de cancer. Outros pesquisadores (Durgam &
Fernandes, 1997) avaliaram os efeitos in vitro de concentracBes de &cido linoleico
conjugado em células cancerigenas de humanos (M21-HPB - melanoma, HT-29 -
colorretais, MCF-7- mama). A incubacdo dessas células cancerigenas e &cido linoleico
conjugado apresentaram reducBes significativas na proliferacdo dessas células em
relacdo ao controle e sugerem que o acido linoleico conjugado pode ser citotoxico para
células tumorais humanas também in vivo. De forma semelhante aos estudos citados, 0s
produtos de reacdo da hidrolise do 6leo de milho com lipase de polpa e do dleo de oliva
com lipases de bagaco, frit e polpa apresentados neste estudo, demonstraram potencial
quanto a diminuicdo da viabilidade celular de células cancerigenas e apresentaram como

compostos majoritarios acido linoleico, acido oleico e acido palmitico.
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Os estudos citados mostram um perfil de acidos graxos muito parecido com as
amostras avaliadas em nosso estudo onde potencial antioxidante, antimicrobiano e
citotoxico também foram observadas. Dessa forma € possivel correlacionar essas
atividades a presenca desses compostos, sendo que o mecanismo pode ser isolado ou

sinérgico com outros compostos das amostras.

6. Conclusdo

Do ponto de vista biotecnologico, os subprodutos do processamento de suco de
laranja Pera, podem ser uma alternativa as lipases comerciais apresentando como
vantagens, além do baixo custo e facil obtencédo, o acesso a produtos diferenciados.

Poucos estudos relatam atividades bioldgicas decorrentes de produtos de
reacOes, sendo que a aplicacdo de lipases provenientes de residuos nunca foi relatada
anteriormente para esta finalidade, sendo uma estratégia inovadora.

Considerando o acesso da enzima e dos substratos utilizados, tem-se uma
excelente alternativa para obtencdo de &cidos graxos e outros compostos liberados
durante as reacdes, que embora, ainda ndo tenham seu mecanismo de acdo desvendado,
demonstraram potencial para a exploracdo de suas atividades bioldgicas como

antioxidantes, antitumorais e antibioticos.
7. SugestBes para trabalhos futuro

Para a continuidade do trabalho sugere-se a aplicacdo das lipases dos residuos de
laranja para obtencdo de lipideos modificados por reacdes de interesterificacdo, com
posterior aplicacdo in vitro e in vivo dos produtos de reacdo, investigando a presenca de
atividades bioldgicas, toxicidade e concentracdo efetiva e correlagdo com as estruturas

quimicas.
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Figura 1: Perfil de dcidos graxos resultantes da atuagdo da lipase de frit sobre dleo de oliva em reagdo de hidrdlise.
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Figura 3: Perfil de dcidos graxos resultantes da atuag¢do da lipase de polpa sobre dleo de oliva em reagdo de
hidrdlise.
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Figura 4: Perfil de dcidos graxos resultantes da atuagdo da lipase de bagago sobre dleo de girassol em reagdo de
hidrdlise.
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Figura 5: Perfil de dcidos graxos resultantes da atuag¢do da lipase de polpa sobre dleo de girassol em reagdo de
hidrdlise.
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Figura 6: Perfil de dcidos graxos resultantes da atuag¢do da lipase de polpa sobre dleo de milho em reagdo de
hidrdlise.
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Figura 7: Perfil de dcidos graxos resultantes da atuagdo da lipase de bagago sobre dleo de mamona em reagdo de

hidrdlise.
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Figura 8: Perfil de dcidos graxos resultantes da atuag¢do da lipase de bagago sobre dleo de dende em reagdo de

hidrdlise.
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Figura 9: Perfil de dcidos graxos resultantes da atuagdo da lipase de casca sobre dleo de dende em reagdo de
hidrdlise.
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Figura 10: Perfil de dcidos graxos e ésteres de dcidos graxos resultantes da atuagdo da lipase de bagago sobre o
dcido oleico e etanol em reagdo de esterificagcdo.
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Figura 11: Perfil de dcidos graxos e ésteres de dcidos graxos resultantes da atuagdo da lipase de casca sobre o dcido
oleico e etanol em reagdo de esterificagdo.
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Figura 12: Perfil de dcidos graxos e ésteres de dcidos graxos resultantes da atuagdo da lipase de frit sobre o dcido
oleico e etanol em reagdo de esterificagdo.
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Figura 13: Perfil de dcidos graxos e ésteres de dcidos graxos resultantes da atuagdo da lipase de polpa
sobre o dcido oleico e etanol em reagdo de esterificagdo.
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